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RESUMO

Cissampelos sympodialis Eichler, pertence a familia Menispermaceae, sendo conhecida
popularmente como “milona". A espécie tem demonstrado por meio de testes pré-clinicos,
potencial de interferir em processos relacionados com a fisiopatologia da asma, exercendo
multiplos efeitos sinérgicos. A warifteina, um alcaloide bisbenzilisoquinolinico, tem sido
apontada como a principal substancia bioativa presente nas folhas e nas raizes desta espécie.
O presente estudo utilizou metodologia metabolémica baseada em RMN e combinagdo com
analise multivariada para analisar a variacdo quimica qualitativa e quantitativa dos
constituintes presentes nos extratos hidroalcodlicos das folhas durante o desenvolvimento da
planta (entre 60 a 210 dias ap06s o plantio, codificados como CsFgy, CsFgo, CsF120, CSFis0,
CsF1g0 € CsF10) e a relacdo com o efeito in vitro sobre traqueia isolada de cobaia. Os dados
de RMN-"H dos seis extratos das folhas foram submetidos & anélise por PCA e os teores dos
compostos identificados foram quantificados por RMNg-'H. O teor de warifteina e
metilwarifteina foram determinados por CLAE e o teor de fendlicos totais determinado pelo
método de Folin-Ciocalteu, utilizando &cido galico como o composto fendlico padrdo. Os
extratos submetidos a analise por RMN-'H foram simultaneamente testados quanto & sua
poténcia em relaxar in vitro a traqueia de cobaia pré-contraida com carbacol. Para estudar a
relacdo entre o perfil quimico e a atividade farmacoldgica foi empregada a técnica de PLS
(Partial Least Squares). O estudo foi capaz de identificar e quantificar vinte substancias dentre
metabdlitos primarios e secundarios presentes em todos os extratos das folhas. Os teores dos
alcaloides majoritarios decaem de 2,0 + 0,32 pg/mL para warifteina e 1,0 + 0,14 pg/mL para
metilwarifteina a niveis ndo detectaveis, a partir de 90 dias apds o plantio para a warifteina e a
partir de 120 dias para metilwarifteina. Os compostos fenélicos e os flavonois quercetina (0,1
+0,05a 1,0 £ 0,12 mmol/L) e caempferol (0,4 £ 0,12 a 1,0 + 0,16 mmol/L) se comportam de
forma contraria, aumentando os seus niveis no sentido da frutificacdo. Através da analise de
PCA foi possivel diferenciar todos os extratos, demonstrando que o ciclo vegetativo esta
associado com diferencas claras na composi¢do quimica, principalmente devido a variacdes
na concentracdo de acgucares, compostos fenolicos e derivados do acido quinico. O extrato
(CsF,10) originado das folhas no periodo da frutificacdo foi o mais distinto entre as amostras,
sendo os sinais atribuidos aos derivados do acido quinico, quercetina e caempferol
responsaveis por esta discriminacdo. Os seis extratos foram capazes de relaxar a traqueia de
cobaia pré-contraida com carbacol, sendo o extrato CsF;19 (CEsp = 74,6 £ 7,9 ug/mL) mais
potente em relacdo aos extratos CsFgy (CEsp = 231,6 + 38,9 pug/mL) e CsFigo (CEsg = 239,7 £
15,1 pg/mL) na presenca de epitélio funcional. Nao houve correlagcdo entre o teor de
alcaloides determinados por CLAE e a atividade espasmolitica dos extratos. Por outro lado, a
andlise por PLS demonstrou correlacdo entre os sinais de derivados dos flavondis quercetina e
caempferol e a poténcia espasmolitica dos extratos. Em conjunto nossos resultados
demonstram pela primeira vez que os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos warifteina e
metilwarifteina ndo parecem estar envolvidos nas agdes espasmoliticas dos extratos polares de
Cissampelos sympodialis.

Palavras-Chaves: Cissampelos sympodialis; Metabolomica; PLS; RMN; PCA; CLAE;
Alcaloides; Atividade espasmolitica.



ABSTRACT

Cissampelos sympodialis Eichl., (Menispermaceae) is popularly known as “milona". This
species has shown potential to interfere with the pathophysiology of asthma by exerting
multiple synergistic effects. Warifteine, a bisbenzilsioquinoline alkaloid has been considered
as the main bioactive substance present in the leaves and roots of this species. The present
work used a metabolomics approach combined with multivariate data analysis to study
quantitative and qualitative chemical variations in the leaf extracts during the phenological
development of the plant (between 60 and 210 days after seedling, and the corresponding
extracts were coded as CsLgo, CSLgo, CSL120, CSL1sg, CsLigo € CSL21p) and its relation with the
relaxing effect using in vitro guinea pig tracheal. ‘H-NMR data from extracts were submitted
to PCA analysis and the concentration of the identified compounds was quantified by *H
gNMR. The contents of warifteine and methylwarifteine were determined by HPLC and the
total phenolic content of extracts was determined using the Folin-Ciocalteu method, using
galic acid as standard. Extracts submitted to *H-NMR spectroscopy were simultaneously
screened to determine their potency in relaxing in vitro guinea-pig tracheal pre-contracted
with carbachol. To investigate the relationship between chemical profile and pharmacological
activity we used PLS regression. The method was able to identify and to quantitate 20
primary and secondary metabolites in the extracts. The concentration of the major alkaloids
decrease from 2.0 £ 0.32 pg/mL for warifteine and 1.0 £ 0.14 pug/mL for methylwarifteine to
undetectable levels from 90 days onwards after seedling for warifteine and 120 days for
methylwarifteine. Phenolic compounds and derivatives of the flavonols quercetin and
kaempferol behave in na opposite fashion, increasing its levels towards fructification (from
0.1 £0.05 to 1.0 £ 0.12 mmol/L for quercetin and from 0.4 £ 0.12 to 1.0 + 0.16 mmol/L for
kaempferol). The metabolomics study based on *H-NMR spectroscopy with PCA was able to
discriminate all extracts demonstrating that the phenological cycle is associated with clear
differences in chemical composition, mainly due to variations in the concentration of sugars
and quinic acid derivatives. The extract obtained during fructification (CsL;10) was the most
distinctive amongst all samples mainly due to signals from quinic acid derivatives,
kaempferol and quercein derivatives. The content of major alkaloids decreased from 2.0 +
0.32 pg/mL for warifteine and 1.0 + 0.14 pg/mL to methylwarifteine to undetectable levels
from 90 days onwards after seedling for warifteine and 120 days for methylwarifteine. The
phenolic compounds and flavonoids quercetin (0.1 £ 0.05 a 1.0 £ 0.12 mmol/L) and
kaempferol (0.4 + 0.12 a 1.0 £ 0.16 mmol/L) behaved in an opposite fashion, increasing its
concentration towards fructification. The six extracts relaxed the trachea pre-contracted with
carbachol guinea pig, and the CsF,;q extract (ECso = 74.6 £ 7.9 ug/mL) more potent compared
to CslLgp extracts (ECsp = 231.6 = 38.9 pg/ml) and CsLigp (ECsp = 239.7 = 15.1 pg/ml) in the
presence of functional epithelium. There was no correlation between the content of alkaloids
as determined by HPLC and the spasmolytic activity of the extracts. PLS analysis revealed a
moderate correlation between *H-NMR signals for quercetin and kaempferol derivatives and
the spasmolytic activity of extracts. Taken together our results demonstrate for the first time
that bisbenzylisoquinoline alkaloids warifteine and methylwarifteine do not seem to
participate in the spasmolytic actions of polar Cissampelos sympodialis extracts.

Keywords: Cissampelos sympodialis; metabolomics; PLS; NMR; PCA; HPLC; Alkaloids;
spasmolytic activity.
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1 Introdugéo

O uso dos produtos naturais iniciou-se ha muitos anos, sendo utilizados de forma
alternativa ou complementar aos medicamentos sintéticos, representando um importante papel
na saude mundial. O estudo continuo sobre plantas medicinais com foco no conhecimento do
processo metabdlico e do efeito das plantas sobre a fisiologia humana tém ampliado cada vez
mais o campo de aplicacdo das plantas medicinais (NEWMAN; CRAGG, 2012; DEY et al.,
2012). Os metabdlitos secundarios, pela diversidade de tipos estruturais complexos, séo
substancias essenciais ao desenvolvimento, regulacdo, equilibrio e defesa dos organismos que
os contém. Sdo também de grande utilidade para a espécie humana como farmacos, alimentos,
fragrancias, cosméticos e agroquimicos. Portanto, de grande utilidade para a descoberta de
novos farmacos e outros bioprodutos (FUNARI et al., 2013).

Estudos fitoquimicos com espécies vegetais utilizadas no tratamento da asma tém sido
realizados com o objetivo de encontrar novas substancias terapéuticas, que possam servir
como farmacos ou, entdo, como prototipos para novos medicamentos e que tenham menos
efeitos adversos em relacdo aos tratamentos atuais (MANGUEIRA et al., 2010).

A espécie Cissampelos sympodialis Eichler pertence a familia Menispermacea, sendo
utilizada largamente na medicina popular e indigena para o tratamento de desordens
inflamatdrias, incluindo a asma. Suas folhas e raizes sdo empregadas no tratamento de
doencas do aparelho respiratério, reumatismo e artrite. Trata-se de uma trepadeira, conhecida
popularmente como “milona", "jarrinha, "orelha-de-onca" e "abuteira". Sua ocorréncia é
verificada em varios estados brasileiros, como Paraiba, Ceara, Alagoas e Bahia (BARBOSA-
FILHO; AGRA; THOMAS, 1997; AGRA; FRANCA; BARBOSA-FILHO, 2007). A espécie
tem demonstrado por meio de testes pré-clinicos, potencial de interferir em processos
relacionados com a fisiopatologia da asma, exercendo multiplos efeitos sinérgicos
(CAVALCANTI et al., 2013). Dentre estes efeitos, tem-se a comprovagdo do aumento nos
niveis de citocinas anti-inflamatoérias (PIUVEZAM et al., 1999), diminuicdo na producdo de
imunoglobulina antigeno-especifico (BEZERRA SANTOS et al., 2004), redugéo da produgéo
e deposicdo de muco nas vias aereas (BEZERRA-SANTOS et al., 2012), e uma atividade
broncodilatadora direta (THOMAS et al., 1997a). A warifteina, um alcaldide
bisbenzilisoquilolinico, foi apontada como a principal substancia bioativa presente nas folhas
e nas raizes desta espécie (BARBOSA-FILHO; AGRA; THOMAS et al.,1997).

Melo, I. C. A.R 17



Sabe-se que o teor de metabolitos é afetado por condi¢gdes ambientais e esta variagdo
qualitativa e quantitativa pode influenciar a resposta farmacolégica. A época em que 0
material vegetal é coletado € um dos critérios de maior importancia, visto que a quantidade e a
natureza dos constituintes ativos ndo é constante durante o ano e o crescimento da planta
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). A metaboldmica proporciona uma viséo geral de todos 0s
metabolitos presentes no organismo sob certas condi¢fes e tem se desenvolvido como um
importante campo da ciéncia das plantas e produtos quimicos naturais (SEGER; STURM,
2007; SCHRIPSEMA, 2010). Para garantir a constancia de principios ativos e/ou marcadores
quimicos, e a reprodutibilidade das agdes farmacoldgicas de um produto natural, se faz
necessario um rigoroso controle de qualidade e a metabolémica fornece uma poderosa
ferramenta para a compreensdo do metabolismo vegetal, mostrando-se especialmente util para
efeitos de controle de qualidade ou taxonémicos (HEYMAN; MEYER, 2012; YANG et al.,
2014).

Para andlise do metaboloma, a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) é considerada uma técnica apropriada, pois necessita de amostras com pouca massa,;
proporcionando uma andlise rapida, altamente reprodutivel e ndo destrutiva. Além disso é
uma técnica que responde a qualquer substancia orgénica que possua atomos de hidrogénio ou
carbono, sendo assim bastante universal. A espectroscopia de RMN permite a determinagéo
de estruturas moleculares dos compostos individuais, mesmo em misturas, e muitos sinais
podem ser identificados sem a necessidade de mais fracionamento do extrato, com o auxilio
de técnicas de correlacdo homonucleares e heteronucleares de RMN. Além de ser uma técnica
util do ponto de vista qualitativo, a espectroscopia de RMN também pode ser empregada para
a quantificacdo dos compostos presentes na planta, pois a intensidade do sinal dos compostos
é proporcional & sua concentracdo molar (VERPOORTE; CHOI; MUSTAFA, 2008; KIM,;
CHOI; VERPOORTE, 2011).

Com o intuito de investigar a variagdo na composic¢ao quimica e atividade biologica
dos extratos das folhas de C. sympodialis, o presente estudo utilizou a analise metaboldémica,
empregando a espectroscopia de RMN de *H em combinacdo com analise multivariada, para
conhecer os metabdlitos presentes nesta espécie, buscando verificar a variabilidade quimica
nos estagios de desenvolvimento vegetal, e sua relacdo com o efeito relaxante na musculatura

lisa das vias aéreas.
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2 Fundamentacdo Teorica

2.1 Consideracdes sobre Cissampelos sympodialis

A familia Menispermaceae, a qual pertence a espécie Cissampelos sympodialis
Eichler, é composta por cerca de 70 géneros e 420 espécies, sendo representada no Brasil por
cerca de 15 géneros e 108 espécies. O género Cissampelos é composto por 19 espécies, sendo
9 encontradas no Brasil e destas, trés de ocorréncia no estado da Paraiba: Cissampelos
sympodialis, Cissampelos pareira e Cissampelos fasciculata. As espécies possuem
semelhangas anatémicas que sdo distinguiveis apds exame microscopico de suas folhas
(BARROSO, 1978; PORTO; BASILIO; AGRA, 2008; BRAGA, 2015).

Cissampelos sympodialis (Figura 1) é conhecida popularmente como “milona”,
“jarrinha”, “orelha-de-onga” e “abuteira”. Trata-se de uma espécie trepadeira encontrada nas
regides Nordeste e Sudeste do pais, do Ceara a Minas Gerais; ocorrendo frequentemente em
areas abertas, sobre arbustos em solo argiloso (BARBOSA-FILHO; AGRA; THOMAS,1997).
As folhas sdo caracteristicas da espécie: glabras, com formato deltoide e peciolo espessado
nas extremidades. A auséncia de sacos secretores, geralmente presentes no feixe vascular e no
peciolo, registrados para varias espécies de Menispermaceae, inclusive em C. pareira e C.
fasciculata, € um carater ndo observado em Cissampelos sympodialis. Ja os frutos sdo do tipo
drupaceo e de coloracdo vermelho alaranjado quando maduros (AGRA; FRANCA,
BARBOSA-FILHO, 2007; PORTO; BASILIO; AGRA, 2008). A germinacio das sementes
ocorre de 18 a 25 dias, a floracdo em cerca de 150 dias apds o plantio e o periodo entre a
floracdo e a maturacéo dos frutos é de aproximadamente 26 dias (FONSECA; FIGUEIREDO,
1999).

Suas folhas e raizes sdo empregadas na medicina popular no tratamento de doencgas do
aparelho respiratorio, reumatismo e artrite (AGRA; FRANCA; BARBOSA-FILHO, 2007). E
considerada uma espécie de grande importancia farmacologica pelas diversas atividades ja
confirmadas, em destaque o seu potencial de interferir em processos relacionados com a

fisiopatologia da asma, exercendo multiplos efeitos sinérgicos (CAVALCANTI et al., 2013).
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Figura 1 - Cissampelos sympodialis Eichler: A. Planta adulta; B. Detalhe das folhas
deltoides e os frutos maduros (cor vermelha).

Fonte: CAVALCANTI et al., 2013.

2.1.1 Estudo Quimico de Cissampelos sympodialis

A familia Menispermaceae é caracterizada pela presenca de alcaloides, havendo
relatos do isolamento de 1522 destas moléculas, em 160 espécies diferentes (BARBOSA-
FILHO; DA-CUNHA; GRAY, 2000). Quanto a sua estrutura quimica, destacam-se em
abundancia os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos, seguido pelos aporfinicos e o0s
protoberberinicos (ARAGAO, 2002).

Estudos fitoquimicos com C. sympodialis permitiram a identificacdo e caracterizacéo
estrutural dos seguintes alcaloides (Figura 2): sympodialina, laurifolina (ALENCAR, 1994),
milonina (DEFREITAS et al., 1995), warifteina (CORTES et al., 1995), metilwarifteina
(BARBOSA-FILHO; AGRA; THOMAS, 1997), coclaurina (LIRA, 2001), liriodenina,
roraimina (LIRA et al., 2002), des-7'-O-metilroraimina e seu epimero epi-des-7'-O-
metilroraimina (MARINHO et al., 2013) e a sousina (MEDEIRQS, 2013).
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A principal substancia bioativa presente no extrato etandlico das folhas de C.
sympodialis é considerada como sendo a warifteina, um alcaloide bisbenzilisoquilolinico, que
ocorre tanto nas folhas como nas raizes, a uma concentracdo de aproximadamente 1% do peso
do extrato etandlico concentrado (BARBOSA-FILHO; AGRA; THOMAS et al.,1997). A
warifteina, juntamente com seu derivado, a metilwarifteina e a milonina, um alcaloide
morfindmico, sdo considerados os marcadores da espécie e foram implicados nas acbes
farmacologicas descritas para o extrato das folhas da planta (MARINHO; BARBOSA-
FILHO; OLIVEIRA, 2011).

O screening fitoquimico com quatro lotes de folhas de C. sympodialis, demonstrou
além dos alcaloides, a presenca de compostos fenolicos representados principalmente por
taninos e flavonoides no extrato hidroalcodlico das folhas. A analise histoquimica das folhas
revelou reacdo positiva mais intensa para alcaloides, compostos fenolicos, polissacarideos
acidos e lipidios totais (CAVALCANTI et al., 2014).

Figura 2 - Alcaloides isolados de Cissampelos sympodialis.

CH; O  OCH, H;CO O
+
Ho</ ) HO N(CHs),
: @
0
Wad
H,CO  OH d TH, H5CO
OH

Svmpodialina

Presente nas raizes Laurifolina
Presente nas folhas
H,CO l
HO
o, NCH
H,CO Q N
0 H,CO  OH
Milonina Warifteina

Presente nas folhas e raizes

Presente nas folhas

Melo, I. C. A.R 22



Roraimina

Metilwarifteina ,
Presente nas raizes

Presente nas folhas e raizes

H,;CO.
= HO ! N\H
N = O
I ®
(@) HO

Liriodenina Coclaurina
Presente nas raizes Presente nas folhas
OMe OMe
N S N\
OH

HO,

MeO MeO

des-7'-O-metilroraimina epi-des-7'-O-metilroraimina

Presente nas raizes Presente nas raizes

H

OCH;
N o O

Sousina
Presente nas raizes

Melo, I.C. A.R

23



2.1.2 Potencial Farmacoldgico e Toxicoldgico de Cissampelos sympodialis

Um dos primeiros relatados da atividade farmacoldgica de C. sympodialis trata de sua
acdo sobre o tdnus muscular. Dentre os estudos, se investigou o efeito da fragdo aquosa (FA)
do extrato etanolico das raizes e foi verificada a atividade relaxante na musculatura lisa de
traqueia de cobaias. A fracdo € equipotente a aminofilina e sua acdo parece envolver o
aumento intracelular do monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), como demonstrado em
macrofagos alveolares de cobaia, provavelmente associado a inibicdo de enzimas
fosfodiesterases (THOMAS et al., 1995). Estudos posteriores com a FA do extrato
hidroalcodlico das folhas da espécie confirmaram a atividade broncodilatadora, com
comprovada acdo espasmolitica (THOMAS et al., 1997a), aumento de CAMP e inibicdo das
enzimas fosfodiesterases em culturas de células de musculatura lisa de traqueia de cobaias
(THOMAS et al., 1997b).

Estudos imunoldgicos com a FA do extrato etandlico das folhas de C. sympodialis
demonstraram ac¢do imunomoduladora e anti-inflamatoria, em decorréncia de niveis elevados
de interleucina 10 (IL-10) in vitro, que inibe a sintese de citocinas pro-inflamatérias por
macrofagos e mondcitos (PIUVEZAM et al., 1999). Também foi possivel demonstrar que a
FA inibe a desgranulacdo dos neutréfilos por um mecanismo cAMP dependente (THOMAS et
al., 1999). Um experimento posterior, utilizando modelo de macréfagos infectados com
Tripanosoma cruzi, corrobora com o fato de que o efeito anti-inflamat6rio do extrato pode
estar, em parte, relacionado com uma diminuicdo da atividade de macrdfagos resultante da
producdo aumentada de IL-10. A funcdo dos linfocitos B, também foi estudada e os
resultados mostraram que a FA inibiu a resposta proliferativa in vitro de células B, podendo
indicar um mecanismo adicional para o efeito anti-inflamatério da fracdo (ALEXANDRE-
MOREIRA; PIUVEZAM; PECANHA, 2003). A atividade anti-inflamatoria pode estar
relacionada com os compostos que regulam os mecanismos de edema induzido por TPA (12-
O-tetradecanoil forbol acetato) e de migracdo de neutrofilos induzido por carragenina
(BATISTA-LIMA et al., 2001).

A propriedade antialérgica da FA do extrato etanolico das folhas da espécie foi testada
a fim de verificar a habilidade em modificar a producdo de IgE sérica induzida por um
antigeno especifico. A administracdo oral de FA durante a sensibilizacdo de camundongos
com ovalbumina (OVA) reduziu de forma significante a producdo de IgE (BEZERRA

SANTOS et al., 2006). O tratamento também diminuiu o edema de pata induzida por OVA e
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aumentou a producdo de IFN-o (BEZERRA SANTOS et al.,, 2004). A administracdo
intraperitoneal de FA inibiu a reacdo de choque anafilatico, a producéo de IgE e a proliferacdo
da resposta celular (BEZERRA SANTOS et al., 2005).

A partir de estudos realizados com a warifteina, principal alcaloide isolado da espécie,
observou-se um antagonismo reversivel, ndo especifico e ndo competitivo a histamina,
carbacol e bradicinina em ileo de cobaia. Além de antagonizar contra¢fes induzidas por
ocitocina e bradicinina em Utero de rato, enquanto que, em traqueia de cobaia, o alcaloide
inibiu o tdnus espontaneo (CORTES et al., 1995). O alcaloide promoveu efeito relaxante do
musculo liso vascular de aorta de coelhos por meio da inibicdo dos canais de célcio e a
modificacdo dos estoques de célcio intracelulares sensiveis a noradrenalina (DEFREITAS et
al., 1996). Um estudo posterior utilizando abordagens funcionais e eletrofisioldgicas para
investigar os mecanismos pelos quais a warifteina promove relaxamento vascular da aorta
torécica de rato, forneceu evidéncias de que o alcaloide induz através de um mecanismo
independente do endotélio, relaxamento que envolve a ativagdo dos canais de K™ (ASSIS et
al., 2013). Demonstrou ainda, potencial anti-alérgico por produzir efeitos inibitérios sobre a
eosinofilia e cisteinil-leucotrienos (BEZERRA SANTOS et al., 2006), além de apresentar
protecdo contra choque anafilatico de forma IgE dependente, em compara¢do com o grupo
ndo tratado e sensibilizado com a ovalbumina (COSTA et al., 2008). A acdo da warifteina
sobre os linfécitos B, também foi estudada e os resultados sugerem que a substancia é um
potente inibidor da resposta das células B tanto in vitro como in vivo e que este efeito pode ser
devido ao aumento dos niveis intracelulares de cCAMP (ROCHA et al., 2010). A substancia
também exibiu uma potente atividade anti-inflamatdria, através da resposta sobre a migragédo
de neutrdfilos, reduzindo a adeséo e a migragdo celular (LIMA et al., 2014).

A milonina, mais um importante alcaloide presente apenas nas folhas da planta,
apresentou atividade vasorelaxante mediada pelo endotélio, provavelmente através da
liberagdo de 6xido nitrico, ativagdo da via do 6xido nitrico-cGMP e abertura de canais de K*
(CAVALCANTE et al., 2010).

Os efeitos do tratamento oral com 400 mg/kg da FA do extrato etandlico das folhas de
C. sympodialis, 8 mg/kg da fracéo total de alcaloides (FTA) ou 4 mg/kg de warifteina, foram
comparados em modelo murino de alergia respiratoria induzida por Blomia tropicalis. Todos
os tratamentos levaram a uma reducao no numero de células totais e nos niveis de eosinofilos

e peroxidase no lavado broncoalveolar (LBA); além da diminuicdo da producdo de IgE, da
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ativacdo de leucocitos e na degranulagdo dos mastécitos. Porém, a FA apresentou melhores
resultados em todos os pardmetros analisados em comparacdo com a FTA ou warifteina, o que
pode ser explicado pelo efeito aditivo ou sinérgico dos diferentes compostos dentro do extrato
(CERQUEIRA-LIMA et al., 2010). Os dados obtidos nos estudos in vivo com o tratamento
por instilagdo nasal com FA ou seus alcaloides warfteina, metilwarifteina ou milonina,
permitiram concluir que o tratamento é eficiente no modelo experimental de asma. Entretanto,
a FA apresentou melhor efeito quando comparado aos alcaloides isolados e sua atividade
ocorre provavelmente por inibicdo da migracdo de células inflamatérias para o pulméo,
producdo de muco e danos teciduais (VIEIRA et al., 2013).

Por outro lado, um estudo também comparativo, demonstrou que a FA e a warifteina
inibiram a hiper-reatividade das vias aéreas e o remodelamento pulmonar, através de um
mecanismo, parcialmente dependente da IL-13 e inibi¢do de eosindfilos, além de promover a
reducdo da producdo e deposicdo de muco nas vias aéreas. Os autores sugerem que a
warifteina representa o principal componente ativo responsavel pelos efeitos de C.
sympodialis. No entanto, outros constituintes principalmente alcaloides como metilwarifteina,
milonina e roraimina, podem também contribuir para os efeitos anti-alérgicos do extrato
(BEZERRA-SANTOS et al., 2012). Também foi demonstrado que a FA modula células da
imunidade inata, principalmente as células T reguladoras no modelo experimental de alergia
alimentar induzido por OVA. Os dados mostram que o tratamento oral com a FA ou com 0s
alcaloides warifteina ou metilwarifteina, melhoram os sintomas da doenca. Porém, novos
estudos devem ser realizados para demonstrar a ligacdo destes alcaloides a alvos moleculares
especificos (COSTA et al., 2013).

Outras atividades farmacoldgicas foram relacionadas a FA das folhas de C.
simpodialis, como acéo anti-depressiva (ALMEIDA et al., 1998; MENDONCA-NETTO et
al., 2008); efeitos cardiovasculares (MEDEIROS et al., 1998), papel no tratamento da
psoriase, devido a atividade imunomoduladora (FEILY; NAMAZI, 2009) e acdo
antinociceptiva (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2011).

Estudos que avaliam a toxicidade dos efeitos de C. simpodialis apontam para a
segurancga de se utilizar a FA do extrato etandlico das folhas, que é a fracdo utilizada em todos
os testes farmacologicos com a espécie (CAVALCANTI et al., 2013).

Um estudo de toxicidade subaguda realizado em cées usando uma dose oral cinco

vezes maior do que a utilizada na medicina popular (45 mg/kg/dia), demonstrou que a FA ndo
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induziu qualquer efeito significativo sobre par@metros hematoldgicos e bioquimicos (DINIZ
et al., 2002). O tratamento oral com a FA em doses terapéuticas (9,0, 45,0 e 225,0 mg/kg), foi
investigado quanto a seguranca durante todo o periodo de gestacdo em ratas. A prole ndo
mostrou malformacbes e nenhuma interferéncia sobre o ganho de peso da ninhada foi
observado, 0 que reflete a auséncia de efeitos adversos durante a gravidez (MAIOR et al.,
2003). A administracdo crénica de FA em doses de 45 e 225 mg/kg produziu uma reducdo do
consumo de alimentos e uma perda de peso corporal em ratas, semelhante aos efeitos
observados pela metanfetamina e pelo mazindol. O efeito anoréxico observado em FA foi
associado ao alcaloide morfindmico milonina, uma vez que apresenta similaridade estrutural
com drogas que atuam sobre o sistema nervoso central (ALMEIDA et al., 2005). Um teste de
toxicologia clinica preliminar com a infusdo aquosa das folhas de C. sympodialis, avaliou o
efeito estimulante da espécie sobre o reflexo de Hoffmann do musculo s6leo neuromotor de
voluntarios adultos. Um grupo recebeu a infusdo em uma concentracdo de 1% das folhas
secas da espécie e um outro grupo recebeu a infuséo de placebo. Assim, a ingestdo do chéa das
folhas numa concentracdo de 10 mg/mL, ndo afetou o reflexo de Hoffmann, sugerindo que a
atividade neuromotora nao é afetada (SOUZA et al., 2000).

A citotoxicidade dos alcaloides isolados warifteina e milonine foi avaliada em cultura
primaria de hepatdcitos de rato e em fibroblasto pulmonar de hamster chinés (células V79). A
warifteina e a milonina mostraram toxicidade semelhantes aos efeitos citotoxicos em células
V79. No entanto, a milonina se mostrou menos toxica do que o warifteina em hepatocitos e
células V79. A cimetidina, um inibidor do citocromo P450, ndo foi capaz de proteger as
células contra a acdo da warifteina ou milonina para a concentragdo utilizada, o que significa
que os efeitos toxicos induzidos por estes compostos sdo, provavelmente, independentes do
sistema do citocromo P450 (MELO et al., 2003). Embora os resultados tenham demonstrado
um efeito citotoxico dos alcaloides testados, a toxicidade ndo é reproduzida durante a
administracdo da FA nos estudos de toxicidade aguda e subaguda em ratos e cées, como
mencionado anteriormente. Vale ressaltar que os alcaloides milonina, warifteina e
metilwariteina sdo encontrados em pequenas quantidades no extrato etandlico das folhas, com
warifteina ocorrendo em 1% (em peso) do concentrado extraido. No entanto, a concentragdo
destes alcaloides na FA é prevista ser muito menor, devido a sua reduzida solubilidade

aquosa. Apesar das indicacOes de baixa toxicidade, estudos toxicoldgicos crénicos devem ser
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realizados com a FA na dose terapéutica pretendida para o uso humano (CAVALCANTI et
al., 2013).

Diante do exposto, é notoria a capacidade da fracdo aquosa do extrato hidroalcodlico
das folhas de C. sympodialis em restaurar o equilibrio fisiologico no processo asmatico
(Figura 3). Apesar de a warifteina ter sido implicada na resposta farmacol6gica da fragdo
aquosa do extrato hidroalcodlico das folhas, ndo ha nenhum estudo fitoquimico demonstrando
que esta fracdo contenha concentracGes apreciaveis de warifteina ou de outros alcaloides
bisbenzilisoquinolinicos. Além disso, o fato de warifteina isoladamente reproduzir algumas
das acOes da fragdo aquosa, ndo prova que estes alcaloides participem dos efeitos da fragéo, a
menos que se demonstre ocorrerem também na fracdo aquosa. De qualquer forma, os
resultados farmacoldgicos para a fracdo aquosa sdo promissores. Isto, somado a sua baixa
toxicidade, a torna uma opc¢éo interessante como terapia alternativa aplicada no tratamento da

asma e outras doengas imunoldgicas.

Figura 3 - Sumario dos alvos terapéuticos da fracdo aquosa do extrato etanélico das folhas de
Cissampelos sympodialis.
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2.2 Regulacéo da contracédo e do relaxamento do musculo liso

O musculo liso, também chamado de musculo visceral, corresponde a
aproximadamente 5% da massa muscular total do ser humano. Mesmo com esse pequeno
percentual, as células musculares lisas fazem parte das paredes de muitos 6rgaos e sdo vitais
para diversas fungdes do organismo, controlando ou regulando o funcionamento da maioria
desses 6rgdos. Os modelos experimentais utilizando musculo liso favorecem a investigacao de
substancias terapéuticas que possam ser utilizadas para o tratamento das doencas que
acometem tal musculo (CINGOLANI; HOUSSAY, 2004; LIMA et al., 2005).

No musculo liso, um aumento na concentracdo de célcio citoplasmatico [Ca*]. é a
causa primaria para a producdo da contracdo e estd envolvido na proliferacdo celular do
musculo liso (HILL-EUBANKS et al., 2011). Em geral, existem duas fontes deste ion
sinalizador na célula: uma extracelular, que permite o influxo de Ca®* para o citoplasma
através dos canais de célcio dependentes de voltagem (Cay) (CATTERALL, 2011), e outra
intracelular, representada pelos estoques intracelulares, principalmente o reticulo
sarcoplasmatico (RS), que liberam Ca** para o citosol (MA; PAN, 2003). A regulacio
funcional da [Ca”*]., para dar inicio a uma resposta contratil no misculo liso depende de dois
tipos de acoplamentos: um acoplamento eletromecanico, que esta envolvido com a mudanca
do potencial de membrana (Vm), e acoplamento farmaco-mecénico, que acontece quando a
contracdo promovida por um agonista é maior que a observada apenas com a mudanca do Vm
(REMBOLD, 1992).

O acoplamento eletromecénico leva a resposta contratil através da despolarizacdo de
membrana diretamente associada ao aumento da concentragdo extracelular de potassio ([K*]e)
(Figura 4) ou a ligacdo de bloqueadores dos canais de K*. Durante o repouso, o gradiente
quimico favorece o efluxo de fons K™ através de seus canais de vazamento, deixando a regiéo
perimembranar interna das células musculares lisas polarizadas negativamente. O aumento na
[K]e diminui o efluxo desses ions, havendo acimulo de cargas positivas na regido
perimembranar interna; a célula despolariza, ocasionando a ativacdo dos Cay que leva ao

influxo de Ca?* com consequente contracdo (REMBOLD, 1996).
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Figura 4 - Acoplamento eletromecéanico da contragdo muscular lisa. A. Potencial de repouso,
efluxo de fons K*. B. Despolarizacao, influxo de Ca?".

@ @ ( KY) ( K* (K

Fonte: SOUZA, 2014.

O acoplamento farmaco-mecéanico (Figura 5) induz a resposta contratil por meio da
ligacdo de agonistas a receptores acoplados a proteinas G (GPCRS) e ativacdo da cascata do
inositol, atraves das proteinas Gq11. Mediante a agdo da fosfolipase C B1 (PLCP;) ocorre a
hidrolise de fosfolipidios presentes na membrana do tipo 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol
(PIP,), originando o 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 medeia a
liberagdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (RS) por ativar os receptores de IP; (IPsR) e 0
DAG por ativar a proteina cinase dependente de Ca®* (PKC), que, por sua vez, leva a um
aumento na [Ca?']., através da ativacéo direta dos Cay ou, indiretamente, por inibicdo de
canais de K* presentes na membrana plasmatica. O aumento na [Ca?*]. favorece a ligacio do
Ca®* com a proteina calmodulina (CaM), formando o complexo célcio-calmodulina
(4Ca**-CaM), que por sua vez, ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK), a qual
fosforila a cadeia leve regulatdria da miosina (rMLC), promovendo a interacdo dos filamentos
de miosina com os de actina, desencadeando o processo de contragdo do mausculo liso
(FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001; BERRIDGE, 2008). A elevacio na [Ca®*], também
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pode ocorrer por um processo denominado de liberacdo de Ca** induzida pelo Ca®* (CICR),
através de receptores de rianodina (RyR) presentes no RS, que sdo canais de Ca** sensiveis a
cafeina, e que sdo ativados pelo Ca** previamente liberado via IPsR (MCHALE et al., 2006;
DELLIS et al., 2006).

Figura 5 - Acoplamento farmaco-mecénico da contracdo muscular lisa pela ativacdo da via
Gq/ll-PLCBl.

r y {3 RYR
' Ca® S
Sarcoplasmatico 5 @ -

Fonte: CORREIA, 2013.

1. Ligagdo do agonista ao receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; 2. Troca do GDP
por GTP na subunidade a das proteinas Gg11, tornando-a ativa; 3. Ativagdo da enzima PLCB;
pela subunidade og411-GTP; 4. Hidrolise de PIP, em IP; e DAG; 5. IP; ativa o IPsR no RS,
liberando o Ca®* do estoque; 6. Ativacdo do RyR pelo Ca®* liberado, fazendo com que mais
Ca®* seja liberado para o citoplasma; 7. Ativacdo da PKC pelo Ca** e DAG; 8. Fosforilacéo
dos Cay por PKC, promovendo o influxo de Ca?*; 9. Aumento da [Ca?*]. contribui para a
formacdo do complexo 4Ca®*-CaM e ativacdo da MLCK; 10. MLCK fosforila a rMLC,
desencadeando a contra¢do do musculo liso.
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O relaxamento do musculo liso ocorre como resultado da remocdo dos estimulos
contrateis ou por acdo direta de uma substancia que estimula a inibicdo do mecanismo
contratil. Independentemente, o processo de relaxamento requer uma diminuicdo da
concentracdo intracelular de célcio e aumento da atividade da fosfatase de cadeia leve de
miosina (GURNEY, 1994).

O mecanismo eletromecénico do relaxamento é resultado da repolarizacdo ou
hiperpolarizacdo da membrana. Este processo pode ocorrer pela abertura de canais de K* na
membrana celular, induzido por drogas, tais como: cromacalina, levocromalina e nicorandil
ou pela liberacdo de fatores hiperpolarizantes derivados do epitélio (EDHFs), como 0s
metabdlitos do &cido araquiddnico, derivados do citocromo P450 e endocanabindide, onde o
relaxamento promovido é dependente do epitélio, porém ndo se observa aumento dos niveis
intracelulares de GMPc ou AMPc. Ou ainda, em funcdo da liberacdo de fatores relaxantes
derivados do epitélio (EDRFs), como o o¢xido nitrico (NO) ou prostaciclina (PGly)
(GURNEY, 1994; ARCHER et al., 2002).

O acoplamento farmaco-mecanico (Figura 6) que leva ao relaxamento envolve a
fosforilacdo, via proteina cinase dependente de cAMP (PKA) ou de cGMP (PKG), de varios
substratos, ocasionando: (a) 0 aumento na atividade da Ca®*-ATPase tanto do RS (SERCA)
como da membrana plasmatica (PMCA), aumentando o sequestro e a extrusdo de Ca?",
respectivamente, resultando na diminuicdo da [Ca*']c; (b) a inativacdo do IPsR, pela PKG,
reduzindo sua capacidade de liberar o Ca®** do RS; (c) ativacdo do trocador Na‘/Ca*,
diminuindo a [Ca®*].; (d) a inibicdo da MLCK, reduzindo sua afinidade pelo complexo 4Ca**-
CaM, causando uma reducéo nos niveis de rMLC fosforilada; (e) a inibicdo direta dos Cay, €
(f) a ativagdo de canais de K* que, por hiperpolarizacio, bloqueiando os Cay (DUTTA et al.,
2002; DANILA; HAMILTON, 2004).

Uma droga que venha a interferir em quaisquer dos mecanismos que levam a
contragdo nos musculos lisos, induzindo como consequéncia o relaxamento muscular, pode
ser muito util, tendo em vista que substancias espasmoliticas tém uma vasta aplicacdo em
varios processos fisiopatoldgicos, tais como: a asma, hipertensdo, colicas intestinais, uterinas
(SANTOS et al., 2013).
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Figura 6 - Acoplamento farmaco-mecéanico do relaxamento no masculo liso pela ativacdo da
via Gs-AC-PKA e NO-sGC-PKG.
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Fonte: CORREIA, 2013.

1. Ligagdo do agonista ao receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; 2. Troca do GDP
por GTP na subunidade a da proteina Gs, tornando-a ativa; 3. Ativagdo da ciclase de adenilil
(AC) pela subunidade as-GTP; 4. AC converte o ATP em cAMP; 5. NO gerado tanto dos
nervos como das células musculares lisas estimula a atividade da guanilato ciclase soluvel
(sGC); 6. sGC converte a guanosina trifosfato (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP); 7. cAMP e cGMP, ativam suas respectivas proteinas cinases, PKA e PKG. Ambas as
proteinas cinases fosforilam vérios substratos: 8. Ativam os canais de K*; 9. Inibem os Cay;
10. Aumentam a atividade da SERCA e da PMCA; 11. ativam do trocador Na*/Ca?*. Todos
esses mecanismos diminuem a [Ca®*]¢; 12. inibem a MLCK, reduzindo sua afinidade pelo
complexo 4Ca*-CaM. Todos esses mecanismos impedem a ativacio da rMLC e,
consequentemente, a interacdo dos filamentos de miosina com os de actina, promovendo o
relaxamento do musculo liso.
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2.3 Variacdo do Conteudo Metabodlico em Plantas

Os metabdlitos séo divididos em dois grandes grupos; os metabdlitos primarios e
secundarios. O primeiro grupo compreende moléculas essenciais nos processos basicos de
qualquer ser vivo, sendo responsaveis por fungdes vitais, participando de reagdes necessarias
a manutencgdo, crescimento e funcionamento normal de uma célula. E os metabolitos
secundarios, tais como flavonoides, alcaloides, taninos, 6leos essenciais; que apresentam
geralmente estrutura complexa e de baixo peso molecular, possuindo atividades biolégicas
marcantes. Diferentemente dos metabolitos primarios, apresentam-se geralmente em baixas
concentracfes e em determinados grupos de plantas. Estdo frequentemente relacionados a
sobrevivéncia da planta, atuando como atrativos para polinizadores, ou na defesa contra
herbivoros, patdgenos, protecdo contra raios ultravioleta, dentre outras funcdes (FUMAGALI
et al., 2008; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

O metabolismo e a acumulacdo de ingredientes ativos, a maioria dos quais Sao
metabolitos secundarios, é o reflexo da influéncia de fatores bidticos e abioticos durante o
periodo de desenvolvimento, além de fatores genéticos. Certos metabdlitos sdo sintetizados
apenas sob ambientes especificos, ou seu contedo pode aumentar significativamente sob
determinado ambiente, podendo ainda haver uma variacdo diaria ou sazonal (LIU et al.,
2015).

Os fatores ambientais, tais como a sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura,
altitude, disponibilidade de nutrientes, entre outros, apresentam correlacdes entre si e podem
atuar em conjunto no metabolismo secundario. A época em que uma planta € coletada é um
dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e, até mesmo a natureza dos
constituintes ativos ndo € constante durante o ano, sendo relatadas variagbes sazonais no
contetdo de praticamente todas as classes de metabolitos secundarios. As variagcGes também
podem ser decorrentes do desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgédos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

2.4 Metabolomica

Durante a década de 80 e 90, apds investidos grandes esfor¢cos no sequenciamento do
codigo genético de diversos organismos, ficou evidente que o conhecimento das sequéncias

de todos os genes ndo é suficiente para se entender todos os mecanismos moleculares de uma
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célula. Em consequéncia, surgiram novas areas da biologia de sistemas: a Transcriptdmica,
Protebmica e a Metabolémica, com o objetivo de isolar e caracterizar respectivamente, o
RNA, as proteinas e os metabdlitos de um organismo vivo (VILLAS-BOAS; GOMBERT,
2006).

O produto inicial da expressdo génica em um organismo € conhecido como
transcriptoma e se caracteriza por um conjunto de moléculas de RNA mensageiro (RNAm)
sintetizadas a partir de genes que codificam proteinas e, assim direcionam a sintese do
produto final da expressdo génica. A protedmica pretende descrever todas as proteinas
produto da expressdo génica, fornecendo informacgdes sobre os processos celulares. A
metaboldmica estuda as mudancas na expressdo dos metabdlitos em sistemas bioldgicos,
complementando a gendmica e a protebmica, por permitir avaliagdes objetivas do fenétipo
(BINNECK, 2004).

A metabolémica, por estar mais perto do fen6tipo, pode fornecer informac6es quando
as outras técnicas “O6micas” ndo fornecerem. Alteracbes nos niveis de RNAmM nem sempre
resultam em alteracdes de proteinas, e uma vez traduzida, uma proteina pode estar ou nao
enzimaticamente ativa. Assim, as alteracGes observadas no transcriptoma e no proteoma, ndo
necessariamente correspondem as alteracfes fenotipicas. Por outro lado, a metabolémica esta
associada ao genotipo de um organismo, a sua fisiologia e a0 meio ambiente, oferecendo a
oportunidade de relacionar o fendtipo ao gendtipo do organismo (VILLAS-BOAS;
GOMBERT, 2006; TYAGI et al., 2010).

A metabolémica é o estudo sistematico do perfil quimico de um organismo e suas
variacoes, e neste sentido pode ser considerada uma ferramenta apropriada para estudar as
interacfes organismo-ambiente, mecanismos de defesa/tolerancia a estresses em plantas e o
desenvolvimento de tecnologias e produtos que possibilitem a geracdo de plantas mais
resistentes e que sejam economicamente viaveis e sustentaveis (VIANT, 2008).

Metaboldmica € um campo de pesquisa interdisciplinar que utiliza conhecimentos nas
areas de biociéncias, quimica, quimiometria e informatica. Aléem disso, a metabolémica se
vale de varias técnicas analiticas, refletindo a complexidade quimica e a variacdo nas
concentragdes dos metabolitos (BINO et al., 2004; FUKUSAKI; KOBAYASHI, 2005). A
analise de multiplas amostras de um organismo sob condic¢des diferentes, pode facilitar a
identificacdo de padrdes ou marcadores bioldgicos que séo especificos de uma determinada

espécie ou de um determinando estagio de desenvolvimento da planta. Pode-se identificar
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também, padrbes caracteristicos de plantas doentes, estressadas ou ainda padrdes metabolicos
de plantas em determinadas esta¢6es do ano (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2011).

2.4.1 Aplicacbes da Metabolémica

A metaboldmica tem sido amplamente utilizada em conjunto com ferramentas
estatisticas, na pesquisa de diversas &reas. Em 2006, o Food and Drug Administration (FDA)
publicou o "Critical Path Opportunities Report and List", no qual a metabolémica é destacada
por exercer um papel significativo no desenvolvimento de biomarcadores, simplificando
ensaios clinicos e definindo populagdes de risco.

Diversas patologias sdo estudadas utilizando a analise metabolémica, incluindo cancer
(CHAN et al., 2015; XU et al., 2015; XIE et al., 2015), esquizofrenia, doenca de Alzheimer
(CHANG et al., 2015), Parkinson (LI et al., 2013), doenca cardiovascular (SOININEN et al.,
2015), doenca renal (ZHANG et al., 2014), diabetes (WU et al., 2015) e asma (IBRAHIM et
al., 2013). Estes estudos tém como objetivo compreender ndo s6 a patogénese da doenca, mas
também investigar a possibilidade de diagndstico, prognostico e novos alvos terapéuticos.

As aplicacdes da metaboldomica compreendem todo o espectro de desenvolvimento
farmacéutico, incluindo a descoberta de drogas alvo; de biomarcadores de seguranca e
eficacia clinica; mecanismos de acdo da droga; validacdo de modelos experimentais pré-
clinicos contra perfis de doencas humanas. Porém, € na area da toxicologia que exibe impacto
significativo, fornecendo informacfes mais répidas e reprodutiveis sobre o metabolismo de
drogas e de toxicidade em fases de desenvolvimento pré-clinico e clinico, em comparacao
com 0s métodos tradicionais (KUMAR et al., 2014). Os estudos nesta area envolvem por
exemplo, a deteccdo do potencial de toxicidade com doses mais baixas, podendo também
monitorar eventos precoces que antecedem a toxicidade evidente, prevendo o0s sinais
detectados mais adiante por parametros convencionais; auxiliando na avaliagdo da segurancga
(MATTES et al., 2014).

Metabolomica também representa uma ferramenta de investigacdo para a botanica e
taxonomia, proporcionando um metodo simples e rapido na discriminacdo de espécies
vegetais (FREDERICH et al., 2009) e na anlise de organismos geneticamente modificados,
detectando diferencas entre o cultivar selvagem e o transgénico, tendo em vista que a inser¢ao
de genes pode provocar diversas modificacdes no perfil metabdlico do vegetal (TYAGI, et al.,

2010). Contribui de forma significativa para o estudo das respostas metabolicas de plantas ou
Melo, I. C. A.R 36



outros organismos as mudangas ambientais (ZHANG et al., 2011), por identificacdo de
compostos diferentes; tais como subprodutos do estresse metabdlico, moléculas de transducgao
de sinal do estresse ou moléculas que sdo parte da resposta de aclimatacdo das plantas
(SHULAEV et al., 2008). A metaboldmica também pode ser utilizada para o entendimento da
relacdo planta-patdgeno, importante para estabelecer métodos eficazes no controle de pragas
(LOPEZ-GRESA et al., 2010).

Outro campo de atuacdo € na area nutricional, sendo possivel avaliar as mudancas
induzidas pela dieta na expressao génica e, assim, ao modificar os nutrientes e biomoléculas
assumidos na dieta, pode-se intervir na interacdo entre nutrientes e metabolismo humano, para
alcancar e manter o melhor estado de salde. Gracas a metabol6émica, parece ser possivel
avaliar o estado nutricional de um individuo para entender como um U{nico nutriente
influencia na regulacdo metabolica e, portanto, a formulacdo de dietas personalizadas que, se
seguidas em uma idade precoce, pode prevenir o0 aparecimento de determinadas doengas
cronicas (DESSI et al., 2014).

2.4.2 Etapas da Analise Metabol6mica

A analise metaboldmica de plantas ideal é aquela em que apenas um método de
extracao seja suficiente para extrair todos os metabdlitos da planta, e, uma tecnologia que seja
capaz de analisar todos metab6litos mesmo em baixas concentragBes, quantificando-os, e
fazendo uma integracdo das redes metabdlicas, com as enzimas envolvidas no processo de
biossintese, permitindo visualizar os metabdlitos formados e suprimidos em determinadas
condicBes (CAPRINI, 2007). Entretanto estes métodos de extracdo e anélise ideais raramente
sdo possiveis em situacdes concretas. O processo consiste em trés etapas distintas: preparo da

amostra, aquisicao de dados e analise dos dados, descritas a seguir.

2.4.2.1 Preparo da Amostra

O preparo da amostra de planta envolve mais outras trés etapas: colheita, secagem e
extragcdo do material vegetal. A colheita do material vegetal requer cuidado especial, pois
reacOes indesejaveis no conteudo metabolito podem ocorrer durante o processo, devido a
degradacdo enzimatica ou oxidacdo. Por esta razdo, a colheita deve ser conduzida de forma

rapida e o material congelado em nitrogénio liquido imediatamente apds a coleta, a fim de
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cessar as reacfes metabdlicas do organismo, sendo possivel estudar posteriormente o
metaboloma da planta daguele momento. O material congelado pode ser mantido em
congelador durante semanas ou meses antes da extracdo (KIM; VERPOORT, 2010; KIM;
CHOI; VERPOORT, 2010).

O processo de secagem mantém as amostras em ambiente seco, evitando a absorgéo de
agua que ativa reacGes enzimaticas e/ou degradacdo dos metabdlitos labeis, tais como
compostos fosforilados (ROESSNER; BACIC, 2009). A liofilizacéo € a técnica mais comum
e adequada para a secagem do material vegetal, por ser considerada rapida, permitindo a
andlise simultdnea de inimeras amostras num periodo de 24-48 h e relativamente branda em
comparagdo com outras técnicas que utilizam calor para evaporar e eliminar a agua. Porém,
somente as moléculas de agua livre podem ser removidas. As moléculas de dgua firmemente
ligadas, a exemplo do grupo hidroxila dos polissacarideos, grupo carbonila e amino das
proteinas, sdo mais dificeis de remover. Por liofilizacdo, o material é primeiro congelado e em
seguida, exposto a baixa pressdo, de modo que a agua que esta no estado sélido, sublima,
passando diretamente para a fase gasosa. Uma forma de melhorar a secagem é pulverizar a
planta previamente com auxilio de nitrogénio liquido, o que aumenta a superficie de contato
da amostra, melhorando a secagem e o rendimento da extragdo (KIM; VERPOORT, 2010).

Na extragdo, muitos fatores devem ser controlados para evitar variagdes
experimentais, tais como a temperatura e 0 tempo de extragcdo, que quanto maiores, maior
também sera o rendimento, porém ha o risco de formacdo de artefatos. Outro fator é a razéo
entre a amostra e 0 solvente, que devem ser iguais no preparo de todas as amostras
(FUKUSAKI; KOBAYASHI, 2005). Como as plantas contém uma ampla variedade de
compostos com polaridades totalmente diferentes, nenhum meétodo ou solvente de extragéo é
capaz de detectar todos os metabolitos em uma unica operacdo (VERPOORTE; CHOI,
MUSTAFA, 2008).

A extragdo com ultrassom é o método mais comumente utilizado, por ser considerado
muito simples, rapido e ndo apresentar limitacdes em relacéo a extracdo (KIM; VERPOORT,
2010). A técnica promove o0 intumescimento e a hidratacdo do material vegetal, o que leva a
quebra das paredes celulares e 0 aumento da transferéncia de massa, resultando numa melhor
eficiéncia de extracdo (VINATORU, 2001).

A escolha do solvente de extracdo deve levar em conta principalmente a sua

polaridade, seletividade e toxicidade; além disso, devem satisfazer os requisitos especificos da
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ferramenta analitica a ser adotada (MALTESE; KOOY; VERPOORTE, 2009). Ao utilizar
solventes aquosos, é preconizado a adi¢do de tamp®es, sendo 0 mais comum o tampé&o fosfato
em pH 6,0. A prética evita a formacdo de artefatos durante a extracdo e possiveis alteractes
no tempo de retencdo quando se usa cromatografia e no deslocamento quimico dos sinais em
espectroscopia de RMN. Pode-se usar solventes deuterados para a fase de extragédo quando a
andlise utilizar a espectroscopia de RMN, com a vantagem de permitir a medigdo dos extratos
diretamente apds a extracdo, sem qualquer necessidade de evaporacdo e reconstituicdo da
amostra (KIM; VERPOORT, 2010; KIM; CHOI; VERPOORT, 2010).

2.4.2.2 Aquisicao de Dados

Na etapa de aquisi¢do dos dados uma variedade de tecnologias de analise podem ser
empregadas, tais como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE, do inglés: High
Performance Liquide Chromatography, HPLC) acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-
EM), Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), Espectrometria
de Massas (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Para se estabelecer como uma
ferramenta adequada para obtencdo do perfil metabdlito, esta deve ser rapida, confiavel,
sensivel e adequada para automacdo, bem como abranger um numero significativo de
metabdlitos, pois nenhum dos métodos existentes sdo capazes de atingir a identificacdo e
guantificacdo de todos os metabolitos num organismo. Todas as técnicas apresentam
vantagens e desvantagens, porém a RMN e EM sdo consideradas as principais e as mais
empregadas para a andlise do metaboloma (FIEHN et al.,, 2000; VERPOORTE; CHOI;
MUSTAFA, 2008).

Na CLAE-EM a selecdo de compostos vem a partir de qualquer método de extracéo ou
do tipo de coluna utilizada, permitindo a separacdo de muitos compostos por CLAE e
subsequente analise por EM com ionizacdo por eletrospray, que parece ser o detector mais
adequado. Um problema da EM por eletrospray é a dificuldade de ionizacdo de muitos
compostos. Com o auxilio das recentes colunas de cromatografia liquida de ultra performance
(CLUE) a resolucdo se torna cada vez melhor. No entanto, a obtencdo dos perfis
cromatograficos dependem frequentemente de comparacdes com compostos de referéncia.
Muitas vezes, € possivel identificar a classe de compostos a qual o metabdlito pertence, mas
n&o a sua exata identificagdo (MALONEY, 2004; ALLWOOD; GOODACRE, 2009).
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A CG-EM mostra alta sensibilidade, resolugdo e um padrdo reprodutivel de
fragmentacdo de moléculas que podem ser facilmente identificados por comparacdo com
banco de dados. A desvantagem desta técnica é que o0s compostos submetidos a este
procedimento precisam ser volateis e estaveis durante a analise, uma vez que sao submetidos
a altas temperaturas. Métodos de derivagdo para tornar compostos mais volateis sdo aplicados
antes da analise, porém representa uma etapa a mais no preparo da amostra (SCHRIPSEMA,
2010).

Espectrometria de Massas representa uma ferramenta indispensavel na metabolémica
quando se pretende identificar novos biomarcadores. Apresenta sensibilidade muito alta,
podendo identificar dezenas de compostos em uma Unica analise. No entanto, deve ser
considerado que em EM, um unico sinal MH" indica a presenca de um composto com uma
formula molecular especifica, mas a informacdo estrutural ndo é obtida, podendo existir
muitos isomeros (ROBERTSON, 2005; SCHRIPSEMA, 2010).

Ressonancia Magnética Nuclear é uma técnica rapida, ndo-destrutiva, com
reprodutibilidade elevada, que requer pouca preparacdo da amostra, diminuindo a chance de
perda da amostra ou a introducdo de variabilidade na preparacdo. Em espectroscopia de RMN,
ndo existe qualquer processo de separacdo de analito envolvido, como é o caso das analises
cromatograficas, o que pode constituir em uma desvantagem para amostras complexas como
extratos vegetais com significativa sobreposicdo de sinais. Nestes casos, 0 assinalamento
definitivo de sinais pode ser realizado muitas vezes apenas com o auxilio de técnicas de
correlacdo homo e heteronucleares. Apresenta sensibilidade relativamente baixa, porém os
dados fornecidos sobre o contetdo estrutural dessas moléculas, a reprodutibilidade da analise
e a quantificacdo da amostra sdo superiores a espectrometria de massas (KIM; CHOI,
VERPOORTE, 2011; PIMENTA et al., 2013; TUGIZIMANA; PIATER; DUBERY, 2013).

Independentemente do custo associado a manutencdo do equipamento, a utilizacdo de
RMN para identificar um grande volume de amostra de farmacos pode ser mais viavel que a
identificacdo por CLAE devido ao baixo custo na obtengdo de um Unico espectro de
hidrogénio, considerando os gastos com consumiveis e 0 curto tempo de aquisi¢do requerido
para registrar um espectro (PODGORSKII; MIKHALEV; KALABIN, 2011). Uma outra
grande vantagem da andlise por RMN ¢ a facilidade de quantificacdo dos compostos uma vez
que os sinais sdo proporcionais & sua concentragdo molar, refletindo os niveis reais dos

metabolitos presentes na planta, sem a necessidade de curvas de calibracdo. Embora ainda
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pouco explorada, a RMN quantitativa de Hidrogénio (RMNg-'H), possui vérias vantagens
sobre as técnicas convencionais de quantificacdo, tais como: o padrdo de referéncia néo
precisa ser estruturalmente relacionado ao analito de interesse, a preparacdo da amostra é
relativamente simples e ha possibilidade de identificar e quantificar varias substancias

simultaneamente em (nico espectro (GODECKE et al.,2012).
2.4.2.3 Analise Multivariada dos Dados

Qualquer que seja a técnica escolhida para a aquisi¢do dos dados, esta ird originar uma
quantidade enorme de informagfes que precisam ser processadas e interpretadas. Dessa
forma, para lidar com o vasto conjunto de dados da metabolémica, é necessario utilizar a
Analise Multivariada de Dados, que representa uma area relevante da estatistica. Um dos
objetivos desta andlise é reduzir a representacdo dimensional dos dados, organizando-os em
uma estrutura que facilita a visualizacdo de todo o conjunto de dados (PANERO et al., 2009).

Métodos de reconhecimento de padrdes sdo utilizados para extrair informacdo e
detectar tendéncias nos dados, baseados nas medidas multivariadas das amostras. Podem ser
classificados em métodos de reconhecimento de padrdes ndo supervisionados ou exploratdrios
como, por exemplo, a analise de componentes principais (do inglés: Principal Component
Analysis, PCA); ou métodos de reconhecimento de padrdes supervisionados, como a Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (do inglés: Partial Least Squares Discriminat
Analisys, PLS-DA) (LYRA et al., 2010; SOUZA; POPPI, 2012).

Nos métodos nédo supervisionados, a separacdo de classes acontece sem a necessidade
de informagdes iniciais sobre a natureza das amostras e visam evidenciar similaridades ou
diferengas entre amostras em um determinado conjunto de dados. Por outro lado, nos métodos
supervisionados, é necessario que exista alguma informacéo inicial sobre a identidade das
amostras para a formacdo das classes e 0 objetivo € desenvolver um modelo baseado nas
informacdes contidas nas amostras (SOUZA; POPPI, 2012).

PCA é uma técnica que reduz a dimensionalidade de dados multivariados, pois fornece
um namero reduzido de novas varidveis, que sdo obtidas a partir de correlagdo linear com as
varidveis originais que possam descrever uma proporcdo significativa da variabilidade
inerente as amostras, e, portanto reduzir o nimero de varidveis necessarias para descrever o

conjunto de dados. Estas novas variaveis ortogonais, as componentes principais calculadas,
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tém a propriedade de serem obtidas em ordem decrescente de maxima variancia, ou seja, a
componente principal 1 fornece mais informacéo estatistica (variancia) que a componente
principal 2, que por sua vez tem mais informacdo estatistica que a componente principal 3 e
assim sucessivamente (KACHIGAN, 1991).

Em PCA, o agrupamento das amostras define a estrutura dos dados pela construcéo de
gréaficos de "scores" e "loadings", cujos eixos sdo as componentes principais (PCs) nos quais
os dados sdo projetados. Os "scores™ fornecem a composi¢do das PCs em relacdo as amostras,
enquanto os "loadings™ fornecem essa mesma composicdo em relacdo as variaveis. O estudo
do conjunto de "scores" e "loadings" permite ainda estimar a influéncia das variaveis em cada
amostra (PANERO et al., 2009; WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001).

PLS é a andlise multivariada que utiliza a informacdo do espectro como um todo para
constuir um modelo de regressao, relacionando a propriedade de interesse. O método nédo
requer um conhecimento exato de todos 0s compostos presentes na amostra, podendo realizar
a previsdo de amostras mesmo na presenca de interferentes, desde que estes também estejam
presentes na construcdo do modelo. A construcdo de um modelo PLS utiliza as respostas
analiticas, bem como as informacfes de interesse, para detectar a variancia dos dados da
matriz de dados independentes X e da matriz dependente Y, através de suas decomposi¢des
sucessivas e simultaneas, correlacionando-as. No modelo PLS, as variaveis perdem a
ortogonalidade, ndo sendo mais componentes principais e sim variaveis latentes (\VLs),
levando a pequenas redundéncias de informacdo que otimizam a relacdo linear entre os
"scores" (ROCHA, 2009; WOLD; SJIOSTROM; ERIKSSON, 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar a variacdo quimica quantitativa e qualitativa dos constituintes presentes nos

extratos das folhas durante o desenvolvimento de Cissampelos sympodialis Eichler, e sua

relagdo com o efeito espasmolitico in vitro sobre traqueia isolada de cobaia.

3.2 Objetivos Especificos

Preparar os extratos das folhas de C. sympodialis coletadas em diferentes estagios do
ciclo vegetativo da planta;

Obter dados por espectroscopia de RMN e submeté-los a analises multivariadas no
sentido de correlacionar o perfil quimico dos extratos obtidos nos diferentes estagios
do ciclo vegetativo com a atividade farmacoldgica;

Identificar os metabdlitos através de técnicas de *H-RMN unidimensionais e técnicas

de correlagdo homonucleares e heteronucleares bidimensionais;

Quantificar os alcaloides warifteina e metilwarifteina nos extratos através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de ultravioleta;

Determinar o teor de fendlicos totais dos extratos das folhas de C. sympodialis;

Quantificar por RMNg-"H os compostos identificados no extratos das folhas de C.

sympodialis;

Determinar a eficacia e a poténcia relativas dos diferentes extratos das folhas de C.

sympodialis em anéis de traqueia de cobaia;

Estudar a correlacdo entre efeito espasmolitico e a concentragdo dos alcaloides

warifteina e metilwarifteina e entre o teor de fendlicos nos extratos;

Avaliar a correlacédo entre o indice pluviométrico e o teor de alcaloides.
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4 Material e Métodos

4.1 Reagentes e Padroes

Os solventes grau HPLC trietilamina e metanol; os solventes deuterados: CD3;OD,
D,0, NaOD e o padrdo Acido Trimetilsilil Propandico-d4 (TSP) foram fornecidos pela
Tedia® (Tedia Brazil). O fosfato de potassio monobésico (KH,PO,) foi adquirido pela
Dinamica® e agua ultrapura obtida a partir do sistema de purificacdo Purelab Option-Q
(Elga®). O reagente de Folin-Ciocalteu foi obtido da Fluka e o padrdo de Acido gélico da
Sigma-Aldrich (EUA).

Os padrdes de warifteina e metilwarifteina foram isolados a partir das raizes utilizando
a marcha para isolamento de alcaloides com extracdo acido-base, a partir do extrato
hidroalcodlico de raizes de C. sympodialis (MUKHERJEE; KEIFER, 2003), seguido de
purificacdo e identificacdo (MARINHO; BARBOSA-FILHO; OLIVEIRA, 2011).

Os reagentes e materiais utilizados nos ensaios farmacolégicos foram os seguintes:
cloreto de sodio (NaCl) e cloreto de potéssio (KCI) adquiridos da Quimica Moderna. Cloreto
de célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,4.7H,0) e
glicose (CsH12,06) adquiridos da Vetec. Bicarbonato de sddio (NaHCO3) fornecido pela
Fmaia. O KH,PO,, hidroxido de sodio (NaOH) e é&cido cloridrico (HCI) adquiridos da
Nuclear (Brasil). A mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) foi adquirida da White
Martins. O cloridrato de carbamilcolina (CCh) foi obtido da Merck (Brasil) e o &cido
araquiddnico e 6leo de castor (Cremophor®) adquiridos da Sigma-Aldrich.

Utilizou-se solucdo de Krebs (NaCl 118,0 mM, KCI 4,55 mM, MgSO,.7H,0 5,70
mM, KH,PO,4.H,0 1,10 mM, CaCl,.2H,0 2,52 mM, NaHCOj3 25,0 mM e glicose 11,0 mM)
ajustada ao pH 7,4 com HCI ou NaOH 1N. Todas as solucdo utilizadas em experimentos

funcionais foram gaseificadas com carbogénio e mantidas a 37 °C.
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4.2 Equipamentos

Tabela 1- Equipamentos utilizados.

Equipamento

Fabricante/Marca/Modelo

CLAE
Liofilizador
Ultrassom
Balanca
Agitador/aquecedor
Evaporador Rotatorio
Centrifuga
Espectrometro
Espectrofotdmetro
pHmetro
Transdutor de for¢a
Bomba termostética
Amplificador

Sistema de Aquisigéo

Shimadzu®: detector UV
Teroni® LS 3000 C

Unique® (40 kHz)

Shimadzu® AW 220

Fisatom® 752

Buchi®RII

IEC® Centra MP4R

Bruker Avance 11 500

EIx808 Absorbance Microplate
Reader®

Gehaka

World Precision Instruments VVernon Hills
Modelo AECADO4F

ANCAD

4.3 Material Vegetal e Colheita

As folhas de C. sympodialis foram coletadas de espécies cultivadas no Horto de

Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IpeFarM) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). O voucher (AGRA 1476) da espécie foi depositado
no Herbario Lauro Pires Xavier da UFPB. As seis amostras de folhas (Tabela 2) sdo

referentes aos seis meses de coletas subsequentes, de margo a agosto do ano de 2012, com

Melo, I.C. A.R

47



um intervalo de aproximadamente 30 dias entre cada coleta, representando o estagio de
desenvolvimento do vegetal, desde 60 dias apds o plantio, até a sua frutificacdo. As amostras
originadas, foram nomeadas de acordo com o periodo em que o material vegetal foi coletado:
CsFeo, CsFgo, CSF120, CsFis0, CsFig0 € CSFa10

As colheitas foram realizadas entre os dias 23 a 27 de cada més e entre 9 e 10 horas da
manhd. Foram coletadas quinze folhas de cada oito individuos, compreendendo um total de
aproximadamente 60 g de folhas, selecionadas de acordo com seu aspecto integro, tamanho
médio a grande, de cor verde e textura espessa. As folhas muito jovens eram evitadas e 0s
peciolos descartados.

Os indices pluviométricos da cidade de Jodo Pessoa foram registrados a cada més de
colheita com base nas informacdes fornecidas pela Agéncia Executiva de Gestdo das Aguas
do Estado da Paraiba (AESA).

Tabela 2- Dados da colheita e material vegetal.

PERIODO INDICE CARACTERISTICAS
AMOSTRA DE PLUVIOMETRICO | DO MATERIAL VEGETAL
COLHEITA (mm)*
CsFeo Margo/2012 Folhas médias, jovens, de
71,0 coloragéo verde claro, coletadas
60 dias ap0s o plantio
CsFq Abril/2012 Folhas médias, jovens, de
46.6 coloragdo verde claro, coletadas
90 dias apos o plantio
CsFi20 Maio/2012 Folhas médias, jovens, de
2165 coloracdo verde claro, coletadas
120 dias apos o plantio
CsFis0 Junho /2012 Folhas maduras, medianas a
grandes, de coloragéo verde
540,7 escuro, coletadas 150 dias ap6s
o0 plantio.
CsFig0 Julho/2012 Folhas grandes maduras de
coloragéo verde escuro,
2905 coletadas 180 dias apos o
plantio. Presenca de flores.
CsF210 Agosto/2012 Folhas grandes, maduras de
coloragéo verde escuro,
81,1 coletadas 210 dias apos o
plantio. Presenca de frutos.

* Fonte: AESA, 2012.
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4.4 Preparacéo dos Extratos

As folhas coletadas foram trituradas com nitrogénio liquido e liofilizadas. O material
vegetal pulverizado (100 mg) foi agitado em vértex por um minuto, com uma mistura de 750
UL de metanol-d4 e 750 pL de tampao fosfato (90 mM) em D,O (pH 6,0) contendo 0,1% do

Acido Trimetilsilil Propanéico (TSP). O pH foi ajustado usando NaOD (1,0 M). Em seguida,
a disperséo foi sonicada por 20 minutos em banho de ultrassom e centrifugado a 5000 rpm por
30 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de nylon 0,45 um e 600 pL do filtrado
foi transferido para um tubo de RMN (Figura 7). O processo foi realizado em quintuplicata.

O mesmo procedimento foi realizado para as amostras utilizadas nos ensaios
farmacoldgicos, porém néo se usou TSP e ao invés de solventes deuterados, foram utilizados
solventes grau HPLC. O sobrenadante foi também filtrado, processado em evaporador

rotatdrio e por fim, liofilizado, obtendo-se o extrato seco.

Figura 7 - Esquema de preparacéo dos extratos
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e o Tk A > )/
/ e /’ e
‘\ — h— — h—
N |
Pulverizacio Liofilizacio Extracio Vortexado
, w
—i e
| “-n . ‘ W
= |
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transferido para
Sonicado Centrifugado Filtracao tubo de RMN

Adaptado de: KIM; CHOI; VERPOORTE, 2010.
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4.5 Anélise por RMN

As andlises de RMN foram realizadas no Laboratorio de Ciéncias Quimicas da
Universidade Estadual do Norte Fluminense. Os espectros de RMN-'H foram obtidos em
espectrdmetro a 500 MHz para o canal de *H, utilizando pré-saturacéo do sinal de agua e 125
MHz para o canal de *C.

Para atribuir os picos selecionados, foram aplicados métodos bidimensionais de RMN,
tais como espectroscopia de correlacdo homonuclear *H 'H (COSY) e correlagéo
heteronuclear de madltiplas ligagdes (HMBC). Os assinalamentos foram conferidos
manualmente com os deslocamentos quimicos reportados no Human Metabolome Database
(HMD).

4.6 Anélise Multivariada

Foi realizada a correcdo da fase e linha de base dos espectros de *H dos extratos das
folhas obtidos a 500 MHz, utilizando o software MestreNova® (versdo 6.1.0-6224). Em
seguida, empregando-se 0 mesmo programa, referenciou-se 0s espectros pelo sinal do TSP em
00,00.

Para a analise de PCA, os dados espectrais foram reduzidos a regides equidistantes
com valor de 0,04 ppm, correspondendo a regido de ¢ -0,06 a 8,7 ppm, gerando uma matrix de
218 variaveis para cada espectro, que por sua vez, foram reduzidos a arquivos ASCII e 0s
dados transferidos para o programa Excel, para uma melhor organizacao dos dados.

O mesmo tratamento foi utilizado na analise de PLS, originando 30 variaveis,
compreendendo a regido de ¢ 6,02 a 8,5 ppm. Porém para a constru¢cdo do modelo PLS foi
gerado uma matriz de dados independentes X formada pelos deslocamentos quimicos dos
espectros das amostras e uma matriz dependente Y formada pelos valores de pCEsy que
representa o log inverso da CEsg expressa em mol/L.

Todos os dados foram normalizados pela area e métodos de reconhecimento de
padrées ndo supervisionado (PCA) e supervisionado (PLS) foram aplicados por meio do

Software The Unscrambler® versao 9.7.
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4.7 RMN Quantitativo

A concentracdo absoluta dos compostos a partir dos dados de RMN-'H, foi
determinada pela comparagdo da intensidade integrada das ressonancias da amostra e um
padrdo de concentracdo conhecida, neste caso o TSP, e efetuado o célculo descrito na
Equacdo mostrada no Quadro 1. O método parte da premissa que a intensidade de um
determinado sinal é diretamente proporcional ao numero de nucleos que o geraram,
permitindo, assim, que a concentracdo de um analito X seja determinada pela area integrada
desse sinal utilizando para tanto um padrdo de referéncia (SANTOS; COLNAGO, 2013). Os
requisitos para selecdo dos sinais utilizados na quantificacdo foram: o sinal deveria estar
separado dos demais sinais e ser tdo simples quanto possivel, ou seja, um singleto foi

preferido a um multipleto.

Quadro 1 - Equacéo da Quantificacdo Absoluta

Cx= Ix. Cysp. Nrgp

Itsp . Ny

Onde: Cx = Concentracdo do analito; Iy = éarea integrada do analito; Crsp =
Concentracdo do padrdo interno; Ntsp = nimero de nucleos que absorvem na frequéncia do
sinal de ressonancia do padréo interno; ltsp = area integrada do padrdo interno; Ny = numero

de nucleos que absorvem na frequéncia do sinal de ressonancia do analito.

4.8 Teor de Fendlicos Totais

A determinacdo do teor de fenolicos totais presentes nos seis extratos hidroalcoo6licos

das folhas de C. sympodialis foi realizada pelo método espectrofotométrico de Folin-
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Ciocalteu (WATERHOUSE, 2012), utilizando &cido galico como o composto fendlico
padréo.

Uma aliquota de 20 pL de cada extrato, preparado conforme descrito no item 4.4, foi
transferida para um baldo volumétrico. Adicionou-se 100 uL do reagente de Folin-Ciocalteu e
1.58 pL de agua destilada, agitando-se por 1 min. Em seguida, 300 uL de Na,COj; foram
acrescentados a mistura e agitados por 30 segundos. Apds duas horas, a absorbancia das
amostras foi medida a 765 nm utilizando-se cubetas de vidro. As analises foram realizadas em
triplicata e o teor de Fendlicos Totais foi determinado pela equacdo da regressdo linear a partir
da curva de calibragdo construida com solugdes padrées de acido galico (100, 250, 500, 1000
e 1500 ug/mL) e expressos como miligramas de equivalente de acido galico por 100
miligramas de planta (mgeEAG/100mg), considerando-se o erro padrdo da média (e.p.m.). A
equacdo da curva de calibracdo do acido galico foi: A = 0,0008274C - 0,0007594, com o
coeficiente de correlagdo de r* = 0,9912, onde C é a concentracdo do &cido galico e A é a
absorbancia a 765 nm.

4.9 Teor de warifteina e metilwarifteina

A concentracdo dos alcaloides nos extratos foi determinada utilizando método (Tabela
3) através de CLAE-UV descrito e validado em estudo anterior (MARINHO; BARBOSA-
FILHO; OLIVEIRA, 2011). Os extratos quantificados foram os mesmos utilizados nos
experimentos para avaliacdo da atividade relaxante (Item 4.12). As amostras foram preparadas
em triplicata na concentracdo de 1 mg/mL de extrato em H,O + trietilamina 0.01% : metanol
(40:60 v/v), a solucéo foi filtrada em membrana de nylon 0,45 um antes da analise de CLAE.

O teor de alcaloides foi determinado pela equacéo da regressao linear a partir da curva
de calibracdo construida com solucdes padrdes de warfteina e metilwarfteina (2, 3, 10, 20, 30
pug/mL) e expresso em média + desvio padrdo. A equacdo da curva de calibracdo e
coeficientes de correlagdo da warfteina e metilwarfteina foram respectivamente: A = 16040C
+ 23298 e r* = 0,9967; A = 16603C - 4751 e r*> = 0,9988, onde C é a concentracdo do
alcaloide e A é a area do pico.
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Tabela 3 - Condigdes cromatograficas do método para quantificacdo de warifteina e
metilwarifteina nos extratos das folhas de C. sympodialis

Parametros EspecificacOes
Fase Estacionaria C15 250 x 4,6 mm (5um)

Fase Movel Trietillamina 0,05% e metanol
Modo de Eluigéo Gradiente

0 - 5 minutos (60% metanol)
5 - 15 minutos (72% metanol)
15 - 25 minutos (80% metanol)

25 - 30 minutos (60% metanol)

Tempo de Corrida 30 minutos
Comprimento de Onda 278 nm
Fluxo de Eluicao ImL/min
Volume de Injecéo 50 uL
Temperatura 40 °C

Fonte: MARINHO; BARBOSA-FILHO; OLIVEIRA, 2011.

4.10 Animais

Cobaias adultas (Cavia porcellus) de ambos os sexos, pesando entre 300-500 g, foram
obtidos do biotério Prof. Thomas George do IpeFarM/UFPB. Os animais tiveram livre acesso
a agua e comida, mantidos a temperatura de 21 + 1 °C, submetidos a um ciclo claro escuro de
12 h. Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados e realizados de
acordo com as diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
IpeFarM/UFPB sob nimero de Protocolo 0705/12 (Anexo ).
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4.11 Preparacéao das Solugdes-Estoques

Os extratos hidroalcoolicos das folhas de C. sympodialis foram solubilizados em
Cremophor® (3% v/v) e diluidos em agua destilada até a concentracdo de 10 mg/mL. A
concentracéo final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v); nessa concentragéo,
o Cremophor® é desprovido de efeito relaxante ou contrétil significante em traqueia de
cobaia, de acordo com dados obtidos em experimentos anteriores realizados no Laboratério de
Farmacologia Funcional Professor George Thomas da UFPB (dados ndo mostrados). A partir
das solucbes padrdo na concentracdo de 10 mg/mL, foram preparadas solugcfes de trabalho na
concentracdo de 1 mg/mL e 0,1 mg/mL.

4.12 Avaliacdo da Atividade Relaxante dos Extratos em Traqgueia Isolada de Cobaia

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, seguido de seccdo dos
vasos cervicais. A traqueia foi removida e limpa de todo o tecido conectivo e adiposo e
dividida em segmentos contendo 3-4 anéis de cartilagem. Os segmentos foram suspensos em
cubas de banho para 6rgdo isolado contendo solucdo de Krebs a 37 °C, gaseificado com
mistura carbogénica, pH 7,4 e periodo de estabilizacdo de 1 h, sendo a solucédo trocada a cada
15 min. As contragfes isométricas foram registradas por um transdutor de forca acoplado a
um sistema de aquisicao digital (ANCAD, AVS Projetos, Sdo Paulo, SP, Brasil). Ap6s o
periodo de estabilizacdo (Figura 8), uma primeira contragéo foi induzida pela adicdo de 10°
M de carbacol (CCh) a cuba. As preparacGes foram obtidas na auséncia e na presenca de
epitélio, afim de verificar a integridade do tecido. Sendo o mesmo removido através do atrito
do lumen do 6rgdo com uma haste envolta em algoddo e embebida com solugdo de Krebs.

A integridade do epitélio da traqueia foi analisada pela adicdo de 10™ M de écido
araquidénico (AA) a cuba durante a fase tonica da resposta induzida por CCh, sendo os anéis
que obtiveram relaxamento igual ou superior a 50% (em relacéo a forca de contracéo inicial)
considerados com epitélio e os que obtiveram relaxamento igual ou inferior a 10%
considerados sem epitélio (TSCHIRHART et al., 1987).

Apos a verificagdo do epitélio, as preparacdes eram lavadas a cada 15 minutos com
solucdo de Krebs durante um periodo de 30 minutos. Em seguida, uma nova contragdo com

10® M de CCh era induzida e as soluces preparadas a partir dos extratos das folhas de C.
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sympodialis (CsFgo, CsFgo, CSF120, CSFi50, CsFig0 € CsF210) eram adicionadas de maneira
cumulativa a cuba (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100; 300 e 1000 pg/mL).

O relaxamento produzido pelos extratos foi expresso como a percentagem reversa da
contracdo inicial induzida pelo CCh. Os valores de CEsy foram expressos como a média e o
erro padrdo da média (e.p.m.) dos valores individuais da CEsg, calculados pelo uso de
regressdo ndo linear (NEUBIG et al., 2003). Os valores de efeito maximo (Emax) foram

obtidos pela média das porcentagens maximas de relaxamento.

Figura 8 - Protocolo experimental para avaliagdo da atividade relaxante.

AA EXTRATO

1 T
CCh10°M CCh10°M

AA = &cido araquidbnico, CCh = carbacol, L = lavagem.

4.13 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média e o erro padrdo da média (e.p.m.) ou
média * desvio padrdo e analisados estatisticamente empregando-se o teste t, para
comparacao entre dois grupos, ou a anlise de variancia (ANOVA) one-way seguido do pos-
teste de Bonferroni, para multiplas comparacdes. As diferencas entre as médias foram
consideradas significantes quando p < 0,05. Os dados de quantificacdo, da atividade
farmacologica e correlacdo foram analisados pelo programa GraphPad Prism versdo 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, U.S.A.).
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5 Resultados

5.1 Perfil Metabdlico de Cissampelos sympodialis

O perfil metabdlico dos extratos hidroalcodlicos de C. sympodialis oriundos das seis
colheitas de folhas que representam o ciclo vegetativo da planta, foram obtidos em
quintuplicatas por meio de RMN-'H (Figura 9).

Figura 9 - Sobreposicio de espectros de RMN-'H das amostras de folhas que representam o
ciclo vegetativo (CsFgp a CsF»10) de C. sympodialis.
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A andlise visual dos espectros permitiu a identificagdo simultanea de diversos
metabdlitos presentes em todas as amostras, assinalados nas expans@es dos espectros de
RMN-'H (Figuras 10 a 12). Sinais de varios aminoécidos, alcoois, aminas e acidos organicos
podem ser observados entre 0,9 e 3,0 ppm. Sinais entre 4 2,00 e 1,50 ppm que sugerem a
presenca de unidades derivadas do &cido quinico, também foram identificados nas folhas da
espécie (Figura 10). Sinais caracteristicos de agUcares sdo observados entre 4,1 e 5,4 ppm,
revelando a presenca de sacarose, glicose e frutose (Figura 11). Na regido de aromaticos entre
oy 6,00 e 8,5 ppm, destaca-se a presenca dos derivados dos flavondis quercetina e caempferol;

além da tirosina, um aminoacido com cadeia lateral aromética e do acido férmico (Figura 12).

Figura 10 - Espectro de RMN-'H (5 0,9 a 3,00 ppm) das amostras de folhas de C.
sympodialis.
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f1 (ppm)

1. leucina (0,94 d; 1,0 d), 2. valina (1,05 d), 3. etanol (1,18 t); 4. treonina (1,34 d); 5. alanina
(1,48 d), 6. derivado acido quinico (1,53 m; 1,82 dd; 1,94 dddd), 7. acido quinico (1,82 dd;
1,94 dddd; 2,10 m); 8. acido acético (1,98 s); 9. &cido y-aminobutirico (2,35 dd, 3,01m); 10.
glutamina (2,42 m); 11. &cido malico (2,55 dd; 2,75 dd), 12. dietilamina (2,89 s).
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Figura 11 - Espectro de RMN-'H (5 4,1 a 5,41 ppm) das amostras de folhas de C.
sympodialis.
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Figura 12 - Espectro de RMN-'H (5 6,3 a 8,5 ppm) das amostras de folhas de C. sympodialis.
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1. quercetina (6,31 sl; 6,32 sl; 7,06 d; 7,66 dd; 7,84 d); 2. caempferol (6,31 sl; 6,32 sl; 7,06 d;
8,10 d); 3. tirosina (6,88 d; 7,22 d); 4. &cido Férmico (8,45 s).
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As atribuicBes dos diversos compostos (Tabela 4) foram confirmadas através da
aquisicdo de espectros de correlagdo homonuclear e heteronuclear de RMN e da comparagéo
com banco de dados.

A presenca do esqueleto basico do acido quinico (Figura 13) foi atribuida aos sinais de
hidrogénios metilénicos 6y 1,82 (dd), 1,94 (dddd) e 2,10 (m). O espectro homonuclear COSY
mostrou a correlagdo dos hidrogénios metilénicos com os hidrogénios dos carbonos
hidroxilados em 6y 3,78 e 4,0. O espectro heteronuclear HMBC indica a correlacdo a trés
ligacGes entre os sinais 6y 1,94 e 2,10 com o sinal em 180 ppm, caracteristico de carbonila de
acido carboxilico, além da correlagdo dos hidrogénios metilénicos a duas e trés ligagcbes com
os carbonos ligados a hidroxila entre 69 e 75 ppm.

Os sinais em oy 1,82 e 1,94 apresentaram integral com propor¢cdo 2:1 quando
comparado ao sinal em oy 2,10, 0 que fez sugerir a existéncia de um derivado do acido
quinico. Esta suposic¢do foi confirmada, devido a correlacdo COSY entre o sinal 6y 1,53 (m) e
os hidrogénios dos carbonos hidroxilados o4 3,78 e 4,0, indicando que existe uma substituicéo
proxima aos C-2 e C-6. No espectro HMBC, foi observada uma correlag¢ao entre oy 1,53 com
o0 sinal em 175 ppm, 0 que permitiu propor que a substituicdo ocorreu na hidroxila ligada a

carbonila de acido.

Figura 13 - Estrutura do &cido quinico.
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Os carboidratos foram identificados devido a presenca dos hidrogénios anomericos
(Figura 11) da molécula da frutose oy 4,12 (d), B-Glicose oy 4,57 (d), a-Glicose o4 5,18 (d) e
sacarose oy 5,41 (d), onde o espectro HMBC confirmou as correlagbes com os carbonos
anoméricos em 8C 99, 97, 93 e 102 respectivamente (Figura 16).

O espectro de RMN *H mostrou sinais correspondentes ao sistema ABX de anel B de
flavonoide, indicados pelo duplo dupleto em 6y 7,66 (J = 8,5, 2,5 Hz) acoplando orto em oy
7,06 (d, J = 8,5 Hz) e meta em 6y 7,84 (d, J = 2,5 Hz) e dois singletos largos em 6y 6,31 e
6,32 atribuidos ao anel A de flavonoide com padrdo de substituicdo 5 e 7. O espectro de
COSY confirmou a relagdo do H6' = 7,66 ppm com H5' = 7,06 e H2' = 7,84 ppm, além da
correlagdgo HMBC a trés ligacOes, referente ao H6' = 7,66 ppm com C4' = 148. Os
assinalamentos sdo sugestivos da presenca de um derivado do flavonol quercetina (Figura 14).

Também foi observado no espectro de RMN *H deslocamentos quimicos compativeis
com estruturas que apresentam um nucleo flavonoidico: dois dupletos com integral para dois
hidrogénios cada, acoplando orto em &y 8,10 (J = 8,5 Hz) e 7,06 (J= 8,5 Hz), evidenciando a
presenga de um sistema AA’BB’ do anel B de flavonoide. Ao anel A atribui-se os sinais em
dn 6,31 (sl) e 6,32 (sl) com padréo de substituicdo 5 e 7. A correlagdo entre os dupletos do
anel B foi observada através do espectro COSY, permitindo sugerir que se trata de um
derivado do caempferol (Figura 14).

Para os demais compostos podem ser observadas os assinalamentos na Tabela 4 e suas

correlagdes nos espectros bidimensionais (Figuras 15 e 16).

Figura 14 - Estrutura dos flavonois: A. quercetina; B. caempferol
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos (*H) e as constantes de acoplamento (Hz) detectadas a
partir de espectros de RMN 1D e 2D em 50% de MeOH-d4 em D,0 (KH,PO, tampéo pH

6,0).

Metabolitos Deslocamentos quimicos (ppm) e Constantes de
acoplamento (Hz)
alanina 1,48 (d)
valina 1,01 (d); 1,06 (d)
leucina 0,94 (d,J=5Hz),1,0(d,J=5Hz)
treonina 1,34 (d)
glutamina 2,09 (m); 2,42 (m)
tirosina 6,88 (d, J =8,5Hz); 7,22 (d, J=8,5 Hz)
GABA 1,93 (m); 2,35 (dd); 3,01(m)
dimetilamina 2,89 (s)
acido quinico 1,82 (dd, J = 3,0; 11,5); 1,94 (dddd) e 2,10 (m).

acido quinico derivado

1,53 (m); 1,82 (dd, J = 3,0; 11,5); 1,94 (dddd)

a-glicose 5,18 (d)
R-glicose 4,57 (d)
frutose 4,12 (d)
sacarose 4,16 (d); 5,42 (d);
acido acético 1,98 (s)
acido formico 8,45 (s)
acido malico 2,55 (dd); 2,75 (dd); 4,31 (dd)
etanol 1.18 ()

Derivado caempferol

6,31 (sl); 6,32 (sl); 7,06 (d, J=8,5Hz); 8,10 (d, J =

8,5 Hz)

Derivado quercetina

6,31 (sl); 6,32 (sl); 7,66 (dd, J = 8,5, 2,5 Hz) 7,06 (d, J

= 8,5 Hz); 7,84 (d, J = 2,5 Hz)
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Figura 15 - Espectro COSY (500MHz, CD3;0D) obtido da amostra CsF10.
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Figura 16 - Espectro HMBC (500MHz, CD3;0D) obtido da amostra CsF1.
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5.2 Quantificacdo dos Compostos Identificados

A concentracdo absoluta das substancias foram determinadas utilizando RMNg-‘H

pela comparacdo do padrdo TSP com concentragdo conhecida e a intensidade integrada das

ressonancias da amostra (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracdo (mmol/L) média *
identificados nas folhas de Cissampelos sympodialis.

desvio padrdo (n=5) dos metabolitos

Metabdlitos Extratos das Folhas
CsFgo CsF g CsF 120 CsFis50 CsFigo CsF10
alanina 0,7+ 0,06 0,8 £0,05 0,5+£0,04 0,8 £0,06 0,9+£0,04 1,0 £ 0,05
valina 0,4 +0,03 0,9£0,05 0,7 £0,06 0,7 £0,06 0,6 £ 0,07 0,4 +£0,02
leucina 1,3+0,11 16 £0,16 1,3+0,10 | 14 +£0,08 | 1,2 £0,10 | 0,9+0,04
tirosina 0,6 +£0,09 0,9£0,06 1,2+0,17 0,9+0,11 0,5+£0,05 1,0+0,10
GABA 59+0,10 4,2 +0,23 51%0,43 51+0,25 480,22 | 13,2+0,79
treonina 0,4 +£0,05 0,9£0,09 0,5+0,08 0,4 £0,02 0,2£0,04 0,3£0,05
glutamina 8,8 +0,34 6,2+0,34 7,3+£0,74 4,6 £ 0,37 450,24 2,7%0,22
a-glicose 73+£035 | 115+061 | 26+0,34 | 11,4+0,74 | 159+0,59 | 9,0+£0,74
B-glicose 85+0,20 | 209+0,33 | 3,2+0,24 | 20,6 +0,29 | 23,0+0,73 | 12,7+ 0,63
frutose 9,7+052 | 10,7+0,70 | 9,5+0,86 6,3+0,70 1,0+0,10 | 750,93
sacarose 17,7+£0,77 | 0,3+£0,16 | 365+12 | 44+0/59 0,6+0,04 | 139+0,91
acido acético | 0,1+0,02 | 040,07 | 0,1+0,02 0,3+0,05 | 0,2+0,17 0,2+0,03
acido formico | 0,2+0,06 | 0,3+0,07 | 0,4+£0,07 04+005 | 0,3+003 | 040,03
acido malico | 22,0+0,82 | 18,1+1,05 | 102+0,78 | 11,1+0,97 | 11,3+£1,40 | 490,64
quercetina 0,1+005 | 0,6+0,09 04+0,1 04+008 | 0,2+0,09 1,0£0,12
caempferol 04+0,12 1,0+030 | 0,7+£0,24 | 0,8+£0,20 | 0,3+£0,05 1,0+0,16
etanol 150,13 3,3+£0,21 2,2+0,10 2,1+£0,17 1,5+0,15 1,4 +0,05
dimetilamina | 0,3+0,02 | 04+0,04 | 0,4%0,03 0,3+£0,02 0,4 +£0,02 0,6 £ 0,05
ac. quinico 15,7+0,05 | 10,2+0,09 | 139+0,07 | 11,3+0,08 | 11,9+ 0,09 | 35,2+0,28
&c. quinico

deriv. 83+0,08 | 95+007 | 7,7+009 | 9,6+0,06 | 105+0,07 | 12,5+0,12
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Os metabolitos foram agrupados por classe e seus teores calculados a cada 30 dias,
representados em graficos de barra, expressos como a média e comparados estatisticamente.

Os teores de aminoéacidos (Grafico 1) sdo maiores nas folhas jovens, ou seja, até 120
dias ap6s o plantio. Se comportam desta forma os aminoacidos leucina, valina, treonina,
glutamina e tirosina. Os teores de tirosina sofreram flutuacGes durante o ciclo, apresentando
elevacdo dos seus niveis até 150 dias apds o plantio, seguido de redugdo e recuperacdo dos
teores no periodo da frutificagdo (CsF,10). Por outro lado, a alanina exibiu maiores teores
entre 150 e 210 dias apds o plantio, com niveis significativamente maiores para CsF,1o (C=
1,0 mmol/L # 0,05, p < 0,001). O Acido y-aminobutirico (GABA) demonstrou de forma
significante, maior concentracdo na amostra CsF,;o (C = 13,2 mmol/L = 0,79, p < 0,001) e

parece ser de forma geral, o aminoacido mais abundante nas folhas da espécie.

Grafico 1 -Teor de aminoacidos identificados nos extratos das folhas de C. sympodialis
durante o ciclo vegetativo (CsFgp a CsF21p).
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As colunas e as barras verticais representam a meédia e o desvio padrdo da média,
respectivamente (n = 5). Anova "one-way" seguido de poés teste de Bonferroni. v p < 0,001

(CsFeo vs CsF219. CsFgp Vs CSFigo, CSFgp VS CsFp19, CSF120 VS CsFa10); " p < 0,05 (CsFgp Vs

CsFis0); ™ p < 0,001 (CsFgo Vs CsFigo CsFgo Vs CsF210); p < 0,001 (CsFiz0 Vs CsFaig); “*p <
0,001 (CsFgg vs CsFgp, CSFgp Vs CsFi29, CsFgg VS CsFis0, CsFgg VS CSFigo, CSFgo VS CSF210), ™ p
< 0,001 (CsFj10 Vs CsFgo CsF210 Vs CsFgg, CsF210 VS CSFi29 CSFa10 VS CsFis0); ***p < 0,001
(CSF210 VS CSFGO, CSF210 VS CSFQO, CSF210 VS CSF120, CSleo VS CSFlso, CSF210 VS CSFlgo); # p <
0,001 (CSFGO VS CSFlso, CsFgg vs CsFi50 ou CsFipg VS CSF150); € p < 0,001(CSF60 VS CSFlgo,
CsFgg Vs CsFigo0u CsFi20Vs CsFigo); ® p < 0,001(CsFgo Vs CsFa10, CsFgg Vs CsF2100u CsFip Vs
CSFZlo); vy p< 0,001(CSF120 VS CSFGO, CsF1pgVs CSFlgo).
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Em relacdo aos acidos organicos (Grafico 2), ndo houve diferengas significantes entre
as amostras para o acido acético e &cido férmico, ou seja, estas substéncias se mantiveram
constantes e em baixa concentracdo nas amostras de folhas durante o ciclo de
desenvolvimento da planta. Em contrapartida, os teores de acido malico se mostraram
significativamente elevados no inicio do estagio vegetativo, para CsFg (C = 22,0 mmol/L, £
0,82 p <0,001) e CsFgo (C = 18,1 mmol/L £ 1,05, p < 0,001), seguido de um declinio também

significativo de sua concentragdo na amostra CsF,;0 (C = 4,9 mmol/L + 0,64, p <0,001).

Gréfico 2 - Teor de acidos organicos identificados nos extratos das folhas de C. sympodialis
durante o ciclo vegetativo (CsFgo a CsF21p).
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As colunas e as barras verticais representam a meédia e o desvio padrdo da média,
respectivamente (n = 5). Anova “one-way" seguido de pds teste de Bonferroni.  p < 0,001
(CsFgo vs CsFgo, CsFgo Vs CSF120, CSFgo VS CsF1s0, CSFgo VS CSF1g0, CSFgo VS CSF210 0u CsFgg
VS CSFlzo, CSFgo VS CSF150, CSFgo VS CSFlgo, CSFgo VS CSFZlo ou CSFZlo VS CSFlzo, CSF210 VS
CSF150, CSF210 VS CSFlgo).
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De acordo com o Grafico 3, maiores teores do acido quinico foram detectados na
amostra CsF,;0 (C = 35,2 £ 0,28 mmol/L, p < 0,001), que apresenta significativamente maior
concentracdo quando comparado as demais amostras. Para o derivado do &cido quinico s&o
encontrados maiores niveis no segundo trimestre de desenvolvimento do vegetal, ou seja, nas
amostras CsFis0 (C = 9,6 £ 0,06 mmol/L), CsFig (C = 10,5 £ 0,07 mmol/L) e CsF,10 (C =
12,5+ 0,12 mmol/L).

Grafico 3 - Teor de compostos derivados do &cido quinico identificados nos extratos das
folhas de C. sympodialis durante o ciclo vegetativo (CsFgo a CsF210).
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As colunas e as barras verticais representam a média e o desvio padrdo da media,
respectivamente (n = 5). Anova "one-way" seguido de pés teste de Bonferroni. ***p < 0,001
(CsF210 Vs CsFgo, CSF210 VS CSFag; CSF210 VS CSFi20); ¥p < 0,05 (CsFisq vs CsFeo); “%p < 0,001
(CSF150 VS CSFlzo); ‘V\Wp < 0,001 (CSFlgo VS CSFBQ; CSFlgo VS CSFlzo); Wp < 0,05 (CSFlgo VS
CsFgo); **p < 0,001 (CsFz10 vs CsFgo, CsFa10 VS CsFgp, CSF210 VS CSFi20, CsFa10 VS CsFisg,
CsFo10 Vs CSFlgo).

Os carboidratos sdo a classe de compostos de maior concentracdo nos extratos, sendo
possivel observar diferencas entre as amostras (Gréfico 4) como por exemplo, 0s niveis de
frutose permaneceram constantes nos trés primeiros meses (CsFgo, C = 9,7 = 0,52 mmol/L;
CsFgo, C = 10,7 = 0,70 mmol/L; CsFi5, C = 9,5 £ 0,86 mmol/L), seguido de um declinio

significativo (CsFig, C = 1,0 + 0,10 mol/L, ~ p < 0,001), recuperando seus niveis no periodo
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da frutificacdo (CsFz10, C = 7,5 £ 0,93 mol/L). A sacarose, apresentou flutuacbes em sua
intensidade durante todo o ciclo, porém com maior concentragdo na amostra CsFiy (C = 36,5
+1,2 mmol/L, ""p < 0,001).

Os niveis de a-glicose e B-glicose também apresentaram flutuacGes, porém com perfis
semelhantes entre si, aumentando suas concentraces nas amostras CsFq (C = 11,5 + 0,61 e
20,9 £ 0,33 mmol/L), CsFi50 (C = 11,4 £ 0,74 e 20,6 = 0,29 mmol/L) e CsFig (C = 15,9 £
0,59 e 23,0 £ 0,73 mmol/L) respectivamente, e reduzindo signifcativamente na amostra
CsF120(C=2,6 £0,74 e 3,2+ 0,63 mmol/L).

Grafico 4 - Teor de carboidratos identificados nos extratos das folhas de C. sympodialis
durante o ciclo vegetativo (CsFgp a CsF21p).
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As colunas e as barras verticais representam a média e o desvio padrdo da media,
respectivamente (n = 5). Anova "one-way" seguido de pds teste de Bonferroni.  p < 0,001
(CsF1g0 Vs CsFgo, CSFigo Vs CsFgg, CsFigp VS CSF120, CSF1g0 VS CSFis09, CSF1g0 VS CsF210 OU
CsFi20 Vs CsFgg, CsF1o0 Vs CsFgg, CsFi2g9 VS CsF15g, CsF129 VS CSF1g0, CSF1o0 VS CSFZlo); EEEp <
0,001 (CSF@O VS CsFgg, CsFgo Vs CsFi20, CsFeg VS CSF159, CSFgo VS CSF1gg, CSFeg VS CSFZlo); SSp
<0,01 (CSFeo VS CSleo).
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Os teores de derivados de quercetina e caempferol foram determinados em todas as
amostras (Gréfico 5), sendo possivel observar de forma significante, uma maior concentragdo
de quercetina (C = 1,0 £ 0,12 mmol/L, p < 0,001) e caempferol (C = 1,0 £ 0,16 mmol/L, p <
0,001) nas amostras CsF210 & na amostra CsFg (C = 0,6 + 0,09 mol/L, p < 0,001 e C=1,0
mol/L £ 0,3, p < 0,001), respectivamente. Dessa forma, o maior teor destes flavonois no
extrato das folhas se encontra na amostra CsF;o, que coincide com o periodo de frutificag&o.

Graéfico 5 - Teor de flavonois identificados nos extratos das folhas de C. sympodialis durante
o ciclo vegetativo (CsFgo a CsF210).
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As colunas e as barras verticais representam a meédia e o desvio padrdo da média,
respectivamente (n = 5). Anova "one-way" seguido de pés teste de Bonferroni. “*p < 0,001
(CsFgp vs CsFgo, CsFgp Vs CsF120, CSFgg VS CSF1g0, CSFgp Vs CSF210 0U CSF210 VS CsFgo CSF210 VS
CSF120’ CSFZlo VS CSF150, CSleo VS CSFlgo); **p <0,01 (CSFgo VS CSF150 ou CSF210 VS CSF150);
““p < 0,001 (CsFgg Vs CsFgo CSFgo VS CSF120, CSFgq VS CSFago 0U CSFa10 Vs CsFgo CSFa1o VS
CSF120’ CSFZlo VS CSFlgo).
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5.3 Teor de Fendlicos Totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais (Tabela 6, Grafico 6) revelou uma

concentracdo significantemente maior para o extrato CsF,. (0,98 mg de EAG/100 mg de

210

planta), quando comparados aos extratos CsF,, (0,73 mg de EAG/100 mg de planta) e CsF, .

(0,63 mg de EAG/100 mg de planta), para as demais amostras ndo houve diferenca

significante.

Tabela 6 - Concentracdo média * desvio padrdo de fendlicos totais encontradas nos extratos
hidroalcodlicos das folhas de C. sympodialis.

Extratos mg de EAG/100 mg de planta
CsF,, 0,73+0,03*
CsFy, 0,81 +0,03
CsF,, 0,83+0,08
CsF,, 0,85 + 0,04
CsF,, 0,63 + 0,03**
CsF 0,98 £ 0,01

210

Anova "one-way" seguido de pos teste de Bonferroni. *p < 0,05 (CsFgg Vs CsF210);
**p < 0,01 (CSFlgo VS CSleo).
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Graéfico 6 - Teor de fenolicos totais nos extratos das folhas de C. sympodialis durante o ciclo
vegetativo (CsFgp a CsFa1p).

1.25+
1.004 ==
0.754 * %
0.504

0.254

0.00-

mg de EAG/100 mg de planta

CsFgp CsFgg CsFi50CsFi50 CsFig9 Cskyyg

As colunas e as barras verticais representam a média e o desvio padrdo da média,
respectivamente (n = 3). Anova "one-way" seguido de pdés teste de Bonferroni. *p < 0,05
(CSFGO VS CSFZlo); **p <0,01 (CSFlgo VS CSleo).

5.4 Teor de Alcaloides

O teor dos alcaloides warifteina e metilwarifteina nos extratos das folhas de C.
sympodialis foi determinado por método analitico padronizado utilizando CLAE-UV e
comprimento de onda de 278 nm. Na figura 17, pode-se observar os cromatogramas dos
padrdes de warifteina com tempo de retencdo (tr) de 22,55 minutos e da metilwarfteina tr =

25,9 minutos, bem como o cromatograma da amostra CsF,,, referente ao extrato

hidroalcodlico das folhas de C. sympodialis 60 dias apds o plantio.
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Figura 17 - Cromatograma obtido por CLAE para determinacdo do teor de alcaloides. A.
Solugdo padrao de warifteina (10 pg/mL) e metilwarifteina (10 pg/mL); B. Amostra CsF,

(Img/mL)
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Os resultados (Tabela 7) revelam que os teores dos alcaloides decaem de 2 pg/mL a
niveis ndo detectaveis em 90 dias apds o plantio para a warifteina e de 1 pg/mL a niveis ndo

detectaveis em 120 dias para a metilwarifteina.

Tabela 7 - Teor de warfteina e metilwarfteina nos extratos das folhas de Cissampelos
sympodialis.

warifteina Metilwarifteina

Extrato png/mL pg/mL

CsFeo 240,32 1+0,05

CsF,, 2+0,24 1+0,14

CsFin ND 140,03

CsF., ND ND

CsF g ND ND

CsF,, ND ND
Expresso em média + desvio padréo. ND = Nao detectado.

5.5 Analise Multivariada dos Dados de RMN-'H

A anélise dos espectros de RMN-"H dos seis extratos das folhas de C. sympodialis em
combinacdo com PCA (Grafico 7), permitiu a discriminacdo entre as amostras utilizando toda
a regido espectral, com excecdo da regido dos sinais dos hidrogénios da referéncia TSP (0
ppm) e do solvente metanol (3,29 a 3,31 ppm).

As componentes principais representaram 85% da variancia total dos dados, sendo que
a primeira componente principal (PC1) descreveu 63% da variagdo total e a segunda (PC2)
22%. A formagéo de seis grupos, representa a diferenciacdo das amostras a cada trinta dias de
colheita, porém revela a similaridade entre as amostras CsFiso e CsFigo € destaca a amostra

CsF210 entre as demais.
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Graéfico 7 - "Score" (PC1 vs PC2) dos resultados obtidos a partir de PCA de espectros RMN-
'H (5 -0,06 - 8,7 ppm) de amostras de folhas de C. sympodialis referentes ao ciclo de coletas
(CSFGO a CSFZlo).

003 P2 Sooms
002 -
001
v CsF1201 T CeFARd
.. CoRATRER 105 Gt
0 1964 :
! LFi ] Ll)l":lu 1 .
- CoffrGEE VBRI RR 4
CaFig0 2
] - CsF1804
001 =
002 -
003 - CsF201
3 Nz
- (\esFpifgh10 2
. CsFI105
[N

I 1 1 L] 1 T 1
006 005 -0.04 -0.03 007 -0M 0 001 002 0,03 004
C.sympodialis.., X-wpl 63%20%

De acordo com o grafico de "loadings" (Grafico 8), as amostras CsFg e CsFi29 estdo
fortemente influenciadas por sinais tipicos da sacarose (4,18 e 5,42 ppm), assim como a
amostra CsFgyy sofre influéncia do sinal para frutose (4,10 ppm), colaborando para sua
discriminacdo. A proximidade das amostras CsFiso € CsFigo pode ser referida a presenca do
sinal em 3,38 e 3,7 ppm caracteristico de metoxila alifatica e aromatica respectivamente. As
variaveis que influenciam a amostra CsF,10, S80 0s sinais atribuidos aos derivados do &cido

quinico com deslocamentos quimicos em 1,82, 1,94, 3,58, 3,98 ppm.
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Graéfico 8 - "Loadings” (PC1 vs PC2) dos resultados obtidos a partir de PCA de espectros de
RMN-'H (8 -0,06 a 8,7 ppm) das amostras de folhas de C. sympodialis, referentes ao ciclo de

coletas (CsFgo a CSFa1).
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Empregando-se apenas a regido de aromaticos (6 5,5 - 8,7 ppm), as componentes

principais representam 99% da variancia dos dados totais, sendo que a primeira componente

principal (PC1) descreve 96% da variagéo total e a segunda (PC2) 3% (Gréafico 9). Observou-

se a formacdo de dois grupos distintos, um grupo representado pelo inicio do ciclo de

desenvolvimento desta espécie, com amostras coletadas até 120 dias ap6s o plantio (CsFgo,

CsFgo, CsF120), demonstrando uma forte similaridade entre estas amostras. O segundo grupo

representa o final deste ciclo que culmina com a frutificacdo (CsFiso, CsFig0 € CsFaip),

apresentando amostras mais dispersas, porem com a amostra CsF,;o se destacando entre as

demais.
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Grafico 9 - "Score" (PC1 vs PC2) dos resultados obtidos a partir de PCA de espectros RMN-
'H (5 5,5 - 8,7 ppm) de amostras de folhas de C. sympodialis referentes ao ciclo de coletas. A
elipse representa as amostras CsFgo CSF g9 € CSF 120,
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Analisando-se as variaveis (Grafico 10) de maior peso na discriminagédo desses grupos,
percebe-se a presenca dos sinais atribuidos a quercetina (7,06; 7,66 ppm), ao caempferol
(7,06; 8,10 ppm) e a tirosina (6,88; 7,22) (Tabela 4), que contribuem para a distingdo da
amostra CsFy10. As variaveis 6,74 e 6,94, conferem influéncia na distingdo das amostras

CsFgo, CsFgo, CsF120, porém nao existem sinais identificados nesta regiéo.
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Graéfico 10 - ""Loadings™ (PC1 vs PC2) dos resultados obtidos a partir de PCA de espectros de
RMN-'H (8 5,5 - 8,7 ppm) de amostras de folhas de C. sympodialis referentes ao ciclo de

coletas.
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5.6 Efeito dos Extratos das Folhas sobre as Contracfes Tonicas Induzidas por Carbacol
em Traqueia de Cobaia

O extrato CsFg (0,1-1000 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo os anéis de traqueia pré-contraidos com 10° M de CCh na presenca
(CEsp=207,0 £ 22,4 pg/mL) e na auséncia (CEsp = 114,0 £ 18,7 pg/mL) de epitélio
funcional, sendo cerca de 1,8 vezes mais potente em relaxar a traqueia na auséncia do epitélio
(Figura 18, Gréfico 11 e Tabela 8).

O extrato CsFgy (0,1-1000 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo os anéis de traqueia pre-contraidos com CCh na presenca (CEsp = 231,6 £+ 38,9
pg/mL) e na auséncia (CEsp = 70,3+ 15,0 pug/mL) de epitélio funcional. Com base nos
valores de CEsp, pode-se observar que esse extrato foi 3,3 vezes mais potente em relaxar o
orgdo sem epitélio integro (Figura 19, Grafico 11 e Tabela 8).

Os extratos CsFipp € CsFiso (0,1-1000 pg/mL, n = 5) relaxaram de maneira
equipotente e dependente de concentracdo os anéis de traqueia pré-contraidos com CCh tanto
na presenca (CEsp = 154,3 £ 29,0 e 141,0 £ 13,0 pug/mL, respectivamente) como na auséncia
(CEsp=114,9+ 21,2 e 167, 4 + 56,8 ug/mL, respectivamente) de epitélio funcional (Figuras
20 e 21, Grafico 11 e Tabela 8).

O extrato CsFigy (0,1-1000 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo os anéis de traqueia pré-contraidos com CCh na presenca (CEsp = 239,7 + 15,1
pg/mL) e na auséncia (CEso = 87,8 + 16,9 pug/mL) de epitélio funcional, sendo cerca de 2,7
vezes mais potente em relaxar a traqueia na auséncia do epitélio (Figura 22, Gréafico 11 e
Tabela 8).

O extrato CsFz10 (0,1-1000 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo os aneis de traqueia pré-contraidos com CCh na presenca (CEsp = 74,6 £ 7,9
pg/mL) e na auséncia (CEsp = 173,3 + 33,9 pg/mL) de epitélio funcional, sendo cerca de 2,3
vezes mais potente em relaxar o 6rgdo com epitélio integro (Figura 23, Grafico 11 e Tabela
8).

Os extratos CsFgy, CsFgo, CSFi120, CsFis0, CSFi1g0 € CsFa19 foram equieficientes e
atingiram o Emax de 100% na concentracdo de 1000 pg/mL (Gréfico 11). O tempo médio para
0s seis extratos atingirem os seus Emax foram semelhantes, em média 140,2 + 8,4 minutos
(Figuras 18 a 23). O efeito relaxante dos seis extratos foi completamente revertido apos o
periodo de 45 minutos (dados ndo mostrados).
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Figura 18 - Registros representativos do efeito relaxante do CsFg em traqueia de cobaia
pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia do epitélio funcional (B).
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As setas para baixo representam as concentra¢Ges cumulativas do CsFgg adicionadas as cubas.
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Figura 19 - Registros representativos do efeito relaxante do CsFgy em traqueia de cobaia
pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia do epitélio funcional (B).
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As setas para baixo representam as concentragdes cumulativas do CsFgyg adicionadas as cubas.
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Figura 20 - Registros representativos do efeito relaxante do CsFi,o em traqueia de cobaia
pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia do epitélio funcional (B).
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As setas para baixo representam as concentracfes cumulativas do CsFiyo adicionadas as
cubas.
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Figura 21 - Registros representativos do efeito relaxante do CsFi50 em traqueia de cobaia
pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia do epitélio funcional (B).
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As setas para baixo representam as concentra¢fes cumulativas do CsFiso adicionadas as
cubas.
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Figura 22 - Registros representativos do efeito relaxante do CsFigp em traqueia de cobaia
pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia do epitélio funcional (B).

A
[CsFg0] 0,1-1000 pg/mL
AA
104 M .lllllli
l !
L 1g | l
l 15 min
T /I
CCh10°M
CCh10°M
B
AA
104M

[CsFg,] 0,1-1000 pg/mL

L L
il 11y !

Ly

CCh10°M CCh10°M

As setas para baixo representam as concentra¢fes cumulativas do CsFigy adicionadas as
cubas.
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Figura 23 - Registros representativos do efeito relaxante do CsF,;o em traqueia de cobaia
pré-contraida com 10° M de CCh na presenca (A) e na auséncia do epitélio funcional (B).
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As setas para baixo representam as concentracfes cumulativas do CsF,;o adicionadas as
cubas.
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Grafico 11 - Efeito relaxante de CsFgo (m), CsFgo (0), CsF120 (@), CsFis0 (©), CsFig (A) €
CsF210 (A) sobre as contragdes tonicas induzidas por 10° M de CCh na presenca (A) e na
auséncia (B) de epitélio funcional em traqueia de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m, respectivamente (n = 5).

Tabela 8 - Valores de CEs, dos extratos das folhas de Cissampelos sympodialis sobre as contragdes
tonicas induzidas por 10° M de CCh em anéis de traqueia de cobaia.

CE /mL
Extrato E+ s (gmb) E-
CsFeo 207,0 £ 22,4% 114,0 + 18,7
CsFgp 231,6 + 38,9%* 9 70,3+ 150
CsFi120 154,3 +29.0 1149 +21.2
CsFisp 141,0+£130 167,4 + 56,8
CsFigo 239,7 + 15,1%** % 87,8+16,9
CsFaro 74,6 +7,9% 173,3 + 33,9

Teste t, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (E+ vs. E-). Anova "one-way" seguido de pds
teste de Bonferroni, °p < 0,05 (CsFa10 Vs CsFgg); ®°p < 0,01 (CSFa10 Vs CsFigo). E+ = presenca
de epitélio; E- = auséncia de epitélio.
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5.7 Estudo de Correlag6es

5.7.1 Correlacéo Poténcia versus Teor de Alcaloides

O grafico 12 mostra a curva de regressao linear entre o teor de alcaloides em funcéo
dos valores de CEs da atividade relaxante do musculo liso em traqueia de cobaia na presenga
(A) e na auséncia (B) de epitélio funcional. O coeficiente de correlacéo linear (r?) obtido de
todos os seis extratos das folhas de C. sympodialis analisados foi de 0,3361 e 0,3807,

respectivamente, o que significa uma correlacdo muito fraca.

Grafico 12 - Correlacédo linear entre o teor de alcaloides e a atividade relaxante em traqueia
de cobaia dos extratos das folhas de Cissampelos sympodialis. A. Na presenca de epitélio
funcional. B. Na auséncia de epitélio funcional.
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5.7.2 Correlacdo Alcaloides versus Indice Pluviométrico

Com o intuito de verificar a interferéncia do indice de chuvas na cidade de Jodo
Pessoa (AESA, 2012) durante os meses de coleta das folhas de C. sympodialis em fungéo da
producéo dos alcaloides warifteina e metilwarifteina pela planta, foi determinada a curva de
regressdo linear (Grafico 13). O coeficiente de correlacdo linear (r’) obtido do teor dos
alcaloides presente nos extratos analisados foi de 0,3607, o que significa uma correlagéo

muito fraca.
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Graéfico 13 - Correlacdo linear entre o indice pluviométrico e o teor de alcaloides dos extratos
das folhas de Cissampelos sympodialis.
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5.7.3 Correlagdo Poténcia versus Teor de FenolicosTotais

O gréafico 14 mostra a curva de regressdo linear entre o teor de fendlicos totais em
fungéo dos valores de CEsg da atividade relaxante do musculo liso em traqueia de cobaia na
presenca (A) e na auséncia (B) de epitélio funcional. O coeficiente de correlacéo linear (%)
obtido de todos os seis extratos das folhas de C. sympodialis analisados foi de 0,7826 e
0,4902 respectivamente. Este resultado sugere que 78% do efeito relaxante dos extratos na
presenca de epitelio pode ser previsto com base no teor de fendlicos totais, o que significa

uma correlacéo significativa.
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Grafico 14 - Correlacdo linear entre o teor de fenolicos totais e a atividade relaxante em
traqueia de cobaia dos extratos das folhas de Cissampelos sympodialis. A. Na presenca de
epitélio funcional. B. Na auséncia de epitélio funcional.
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5.7.4 Correlagio Poténcia versus Teor de Acido Quinico

O grafico 15 representa a curva de regressdo linear entre o teor de &cido quinico em
funcdo dos valores de CEso da atividade relaxante do musculo liso em traqueia de cobaia na
presenca (A) e na auséncia (B) de epitélio funcional. O coeficiente de correlagdo linear (%)
obtido de todos os seis extratos das folhas de C. sympodialis analisados foi de 0,5731 e 0,3833
respectivamente. Este resultado sugere que 57% do efeito relaxante dos extratos na presenca de
epitélio pode ser previsto com base no teor de &cido quinico, o que significa uma correlacao
moderada.

Grafico 15 - Correlagdo linear entre o teor de acido quinico e a atividade relaxante em
traqueia de cobaia dos extratos das folhas de Cissampelos sympodialis. A. Na presenca de
epitélio funcional. B. Na auséncia de epitéelio funcional.
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5.7.5 Correlacdo da Informacédo Quimica versus Atividade Farmacoldgica

A relacdo entre a poténcia dos extratos hidroalcodlicos das folhas da espécie
representada por pCEsy, na presenca de epitélio e os dados de RMN-'H da regido de
aromaticos foram avaliados aplicando PLS. O modelo foi construido sem retirada de amostra
e com o procedimento de validacdo cruzada do tipo "deixe uma fora™ ("leave one out™). Foi
obtida uma correlacdo satisfatdria entre os valores previstos pelo modelo e os valores do
método de referéncia, tanto para as amostras do conjunto de calibracdo com R? = 0,99
(Gréafico 16), como para as do conjunto de validacdo com Q® = 0,95 (Gréfico 17). Essa
correlagdo é dada pelos valores de coeficiente de determinacdo (R e Q?) préximos a 1,0,

demonstrando o bom ajuste do modelo.

Melo, I. C. A.R 92



Grafico 16 - Predigdo dos valores de PC1vs PC2 na calibracdo do modelo PLS.
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Gréfico 17 - Predicdo dos valores de PC1vs PC2 na validagdo cruzada do modelo PLS.
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O gréfico de "score" representado por PC1 e PC2 (Grafico 18) explicam 82% e 67%
da variancia de X e Y respectivamente, com duas variaveis latentes. A analise permitiu a
segregacdo das amostras de acordo com a poténcia do efeito farmacologico obtido, ou seja,
amostra mais potente (CsFi0), intermediérias (CsFi0 € CsFiso) € menos potentes (CsFgo,
CsFgp € CsFigo).

A distribuicdo das amostras pode ser explicada pelo efeito das variaveis X e Y no
gréfico de "loadings™ (Grafico 19), onde os sinais mais proximos da variavel dependente Y

que representa os valores de pCEs, contribuem para o aumento da poténcia dos extratos.
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Grafico 18 - "Score" (PC1 vs PC2) dos resultados obtidos a partir de PLS de espectros RMN-
'H (8 6,02 - 8,5 ppm) de amostras de folhas de C. sympodialis referentes ao ciclo de coletas
(CsFeo a CsFa10) em fungdo dos valores de pCEsy dos extratos na presenca de epitélio

funcional.
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Grafico 19 - "Loadings" (PC1 vs PC2) dos resultados obtidos a partir de PLS de espectros
RMN-'H (8 6,02 - 8,5 ppm) de amostras de folhas de C. sympodialis referentes ao ciclo de
coletas (CsFgp a CsF210) em fungéo dos valores de pCEs dos extratos na presenca de epitélio

funcional.
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O gréfico do coeficiente de regressdo (Grafico 20) mostra as principais variaveis que
se relacionam com o efeito farmacoldgico. O sinais representados em preto se comportam de
forma positiva em relacdo a poténcia dos extratos, ou seja, contribuem para 0 aumento da

poténcia. De forma contréria, os sinais em vermelho, contribuem de forma negativa,

promovendo a diminui¢do da poténcia dos extratos.

Grafico 20 - Coeficiente de regressdo entre os dados de RMN-'H (8 6,02 - 8,5 ppm) dos
extratos das folhas de C. sympodialis e os respectivos valores de pCEsy na presenca de

epitélio funcional.
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6 Discussao

Os estudos com Cissampelos sympodialis destacam o potencial farmacologico do
extrato hidroalcoolico das folhas, no que diz respeito as acdes broncodilatadora, anti-
inflamatdria, anti-alérgica e imunomoduladora, essenciais no tratamento da asma. Quanto ao
conteido quimico, os estudos sdo voltados para o isolamento dos alcaloides, considerados
biomarcadores da espécie e aos quais tém sido atribuida a atividade farmacoldgica.
Entretanto, ndo h&a maiores informacBes sobre a composi¢cdo quimica desta espécie tdo
promissora, especialmente de suas fracfes mais polares, como a aquosa.

Pesquisas apontam melhores resultados para a fracdo aquosa do extrato etanolico das
folhas quando comparados com a fragdo total de alcaloides ou com os alcaloides isolados
(CERQUEIRA-LIMA et al., 2010; VIEIRA et al., 2013). Este fato pode ser explicado pelo
efeito aditivo ou sinérgico dos diferentes compostos presentes no extrato e demonstra a
necessidade em se conhecer o perfil metabdlico da espécie em questdo.

Em estudos metabolémicos é importante que a reprodutibilidade do procedimento seja
a melhor possivel (SCHRIPSEMA, 2010). A analise dos espectros de RMN-"H dos extratos
hidroalcodlicos das folhas de C. sympodialis com o auxilio de técnicas bidimensionais,
permitiu a identificacdo de vinte compostos sem a necessidade de fracionamento e/ou
isolamento dos extratos. E demonstrou uma boa reprodutibilidade, que reflete ndo sé na
andlise utilizada neste trabalho, mas se extende ao preparo da amostra e a0 método de
extracdo. Esta condicdo pode ser observada através da andlise visual dos espectros das
amostras em quintuplicatas e confirmada pelo agrupamento dessas amostras na analise de
PCA, permitindo a formacéo de seis grupos (Grafico 7).

O experimento utilizando RMNg-'H provou ser altamente adequado para o
reconhecimento simultaneo e determinacdo quantitativa de metabolitos presentes nos extratos
hidroalcodlicos das folhas de C. sympodialis, mesmo sendo considerada uma matriz biol6gica
complexa. Diversos trabalhos vem comprovando a eficiéncia, a praticidade deste método
aplicado a identificacdo de metabolitos e a importancia para o controle de qualidade de
plantas medicinais (ROY et al., 2015; KUCHTA et al., 2014; SIMMLER et al., 2014). Dessa
forma, o presente estudo investigou a partir de dados de RMNg-"H, as mudancas quantitativas

nos metabolitos identificados nos extratos das folhas a cada 30 dias de colheita.
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Dentre os aminoécidos quantificados por RMNg-'H (Grafico 1, Tabela 5), o mais
abundante é o GABA, apresentando maior teor no més da frutificacdo, ou seja, na amostra
CsF210. De forma contraria, 0 aumento da expressdo de genes de GABA-Transaminase
(GABA-T) em folhas na fase reprodutiva foi descrito em Brassica napus L., (colza ou couve-
nabica), planta cujas sementes se extrai o0 azeite de colza, utilizado também na producéo de
biodiesel. O GABA-T catalisa a reacdo que converte 0 GABA a semialdeido succinico e sua
expressdo parece estar envolvida também em resposta ao estresse hidrico (FAES et al., 2015).
O GABA ¢ considerado um aminoacido ndo protéico, encontrado em organismos procariontes
e eucariontes. O seu papel em plantas ainda ndo esta bem definido, podendo estar envolvido
tanto no desenvolvimento vegetal, como no metabolismo do nitrogénio, na sinalizacdo de
processos fisiologicos, quanto na defesa e em resposta ao estresse (LANCIEN; ROBERTS,
2007; BOOZ; PESCADOR, 2007).

Os compostos volateis, tais como o etanol, acido férmico e o &cido acético foram
detectados em todas as amostras em baixa concentracdo, porém durante todo o periodo de
colheita (Tabela 5, Gréfico 2), ndo sendo observado perdas nos respectivos teores. A presenca
constante destas substancias nas amostras dos extratos da espécie pode refletir a boa
reprodutibilidade do método, pois os componentes volateis podem ser completamente ou
parcialmente perdidos durante o processo de extracdo, devido ao nimero de passos
envolvidos e as variacGes nos parametros de extracao (TIZIANI et al., 2008).

Dentre os acido organicos identificados, destaca-se o acido malico por sua elevada
concentracdo nos extratos, quando comparado aos demais compostos desta classe. Os seus
niveis se mantiveram elevados até 90 dias ap6s o plantio, ou seja, no inicio do estagio
vegetativo, seguido de um significante declinio no periodo da frutificacdo (Gréafico 2). Este
comportamento é compativel com o verificado em grdos do género Vitis spp. (uva) em
formacéo, onde o &cido malico é sintetizado até 0 momento do inicio da fase de maturagéo,
representando grande importancia na determinacdo da qualidade da uva e na definigdo do
sistema de vinificagdo (RIZZON; SGANZERLA, 2007). Por outro lado, um estudo
semelhante utilizando folhas de Vanilla planifolia, uma espécie de orquidea cujos os frutos
sdo largamente empregados na producdo de baunilha, detectou uma maior concentracdo de
acido malico nas folhas maduras (PALAMA et al., 2010). De maneira geral, o acido malico é
conhecido por estar presente em grandes quantidades em sementes e folhas de diversas
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espécies vegetais, sendo considerado para algumas espécies o principal &cido organico
(VALE et al., 2015).

O écido quinico é considerado um dos metabolitos mais importante encontrado
exclusivamente nas plantas atraves da via chiquimato, sendo responsavel pela biossintese de
todos os aminodcidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina (BHATIA et al., 2015).
Esta presente em valores consideraveis na maioria dos vegetais e frutas e tém sido relatadas
diversas propriedades biologicas (PERO; LUND, 2011), tais como a atividade anti-
inflamatdria, propriedade imunoldgica (BEARA et al., 2015), anti-oxidante e efeitos
neurogénicos (LEE et al., 2013). No presente trabalho (Grafico 3), os compostos derivados do
acido quinico foram detectados em concenragdes consideraveis, variando de 8,3 a 35,2
mmol/L, atingindo concentra¢des significantemente maiores na amostra CsFz.

Os carboidratos sdo gerados pela fotossintese e constituem a principal fonte de energia
para 0s processos Vitais na planta. A glicose é necessaria para a sintese de grande nimero de
compostos quimicos fundamentais para o metabolismo, dentre eles a sacarose, formada por
uma molécula de glicose e uma de frutose (VANDOORME et al., 2012).

A sacarose é 0 mais abundante e universal dissacarideo das plantas, sendo considerada
uma molécula de transporte, estando envolvida nos processos de crescimento,
desenvolvimento, armazenamento, transducéo de sinais e aclimatacdo a estresses ambientais
(SALERNO; CURATTI, 2003). A variagdo no seu teor se da, provavelmente, devido ao
movimento natural de conversdo da glicose em sacarose e seu transporte do mesofilo para os
elementos de tubo crivado, e posterior conducdo para o0s tecidos de consumo e
armazenamento (NI1, 1997; LE HIR et al., 2005).

Este fato pode ser confirmado quando se observa que as flutuacdes nos niveis da
sacarose apresentam uma relagdo indireta com os niveis de a- glicose e B-glicose (Gréafico 4),
ou seja, no meses em que foram detectados um aumento na concentragao da a-glicose (CsFyp,
C =11,5 mmol/L; CsFis0 C = 11,4 mmol/L e CsFig9, C = 15,9 mmol/L) e R-glicose (CsFg C
= 20,9 mmol/L. CsFi59, C = 20,6 mmol/L e CsFig0 C = 23,0 mmol/L), os teores de sacarose
foram reduzidos (CsFgo, C = 0,3 mmol/L; CsFi50 C = 4,4 mmol/L e CsFig0, C = 0,6 mmol/L).

Os compostos fendlicos podem ser agrupados em diferentes categorias, como fendis
simples, acidos fenolicos, cumarinas, flavonoides, taninos condensados, hidrolisaveis e
ligninas (NACZK; SHAHIDI, 2004). Os flavonoides representam um dos grupos mais

importantes e diversificados de origem vegetal e podem ser encontrados geralmente em

Melo, I. C. A.R 101


https://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Frutose

folhas, flores, raizes e frutos das plantas. O mesmo composto pode ainda apresentar diferentes
concentragfes dependendo do 6rgdo vegetal em que se encontra. Estas concentragcdes podem
ser influenciadas por diversos fatores ambientais como radiacdo solar, raios UV, estacfes do
ano e ainda outros fatores como poluentes que podem alterar 0 metabolismo da planta
(NIJVELDT et al., 2001).

Os flavonoides tém merecido destaque em virtude da sua ampla gama de agOes
bioldgicas e terapéuticas demonstradas tanto em condi¢fes experimentais como em seres
humanos, tais como: atividade antioxidante (YIN et al., 2015), efeito imunomodulador e anti-
inflamato6rio (OLIVEIRA et al., 2015), atividade antimicrobiana (SERPA et al., 2012), efeito
vascular e cardioprotetor (TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008). Os flavondis, uma das
principais classes de flavonoides, sdo considerados protetores quimicos que absorvem luz em
comprimentos de onda mais curtos do que aqueles visiveis ao olho humano, preservando as
células vegetais dos danos causados pela foto-oxidacdo (FERREIRA; OLIVEIRA; SANTOS,
2008).

Apesar da ocorréncia frequente dos flavondis quercetina e caempferol em plantas, este
é o primeiro registro da presenca de derivados destes compostos na espécie Cissampelos
sympodialis. Foi encontrado apenas um relato na literatura, da presenca de derivado de
quercetina no extrato hidroalcodlico das raizes de Cissampelos pareira (SEMWAL et al.,
2014).

Os perfis dos derivados de quercetina e caempferol nos extratos testados sao
semelhantes e esta tendéncia corrobora com a literatura (KUMAR et al., 2015). Apresentam
maiores concentracdes nas amostras CsFgg e CsF,10 (Grafico 5) e este perfil coincide com os
teores de fendlicos totais determinado para os extratos (Grafico 6, Tabela 6), onde se observa
um aumento significante no periodo da frutificacdo (CsFz10, 0,98 + 0,01 mg de EAG/100 mg
de planta) em relagcéo as amostras CsFgy (0,73 £ 0,03 mg de EAG/100 mg de planta) e CsFigo
(0,63 £ 0,03 mg de EAG/100 mg de planta), onde os niveis de ambos os flavonois tambeém
decaem significantemente.

O teor dos alcaloides warifteina e metilwarifteina nos extratos das folhas de C.
sympodialis foi determinado por método analitico padronizado utilizando CLAE-UV. Os
resultados revelam que seus teores decaem a niveis ndo detectaveis, a partir de 90 dias ap0os o
plantio para a warifteina e a partir de 120 dias para metilwarifteina (Tabela 7). Dado

semelhante foi observado em um estudo sazonal da concentragcdo destes biomarcadores no
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extrato etandlico, obtido a partir de 100 g de folhas desta espécie, demonstrando que estes
alcaloides variam significativamente ao longo do ciclo vegetativo, diminuindo no periodo de
frutificacdo (MARINHO; BARBOSA-FILHO; OLIVEIRA, 2011). Nao foi possivel
confirmar os sinais dos alcaloides nos espectros de RMN-'H, nem mesmo nas amostras com
niveis detectaveis destes compostos por CLAE (Figura 17), uma vez que, 0s sinais destes
compostos, provavelmente foram suprimidos quando comparados com os niveis elevados de
metabolitos primarios. Esta baixa concentracdo de warifteina e metilwarifteina nos extratos
demonstra que eles ndo devem responder pela atividade espasmolitica dos mesmos.

Para compreender melhor o conjunto de dados gerados pela anélise de RMN-1H,
empregou-se a andlise de PCA, uma ferramenta exploratoria utilizada na analise
metabolémica que permite reduzir um grande nimero de dados e selecionar o0s sinais mais
abundantes, chamados de componentes principais, proporcionando a visualizacdo das
diferengas dentro da amostra (CORREIA; FERREIRA 2007). Os dados foram normalizados
pela &rea com o intuito de analisar diferencas apenas na forma dos perfis gerados por RMN-
'H, desconsiderando as concentragdes destes, dessa forma todos os picos ficam com a mesma
area, sabendo que a area dos picos esta diretamente relacionada a concentracéo.

A anélise de PCA empregando toda a regido espectral aponta uma mudanca no perfil
metabdlico das folhas de C. sympodialis a cada trinta dias de colheita, evidenciada pela
formacdo de seis grupos distintos (Gréfico 7). Esta variacdo é provavelmente, influenciada
pelo envelhecimento natural da planta, direcionadas ao crescimento, reproducdo e protecao
das flores e frutos. Demonstrada pela similaridade entre as amostras de folhas jovens (CsFgo,
CsFgo e CsF120), a proximidade entre as amostras CsFiso € CsFigo € @ maior distingdo de CsFy,
amostra que representa o periodo de frutificacao.

Tal aspecto pode ser explicado através do grafico de "loadings" (Gréafico 8), ou seja, a
influéncia das variaveis na discriminagdo das amostras, no qual indica que as folhas jovens
séo influenciadas pela presenca dos carboidratos sacarose e frutose, este perfil corrobora com
o resultado encontrado para a quantificacdo destes agucares nos extratos (Grafico 4), onde foi
verificado maiores teores de sacarose (CsFgo € CsFix) € de frutose (CsFgp). A similaridade
entre CsFi50 € CsFigp, Se d& a provavel abundancia de compostos que contenham em sua
estrutura metoxilas alifaticas e/ou aromaticas, devido presenca dos sinais em 3,38 e 3,7 ppm.

Verificou-se ainda que CsF,10 € discriminada pelos sinais atribuidos aos derivados do acido
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quinico, este resultado coincide com o observado no experimento de quantificacéo, onde estes
compostos apresentam maiores teores na amostra em questao (Grafico 3).

Como o intuito de investigar apenas a influéncia dos sinais na regido de aromaticos na
discriminacdo das amostras (Gréafico 9), a PCA foi novamente aplicada obtendo uma melhor
representacdo da variancia dos dados (99%). Evidenciou-se o aumento da similaridade entre
as folhas jovens (CsFgo CsFgo € CsFi120), podendo-se sugerir que ha uma maior constancia no
perfil metabolico durante o inicio do estagio de desenvolvimento da espécie. O grafico de
"loadings™ (Grafico 10) mostra a presenca dos sinais atribuidos a quercetina (7,02; 7,62; 7,82
ppm) e ao caempferol (7,02; 8,10 ppm) (Tabela 4). Este dado é compativel com o
experimento de quantificacdo, que confere maior concentracdo destes compostos e dos teores
de fendlicos totais na amostra CsFyo (Ver Gréafico 5).

Observada uma importante variabilidade quimica dos metabolitos secundarios durante
o ciclo vegetativo de C. sympodialis, revelada pela reducdo dos niveis dos alcaloides
warifteina e metilwarifteina e 0 aumento dos teores de flavonoides a medida que a planta se
desenvolve em direcdo ao periodo de frutificacdo, buscou-se correlacionar o perfil metabdlico
com a atividade relaxante sobre o musculo liso de traqueia de cobaia, efeito este ja
comprovado para a espécie (THOMAS et al., 1997a; THOMAS et al., 1997h).

A cobaia é um animal amplamente utilizado como modelo experimental em pesquisas
utilizando o masculo liso, empregando comumente a traqueia e o ileo como 6rgéos alvo de
estudos sobre atividade espasmolitica. A traqueia é considerada um Orgdo conveniente e
classico para o estudo dos elementos contrateis do mdsculo liso, por simular de forma
satisfatoria os fendmenos de constri¢éo das vias aéreas (AMRANI; PANETTIERI, 2003).

O epitélio traqueal tem um importante papel na modulacdo das respostas a varios
agonistas no musculo liso das vias aéreas pulmonares. As células epiteliais modulam o tdnus
basal e a reatividade do musculo liso pela liberacdo de fatores relaxantes derivados do
epitélio, tais como o oxido nitrico e PGl, (HASHIBA et al., 1999). As células epiteliais
também séo capazes de sintetizar fatores contrateis, tais como a endotelina e o tromboxano A,
(ZAGO; ZANESCO, 2006).

O presente estudo demonstrou que todos os seis extratos obtidos das folhas de
Cissampelos sympodialis relaxaram a traqueia de cobaia pré-contraida com CCh, tanto na
auséncia como na presenca de epitélio funcional. No entanto, na presenca de epitélio o extrato

CsF,10 demonstrou maior poténcia relaxante quando comparado aos extratos CsFgy € CSFigg
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(Gréfico 11 e Tabela 8). Este resultado associado as informagdes quimicas apresentadas,
indicam que os alcaloides warifteina e metilwarifteina, provavelmente ndo sdo os principais
responsaveis pelo efeito relaxante observado neste estudo embora tenham sido implicados
neste efeito relaxante anteriormente (THOMAS et al., 1997a; CAVALCANTE et al., 2010).

Ademais, observa-se que os extratos CsFgy, CsFgy e CsFigo apresentaram maior
poténcia relaxante na traqueia sem epitélio funcional, enquanto os extratos CsFipp € CsFisg
apresentaram poténcia relaxante semelhante em traqueias na auséncia e na presenca do
epitélio e que, o extrato CsF,19 apresentou maior poténcia relaxante na tragueia com epitélio
integro (Gréfico 11 e Tabela 8). Dessa forma, pode-se sugerir o efeito relaxante promovido
pelos extratos CsFgo, CsFgo € CsFigo pode ocorrer diretamente no musculo liso traqueal e que
esses extratos devem conter substancias que induzem a liberacdo de fatores contrateis do
epitélio das vias aéreas, uma vez que na sua presenca a poténcia relaxante desses extratos foi
prejudicada. Contrariamente, € possivel que no extrato CsF,o existam constituintes que
induzem a liberacdo de fatores relaxantes derivados do epitélio, uma vez que sua poténcia
relaxante foi maior na presenca de epitélio.

Procurando-se ratificar as informacOes apresentadas até aqui, foi investigada a
correlagé@o entre os teores de alcaloides e a poténcia relaxante dos extratos em traqueia de
cobaia (Grafico 12). O resultado mostra que apenas 33% e 38% da atividade relaxante dos
extratos na presenca e na auséncia de epitélio funcional respectivamente, pode ser prevista
com base no teor de alcaloides. Um dado interessante, é que a concentracdo de alcaloides
parece contribuir para a atividade relaxante apenas na auséncia de epitélio, através de uma
fraca relacdo inversamente proporcional aos valores de CEsy.

Considerando que a concentracdo de alcaloides pode ser afetada por condigcbes
ambientais, o grafico de correlacdo linear (Grafico 13) mostra que estes compostos ndo
sofreram influéncia do indice pluviométrico registrado na cidade de Jodo Pessoa durante o
periodo de colheita das folhas.

Um estudo semelhante, relacionando o perfil quimico dos 6leos essenciais de Lippia
thymoides obtidos de coletas realizadas nas quatro estaces do ano e o efeito farmacoldgico
testado em diferentes ensaios in vitro, evidenciou uma variabilidade quimica, ndo influenciada
pelos fatores climaticos e demonstrou que estes 0leos sdo capazes de relaxar a aorta e utero

isolados de rato e, em menor eficacia, a traqueia isolada de cobaia (SILVA et al., 2015).
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No entanto, foi possivel estabelecer uma relagdo entre o teor de fendlicos totais e a
poténcia relaxante dos extratos (Gréfico 14) na presenca de epitélio, onde foi verificada uma
forte relacdo inversamente proporcional, atingindo uma correlacdo de 78%, ou seja, quanto
maior a concentracdo de fenolicos, menor o valor da CEsy 0 que significa que esses
compostos de fato estdo envolvidos com a atividade relaxante em traqueia de cobaia. Por
outro lado, quando se avalia a poténcia dos extratos na auséncia de epitélio funcional,
observa-se uma relacdo moderada diretamente proporcional (49 %), no qual o aumento do
teor de fendlicos promove a diminuicdo da poténcia relaxante dos extratos.

Um relacdo moderada inversamente proporcional, foi observada entre o teor de &cido
quinico e a poténcia relaxante dos extratos (Grafico 15) na presenca de epitélio, dessa forma
quanto maior a concentracdo de acido quinico, menor o valor da CEsp, 0 que significa que
esses compostos também podem contribuir com o efeito relaxante em traqueia de cobaia.

O método multivariado PLS foi aplicado neste estudo para identificar os sinais
significativos responsaveis pela correlacéo entre o perfil quimico e os dados de bioatividade.
O modelo apresentou alta correlacdo entre os dados preditos e de referéncia, com valores de
coeficientes de determinacdo para os conjuntos de amostras de calibracdo (Gréfico 16) e
validacédo (Grafico 17) muito proximos.

Assim, a analise foi realizada entre os dados de RMN-'H na regido de aromaticos (6,02
a 8,5 ppm) e a pCEs dos extratos na presenca de epitélio, uma vez que € nesta regido que se
encontram os sinais norteadores de compostos secundarios de interesse, tais como flavonoides
e alcaloides; permitindo avaliar o comportamento destes sinais, sem a interferéncia dos
metabolitos primarios presentes em abundancia nos extratos. Dessa forma, o grafico de
"score™ da PLS (Gréfico 18) revelou a discriminacdo das amostras de forma compativel com a
poténcia dos extratos, indicando que a regido selecionada do espectro é realmente importante
na relacdo entre os dados, principalmente para a amostra CsFg.

O grafico do coeficiente de regressédo (Grafico 20) permitiu identificar os sinais que
contribuem de forma positiva para o aumento da poténcia dos extratos, e apontam a
contribuicdo dos derivados dos flavondis quercetina (6,34; 7,06; 7,66 e 7,86 ppm) e
caempferol (6,34; 7,06 e 8,10 ppm). A variavel em 7,22 que oferece uma forte correlagéo
positiva, foi atribuida ao aminoacido tirosina, no entanto, a variavel em 6,86 que representa a

regido em que se encontra o outro sinal norteador de sua molécula, também oferece uma forte
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relagcdo negativa, o que nos leva a pensar que este composto provavelmente ndo contribui para
0 aumento da poténcia do extrato.

N&o foi possivel relacionar nenhuma substancia até o momento, para a variavel em
7,62 ppm que se relaciona de forma negativa a poténcia dos extratos, poréem foi possivel
identificar um duplo dubleto nesta regido.

Um estudo do fracionamento quimico biomonitorado realizado com a fragdo aquosa
do extrato etandlico das folhas de C. sympodialis, mostrou que as fragdes eluidas com 25 % e
50% de metanol apresentaram uma maior quantidade de compostos fendlicos, além de uma
maior atividade antioxidante. A pesquisa permitiu o isolamento de trés flavonoides
glicosilados da fracdo eluida com 50% de metanol: Quercetina 3-O-[B-D-Galactopiranosil-(1-
6)-B-D-glicopiranosideo], kaempferol 3-O-[B-D-Galactopiranosil-(1-6)-p-D-glicopiranosideo]
e vicenina 2 (isovitexina 8-C-glicosideo), dados ndo publicados. E destaca o papel de
substancias polares, possivelmente fendlicos e flavonoides como responsaveis pela a¢do anti-
inflamatoria observada para a fracdo aquosa do extrato etandlico das folhas (GOMES, 2015).

Pesquisas sugerem que o caempferol (CHUNG et al., 2015) e a quercetina
(OLIVEIRA et al., 2015) sdo candidatos promissores como agentes terapéuticos, podendo
prevenir ou tratar a asma alérgica, através de suas propriedades imunomoduladoras e
broncodilatadoras. Em nosso estudo os compostos fendlicos parecem contribuir para a
atividade relaxante da espécie, em especial derivados da quercetina e do caempferol.
Entretanto, sdo necessarios estudos complementares, a fim de explicar a participacdo destes
compostos na atividade farmacoldgica dos extratos das folhas de Cissampelos sympodialis.

A analise metabolémica baseada em RMN e em conjunto com modelos de analise
multivariada, forneceu informacdes mais detalhadas a respeito do conteddo quimico de
Cissampelos sympodialis, demonstrando através de um método reprodutivel que existe uma
importante variabilidade a nivel de metabdlitos secundarios que interfere com a atividade

farmacologica testada neste estudo.
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7 Conclustes

Diante dos resultados apresentados no presente estudo, conclui-se que:

e O estudo dos espectros de RMN-H obtidos dos seis extratos hidroalcodlicos das folhas de
Cissampelos sympodialis, baseado em metodologia metabolomica, permitiu a identificacio
simultanea de diversos compostos, dentre metabolitos primarios e secundarios, presentes em

todas as amostras;

e Por meio de RMNGg-'H foi possivel quantificar os compostos identificados e apontar os
carboidratos como os compostos de maior concentragcdo nos extratos, seguido do acido mélico
e derivados do &cido quinico;

e Os teores dos alcaloides majoritarios decaem no sentido da frutificacdo, enquanto os
compostos fenolicos e os flavondis quercetina e caempferol, se comportam de forma

contraria, aumentando 0s seus niveis;

e A andlise de PCA mostrou que os carboidratos sdo 0s maiores responsaveis pela
discriminacdo das folhas jovens (CsFgo, CsFgg € CSF120) € 0s derivados do &cido quinico,

quercetina e caempferol contribuem para a distingdo da amostra CsFyp

e Os resultados obtidos in vitro indicam que todos 0s seis extratos apresentaram atividade
relaxante sobre o musculo liso de traqueia de cobaia, sendo o extrato CsF,;o mais potente em
relacdo aos extratos CsFgy € CsFigp Na presenca de epitélio integro. E que a diferenca de
poténcia nos extratos testados em anéis com e sem epitélio, indica a participacdo de fatores

relaxantes ou contrateis dependentes do epitélio das vias aéreas;

e O efeito relaxante observado neste estudo n&o depende diretamente da presenca dos

alcaloides warifteina e metilwarifteina, uma vez que ndo foram detectados no extrato mais
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potente e ndo foi observada correlacdo entre os teores de alcaloides e a poténcia relaxante dos
extratos em traqueia de cobaia;

e Verificou-se uma forte relacdo entre a concentracdo de fendlicos e 0 aumento da poténcia
dos extratos na presenca de epitélio, o que significa que esses compostos de fato estdo

envolvidos com a atividade relaxante em traqueia de cobaia;

e A analise PLS permitiu estabelecer a correlacdo entre o o perfil quimico e a atividade
farmacoldgica, destacando os derivados dos flavondis quercetina e caempferol como os
principais responsveis pelo aumento da poténcia relaxante dos extratos das folhas de

Cissampelos sympodialis.
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