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RESUMO

O processo inflamatério esta relacionado com o mecanismo de defesa do sistema imunoldgico e
também esta relacionado com diversas doengas como a artrite € asma. Ja a urolitiase ¢ uma doenga
de ocorréncia mundial, conhecida como colica renal e a sua origem ¢ considerada multifatorial. Uma
das causas do célculo renal pode ser devido a distirbios metabolicos, que causam a elevagdo da
saturacao de sais na urina. Apds a formagao dos calculos, estes podem ocasionar obstru¢do no trato
urinario e iniciar um processo inflamatorio, resultando assim em uma dor insuportavel e formagao de
edemas no local. Para o tratamento da urolitiase sdo utilizados medicamentos que possam atuar na
regulacdo dos disturbios metabdlitos, inibidores na formagao dos calculos, anti-inflamatorios e
antibioticos. Atualmente ndo existem medicamentos satisfatdrios capazes de dissolver os célculos
renais e que também atuem como multi-alvo contra a urolitiase. A Cissus gongylodes é uma planta
alimenticia ndo convencional, cujo o historico etnofarmacologico descreve o uso do seu decocto tanto
como anti-inflamatorio quanto como antiurolitico. Porém, nao ha nenhuma evidéncia cientifica para
estas propriedades, e a composi¢do quimica do decocto nunca foi caracterizada. Neste trabalho foi
avaliado o potencial anti-inflamatdrio e antiurolitico do decocto obtido de C. gongylodes. Para isso,
foi realizado o ensaio de edema de orelha induzido por 6leo de croton em camundongos para avaliar
a acdo anti-inflamatdria e o mecanismo de agdo das substincias quimicas presentes no decocto.
Ensaios in vitro que avaliam a inibicao ¢ a dissolucao dos dois tipos mais recorrentes de calculo renal,
oxalato de cdlcio e estruvita, foram realizados com o decocto. Também foram realizadas etapas de
fitoquimica e avaliacdo do perfil quimico do decocto por UHPLC-UV-HRMS. O decocto obtido de
C. gongylodes demonstrou atividade anti-inflamatoria sendo capaz de inibir as duas principais vias
do processo inflamatorio, a ciclooxigenase e a lipoxigenase. Além de também apresentar a agdo multi-
alvo na inibi¢do e dissolugdo dos cristais de maiores prevaléncia, oxalato de cdlcio e a estruvita. O
estudo fitoquimico permitiu o isolamento do fenilpropanoide (£)-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-enal
pela primeira vez no género. O estudo metabolomico permitiu a caracterizagdo do decocto como rico
em substancias fenolicas como: flavonoides, flavonoides glicosilados e fenilpropanoides. Entao,
todos estes resultados confirmam o historico etnofarmacoldgico de C. gongylodes, revelam que a
espécie € rica em substancias fendlicas e ¢ extremamente promissora para o desenvolvimento de

tratamentos antiuroliticos e anti-inflamatorios.

Palavras-chave: Vitaceae. Cromatografia Liquida de Alta Pressdo. Edema. Oxalato de Calcio.

Estruvita.



ABSTRACT

The inflammatory process is related to the defense mechanism of the immune system and it is also
related to various diseases such as arthritis and asthma. Urolithiasis is a worldwide disease known as
renal colic and its occurrence is considered multifactorial. One of the causes of kidney stones may be
due to metabolic disorders, which cause increased salt saturation in the urine. After stone formation,
these can cause obstruction in the urinary tract and initiate an inflammatory process, thus resulting in
unbearable pain and edema formation at the site. For the treatment of urolithiasis are used drugs that
can act in the regulation of metabolic disorders, inhibitors of stone formation, anti-inflammatory and
antibiotics. There are not currently satisfactory drugs that can dissolve kidney stones and also act as
a multi-target against urolithiasis. The Cissus gongylodes is an unconventional food plant whose
ethnopharmacological historic describes the use of its decoction as both anti-inflammatory and nti-
urolithiatic. However, there is not none scientific evidence for these properties, and the chemical
composition of the decoction has never been characterized. In this study we evaluated the anti-
inflammatory and anti-urolithiatic potential of the decoction obtained from C. gongylodes. For this
purpose, the mice croton-induced ear edema assay was performed to evaluate the anti-inflammatory
action and the mechanism of action of the substances from the decoction. In vitro assays that evaluate
the inhibition and dissolution of the two most prevalent types of renal stone, calcium oxalate and
struvite, were performed with the decoction. Phytochemistry steps were performed, and decoction
chemical profile were evaluated by UHPLC-UV-HRMS. The decoction obtained from C gongylodes
demonstrated anti-inflammatory activity being able to inhibit the two main pathways of the
inflammatory process, cyclooxygenase and lipoxygenase. It is also presents the multi-target action
inhibiting and dissolving the most commonly prevalent crystals, calcium oxalate and struvite. The
phytochemical study allowed the isolation of a phenylpropanoid (E)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-
2-enal for the first time in this species. The metabolomic study allowed the chemical characterization
of the decoction as rich in phenolic compounds and glycosylated flavonoids. Thus, all results
confirmated the ethnopharmacological historic of C gongylodes, revealed that the species is rich in
phenolic substances, and it is extremely promising to development of anti-urolithiatic and anti-

inflammatory treatments.

Keywords: Vitaceae. High Pressure Liquido Chromatography. Edema. Calcium Oxalate. Struvite.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tem sido usadas pela populacéo para o alivio de diversas enfermidades,
como diabetes, infec¢bes, calmantes, gripe e dores em geral e o seu uso atinge cerca de 80% da
populagdo mundial (ZENI et al., 2017). A preocupag@o com a cura de doengas sempre se fez presente
ao longo da historia da humanidade, utilizando as plantas para fins alimenticios e medicinais
(SHENG-JI, 2001; BRANDAO et al., 2008). No entanto, ha necessidade de estudos cientificos
comprobatdrios das suas atividades bioldgicas, sua toxicidade e determinacdo de dosagem
farmacologicamente ativa e segura (CRUCES et al., 2013).

As plantas com histérico etnonofarmacolégico possuem maior potencial de serem
farmacologicamente ativas e revelarem substancias de grande importancia terapéutica e de interesse
farmacéutico (VERPOORTE; CHOI; KIM, 2005). Assim sendo, podem revelar substancias lideres
para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos e merecem ser estudadas (PINTO et al.,
2002; MAIER, 2015). Cerca de 64% dos farmacos aprovados de 1981 a 2014 foram desenvolvidos
a partir de um produto natural, um exemplo disso € o fitoterapico Acheflan® indicado no tratamento
de processos inflamatorios tais como, tendinites, dores musculares e contusdes (CALIXTO, 2005;
NEWMAN; CRAGG, 2016). Os principios ativos do Acheflan® foram isolados do 6leo essencial da
espécie Cordia verbenacea, familia Boragenaceae, que além de ser um produto natural também
possuia historico etnofarmacoldgico com anti-inflamatdrio. O fitofdrmaco ¢ considerado uns dos
primeiros medicamentos a ser desenvolvido e produzido no Brasil, pela empresa multinacional Aché
em parceria com quatro universidades brasileiras UFSC, UNIFESP, PUC-Campinas, UNICAMP
(KOEHN; CARTER, 2005).

Virias espécies com historicos etnofarmacoldgico ainda ndo foram estudas quanto ao seu real
potencial farmacolégico. Dentre elas podemos citar a C. gongylodes, da Vitaceae, que é utilizada para
tratamento de processos inflamatérios e de pedras nos rins, sem qualquer evidéncia cientifica
(PIRKER et al., 2012; AHMED; HASAN; MAHMOOD, 2016; AHMED; HASAN; 2017). Sendo
portanto, importante estudar estas espécies ndo somente pelo seu maior potencial em revelar
propriedades de relevancia terapéutica, mas também para gerar conhecimento para a populagdo
usuaria destas plantas medicinais (VERPOORTE; CHOI; KIM, 2005).

Doengas como asma e artrite reumatoide, dentre muitas outras que estdo relacionadas com o
processo inflamatorio, podem ser tratadas com anti-inflamatorios esteroidais (AIES) e ndo esteroidais
(AINES). Os AINES classicos, como aspirina e ibuprofeno, atuam no processo inflamatorio, inibindo
principalmente a produgdo de prostaglandinas (PG) (MEIRER; STEINHILBER; PROSCHAK,

2014). Ja os AIES, como exemplo o farmaco dexametasona, sdo capazes de inibir a inflamacao
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centralmente, via inibi¢do do fator de transcricdo nucleas kB e da fosfolipase A2. Desta maneira
acabam sendo excelentes anti-inflamatorios, mas por outro lado possuem varios efeitos colaterais
importantes, o que restringe um pouco sua utilizacdo, em especial em tratamentos de processos
inflamatoérios cronicos (KOEBERLE; WERZ, 2015).

J& aurolitiase ¢ uma doen¢a mundialmente conhecida como calculo renal e estima-se que mais
de 12% da populagdo mundial sofrem dessa enfermidade (SHARMA; KHAN; AHMAD, 2016). A
urolitiase € considerada um disturbio urolégico multifatorial, que consiste na formacao de calculos
renais devido a diversos fatores, entre eles: genéticos, individuais, ambientais, metabodlicos e
infecciosos (GHELANI; CHAPALA; JADAYV, 2016). As causas da formagdo dos calculos ainda sao
controversas, mas dentre elas sugerem-se que podem ocorrer devido a um distirbio metabodlico,
responsavel por deixar a urina superaturada de sais, que por sua vez podem promover a cristalizagao
dos célculos, assim como pela auséncia da produgdo de inibidores na formagao dos calculos
(ERICKSON; VRTISKA; LIESKE, 2011).

Os calculos formados na urolitiase de maiores ocorréncia sdo de oxalato de célcio (CaOx) e o
estruvita. A formagao de célculos de CaOx esta associada a supersaturagao dos sais de oxalato de
calcio na urina e os de estruvita a quadros infecciosos no aparelho urindrio na maioria dos casos
(KARAMAKAR; PATKI, 2010). Atualmente o tratamento da urolitiase envolve principalmente o
uso de terapias que reduzem a dor e a inflamagéo causados pela obstrugdo dos célculos, utilizando
anti-inflamatorios, além do uso de antibioticos, substancias inibidoras da formacéo de calculos e em
alguns casos cirurgias para a remocao dos calculos (SAHA; VERMA, 2013). No entanto, ainda ndo
existe na medicina moderna um medicamento que atue como multi-alvo na urolitiase e que seja capaz
de dissolver completamento os célculos renais (DAS et al., 2017; WANG et al., 2019). O poliherbal
Cystone® é uma formulagdo comercial composta por varias espécies de plantas, que esta sendo
utilizado para o tratamento da urolitiase nos Gltimos 60 anos. Embora o Cystone® tenha sido alvo de
grandes estudos ainda ndo ha concenso do seu efeito ser benéfico no tratamento da urolitiase
(ERICKSON; VRTISKA; LIESKE, 2011).

Para analise de plantas farmacologicamente ativas, misturas complexas e isolamento de
substancias inéditas e/ou de interesse farmacoldgico, a metabolomica tem demonstrando ser uma
importante estratégia quando aliada aos estudos fitoquimicos e farmacologicos classicos (CHAGAS-
PAULA; ZHANG,; EDRADA-EBEL, 2015). Essa estratégia utiliza-se de analises abrangentes e
quantitativas dos metabolitos presentes numa matriz biologica (WOLFENDER at al., 2019). E pode
ser classificadas como metabolomica direcionada (targeted), que tem como foco um conjunto de
metabolitos conhecidos, ou metabolomica ndo-direcionada (untargeted), que avalia os perfis

metabolomicos de forma mais abrangente na matriz biologica (GORROCHATEGUI et al., 2016).
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Por sua vez, a técnica de desreplicagdo permite a identificagdo preliminar e mais rapida dos
metabolitos detectados, com o auxilio de softwares open source, como o MZmine, e de banco de
dados abrangentes como o diciondrio de produtos natuais e alguns mais especificos como os in house.
Desta forma ¢ possivel filtrar substancias conhecidas e possivelmente inéditas que estejam presentes
na matriz bioldgica de maneira otimizada e rapida (HENKE; KELLEHER, 2016).

Considerando o histoérico etnofarmacolégico da espécie C. gongylodes, as limitagdes dos
medicamentos para tratamentos da urolitiase e a ocorréncia do processo inflamatodrio na urolitiase, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatéria e antiurolitica do decocto
desta espécie. Para isso foi utilizado o ensaio in vivo de edema de orelha para avaliagdo da atividade
anti-inflamatoria e ensaios in vitro para a avaliacdo da inibi¢do e dissolugdo de dois principais tipos
de calculos renais, de CaOx e de estruvita. Além disso, foi proposta pela primeira vez a avaliacao do

perfil quimico do decocto das folhas de C. gongylodes por UHPLC-UV-HRMS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta se¢ao sera abordada a revisao da literatura dos principais assuntos deste trabalho.

2.1 FAMILIA VITACEAE

A familia Vitaceae compreende cerca de 12 géneros e retine mais de 800 espécies distribuidas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo (HAVEN; EVERT; CURTI, 1978). Os
principais centros de diversidade estdo na América do Sul, do Norte, Africa, Australia e Sudeste da
Asia. Podendo ser encontradas em matas, desertos, savanas, vegetacao ribeirinha, ambientes alagados
e vegetacgdo de altitude (SOUZA; LORENZI, 2005). A familia apresenta espécies de porte arbustivo
e que podem possuir lianas com gavinhas, que se moldam a superficies, enrolando-se e preendendo
em qualquer tipo de suporte para manterem-se ereta (LOMBARDI, 2000).

As classes de substancias mais descritas para a familia Vitaceae sdo constituidas de
substancias fendlicas; como os flavonoides, acidos clorogénicos e principalmente os estilbenos
(AHMADU; ONANUGA; AQUINO, 2010; TARTAGLIONE et al., 2018). Os estilbenos sdo
considerados fitoalexinas devido sua funcdo de defesa pelas plantas, encontrados em diversas
familias, como Vitaceae, Fabaceae e Cyperaceae. Esses estilbenos sdo considerados um dos maiores
grupos de ocorréncia na familia Vitaceae, ja foram isolados e identificados em sete diferentes géneros
desta familia, Ampelopsis, Cayratia, Cyphostemma, Parthenocissus, Rhoicissus, Vitis e Cissus. Além
da diversidade estrutural das diversas substancias fenolicas ja descritas, estas apresentam um grande
potencial farmacoldgico para diversas enfermidades (RIVIERE; PAWLUS; MERILLON, 2012).

O género Vitis é constituido por diversas variedades de uvas, como a espécie Vitis vinifera e
V. labrusca (Figura 1), suas folhas, frutos e sementes sdo muito utilizadas pela populacéo e pelas

industrias na producdo de vinhos, sucos e 6leos (DE SOUZA et al., 2006).

Figura 1- Folhas e frutos maduros da Vitis vinifera e verdes da Vitis labrusca

Fonte: GreenMe.com.br.



16

O género Vitis € um dos mais estudados devido a sua contribui¢do para o comércio e por
possuirem diversas propriedade farmacoldgicas. As diferentes espécies de uvas deste género sdo ricas
em polifendis como o resveratrol (1) (Figura 2), que possuem evidéncias cientificas sobre atividades
antioxidades, prevencéo de problemas cardiovasculares, aterosclerose, doengas neurodegenerativas,
diabetes e reducio do colesterol (DRESCH, 2018; JIMENEZ et al., 2018).

Figura 2 — Representacdo da molécula 3,5,4'-tri-hidroxi-trans-estilbeno (resveratrol)

OH
o e

OH

Fonte: Do autor.

Diversas atividades farmacologicas ja foram atribuidas ao resveratrol, um estilbeno
encontrado nas cascas das uvas. Estudos pré-clinicos demostraram que o resveratrol possui a
capacidade de eliminar os radicais livres do organismo, reduzir a geracdo de superdxido
mitoncondrial, estimular a biogénese das mitocondrias e ser neuroprotetor (BAUR et al., 2006). Essas
e outras atividades sdo atribuidas as hidroxilas fenolicas presentes nas estruturas dos estilbenos. Por
essas e outras propriedades o uso de suco e vinho de uvas podem contribuir para uma vida mais
saudavel (XIA, et al., 2017).

Também foram descritos na literatura o isolamento e a identificacdo de varias substancias
presentes na espécie V. vinifera, como por exemplo, o acido cafarico (2), quercetina-3-O-B-D-
glucopiranosideo (3), quercetina-3-O-B-D-glicuronideo (4), o kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo
(5), o kaempferol-3-O-p-D-glicuronideo (6) e o recentemente isolado o biflavonoide glicosilado (7),
que possui atividade moderada contra a proliferacdo de células de melanoma metastatico
(TARTAGLIONE et al., 2018). Todos estes representados na (Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo das substancias isoladas da espécie V. vinifera

Fonte: Do autor.

Os produtos naturais apresentam estruturas previligiadas por serem biosintetizados por
enzimas em estruturas complexas, ricas em centros quiras e grupos funcionais, enriquecendo assim a
colecdo de substancias organicas biologicamente ativas a cada ano (MAIER, 2015) e a familia

Vitaceae também vem contribuido para isso.

2.2 GENERO Cissus

O género Cissus é o maior género da familia Vitaceae com cerca de 350 espécies, a maioria
das quais sdo lianas mais conhecidas como trepadeiras e possuem grande diversidade morfoldgica,
além de estarem amplamente distribuidas em regides tropicais da Africa (135 espécies), nas Américas
(77 espécies), sul da Asia (85 espécies) e Australia (12 espécies) (LOMBARDI, 2000; RODRIGUES;
LOMBARDI; LOVATO,2014). Na América do sul podem ser encontradas 65 espécies do género
Cissus, sendo que no Brasil cerca de 50 espécies desse género podem ser encontradas nos biomas da
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (SOUZA; LORENZI, 2005).

Até 0 momento vérias espécies do género Cissus foram identificadas morfologicamente e
filogeneticamente, principalmente pelo Prof. Dr. Julio Antonio Lombardi, atuante na Universidade
Federal Paulista (UNESP) na area da Botanica, com énfase na taxonomia de Faner6gamos de varias
familias dentres essas a Vitaceae. Nesse sentido, existem varias exsicatas de diferentes espécies do
género Cissus que estdo identificadas e depositadas no banco de dados da Reflora Brasil pelo autor
Lombardi (LOMBARDI, 2015).
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Estudos etnofarmacoldgicos descrevem diversas espécies do género Cissus como plantas

medicinas utilizadas pela populagio em diversas regides da india, Peru e Brasil (AHMED; HASAN;

2017). A exemplo disso tem o uso do cha das folhas da C. quadrangularis para tratamento de

infeccdes de pele, feridas, anemias, queimaduras e no periodo de p6s menopausa para prevencao de

fratura 6ssea. Além disso, tem relatos dos caules desta espécie na alimentacdo por possuirem grande
quantidade de vitamina C e betacarotenos (JAINU; DEVI, 2005; FERNANDES; BANU, 2012;
LEKSHMI; RAJESH; MINI, 2015). A Cissus duarteana, mais conhecida como bactrim, também é

considerada uma planta medicinal que € utilizada no tratamento de problemas renais (BIESKI et al.,

2015). Além destas, diferentes espécies desse género tem mostrado diversas atividades bioldgicas

relatadas na literatura (Quadro 1).

Quadro 1 — Extratos e substancias do género Cissus que apresentam atividades bioldgicas

Espécies

Atividades bioldgicas

Extrato/Substancia

Referéncias
Continua

C. adnata

C. hastata

- Prevencdo da urolitiase, EEtOH?
dissolucéo do célculo renal e
antimicrobiano contra cepas

Proteus mirabilis (MTCC 425),
Escherichia coli (MTCC 729),
Pseudomonas stutzeri (MTCC

2489), Klebsiella pneumoniae

sub sp. pneumoniae (MTCC

432);

- Antioxidante*, EEtOH?
antibacteriana** contra Bacillus
cereus, Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi e
Pseudomonas aeruginosa, anti-
helminticas** verme de aquario
Tubifex tubifex nas
concentracdes de 5, 8 e 10
mg/mL, para o tempo de
paralisia entre 30 e 8 min,
analgésica* dependente da dose
e com baixa toxicidade** dose
até 2000 mg/kg considerada
segura.

- Tratamento do nervo ciéatico;

- Mastite; Um dos componentes da
- Colecistite aguda; Formulacéo

- Anti-reumatico.

Laikangbam et al., 2010**

Shoibe et al., 2017*

Patente CN 106421182, 2017
Patente CN 105125793, 2015
Patente CN 104984203, 2015
Patente CN 104840806, 2015
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Quadro 1 — Extratos e substancias do género Cissus que apresentam atividades bioldgicas

Espécies Atividades biologicas Extrato/Substancia Referéncias
Continua

C. assamica - Tratamento de mastite; Um dos componentes da  Patente CN 106177532, 2016
- Lesdes esportivas; formulagéo Patente CN 106038846, 2016
- Osteoproliferagéo; Patente CN 104800663, 2015
- Prevengdo e tratamento de Comprimido Patente CN 102716273, 2012
doencas coronérias;
-Prevencdo de complicacdes EEtOH Leeetal., 2013*
diabéticas.

C. discolor - Tratamento da vaginite; Um dos componentes Patente CN 105726797, 2016
- Dermatite alérgica; usados em logdo topica  Patente CN 105687956, 2016
- Espondilose cervical, Patente CN 105148208, 2015
- Acne; Comprimido Patente CN 104800429, 2015
- Vjtiligo; Patente CN 103977224, 2014
- Ulceras na boca. Patente CN 102772695, 2012

C. erosa - Atividade antiviral contra EA? Simoni et al., 2007**

herpesvirus bovinos tipo 1
(BoHV-1) e reovirus aviario;
- Antiviral contra virus vaccinia EEtOHP Brandao et al., 2011**

C. multistriata

C. repens

(VACV).

- Antioxidante;

- Anti-inflamatorio e
antiulcerogénico;

- Antibacteriana;

- Antioxidante;

- Antibacteriana.

- Anti-inflamatério e
analgésica;

- Antimicrobiana contra

Proteus

vulgaris, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli.

EMeOH® e EMeOHP

EMeOH?
EMeOHf
EMeOHf

EMeOH? EA% e
ECHCI3?

EMeoH¢

EEtOH®

Omale et al., 2008**

James et al., 2013*
Chukwuemeka et al., 2011**
Omale et al., 2010**

Adegoke et al., 2010**

Chang et al., 2012*

Subba et al., 2014**
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Quadro 1 — Extratos e substancias do género Cissus que apresentam atividades bioldgicas

Espécies

Atividades biologicas

Extrato/Substancia

Referéncias

Continua

C. pallida

C. populnea

C. rotundifolia

- Antimicrobiana contra
Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumonia, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aureginosa e
antiflngica contra cepas
Aspergilus niger, Aspergilus
fumigados, Monoscus purpura;

-Anti-hiperlipidémica e anti-
aterosclerotica;

- Atividade analgésica e contra
ansiedade.
- Antioxidante;

- Anemia falciforme;

- Espermatogénese em ratos
machos;

- Aumento nas concentragdes
séricas de progesterona,
estrogénio, foliculo estimulante
e luteinizante

Hormonas; e diminuigdo dos
niveis de prolactina no soro do
sangue de ratas.

- Atividade antimalérica contra
0 parasita Plasmodium
falciparum;

- Atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia
coli e Salmonella infantis;

- Antidiabética;

- Atividade em hemiplegia-
paralisia e neuralgia.

EMeOHP

EEtOH®

EMeOH¢
EAP
EA?

EAC

EAC

EMeOH? e EA?

EMeOH? tamponado
(80% de metanol com
20% de 5 mM de
Solugédo salina de
fosfato de sodio (PBS) e
EAc?

Farinha integral a base
C. rotundifolia

EAY

Selvan et al., 2014**

Rahman et al., 2013*

Parimala et al., 2013*
Akomolafe et al., 2013*
Moody et al., 2003**

Ojekale et al., 2015*

Yakubu et al., 2014*

Alshawsh et al., 2007**

Alzoreky et al., 2003**

Onyechi et al., 2015*

Emmanuel, 2015*
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Quadro 1 — Extratos e substancias do género Cissus que apresentam atividades bioldgicas

Espécies

Atividades biologicas

Extrato/Substancia

Referéncias
Continua

C. quadrangularis

C. sicyoides L.

- Propriedade anticancer contra
celulas de cancer de mama
(MCF7) com valor de 1C50 de
40 ug / mL;

- Antiosteoporotico (com ratas
ovariectomizadas);

- Potente inibicdo dos
mediadores COX-1, COX-2 e 5-
LOX;

-Anti-inflamatoria;

- Antioxidante, anti-inflamatério
em ratos diabéticos e prevencao
de diabetes mellitus;

- Atividade estimulatéria na
diferenciacdo de células
osteoblasticas MC3T3-E1;

- Antividade anti-inflamatéria e
analgésica;

- Atividade antinociceptica.

- Antilipénico;

- Contra liberacéo de p-
hexosaminidase em células de
leucemia basofilica (RBL2H3);
- Antidiabético;

- Anticonvulsivo e ansiolitico;
- Anti-inflamatorio via oral e
topico e a inibigdo no
recrutamento de neutrofilos;

- Antidiarreico;

- Gastroprotetor.

- Inibira a enzima f-

hexosaminidase pelas células
RBL-2H3

EEtOH®

EEtOH°

EACOEt’

EACOEt’

EACOEt"

EHex?

EMeOH®

ECHCIz?
EA?

EMeOH? e EACOEt?

EA2P
EEtOH?

EAP

EEtOH?
EMeOH?

Kaempferol® e
lanceolatina B¢

Vijayalakshmi et al., 2013**

Shirwaikar et al. , 2003*

Bhujade et al., 2012**

Srisook et al., 2011**

Lekshmi et al., 2015*

Pathomwichaiwat et al.,
2015**

Panthong et al., 2007*

Mate et al., 2007*
Viana et al., 2004*

Xu et al., 2009**

Salgado et al., 2009*
Almeida et al., 2009*

Garcia et al., 2000*

Beserra et al., 2016*
Ferreira et al., 2008*

Xu et al., 2009**
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Quadro 1 — Extratos e substancias do género Cissus que apresentam atividades bioldgicas

Espécies Atividades biologicas Extrato/Substancia Referéncias
Conclusdo

- Antibacteriano apresentou Oleo essencial? Miller et al., 2015**
atividade contra Streptococcus  rendimento de 0,03%
mutans - CMI de 0,31 pl/ml; v/v de 50g
- Antifangica contra Resveratrol® (EACOEt),  Silvaet al., 2007**
Cladosporium biciclogermacreno?

C. verticillata sphaerospermum; (ECHCIs)
- Antidiabética; EMeOH? Lino et al., 2008*

- Atividade contra melanoma EMeOH e EACOEt © Cates et al., 2013**
maligno epitelial (ATCC CRL-

1619) e de lingua (ATCC CRL-

2095).

Fonte: Do autor.
Legenda: Extrato cloroférmio (ECHCIs), Extrato metandlico (EMeOH), Extrato etandlico (EEtOH)
Extrato aquoso (EA), Fracdo acetato de etila (AcOEt); @ folhas, ® Caule/haste, ¢ Planta inteira,

dRaizes, ¢ Partes aéreas, frutos * avaliacdo in vivo, ** avaliagdo in vitro.

Assim como a C. quadrangulares, o uso do cha das folhas da espécie C. sicyoides, mais
conhecida como cortina-japonesa, também é utilizada na medicina popular. A C. quadrangulares tem
sido utilizada como anti-inflamatdrio, anti-hipertensivo, antitérmico e principalmente para tratar
diabetes. Estudos in vivo revelaram que o extrato etandlico obtido de C sicyoides apresenta atividade
antidiabética, com reducdo dos niveis de glicose. Além disso, foram isolados e identificados dois
flavonoides (Figura 4) canferol 3-a-raminosideo (8) e quercetina 3-a-raminosideo (9) nesta espécie
(BELTRAME et al., 2001).

As substancias kaempferol (10) e lanceolatina B (11), também presentes no extrato obtido de
C. sicyoides foram avaliadas e apresentaram inibicéo na liberacdo da enzima pB-hexosaminidase pelas
células RBL-2H3, demonstraram melhores resultados que os medicamentos antialérgicos de
referéncia, Tranilast® e Asmofen®, que sdo utilizados no tratamento de bronquites, renites e outras
alergias (XU et al., 2009). Ainda desta espécie, foram isoladas do extrato metanolico das folhas,
substancias da classe das cumarinas glicosilas (12), sitosterol e flavonoides (BELTRAME,
FERREIRA; CORTEZ, 2002).
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Figura 4 — Representacdo estrutural das substancias (8) canferol 3-a-raminosideo, (9)
quercetina 3-a-raminosideo, (10) kaempferol, (11) lanceolatina B, (12)
cumarina glicosilada

HO

HO

0

12

Fonte: Do autor.

Além das classes representadas na Figura 4, ha outras pertencentes a este género que também
foram descritas na literatura como, benzofuranos, antraquinonas, alcaloides, taninos, saponinas,
fitosterdis e triterpenoides (BHUTANI; KAPOOR, ATAL, 1984; RAJAMAHESWARI et al., 2017).

Complementarmente, os autores (PINGALE; POKHARKAR, 2008) avaliaram a toxicidade
aguda das folhas da espécie C. quadrangulares em camundongos, onde ndo houve mortalidade e nem
alteracBes na massa corporal dos animais nas dosagens de 200, 400 e 600 mg/kg realizado em 14
dias, comprovando assim a auséncia do efeito toxico em camungongos nestas doses.

Diante da variedade de metabdlitos e as diversas atividades biol6gicas presentes no género
Cissus apresentadas na Quadro 1 associados ao baixo potencial toxico, este género tem sido alvo de
muitos estudos e estes estudos tem revelado excelentes resultados, comprovando a eficacia das
atividades biologicas atribuidas ao género, justificando assim o uso deste na medicina popular
(SRISOOK et al., 2011).

2.3 ESPECIE Cissus gongylodes

A espécie Cissus gongylodes (Burch Ex. Baker) Planch. sindnimo de Vitis gongoylodes, é
conhecida popularmente por cipé de uvas, cipd mae-boa, uva do mato, videira brava, batata de cobra,
chupao, cipoé d’agua, paqueta, cipd babdo ou mandioca aérea (LOMBARDI, 1995; LOMBARDI,

1997). O cip6 de uvas também é muito conhecido pelos indigenas por cip6 Kupa, uma importante
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planta utilizada pelos indios Kayapd no Brasil, suas folhas, caules e frutos séo cozidos e usados como
fonte de alimentacdo por esses indigenas (PRANCE, 1991; LOMBARDI, 2007).

Considerando o uso da C. gongylodes e C. quadrangulares na alimentacédo, estas espécies
podem ser inseridas no grupo das plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) como melao de sdo
cactano (Cucurbitaceae), picdo preto (Asteraceae) e também flaboianzinho (Fabaceae
Caesalpinioideae) entre outros (KINUPP; LORENZI, 2014). As PANC s&o consideradas fontes
alternativas para obtencdo de nutrientes de forma diversificada, além de estimular a manutencdo na
agricultura. Essas PANC estdo presentes em determinadas regides e ao longo do tempo perderam
espago para outras tipos de plantas utilizadas tradicionalmente (BARREIRA et al., 2015).

Estudos fotossintéticos e morfoldgicos demonstraram a eficicia do cip6é de uvas para a
remocdo de poluentes do ar como, benzeno e tolueno (YOO et al., 2006). Outro estudo sobre a
extracdo de cobre, zinco e ferro em ervas medicinais descreveu a quantidade desses metais no cha
das folhas da C. gongylodes, apresentando as quantidade de 0,95 mg de cobre, 3,46 mg de ferro e
1,69 mg de zinco na porg¢do de 1g de amostra. Quantidades estas consideradas como intermediarias
comparadas com a quantidade média apresentada pelas plantas alimenticias; 1,37 mg de cobre, 5,13
mg de ferro e 2,96 mg de zinco, apontando assim o consumo dessa planta como uma alternativa da
obtencdo desses metais (ANDRADE; ALVES; TAKASE, 2005).

O cip6 de uvas (Figura 5) pode ser encontrado em florestas tropicais da América do sul,
caracterizado por possuir as folhas trifolioladas, inflorescéncia com flores verde-amareladas, caules

grossos e carnosos e seus frutos tipo baga (SANTO et al., 1987).

Figura 5 — Folhas, caules e inflorescéncia de Cissus gongylodes

Fonte: Do autor.
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Sua forma de vida é considerada do tipo liana-volavel, pois germinam no solo, mantém-se
enraizadas no solo durante toda a sua vida e necessitam de um suporte para se manterem eretas e
crescem em direcdo da luz abundante. O cip6 de uvas florescem de janeiro a maio, frutificam de
fevereiro a agosto e apresentam adaptacdo a ambientes aridos, devido seus caules carnosos
(LOMBARDI, 2000).

A espécie ndo é endémica do Brasil, podendo ser encontrada nos paises da América do Sul
como, Colémbia, Venezuela, Peru e Bolivia. No Brasil pode ser encontrada no Acre, Para, Cear3,
Maranhdo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana
(LOMBARDI, 1997). Mesmo o cip6 de uvas sendo encontrado numa extensa distribuicdo geogréfica
ndo apresenta diferencas morfoldgicas notaveis entre as populagdes e a sua classificacdo taxondmica

foi estabelecida por Lombardi (2000) como sendo:

a) Reino: Plantae

b) Divisdo: Magnoliophyta (plantas com flor)
¢) Ordem: Rhamnales

d) Familia: Vitaceae

e) Subfamilia: Vitoideae

f) Género: Cissus

g) Espécie: C. gongylodes

h) Sinonimias: Vitis gongoylodes

Um estudo farmacognostico realizado por Navarro (2009), demostrou que a espécie nao teve
atividade antimicrobiana para os microorganismos testados Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans em diferentes concentracdes e o infuso
das folhas e decocto obtido do caule ndo apresentaram toxicidade, alteragdes na massa dos 6rgaos,
funcdo renal e funcdo hepatica em ratos. Ainda ndo ha relatos na literatura sobre a fitoquimica, nem
o isolamento e identificacdo de substancias presentes na espécie. Foi observado nas folhas da espécies
a presenca do fungo Pestalotia menezesiana dificultando o cultivo e a producdo em estufas por
produtores por deixar as folhas e raizes descoradas e murchas (BISSET, 1982).

O cipo de uvas além de ser utilizado na alimentacao também € usado como planta medicinal,
por populagdes dos paises da India, Austria e Austrdlia. Com as folhas sdo produzidos decoctos e
infusdes para serem utilizadas no tratamento de remocgdes de calculos renais, em processos
inflamatoérios e biliares (PIRKER et al., 2012; AHMED; HASAN; MAHMOOD, 2016; AHMED;
HASAN; 2017).
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Portanto, esta espécie demonstrou baixo potencial toxicoldgico, é considerada uma PANC e
possui historico etnofarmacoldgico para tratamento de urolitiase e inflamagdo sem qualquer estudo
cientifico sobre elas e sua composicao quimica. Assim sendo, C. gongylodes merece ser estudada

quanto a estas propriedades medicinais e também quanto a sua composi¢ao quimica.

2.4 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacéo é um mecanismo de defesa do sistema imunologico a infeccéo ou leséo tecidual,
causando alteracBes hormonais e metabolicas (CARDINAL et al., 2016). Este processo envolve uma
acdo direcionada entre o sistema imunoldgico e o tecido lesionado, na intencéo de inativar ou destruir
microrganismos invasores, remover substancias irritantes e iniciar o estagio de reparacdo tecidual
(CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003). Quando as células lesionadas sdo ativadas por estimulos
quimicos, fisicos ou biologdgicos, elas liberam mediadores quimicos, responsaveis pelo aspecto da
area inflamada, como inchaco, calor, vermelhiddao e dor. Os estimulos levam a formacao do acido
araquidonico (AA) pela agdo da catalise enzimatica da fosfolipase A2. O AA pode ser metabolizado
por enzimas da ciclooxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX) originando diferentes eicosanoides,
prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) e os leucotrienos (LT) (MEDZHITOV, 2010;
ABDULKHALEQ et al., 2018).

As COX (isoformas COX-1 e COX-2) sdo responsaveis pela biossintese de PG e do TX,
exercendo o efeito edematogénico, vasoconstricdo e vasodilatacdo no tecido lesionado (SERHAN;
CHIANG; DYKE, 2008). As LOX sdo responsaveis por biossintetizarem os LT, que exercem um
poderoso efeito quimiotatico nos eosinofilos, neutréfilos e macréfagos, bem como promovem a
broncoconstricdo e alteracdes da permeabilidade vascular (MARTEL-PELLETIER et al., 2003).

A descoberta das duas isoformas COX levou ao conceito de que a isoforma COX-1 construtiva
tende a ser homeostéatica, enquanto a COX-2 ¢ induzida durante a inflamacéo e facilita a resposta
inflamatoria. Com base nesse conceito, foram desenvolvidos farmacos que possam atuar na inibicao
da COX-1 e COX-2 (PALLIO, et al., 2016). Assim sendo, existem trés tipos principais de anti-
inflamatorios, os glicocorticoides ou esteroidais (AIES), os ndo esteroidais (AINES) ndo seletivos, ou 0s
AINES seletivos para COX-1 ou COX-2. Todos que atuam diminuindo os efeitos pré-inflamatdrios.

A acdo anti-inflamatoria dos AIEs, como hidrocortisona e dexametasona, inibem centralmente a
transcrigdo do gene da enzima COX-2 e a induzem a sintese da proteina lipocortina, inibidora da enzima
fosfolipase A2 (ABDULKHALEQ et al., 2018). Ja os AINEs, como a aspirina® (4cido acetilsalicilico),
ibuprofeno, diclofenaco e piroxicam, inibem a COX-1 e COX-2, de maneira ndo seletiva, impedindo a

formagdo de prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores do processo inflamatorio. No entanto,
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esses medicamentos podem apresentar diversos efeitos colaterais, como ulceracdo géstrica e duodenal
devido a inibicdo da COX-1 (MENG; LIU; LAI, 2015).

Na tentativa de sanar os efeitos adversos causados pela inibicdo da COX-1, foram produzidos
medicamentos inibidores seletivos da via COX-2, como nimesulida, etodolaco e outros. Mesmo assim,
estes medicamentos podem causar doengas cardiovasculares e renais. Estudos comprovaram que algumas
substancias anti-inflamatérias originadas de produtos naturais das diferentes classes, como terpenos,
taninos, alcaloides, lignanas, saponinas, cumarinas e flavonoides possuem menos efeitos colaterais do que
substancias ndo provenientes de produtos naturais (CHAGAS-PAULA et al., 2011; PALLIO, et al.,
2016).

Considerando a evidéncia etnofarmacoldgica da planta a ser estudada como anti-inflamatoria, o
potencial de produtos naturais em revelarem substancias com este potencial e a necessidade de desenvolver
novos farmacos anti-inflamat6rios com menores efeitos adversos e a0 mesmo tempo capazes de exercer
papel concomitante no tratamento de urolitiase, justifica-se o estudo anti-inflamatério de C. gongylodes
(PIRKER et al., 2012; AHMED; HASAN; 2017)

2.5. UROLITIASE

Urolitiase ou litiase renal, comumente chamada de célculo renal, € um distdrbio urolégico que
consiste na formacéo de calculos, podendo estar localizado no rim ou em qualquer parte do sistema
urinario causando fortes dores. A urolitiase atinge cerca de 12% da populacdo mundial e 3 a 4% da
populacédo brasileira, indice este considerado elevado por apresentar similaridade com a ocorréncia
de diabetes no Brasil. (GHELANI; CHAPALA; JADAV, 2016; ALELIGN; PETROS, 2018). O
calculo renal é mais prevalente em homens (12%) do que em mulheres (8%), a chance aumenta entre
0s 40 e 70 anos e normalmente o individuo que teve calculo renal uma vez, tem 50% de chance de
obter o mesmo problema pela segunda vez e 75% de desenvolver pela terceira vez (GHELANTI;
CHAPALA; JADAV, 2016). Os calculos podem se formar nos rins, ureter, uretra e bexiga (Figura
6), destes, 70% estdo localizados no rim, 15% no ureter e 15% na bexiga e uretra. (POLO; MARTIN;
GOMES 2013).
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Figura 6 — Representacdo do sistema urinario.

Célculo do
calice renal

Calculo de
poitve renal

«—— Ureter

Vs 4

) — Bexiga

/
y

| ——— Uretra

Fonte: Anatomiadocorpo.com

Os calculos podem ser originados por fatores genéticos, individuais, ambientais, metabolicos,
anatdmicos e infecciosos, e é por esse motivo que a urolitiase é considerada um disturbio multifatorial
(GOMES et al., 2005; TISELIUS, 2011). Os disturbios metabdlicos que promovem a hipercalcidria
e hiperoxaldria afetam a concentragdo dos niveis séricos normais de célcio e oxalato de calcio na
excrecdo urinéria, levando a formagdo dos célculos (ALELIGN; PETROS, 2018). A deficiéncia de
substéncias inibidoras, como o citrato, glicosaminoglicanos, pirofosfato e nefrocalcina também
promovem a formacao de calculos renais (TISELIUS; FORNANDER; NILSSON, 1994). Os
disturbios metabdlicos em geral sdo considerados fatores-chave na formacdo e a persisténcia da
urolitiase (POLO; MARTIN; GOMES 2013).).

Dentre os calculos formados, 80% sdo de pedras de célcio (oxalato de calcio e/ou fosfato de
calcio), 10 % sdo de estruvita (fosfato de amdnio e magnésio) e os 10% restantes de &cido Urico e
cistina (EVAN, 2010). Os célculos de célcio, célcio (CaOx), pode ser encontrado em dois tipos:
oxalato de célcio monohidratado (COM) e dihidratato (COD). Um dos fatores que contribuem para a
formacdo de CaOx é a hipercalciuria, em que o pH urinario fica em torno de 5,0 e 6,0 (SHARMA;
KHAN; AHMAD, 2016; ALELIGN; PETROS, 2018). Os cristais do tipo COM s&o mais estaveis e
comumente encontrados em casos clinicos e possuem maior afinidade por células tubulares renais,
causando a cristalizagdo dos calculos renais (SAHA; VERMA, 2013).

Ja os célculos de estruvita sdo formados de magnésio, aménio e fosfato provenientes de
algumas infeccBes no aparelho urinario. Estas infecgbes sdo causadas por bactérias tais quais,
Pseudomonas, Staphylococcus, Proteus e entre outras. Devido a agdo da uréase bacteriana ocorre a
producdo de amonia a partir da ureia, fazendo com que a urina se torne extremamente alcalina e

propicia para a formagéo dos cristais do tipo estruvita (DAS et al., 2017).
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O primeiro passo para a formagéo do célculo é a nucleagdo, nessa etapa o calcio e o oxalato
filtrados pelos rins se combinam espontdneamente para formar os cristais. O ndcleo destes calculos
podem ser constituido por apenas uma composi¢do quimica ou por varias, um exemplo disso € a
combinacdo de cristais de CaOx e fosfato de célcio (CaP). Quando o nucleo formado é constituido
por apenas uma composi¢do é chamado de nucleacdo homogénea e quando h& a composicao por
diferentes nucleos é chamado de nucleacdo heterogénea (GOMES et al., 2005; ALBERT, 2017).
Depois dos cristais formados, esses se direcionam para 0s néfrons e se depositam nas papilas renais;
localizados na cavidade renal e é nesse local que acontece o crescimento dos cristais, ocorrendo a
agregacao e o agrupamento dos cristais indesejados (MULAY et al., 2014).

Os célculos renais podem ser transportados pelo sistema urinario e serem depositados no canal
do ureter promovendo a retencdo urinaria (TOSTES et al., 2001). Quando os calculos sdo pequenos
podem ser eliminados espontaneamente na urina, porém quando maiores podem causar obstrugdes
levando ao processo inflamatério em alguns casos. Os principais locais de obstru¢do séo no ureter e
no trato urinario na juncdo pieloureteral, nos cruzamentos com os vasos iliacos e na juncéao
vesicoureteral, e sdo essas obstrucdes as causadoras da famosa colica renal e a dor intensa ao urinar
(VELU etal., 2017).

Uma das formas de diagndstico da urolitiase é a identificacdo dos distdrbios metabdlicos e as
anomalias que envolvem o trato urindrio. Esses diagnosticos podem ser realizados por uma
investigacdo laboratorial metabdlica (hemograma e exame de urina), por exames radiologicos,
ultrassom, tomografia computadorizada e urografia. Técnicas estas que, podem identificar o local que
se encontra o célculo, bem como o tamanho. (SHARMA; KHAN; AHMAD, 2016;
KALEESWARAN et al., 2018).

O tratamento para a urolitiase pode se dar de inimeras formas. Em casos de calculos pequenos
a ingestdo diaria de agua e a restricdo de alguns alimentos podem ser suficientes para expelir 0s
calculos na urina (TOSTES et al., 2001). Em outros casos, o0 uso de medicamentos para regularizar
os distarbios metabodlitos sdo essenciais, tais como tiazidas, fosfato de celulose, citrato de potassio,
alopurinol, acido acetohidroxamico e acetozolamida (Diamox®) (RIELLA, 1996; SCARDELATO
et al.,, 2013). Casos mais graves de urolitiase envolve principalmente a remocdo cirdrgica dos
calculos como a litotripsia extracorpérea por ondas de choque (LECO) e nefrolitotomia percutanea
(LNPC). Tais intervencgdes ndo asseguram a prevencao de recorréncia do calculo, além disso, podem
causar efeitos colaterais como hemorragia, hipertensdo, necrose tubular e subsequente fibrose dos
rins (ALBERT, 2017).

O Cystone® é um fitoterapico muito utilizado na India seu uso leva a diminui¢io da

supersaturagdo da urina e a expulsdo do calculos. A sua formulagdo contém diversas espécies de
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plantas que auxiliam no tratamento da urolitiase, descritas aqui com as suas respectivas familias e
quantidades por comprimido: Didymocarpus pedicellata 65 mg - Gesneriaceae, Saxifraga lingulata
49 mg - Saxifragaceae, Rubia cordifolia 16 mg - Rubiaceae, Cyperus scariosus 16 mg - Cyperaceae,
Achyranthes aspera 16 mg- Amaranthaceae, Onosma bracteatum 16 mg - Boraginaceae, ¢ Vernonia
cinerea 16 mg — Asteraceae. Esta formulagio é vendida mundialmente pela Himalaya Health Care®
e nos Estados Unidos é comercializada como Uricare® (CHATTERJEE, 1982; MISGAR, 1982;
KARAMAKAR; PATKI, 2010; ERICKSON; VRTISKA; LIESKE, 2011). Embora o Cystone® seja
utilizado como fitoterapico no tratamento da urolitiase, alguns estudos indicam a inexisténcia do seu
efeito benéfico na dissolucéo dos célculos renais (ERICKSON; VRTISKA; LIESKE, 2011).

As sofisticadas técnicas investigativas radioldgicas e laboratoriais sdo insuficientes para
elucidar as causas e 0s mecanismos exatos da formacdo dos célculos. E atualmente ndo existem
medicamentos satisfatorios na medicina moderna capazes de dissolver completamente os calculos
renais e também agirem com a agdo anti-inflamatdria e/ou antibidtica. Por isso, continua-se a busca
por susbtancias e extratos que possam atuar com a agdo multi-alvo no processo da urolitiase (GUPTA
etal., 2011; ALELIGN; PETROS, 2018).

2.6 METABOLOMICA

A metabolémica (do inglés, metabolomics) é considerada uma importante estratégia, que
consiste em andlisar qualitativamente e/ou quantitativamente metabdlitos de baixo peso molecular
(até 1500 Daltons) de uma matriz bioldgica (PHINNEY et al., 2013; MISRA et al., 2018). Essa
estratégia também pode ser denominada de perfil metabolico (metabolic profiling), de impressado
digital metabolica (metabolic fingerprinting) entre outros, dependendo de como é realizada. Na
pesquisa de produtos naturais, em que se utiliza uma matriz biol6gica complexa como os extratos de
plantas, é necessario a utilizacdo de métodos analiticos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa (CG) hifenados com a espectrometria de massas (EM),
espectroscopia de ressonancia magnetrica nuclear (RMN), infravermelho (1V) ou ultravioleta visivel
(UV-VIS) por exemplo, para a deteccdo e caracterizacdo dos metabolicos presentes na matriz
biologica (FUKUSAKI et al., 2005; YULIANA et al., 2013).

A metabolémica também pode ser classificada em dois tipos de analise, a metabolémica
direcionada; “targeted”, ou ndo direcionada “untargeted”. A metaboldmica targeted objetiva em
analisar quantitativamente metabdlitos especificos pré estabelecidos de uma determinada classe

quimica ou de uma rota metabdlica conhecida. E a untargeted, avalia qualitativamente o perfil
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metabdlito da amostra, analisando um maior nimero possivel de metabolitos pertencente a matriz
bioldgica (DUDLEY et al., 2010; PATTI et al., 2012; CANUTO et al., 2018).

A desreplicacdo é uma ferramenta muito utilizada pela metabolémica que se refere a
identificacdo preliminar e rapida, putative, de metabdlitos secundarios conhecidos numa matriz
bioldgica, por comparagdo com bancos de dados. Os metabdlitos produzidos pelas plantas possuem
diferentes polaridade e estdo presentes em diferentes concentragdes, devido a tais caracteristicas a
utilizacdo de métodos analiticos confidveis, robustos e seletivos sdo de grande valia na obtencédo de
informacdes importantes como, tempo de retencdo, razdo massa carga, deslocamento quimico,
absorcdo no ultravioleta e infravermelho para que seja possivel a desreplicacdo (NIELSEN et al.,
2011).

Uma das vantagens de utilizar a desreplicagdo ¢ processo de reconhecimento rapido dos
metabolitos e a eliminacdo prévia de substancias ja isoladas na literatura presentes na matriz, podendo
priorizar a identificacdo de metabdlitos inéditos ou de interesse farmacoldgicos antes mesmo do
isolamento (FUNARI et al., 2013). A desreplicacdo pode ser por meio de banco de dados construidos
no proprio laboratorio de analise, in house, ou por banco ou base de dados online, como por exemplo
MassBank®, DNP® (Dictionary of Natural Products), ChemSpider®, PubChem®, ChEMBL® e
SciFinder® (KLITGAARD et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

Dentro do contexto etnofarmacoldgico a espécie C. gongylodes e revisdo da literatura fica
evidente a necessidade de maiores estudos quimicos e farmacoldgicos desta espécie, uma vez que,
esta é utilizada pela populacdo com finalidades terapéuticas sem qualquer evidéncia cientifica. Dessa
forma, as informacdes geradas neste trabalho sobre a composicdo quimica da espécie e as suas
propriedades bioldgicas serdo Uteis para populacdo, uma vez que o uso desta planta somente sera
recomendado se for eficaz e livre de substancias previamente relatadas como téxicas. Outro ponto
relevante ¢ que este trabalho ainda poderd gerar dados para um futuro desenvolvimento de
fitoterapicos e medicamentos antiuroliticos e anti-inflammatorios, que seria um grande avanco tendo
em vista que os tratamentos antiuroliticos disponiveis apresentam eficacia limitada, controversa e

muitas vezes dependentes de procedimentos cirlrgicos e caros.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudo metaboldmico da espécie Cissus gongylodes, isolamento de substancias de interesse
farmacoldgico e avaliacdo das atividades anti-inflamatoria e anti-urolitica do decocto da Cissus
gongylodes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizacdo de estudos farmacoldgicos, antiurolitico e anti-inflamatério com o decocto
obtido;

b) Estudo de mecanismo de agéo das atividades investigadas;

c) Isolamento e identificacdo de substancias desta espécie;

d) Construcao do banco de dados com substancias descritas no género Cissus;

e) Investigacdo da composicdo quimica da espécie, através de estudo metabolémico por
HPLC-UV-HRMS;

f) Desreplicacdo das substancias presentes no decocto.
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5 METODOLOGIA

Nesta se¢ao serdo abordados os procedimentos metodoldgicos utilizados neste trabalho.

5.1 MATERIAL VEGETAL

5.1.1 Coleta da C. gongylodes

As folhas de C. gongylodes foram coletadas por P. P. O. Salem em marg¢o de 2018 na cidade
de Alfenas, MG, Brasil. A planta esta localizada nas coordenadas geograficas (S 21 ©25'04. 7"; W
45°57'26.3 "; altitude 846 m) e a espécie foi identificada pelo Prof. Dr. Antonio Julio Lombardi da
Universidade Estadual Paulista (UNESP). A espécie foi catalogada (# 2987) e depositada no herbario
da UNIFAL. O estudo teve o acesso registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) # A3D5C99. As folhas inteiras foram
secas em estufa com circulador de ar a 45 ° C por 72 horas e mantidas em condigdes livres de luz e

de umidade até o processo de extragdo ser iniciado.

5.1.2 Preparo do decocto

O decocto foi preparado a partir de 100 g de folhas secas em p0; trituradas em moinho de
facas, misturado com &gua destilada (1:10, p/v), fervido por 20 minutos. Em seguida, filtrou-se por
pressdo reduzida, congelou-se, liofilizou-se em Lyophilizer LJJO4 Scientific e produziu 25 g de
material liofilizado. Por fim, o decocto foi armazenado em freezer (-20 °C) até ser analisado
(HOSSEINZADEH et al., 2010).

5.2 AVALIACAO IN VIVO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Nesta secao serdo abordados os ensaios anti-inflamatorios realizados com o decocto das folhas

de C. gongylodes.

5.2.1 Animais

Conforme aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da UNIFAL-MG,
processo n° 16/2016 e 638/2015, os animais fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade
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foram mantidos em camaras com temperatura controlada (20 + 2 °C) em ciclos claro-escuro de 12
horas, com agua e racdo ad libitum. Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos, adultos
(25-35 g) de 3 a 4 semanas, que foram aclimatados as condic¢des do laboratorio, sendo agrupados em
grupos de 10 animais. Durante toda a realizacdo do experimento seguiu-se as regras do Conselho
Nacional de Controle de Experientacdo Animal (CONCEA).

5.2.2 Edema de orelha

O ensaio anti-inflamatério foi baseado na metodologia revisada por Tubaro et al. (1986),
também utilizada em referéncias mais recentes, Januério et al. (2018) e Santos et al. (2019). A
inflamacdo cutanea foi induzida na orelha esquerda dos camundongos (n=10) pela aplicagéo tdpica
de 20 pL da solucéo irritante de 6leo de croton 5% (v/v), dissolvido em acetona. Enquanto que, na
orelha direita, foi aplicada somente acetona, como veiculo. Trinta minutos apds a aplicagdo da solucao
irritante de dleo de créton na orelha esquerda, foi realizado tratamento topico com o decocto na
dosagem de 0,5 mg/orelha.

Os animais do grupo do controle negativo receberam apenas a solucgdo irritante e o veiculo
nas orelhas esquerdas. Enquanto os animais do controle positivo foram tratados topicamente com 0s
farmacos de referéncia; dexametasona e indometacina, ambos na dosagem de 0,5 mg/orelha, 30 min
apos inducdo da inflamacdo. Todas as amostras foram dissolvidas no mesmo veiculo; solugédo de 20%
(v/v) de agua em glicerina.

Os animais foram sacrificados, por inalacdo de isoflurano, 6 h apés a inducéo da inflamacéo
para a excisao de um fragmento de orelha de 6 mm de didmetro de ambas orelhas, utilizando-se um
punch. O edema foi determinado pela diferenca de massa entre os fragmentos das orelhas esquerdas
e das respectivas orelhas direitas analisados por ANOVA one-way seguido do teste de comparacao
multipla de Dunnett e expressos como média + erro médio padrao (EMP). O programa utilizado para
analise estatistica dos dados foi GraphPad Prism Versdo 6.1 (CHAGAS-PAULA et al., 2011). As

porcentagens de inibi¢do do edema de orelha foram calculadas de acordo com a seguinte equagao 1:

Valor médio do grupo veiculo - valor médio do grupo tratado

% Inibicao de edema = * 100 (1)

Valor médio do grupo veiculo
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5.2.3 Avaliagéo da concentracdo dos mediadores PGE2 e LTB4 nos fragmentos de edema de orelha

Os fragmentos da orelha esquerda obtidos na avaliacdo de edema de orelha (5.2.2) foram
mantidos em tubos tipo eppendorf com 800 puL de tampdo NaPO4 0,02 M (pH 4,7), a -20 °C, até a
quantificagdo dos mediadores da inflamacdo PGE, e LTB4. Os fragmentos de orelhas foram
homogeneizados e triturados usando o macerador de tecidos Turrax (13,000 rpm), em gelo picotado,
e centrifugados a 3000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante originado foi submetido a um
experimento que avalia a concentracdo do eicosanoide PGE:> e do leucotrieno LTB4, importantes
mediadores do processo inflamatério (SANTOS et al., 2019).

Neste caso, os sobrenadantes foram liofilizados até completa secura (4-8 horas) e ressuspensos
em 100 pL de uma solugdo de 25 ng/mL do padrio interno cloranfenicol (CAP), solubilizado em
acetonitrila. As amostras foram solubilizadas no banho ultrassonico por 2 min e rapidamente agitadas
no vortex. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 10 min, a 10000 rpm e 4°C, sendo
pipetados 80 puL do sobrenadante e armazenados em vials com insert.

Os mediadores de PGE> e LTB4 foram quantificados em cromatografo liquido de ultra
eficiencia (UHPLC) acoplado a espectrometro de massas do tipo MS/MS, utilizando o procedimento
previamente validado por Margalit ef al. (1996) e Santos et al. (2019). Durante todo o procedimento
as amostras foram mantidas sob banho de gelo e protegido da luz . Foi utilizando um volume de
inje¢do de 20 puL e o método cromatografico gradiente de 60 a 90% de acetonitrila (MeCN) em agua
acidificada (0,1% de acido férmico) de 0 a 4,5 min, 90 a 100% de 4,5 a 5,5 min., mantido em 100%
de 5,5 a 6,5 min, recondicionado na fase moével inicial de 100% a 60% de 6,5 a 7,5 min, mantendo
em 60% até o total de 10 min de analise. Foi utilizado fluxo de 0,3 mL/min, pré-coluna compativel
e coluna C18 (Agilent Poroshell 120 EC-C18) 2,7 pm, 3 mm x 100 mm.

Utilizou o UHPLC acoplado por um espectometro de massas Shimadzu®, com analisador
triplo quadrupolo (QqQ), ionizador por electrospray (ESI). O monitoramento de reagdes multiplas
(Multiple Reaction Monitoring — MRM) dos ions dos mediadotes PGE>, LTB4 e do padrdo interno

CAP foi realizado conforme descrito da Tabela 1.
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Tabela 1 — Método MRM de cada analito

Analitos Transicao m/z Q1 (V) CE (V) Q3 (V)
PGE; 351,1>271,2 18 20 16
LTB4 335,1>195,1 25 15 18
CAP 321,1>152,5 22 18 14

Fonte: Do autor.

Todos os resultados foram analisados por ANOV A one way, seguido pelo teste de comparacao

multipla de Dunnett e expresso como média + erro padrao (EMP).

5.3 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIUROLITICA

Nesta se¢do serdo abordados os ensaios antiuroliticos realizados com o decocto das folhas de

C. gongylodes para avaliar a inibigdo e a dissolugao dos cristais de CaOx e estruvita.

5.3.1 Método de disco-difusdo em agar

Para a avalicdo da inibicao da cristalizacdo do CaOx utilizou a técnica de difusdo-disco em
agar com pequenas modificac6es (Balouiri et al., 2016; Kale et al., 2017). Neste sentido cada placa
petri de vidro (70 mm x 10 mm) foi preparada com 10 mL de agar bacteriol6gico (microMED — forc¢a
gel 600-750 g/cm?) a 0,8% (v/v) juntamente com uma solugdo de cloreto de calcio diidratado
(CaCl2.2H20 a 0,2 M). O gel de agar e todas as vidrarias foram autoclavadas por 20 min. a (121 °C).

Apbs o gel de agar atingir uma temperatira entre 55 a 60 °C, ele foi vertido sobre placa e
deixado em repouso até a solidificacdo. Sobre o gel foi adicionado um disco (papel de filtro de 6 mm
de diametro) embebido com 20 pL de decocto, ou 20 puL dos controles positivos; citrato trissédico
(NasCsHs07) e o Cystone®. Todas as amostras foram diluidas em agua destilada e avaliadas na
concentracdo de 25; 50, 100 e 150 mg/mL e para o grupo do controle negativo, foi adicionado apenas
agua destilada sobre o disco.

Logo apds a aplicagcdo das amostras, as placas foram mantidas em camara umida por 6 a 8 h
para ocorrer a difusdo das amostras sobre o agar. Depois do periodo de incubacdo, as placas foram
cuidadosamente imersas em 10 mL de solucéo de oxalato de amonio (NH4+C204 a 0,2 M) por 30 a 60
s. Para observar a formacéo e a inibicdo do CaOx, que possui a coloracdo branca, utilizou-se o

revelador 1,2-di-hidroxi-antraquinina 0,2 % (v/v) (Alizarina vermelha S) diluida em agua destilada;
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indicador seletivo para CaOx, tornando a coloragdo rosea na presenca de CaOx (PATIL etal., 2017).

A zona de inibicdo ou os halos formados foram medidos de acordo com equagéo 2 abaixo:
L~ As
% Percentual de Inibigdo = (Z) x 100 (2)

Onde (As) representa o diametro do halo de inibigdo das amostras formada na placa, (Ac) € o
didmetro da placa utilizada, no caso 7,0 cm (KALE et al., 2017). Todos os resultados foram avaliados

por two-way ANOV A seguido pelo teste de comparagao multipla de Dunnett.
5.3.2 Avaliagéo da dissolugdo CaOx na urina fresca

Foi coletado, a primeira urina da manha, 40 mL de urina de uma paciente de 20 anos que
reportou possuir calculo renal. A urina foi armazenada em um tubo falcon e centrifugada duas vezes
a 2000 rpm por 10 min. a temperatura ambiente (25 °C). Para o ensaio, todo o precipitado presente
na urina foi diluido em cerca de 3600 puL. do sobrenadante da urina, para atingir a concentragdo de
1400 cristais de CaOx/pLL e o volume necessario para realizar todo o ensaio em triplicata (SINGH et
al., 2013).

O teste utilizou o veiculo como controle negativo, sendo usado como veiculo o sobrenadante
da urina. Avaliou o decocto da C. gongylodes e o controle positivo Cystone®, ambos nas
concentragoes de 0,5% , 1% e 2% do volume total, com incuba¢do por 72 horas em temperatura
ambiente (BAWARI et al., 2018). A faixa de pH foi monitorada no inicio e no final do experimento
e o namero de cristais foi monitorado através de um microscopio binocular Nikon eclipse E100 no
periodo de 24, 48 e 72 h de incubacao, utilizando 10 uL das amostras em uma camara de contagem
de células Neubauer melhorada. Os resultados foram avaliados pelos teste two-way ANOVA seguido

pelo teste de comparacao multipla de Dunnett.
5.3.3 Técnica de crescimento de estruvita pela difusdo em gel

A técnica foi baseada nas referéncias dos autores Chauhan e Joshi (2014) e Kaleeswaran et al.
(2018) que descrevem o crescimento de cristais de struvita pela difusdo em gel, possibilitando a
avaliacdo do crescimento, inibig¢do ¢ a dissolugdo do cristal (DAS et al., 2015). Para o crescimento
dos cristais foi utilizado um gel de metasilicato de sodio, que utiliza para seu preparo 20 g de
metasilicato de sodio pentahidratado 0,15 M (Na2SiOs. 5 H20) (SMS) dissolvido em 140 mL de agua
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destilada. Essa solugdo estoque de SMS foi misturada vagarosamente por 2 horas e mantida em
descanso por 1 hora. Apos isso, a solucdo de SMS foi filtrada em papel de filtro comum sob presséo
reduzida. O gel de SMS pode adquirir a gravidade especifica entre 1,04 — 1,06, representando a faixa
de densidade do gel necessario para o cultivo de cristais de struvita. Para esse trabalho, foi escolhida
a gravidade especifica de 1,05 e para adquirir esse valor foi necessario diluir com agua destilada a
solucdo estoque de SMS. O valor da gravidade especifica foi monitorada por meio de um picndmetro
de 5 mL e pela equacédo 3 abaixo (CHAUHAN; JOSHI, 2014):

Ms—Mo

Gravidade especifica =
Ma—Mo

©)

O termo Ms se refere a massa da solucéo estoque de SMS diluida, Mo a massa do frasco
picnémetro vazio e Ma a massa de agua destilada. Dessa forma, apds adquirir a solugdo com a
gravidade especifica desejada de 1,05 adicionou a solucdo de dihidrogenofosfato de aménio
dihidratado 0,5 M (NHsH2PO4 . 2 H20) (ADP) até estabelecer a faixa de pH de 7; pH este encontrado
nos rins (GUPTA et al.,2011).

Para o teste foi utilizado tubos de ensaio com tampas herméticas, de comprimento: 140 mm e
didmetro: 25 mm, que foram autoclavados na condi¢cdo 121° C por 20 min. Apés autoclavados
adicionou-se aos tubos 5 mL da solu¢cdo SMS diluida (0,10 M) e 15, 0 mL da solucdo ADP, deixando
estes em repousos até a geletificacdo. O tempo da geletificacdo e a densidade do gel formado
dependem da faixa de pH, que no caso foi 7 (CHAUHAN; JOSHI, 2014). O procedimento foi todo

realizado em temperatura ambiente e em fluxo laminar para evitar possivel contaminacdao microbiana.

Figura 7 — Representacdo da técnica do crescimentos dos cristais de struvita no gel

— > Solugao sobrenadante SS (10 mL)

—— Interface gel-liquido

" | — Cristais de estruvita

SMS (5 mL) + ADP (15 mL)

Fonte: Do autor.
Legenda: SS (acetato de magnésio), SMS (metasilicato de sodio) e ADP (dihidrogenofosfato de

amonio).
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O teste avaliou a acdo antiurolitica do decocto das folhas de C. gongylodes, utilizando como
controle positivo o Cystone® e ambos foram testados nas concentracdes de 0,5, 1 e 2 % do volume
total do teste (30 mL). Apos a geletificacdo adicionou 10 mL da solucdo de acetato de magnésio
tetrahidratado 1 M (C4sHsMgOs . 4 H20) (SS) solubilizada com as amostras a serem analisadas nas
concentragdes mencionadas anteriormente, totalizando um volume de 30 mL por tubo, conforme
representado na Figura 7. Os reagentes presentes nas solucdes de ADP e SS em contato para formam
0s cristais de estruvita; fosfato de amdnio e magésio hexahidratado (NHsMgPO. . 6 H20) conforme
a representacdo da equacao 4 quimica abaixo (CHAUHAN; JOSHI, 2013).

NH4H2PO4 . 2 H20 + (CH3COO0).Mg . 4 H20 — NH4sMgPO4 . 6 H20 + 2 CH3COOH  (4)

O crescimento dos cristais se iniciam em 24 horas e o formato destes podem variar de acordo
com a faixa de pH e a gravidade especifica atingida; para a faixa de pH 7 e a gravidade 1,05 os cristais
podem adquirem a forma do tipo dendritico (CHAUHAN; JOSHI; VAIDYA, 2011). O crescimento
dos cristais foi monitorado e fotografado por 30 dias. Apos isso, 0s cristais foram retirados
gentilmente dos tubos de ensaio e lavados com agua destilada. A avaliacdo da inibicdo do crescimento
do cristal foi determinada pela diferenca de massa entre o controle negativo e as amostras testadas. O
percentual de inibicdo dos cristais foram calculados pela seguinte formula [(valor da massa dos
cristais do veiculo — valor de massa das amostras)/(valor da massa dos cristais do veiculo)x100] (DAS
et al., 2015). Os resultados foram avaliados pelos teste one-way ANOVA seguido pelo teste de

comparacao multipla de Dunnett.

5.4 ANALISE METABOLOMICA POR UHPLC-UV-HRMS E DESREPLICACAO

As andlises cromatdgraficas do decocto foram analisadas em um UHPLC acoplado a
espectrofotdmetro de UV-DAD e a um espectrometro de massa de alta resolugdo (HRMS) com o
ionizacdo por ESI e analisador de tecnologia quadrupole time of light (QTOF) da Bruker Daltonics,
Bremen, Germany.

Para a analise do decocto, foi injetada um aliquota de 20 pL via auto-injetor da amostra
preparada na concentracdo de 1 mg/mL em acetonitrila e agua (MeCN:H20, 1:1, v/v), filtrada em
filtro de PTFE de 0,22 um de didametro de poro. A separacao cromatografica foi feita em uma coluna
ultra analitica de fase reversa de 2,2 um de diametro de particulas (RSLC C18- 100 mm x 2,1 mm,;

Acclain™) e uma pré coluna equivalente. A vazéo da fase mével foi de 0,4 mL/min de um gradiente
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de MeCN e H20; ambas fases continham 0,1% de &acido férmico e 0,025% de hidroxido de amonio.
O gradiente foi de 5-99% de MeCN em 15 min e condicionamento 99-5% em 5 min. Para a calibracdo
do espectrometro de massas utilizou-se o formiato de sodio (HCOONa) e a sequéncia de andlises foi
iniciada e finalizada com a injecdo do branco (MeCN:H20).

Os espectros de massas foram adquiridos em full scan e MS/MS nos modos positivo e negativo
na faixa de varredura de 100—-1000 m/z e resolugéo de 50.000 (KLITGAARD et al., 2014). Os dados
foram processados pelo software da Bruker; Compass Data Analysis. Para a desreplicacdo do decocto
no modo negativo e positivo também foi utilizado um software da Bruker, Target Analysis, onde a
massa monoisotopica dos ions detectados no decocto foi comparada com as do banco de dados in
house, banco de dados construido com substancias previamente reportadas (identificadas e isoladas)
para 0 género Cissus. O banco de dados foi contruido por meio de buscas no Dictionary of Natural

Products® (DNP) e por dados encontrados na literatura (SciFinder Sholar®).

5.5 FITOQUIMICA

Apos a coleta, as folhas da C. gonylodes foram submetidas ao processo de secagem em estufa
com circulador de ar por 72 horas em temperatura padrdo de 45°C e logo em seguida utilizados na
preparacao do decocto (se¢do 5.1.2.). Para a fracionamente foi utilizado 10 g do decocto, e este foi
submetido a parti¢do liquido-liquido com hexano e subsequentemente com acetato de etila. Obteve a
fracdo acetato de etila (FoAc) que foi selecionada para etapas de isolamento de substancias. Esta
fracdo, FoAc, foi entdo rotaevaporada a 50° C e 100 rpm e apds seca, ela foi armazenada até o inicio
do processo de isolamento.

A fragdo FOAC foi escolhida para o processo de isolamento devido a sua similaridade com o
perfil cromatografico do decocto (Figura 8) e por também por apresentar substincias de polaridade
intermédiaria (AZEVEDO et al., 2014).

Os perfils da fra¢do e do decocto foram obtidos por meio do cromatdgrafo liquido de alta
performance - HPLC (equipamento modulado da Shimadzu Prominence de duas bombas de fase
movel LC-20AD e desgaseificador DGU-20A 3R, auto-injetor SIL-20A HT, forno para coluna CTO-
20A, detector UV-Vis com arranjo de diodos (SPD-M20A, DAD) e comunicador CBM-20). Para isso
utilizou-se 1 mg das amostras que, foram diluidas em 1 mL de MeCN/H>O ultra pura (1:1, v/v),
particionadas com hexano e logo apds filtradas em microfiltro com membrana de PTFE com poros
de 0,45 um e 13 mm de didmetro. Para o método cromatdgrafico utilizou-se coluna analitica de fase
reversa (C18) Shim-pack CLC-ODS(M), 5 um de didmetro de particula, 4,6 mm x 250 mm. Como

fase movel empregou-se um gradiente de 5 a 100 % de MeCN:H20 com 0,1% de acido acético, por
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40 min e fluxo de 1 mL/min. Todos os solventes utilizados foram grau HPLC e dgua ultra pura (Milli-
Q).

Deste modo, a fragdo FoAc (1,0 g) foi empregada na técnica de cromatografia em coluna
(CC), onde utilizou-se uma coluna de didmetro interno de 2,5 cm e 2,0 metros de altura, empacotada
com (1,8 metros) do polimero Sephadex® LH20 Sigma-Aldrich e como eluente utilizou o solvente
metanol. Desta coluna foram coletadas 82 fragdes com um volume de 35 mL cada, e estas, foram
agrupadas de acordo com seu perfil cromatografico em placas com base de aluminio e 0,25 mm de
silica gel 60 (Macherey-Nagel; A = 254 nm), obserservadas sob luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm).
As fragdes foram agrupadas em 15 diferentes grupos: A (1 ao 19), B (20 ao 22), C (23 ao 24), D (25
ao 33), E (34 a0 37), F (38), G (39 a0 49), H (50), (51 a0 52), J (53 ao 54), K (55 a0 56), L (57), M
(58), N (59 a0 70), O (62), P (71 a0 81) e Q (82).

Figura 8 — Cromatogramas em 254 nm das fra¢Oes obtidas de C. gongylodes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (A) decocto das folhas e (B) a fracdo FoAc obtidas de C. gongylodes. Os cromatogramas foram
obtidos por HPLC-UV-DAD coluna C18 — 5 um de didmentro de particula e dimensdes: 4,6
mm x 250 mm, fluxo de 1 mL/min, eluente: gradiente de 5 a 100 % de MeCN:H,O com 0,1 %

de &cido acético, por 40 min.
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Ao final todos os grupos A ao Q foram analisados no HPLC para obter o perfil cromatdgrafico
utilizando o mesmo método empregado para obter o perfil do decocto e FaAc. Dentre essas fragdes,
a fracdo I, J, K apresentou cromatogramas parecidos e entdo foram novamente agrupadas originando
a fragdo PS-(1JK), reunifio das fragdes 51-56 obtidas da coluna Sephaex® anteriormente realizada.

A fragdo PS-1JK (Figura 9) foi escolhida para ser purificada, por apresentar cromatograma
com perfil simples para obter subtancias purificadas. Para a separacgdo foi utilizado uma coluna semi-
preparativa de fase reversa (C18) Inertsil (ODS-4), 5 um didmetro de particula e dimensodes de 7,6
mm x 250 mm, juntamente com uma pré-coluna equivalente. Utilizou-se toda amostra (150 mg) PS-
IJK e o método cromatdgrafico: gradiente de 20% a 30% de MeCN:H>O por 10 min., seguido do
método isocratico de 30% MeCN:H>O por 30 min. A agua foi acidificada com 0,1% de acido acético

e usou um fluxo de 1,5 mL/min.

Figura 9 — Cromatograma em 254 nm da fragédo (PS-1JK)
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Fonte: Do autor.

Nota: Cromatograma obtido por HPLC-UV-DAD (coluna C18 — 5 um de didmetro de particula e
dimensfes: 7,6 mm x 250 mm, fluxo de 1,5 mL/min, gradiente de 20% a 30% de MeCN:H,0O
por 10 min. e método isocratico de 30% MeCN:H,O por 30 min.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo descritos os resultados obtidos neste trabalho.

6.1 AVALIACAO IN VIVO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A avaliagdo da atividade anti-inflamatoria pelo ensaio de edema de orelha possibilitou avaliar
mais especificamente o efeito-edematogénico (TUBARO et al., 1986; SANTOS et al., 2019) do
decocto obtido das folhas de C. gongylodes.

6.1.1 Edema de orelha

O decocto apresentou atividade anti-inflamatoria avaliado no ensaio de edema de orelha
induzido por 6leo de créton na dosagem de 0,5 mg/orelha. Isso é a primeira evidéncias cientifica que
vem a corroborar o uso etnofarmacologico da C. gongylodes como anti-inflamatorio (PIRKER et al.,
2012). Tanto o decocto quanto 0s controles positivos, dexametasona e indometacina, inibiran
significativamente o edema de orelha comparado com o veiculo (p < 0,05) conforme apresentado na
Tabela 2 e Figura 10. O decocto demonstrou o percentual de inibicdo de 34.61% no edema sendo
estatisticamente semelhante aos controles positivos dexametasona e indometacina, 38.46% e 33.32%,

respectivamente.

Tabela 2 — Efeito do decocto no teste de edema da orelha exibido em percentagem de inibicao

Amostra Edema de orelha (mg) média + EMP % de inibicdo
Veiculo 0.3250 + 0.1035 -
Indometacina 0.2000 + 0.07522 33.32

Dexametasona 0.2000 + 0.05772 38.46
Decocto das folhas 0.2000 £ 0.0641° 34.61

Fonte: Do autor.
Legenda: Os resultados foram analisados por ANOVA one-way seguido pelo teste de comparacdo
maltipla de Dunett e expressos como média + EMP. @ indica significante diferenca em

comparagdo com o veiculo, onde p < 0,05.
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Figura 10 — Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria do decocto das folhas de C. gongylodes
no modelo de edema de orelha em camundongos
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Autor: Do autor.

Legenda: Os resultados foram analisados por ANOVA one-way seguido pelo teste de comparagdo
multipla de Dunett e expressos como média £ EMP (n=10). * indica significante diferenca
em comparagdo com o veiculo, onde p < 0,05 ¢ # indica significante diferenca em

comparagdo com o farmaco referéncia dexametasona, onde p < 0,05.

O Gleo de créton é um agente irrintante, responsavel por causas danos celulares e ativar a
enzima fosfolipase A, liberando o é&cido araquiddnico, precursor da producdo mediadores
responsaveis pela formacéo de edema de orelha, dentre outros mediadores (CHAGAS-PAULA et al.,
2011). Entéo, as subténcias presentes no decocto sendo capazes de diminuir o edema induzido pelo
6leo de créton, possui acdo anti-edematogénica possivelmente via inibicdo da formacdo dos
mediadores na via da COX, como a PGE», uma das principais responsaveis pela formagdo de edema
em processos inflamatdrios (AFSHAR et al., 2010; JANUARIO et al., 2018).

6.1.2 Avaliagéo da concentracdo dos mediadores PGE: e LTB4 nos fragmentos de edema de orelha

As orelhas inflamadas pelo 6leo irritante controle e tratadas com o decocto e os farmacos de
referéncia foram avaliadas com relacao a concentracao dos mediadores quimicos da inflamacgédo PGE>
e LTB4, que sdo produzidos pelas duas principais vias da cascata inflamatoria, COX e LOX,
respectivamente (CHAGAS-PAULA et al., 2011, SANTOS et al., 2019).
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Figura 11 — Efeito do decocto na concentracdo de PGE>
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Fonte: Do autor.

Legenda: Os resultados foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo teste de comparagdo
multipla de Dunnett e expressos como média £ EMP. * indica os niveis de significancia
p<0,05 comparado com o veiculo e # niveis de significancia p<0.05 comparado com 0
farmaco dexametasona.

As orelhas tratadas com o decocto apresentaram uma menor concentracdo de PGE; e LTB4
comparadas com o veiculo, confirmando assim a inibicdo da via da COX e também da LOX (Figura
11 e 12). Quando ocorre a diminui¢do na producdo de PGE>, consequentemente diminui os efeitos
pré-inflamatorios da via da COX, corroborando o efeito anti-edematogénico observado na avaliacao
do edema de orelha (Figura 10) (SALES et al., 2019).
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Figura 12 — Efeito do decocto na concentracdo de LTB4
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Fonte: Do autor.
Nota: Os resultados foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo teste de comparacao multipla
de Dunnett e expressos como média + EMP. * p<0,05 comparado com o veiculo e # p<0.05

comparado com a dexametasona.

Os anti-inflamatdrios estdo entre os agentes terapéuticos mais utilizados no mundo, porém
apresentam algumas limitac6es com relacdo a sua eficacia e feitos adversos (CHUANG et al., 2018).
A indometacina, por exemplo é AINES capaz de inibir apenas a via da COX e apresenta efeitos
indesejados como problemas gastricos (CHAGAS-PAULA; ZHANG; EDRADA-EBEL, 2015). Uma
vez que o decocto apresenta a inibigdo dual, sendo capaz de inibir a producdo de PGE> da via COX e
de LTB4 da via da LOX, o torna um promissor candidato na busca por novos medicamentos que
possam apresentar maior eficacia e menos efeitos colaterais (JANUARIO et al., 2018). Além disso,
0 decocto demonstrou inibir potentemente a via da LOX, uma vez que demonstrou inibir mais esta
via do que o anti-inflamatério esteroidal (dexametasona, P < 0,05; Figura 12), o que o torno ainda

mais promissor para desenvolvimento de tratamento anti-inflamatorio.
6.2 AVALIA(;AO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIUROLITICA
6.2.1 Método de disco-difusdo em agar

Considerando o histérico etnofarmacoldgico da C. gongylodes no tratamento da urolitiase

(PIRKER et al., 2012), utilizou a técnica de difusdo-disco em agar para avaliar o potencial de inibicéo



48

do decocto na formacdo dos cristais de CaOx. As amostras que possuem um potencial inibitério na
formacéo do CaOx formam halos de inibicdo que podem ser revelados com alizarina red, um reagente
que complexa seletivamente com o CaOx apresentando a coloragdo rosea (Figura 13) (PATIL et
al.,2017, KALE et al., 2017).

Figura 13 — Comparacéo dos halos formados

Fonte: Do autor.
Legenda: Halo formado na presenca do decocto referente a placa esquerda e para o controle positivo;

o citrato de sodio referente a placa direita ambos na dosagem de 150 mg/mL.

Dessa forma, o percentual de inibicdo do decocto foi comparado com o veiculo e controles
positivos, por meio dos valores de halos de inibicdo. O decocto demonstrou halos de inibi¢ao
similares ou maiores que dos controles positivos (citrato de sddio e Cystone®) e diferente do controle
negativo (P < 0,05), portanto, apresentado significativo percentual inibitorio da formagéao de cristais
de CaOx (Figura 13 e 14). Com relacéo a concentracédo avaliada, tanto o decocto quanto o controle
positivo citrato de s6dio apresentaram uma resposta dependente da concentracdo avaliada; efeito
dose-resposta. Nos estudos realizados por Patil et al. (2017) o percentual inibitério do citrato de sédio
também apresentou dependéncia da concentracdo, o que corrobora o resultado deste trabalho. A
inibicdo do Cystone® nio foi dose-resposta, pois a maior dosagem testada ndo apresentou o maior
percentual inibitdrio de formacéo de cristais de CaOx (Figura 14). E como ja era esperado o controle
negativos ndo apresentou halo de inibicéo.

Todas as amostras apresentam halos de inibicdo possuindo uma significativa diferenca
(p<0.05, two-way ANOVA) do veiculo. Isso demonstra a existéncia de substancias no decocto que

séo consideradas inibidores, e ao difundirem sobre o gel de agar inibiram a cristalizagcdo do CaOx.
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Figura 14 — Percentual de inbicdo da formacéao de cristais de CaOx nas amostras incubadas
por um periodo de 8 h
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Fonte: Do autor.
Legenda: Tosdos os resultados foram analisados pelo pardmetro two-way ANOVA (n=3). * p<0.05
indica o nivel de significancia comparado com o veiculo e # p<0.05 niveis de significancia

comparado com as amostras.

Vale ressaltar que das metodologias in vitro descritas na literatura, que se adequavam ao
ensaio necessario para avaliacdo da CaOx, nenhuma delas foi implementada com sucesso. Dessa
forma, alteracbes foram necessarias para que a padronizacdo do experimento fosse alcancada,
conforme descrito na se¢do 5.3.1. O teste utilizado neste trabalho foi desenvolvido por meio da uniéo
de duas técnicas, bioautografia descrito para avaliacdo de inibi¢do de formacdao de cristais de CaOx e
teste em difusdo sobre o gel de agar comum em ensaios antimicrobianos (BALOUIRI et al., 2016;
KALE etal., 2017). O método desenvolvido propde uma triagem simples e rapida para a identificacéo
de substancias e extratos que possuem a acdo inibidora na cristalizagdo do CaOx por meio da
formacéo de halos de inibi¢do, demonstrando resultados satisfatérios e reprodutiveis.

6.2.2 Avaliacdo da dissolucdo CaOx: Urina fresca

Os célculos renais possuem caracteristicas morfoldgicas visuais Gnicas que se correlacionam
com a composic¢ao quimica, por exemplo os calculos do tipo oxalato de célcio dihidratados (COD)
geralmente possuem a forma bipiramidais especuladas. Os célculos do tipo (COD) podem ser
encontrados na urina de pacientes com urolitiase assim como o oxalato de calcio monohidrato (COM)
(DUAN et al., 2013). A ocorréncia do COM e devido a hiperoxalUria; aumento da excre¢do de oxalato
na urina e COD a hipercalciuria excre¢do exagerada de célcio (FROCHOT et al., 2016). Para a

avaliagdo da dissolucéo dos cristais de CaOx utilizou a urina de uma paciente que possui calculos
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renais do tipo COD (Figura 15 a). A primeira urina da manha da paciente, diagnosticada com quadro
de urolitiase, foi coletada devido a maior saturacdo de oxalato de calcio e nimero de cristais de CaOx

presente na urina neste momento.

Figura 15 — Cristais presentes na urina da paciente e a incupagéo dos cristais

Fonte: Do autor.
Legenda: (a) Cristais do tipo COD presente na urina da paciente, (b) cristal com a morfologia

diferente na presenga do Cystone® (c) cristais do tipo COD presentes no decocto.

A urina da paciente foi incubada (72 h) com o decocto, o controle positivo Cystone® e com o
veiculo na concentragdo de 0,5, 1 e 2% onde avaliou-se o pH no inicio e no final do experimento. No
inicio todas as amostras apresentaram o pH em torno de 4, 0 mesmo apresentado para o veiculo, e ao
final do experimento a urina incubada com o decocto e veiculo apresentaram o pH em torno de 6 e 7,
e o Cystone® apresentou um pH alcalino em torno de 8 e 9.

Nas primeiras 24 horas houve uma diminui¢do no numero dos cristais tanto no decocto quanto
no Cystone® em todas as concentracdes avaliadas (Figura 16). No periodo de 24 a 72 h o decocto na
concentragédo de 2% demonstrou o mais eficiente na dissolucéo dos cristais de COD comparado com
o veiculo (p < 0,05). Apos o periodo de 24 h o Cystone® demonstrou a diminuicdo da composico de
COD nas trés concentracOes testadas, porém com concomitante aparecimento de um cristal

morfologicamente diferente de COD (Figura 15 b).
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Figura 16 — Numero de cristais de CaOx avaliados no periodo 24, 48 e 72 h
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Fonte: Do autor.
Legenda: Os resultados foram analisados pela analise de varidncia ANOVA two-way (n=3). * p<0.05

comparado com o veiculo, # p<0.05 comparado com as amostras e ** Inumeros cristais
apareceram e de diferentes tipos tornando impossivel a contagem.

O aparecimento do cristal pode ser devido a atividade microbiana presentes na urina
juntamente com o Cystone®, ja que nem o decocto e nem o veiculo apresentaram tais mudancas
(Figura 15 a e 15 c) e todas as amostras foram incubadas numa mesma fonte de urina e em idénticas
condigBes. Possivelmente o medicamento fitoterapico Cystone® possui substancias que promovem a
mudanca da morfologia dos critais de CaOx ou a formacéo de novos cristais. A atividade microbiana
favorece a producéo dos ions amonio e fosfato devido a catalise enzimatica da uréase na urina (DAS
etal., 2017). Na presenca de diferentes ions como fostato, aménio, célcio, oxalato, magnésio em meio
alcalino pode ocorrer a formacéo de outros tipos de cristais que apresentam morfologias diferentes
da COD, o que corrobora a observacdo destes novos cristais (SAHA; VERMA, 2013). Essa inducéo
da formacdo de novos cristais pelo Cystone®, pela primeira vez relatada, merece ser melhor
investigada pois pode ndo ser benéfico ao paciente que utiliza esse medicamento. Um novo ensaio
poderia ser realizado adicionando antibidtico na urina para avaliar se o Cystone® por si s promoveria
a formacdo destes novos tipos de cristais em urina livre de bactérias.

O célculos de CaOx constitui cerca de 80 % dos célculos renais, podendo ser COM ou COD
e acredita-se que sdo formados na auséncia de inibidores e devido a supersaturacdo de oxalato de

calcio na urina (EVAN, 2010). Com relagéo aos resultados apresentados, o decocto das folhas de C.
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gongylodes pode ser considerado um potencial antiurolitico merecendo maiores estudos que avaliem

0 seu mecanismo de agao in vivo.

6.2.3 Crescimento do cristal estruvita pela difusdo em gel

A estruvita (fosfato de amoénio e magnésio) é um outro tipo de cristal e representa 10% de
ocorréncia dos calculos renal no mundo (SHARMA; KHAN; AHMAD, 2016). Os célculos de
estruvita sdo formados principalmente em quadros de infeccdes no aparelho urinario por bactérias
produtoras da enzima uréase (ERICKSON, S. B.; VRTISKA, T. J.; LIESKE, 2011, DAS et al., 2017).
Desse modo, a inibicdo e a dissolucéo dos cristais de estruvita foram analisados utilizando a técnica
in vitro de crescimento de cristais pela difusdo em gel ilustrado na Figura 17 (KALLESWARAN et
al., 2018).

Figura 17 — Avaliacdo do crescimento dos cristais de estruvita

Fonte: Do autor.
Legenda: Os incubados por 48 h (a) veiculo, (b) Cystone® 2% e (c) decocto 2%. Andlise do
crescimento ao final do experimento (30 dias de incubacgdo) (d) veiculo (e) Cystone® 2%

and (f) decocto 2%. Todos as amostras foram realizadas em triplicatas.

Ao final do teste (30 dias) pode-se avaliar o percentual de inibi¢do da formacéo de cristais de
estruvita por comparacdo com o veiculo. A inibicdo do decocto novamente foi dose-dependente como
mostra a Figura 18 a, diferentemente da inibic&o apresentada pelo Cystone®. O decocto apresentou o

maior percentual de inibicdo na concentragio de 2% em torno de 60 a 70% e o Cystone® nas doses
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de 1 e 2%, inibicdo em torno de 40 a 50%. O percentual de inibicdo do Cystone® nas concentragGes
de 1 e 2% apresentaram estatisticamente semelhantes entre si (Figura 18, p<0.05).

As massas dos cristais nos grupos tratados com o decocto e Cystone® foram comparadas com
o grupo veiculo ao final do experimento, apresentando serem estatisticamente diferentes do grupo do
veiculo (p<0.05; Figura 18 b). Com relacdo a morfologia dos cristais formados pela técnica utilizada,
os cristais podem assumir diferentes tipos de morfologias como dendritico, prismético, piramidal,
retangular, estrela, agulha e plaquetas (CHAUHAN; JOSHI, 2014).

Figura 18 — Percentual de inibicéo e a quantidade de massa dos cristais de estruvita
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Percentual de inibicdo na concentracdo de 0,5, 1 e 2%, (b) A massa dos cristais de
estruvita nas diferentes amostras e concentragdes avaliadas.Os resultados do ensaio de
crescimento do cristal estruvita foram analisado pelo ANOVA one-way seguido do teste de
comparagdo multipla de Dunnett(n=3). * p < 0,05 comparado com o veiculo e # p < 0,05

comparado com as amostras.

A morfologia dos cristais de estruvita podem depender de diversos fatores, tais como a
concentracdo utilizada nos reagentes, pH e a gravidade especifica do gel (DAS et al., 2015). Os
cristais apresentaram a morfologia do tipo dendritico, agulha e plagueta; morfologias estas
apresentadas em outros trabalhos utilizando condicGes semelhantes (CHAUHAN et al., 2013;
KALEESWARAN et al.,, 2018), o que corrobora os resultados encontrados. Alguns cristais
apresentaram morfologias diferentes dos cristais presentes no veiculo (Figura 19 a). Embora todos os
testes tenham sido realizados sob as mesmas condicdes, a presenca de susbtancias no decocto e

Cystone® favorecerem o surgimento de alguns poucos cristais morfologicamente diferentes (Figura
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19 c¢ e d). Também observou a presenca de cristais escuros (Figura 19 c e d), que indica que
possivelmente ao se cristalizarem houve a inclusdo de susbtancias das amostras nos cristais,
apresentando assim a coloracdo semelhante das amostras (CHAUHAN; JOSHI; VAIDYA, 2011).

Figura 19 — Diferentes aspectos referente aos cristais de estruvita

Fonte: Do autor.
Legenda: Diferentes tipos de morfologia (a) struvite (b) cristal na presenga do decocto 0.5% (c¢) na

presenca do Cystone® 1% e no (d) decocto 1%.

Os cristais coletado ao final do experimento foram analisados por meio da técnica de difracéo
de raio X por p6. A comparacdo dos padrdes experimentais de PXRD do veiculo, Cystone 2% e e
decocto 2%) com os dados relatados na literatura Abbona et al. (1984) confirmou a identidade
estrutural dos cristais e a pureza total (Figura 20). O padrdo calculado de estruvita foi obtido pelo
Inorganic Crystal Structure Database (cddigo ICSD 29385), utilizando o software Mercury
(MACRAE et al., 2006). Os resultados mostraram que 0s cristais obtidos na presenca de veiculo,
Cystone 2% e Decocto 2%, consistem apenas em estruvita, que cristalizaram no sistema cristalino
ortorrdmbico (Pmn21, grupo espacial) com os parametros da célula unitaria, a = 6,955 A, b = 6.142
A, c=11218Aca=PB=y=90°.
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Figura 20 — Difratograma experimental padrdo PXRD dos cristais incubados com Cystone
2%, decocto 2% e estruvita (codigo padrdo calculado ICSD 29385)
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Fonte: Do autor.

Vale ressaltar que independente da morfologia dos cristais, 0 decocto demonstrou tanto
inibicdo do crescimento/formacdo dos cristais quanto a diminuicdo do numero de cristais. 1sso,
juntamente com os resultados em cristais de CaOx, vem ser as primeiras evidéncias cientificas a
corroborarem o uso etnofarmacolégico como antiurolitico da espécie de C. gongylodes. Além disso,
é o primeiro trabalho a caracterizar quimicamente a espécie (detalhado nos proximos itens: 6.4 € 6.5)
que pode ser fonte para descoberta de novos prototipos a farmacos Uteis tanto para o tratamento de
inflamacdo quanto da urolitiase. Outro ponto relevante é que a atividade multialvo evidenciada para
0 decocto, de inibi¢do das cascatas da COX, LOX e da formacdo de cristais de CaOx e estruvita torna
essa bebida promissora para o tratamento de pessoas que sofrem com calculos renais e para o
desenvolvimento de novo fitoterépico.

Devido a C. gongylodes ser utilizada na alimentagéo dos indios Kayapo, foi considerada uma
PANC (KINUPP; LORENZI, 2014; LEAL; ALVES; HANAZAKI, 2018). Neste sentido
provavelmente pode ser consumida sem apresentar efeitos adversos por quem sofre de problemas
inflamatdrios e de célculo renal. Além disso, seu baixo potencial toxicoldgico ressalta o valor da

planta como fonte para o descoberta de tratamentos alternativos (droga vegetal, fitoterapico ou
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protétipo a farmaco) capazes de inibir a formagéo de célculos renais, dissolvé-los e de tratar processos
inflamatorios com menores, riscos, efeitos adversos e maior eficacia que os tratamentos disponiveis

atualmente.

6.3. ANALISE DO PERFIL QUIMICO E DESREPLICACAO

Os cromatogramas do decocto das folhas de C. gongylodes foram obtidos por UHPLC-UV-
HRMS no modo positivo e negativo (Figuras 20 e 21). O procedimento de desreplicacao foi realizado
por meio de um banco de dados “in house’ construido com as substancias isoladas e identificadas do
género Cissus descritas na literatura, totalizando 174 substancias. 1sso aumenta o grau de confianga
da desreplicacdo (KIND; FIEHN, 2007, WOLFENDER et al., 2019), sendo classificada como
desreplicacdo agressiva, por alguns autores (KLITGAARD et al., 2014)

A dereplicacéo das substancias presentes no decocto foram realizados no software Compass
TargetAnalysis 1.3 da Bruker Daltonics, que compara a massa molecular monoisotopica das
substancias presentes no banco de dados com a massa dos ions detectados. Os parametros utilizados
pelo software foram: a tolerancia de erro das massas de £ 3 mDa e + 5 ppm e 0 msigma de até 30. O
banco de dados construido no excel foi salvo no formato .csv para ser utilizado pelo software para
realizar a desreplicacdo. Todas substéncias desreplicadas (Tabelas 4 e 5) se enquadraram dentro das
regras de ouro para desreplicacdo, como a do nitrogénio e de numero de carbonos (KIND e FIEHN,
2007; THEODORIDIS et al. 2012). Desta maneira, foi possivel desreplicar 17 substancias no modo
negativo e 25 no positivo com nivel 3 de confianca Metabolomics standards initiative (SUMNER et
al., 2007; SUMNER et al. 2015).

Pode se observar que maior parte das substancias presentes no decocto sdo substancias
fenolicas, sendo que muitos flavonoides, glicosilados ou ndo, e derivados do acido cindmico foram
desreplicados (Tabelas 4 e 5). As curvas de absorcao no UV observado para as substancias do decocto,
corroboram estes resultados, em sua maioria coincidem com as curvas caracteristicas de flavonoides
(Amax de 254 ¢ 325 nm) e de derivados do &cido cindmico (Amax de 300 e 315 nm) (GOBBO-NETO;
LOPES, 2008).

Figura 21 — Cromatograma de UHPLC-HRMS no modo positivo do decocto da C.
gongylodes.
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Fonte: Do autor.

Nota: Inje¢do de 20 pL da amostra a 1 mg/mL (MeCN:H-0, 1:1, v/v), coluna RSLC C18- 100 mm x
2,1 mm; 2,2 um de didmetro de particulas Acclain™, fluxo: 0,4 mL/min, gradiente de MeCN e
H,0O (ambos com 0,1% de &cido formico e 0,025% de hidroxido de aménio) de 5-99% de MeCN

em 15 min e 99-5% em 5 min.

Figura 22 — Cromatograma de UHPLC-HRMS no modo negativo do decocto da C.
gongylodes.
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Fonte: Do autor.

Nota: Inje¢do de 20 uL da amostra a 1 mg/mL (MeCN:H.O, 1:1, v/v), coluna RSLC C18- 100 mm
x 2,1 mm; 2,2 um de didmetro de particulas Acclain™, fluxo: 0,4 mL/min, gradiente de MeCN
e H>O (ambos com 0,1% de &cido férmico e 0,025% de hidroxido de aménio) de 5-99% de

MeCN em 15 min e 99-5% em 5 min.
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Tabela 3 — Desreplicacdo das substancias presentes no decocto detectados por UHPLC-HRMS no modo negativo, usando banco de dados de Cissus.

Area

[M-H] (m/2)

Rt (min)

Erro (mDa)

msigma

Formula

Molecular Hits Desreplicagao
345303 169.0144 0.85 -0.2 6.9 C7H¢Os 1 Gallic acid
524113 169.0143 1.57 0.0 1.3 C7H4Os 1 Gallic acid
34345 169.0151 3.40 -0.8 18.8 C7H¢Os 1 Gallic acid
386742 609.1467 4.38 -0.6 8.9 C27H30016 1 Rutin
712136 609.1465 4.82 -0.4 7.0 C27H30016 1 Rutin
6333898 463.0891 4.99 -0.9 2.8 C21H20012 2 Quercetin-3-0O-p-D-galactopyranoside
Quercetin-3-0O-B-D-glucopyranoside
2780783 447.0940 5.08 -0.7 25 C21H20011 4 Quercetin-3-0-0-L-rhamnopyranoside
Kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside
Luteolin-8-C-glucoside
Quercetina 3-a-raminosideo
492105 463.0896 5.21 -1.4 3.2 C21H20012 2 Quercetin-3-O-B-D-galactopyranoside
Quercetin-3-O-B-D-glucopyranoside
413299 447.0940 5.41 -0.8 8.3 C21H2001, 4 Quercetin-3-0O-a-L-rhamnopyranoside
Kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside
Luteolin-8-C-glucoside
Quercetina 3-a-raminosideo
771777 431.0988 5.57 -0.5 15.7 C21H20010 6 Kaempferol-7-O-a-L-rhamnopyranoside

Kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranoside
Apigenin-8-C-glucoside
Apigenin-6-C-glucoside

Canferol 3-o-raminosideo
Adnatoside
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400655 447.0943 5.77 -1.0 9.8 C21H20011 4 Quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside
Kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside
Homoorientin
Quercetina 3-a-raminosideo

620113 301.0352 5.93 0.2 33 CisH1007 1 Quercetin
1167325 285.0400 6.70 0.4 2.3 Ci5H100s 2 Kaempferol
Luteolina
1172874 301.0352 6.74 0.1 4.1 CisH1007 1 Quercetin
13617 329.0326 6.96 2.3 n.a. Ci6H100s 1 3,3'-Dimethylellagic acid
2699 181.0486 8.91 2.1 n.a. CoH 1004 1 Syringaldehyde
1785 181.0482 11.08 2.4 26.3 CoH1004 1 Syringaldehyde

Fonte: Do autor.

Tabela 4 — Desreplicacdo das substancias presentes no decocto detectados por UHPLC-HRMS no modo positivo, usando banco de dados de Cissus.

Area [M+H]+ (m/z) Rt (min) Erro (mDa) msigma hl/:[gferrcl?lir Hits Desreplicagdo
23872 171,0296 1,51 -0,8 17,5 C7HsOs 1 Gallic acid

12038 165,0542 3,58 0,4 9,3 CoHsOs 1 4-Hydroxycinnamic acid
46699 163,0404 3,95 -1,5 6.5 CyoHeOs 1 Hydroxychromone
10345 309,1159 4,26 -3,7 18,7 CioH1604 1 E-7-O-Methylpongamol
176700 225,1479 4,27 0,6 9,2 Ci3H2003 1 Vomifoliol

21284 225,1476 4,45 0,9 12,5 Ci13H2003 1 Vomifoliol
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251296

675437

236960

1756625

2957700

425539

/911834

344194

55021

20644

611,1603
611,1588

433,1110

465,1006

303,0475

449,1052

303,0475

435,0896

287,0518

449,1070

4,51
4,83

4,91

4,98

4,99

5,07

5,27

5,27

5,28

5,55

0,4
1,9

1,9

2,2

2,5

2,6

2,4

2,6

3,2

0,8

15,1
10,5

15,9

5,4

3,9

8,2

2,2

7,5

1,9

28,7

C27H30016
C27H30016

C21H20010

C21H20012

CisH1007

Ca1H20011

Ci5H1007

Co0H13011

Ci5H100¢

C21H2001,

Rutin
Rutin

Kaempferol-7-O-a-L-rhamnopyranoside
Kaempferol-3-O-0-L-rhamnopyranoside
Vitexin (apigenin-8-C-glucoside)
isovitexin (apigenin-6-C-glucoside)
Canferol 3-a-raminosideo
Adnatoside

Quercetin-3-0O-B-D-galactopyranoside
Quercetin-3-O-B-D-glucopyranoside

Quercetin

Quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside
Kaempferol-3-O-p-D-glucopyanoside
Homoorientin Quercetina 3-a-raminosideo

Quercetin

Quercetin-3-O-o-L-arabinofuranoside
Quercetin-3-O-a-L-arabinopyranoside
11-O-p-Hydroxybenzoylnorbergenin

Kaempferol
Luteolina

Quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside

Kaempferol-3-O-p-D-glucopyranoside

Homoorientin (luteolin-8-C-glucoside)
Quercetina 3-a-raminosideo
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103542

22979

77063

13336

36787

30813

15542

16969

45625

433,1101

287,0524

449,106

465,1023

287,0537

295,0998
185,0418
295,1007

413,3737

5,56

5,59

5,76

5,81

6,69

6,80
7,09
7,65

14,34

2,8

2,6

1,8

0,5

17,0

26,7

13,3

26,0

24,4

24,9
21,3
17,8

29,9

C21H20010

Ci5H1006

C21H20011

C21H20012

Ci5H1006

CisH1404
CgHgOs
CisH1404

C2oHas0;

Kaempferol-7-O-a-L-rhamnopyranoside
Kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranoside
Vitexin (apigenin-8-C-glucoside)
Isovitexin (apigenin-6-C-glucoside)
Canferol 3-a-raminosideo
Adnatoside

Kaempferol
Luteolina

Quercetin-3-0O-a-L-rhamnopyranoside
Kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside
Homoorientin (luteolin-8-C-glucoside)

Quercetina 3-a-raminosideo

Quercetin-3-O-B-D-galactopyranoside
Quercetin-3-0O-B-D-glucopyranoside

Kaempferol
Luteolina

Pongamol
Methyl gallate
Pongamol

Stigmasterol

Fonte: Do autor.
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6.4 ESTUDO FITOQUIMICO

A fracido FoAc foi entdo submetidas a técnica de separacio por tamanho pela Sephadex® LH-
20 e subsequente purificagdo em HPLC levando ao isolamento da substancia 1. Assim a substancia 1
foi isolada na forma de um soélido incolor, e apresentou o tempo de retencdo de 19,0 min, e o

comprimento de onda 242-338 nm como pode ser observado nas Figuras 22 e 23.

Figura 23 — Cromatograma em 254 nm da substancia 1 obtido por HPLC-UV-DAD (coluna
C18 (ODS-4) 5 um diametro de particula e dimensdes 4,6 mm x 250 mm, fluxo
de 1 mL/min. Eluente: gradiente de 5 a 100 % de MeCN:H20 com 0,1 % de
acido acético por 40 min.
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1004

754

504

Fonte: Do autor.

Figura 24 — Curva de absorc¢ao no UV da substéncia 1, que apresentou picos de absorcéo nos
comprimento de onda 242, 300 e 338 nm.
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Fonte: Do autor.
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Dois flavonoides glicosilados foram praticamente isolados, porém em ndo se apresentaram
uma quantidade satisfatoria para a realizagdo de outras técnicas de separagdo e obtendo de espectros
que pudessem ter resolu¢ao necessaria para completa identificagdo. Ha ainda uma série de fracdes
obtidas a partir da FaAc que sdo promissoras para o isolamento de novas substancias e até mesmo

possivelmente inéditas que serdo futuramente trabalhadas por nosso grupo de pesquisa.

6.4.1. Determinacdo estrututral da substancia 1

Para a determinagdo estrutural da substincia 1, fez-se necessario apenas a andlise dos
espectros de RMN unidimensionais de 'H e '*C. Desse modo, foi possivel observar que este
metabolito se trata de uma substancia ja isolada e pertencente ao grupo dos fenilpropanoides. A
interpretacdo do espectro obtido juntamente com a comparagdo dos dados da literatura (LU et al.,
2008), possibilitou a sua identificacdo de forma inequivoca.

No espectro de RMN de 'H da substincia 1 (Figura 24, Tabela 6) (Apéndice A1) foram
observados dois conjuntos de sinais com o deslocamento quimico 6 6,82 e 7,65, dos Ha [dHa 6,82
(1H, dd, J 15,8 ¢ 7,8 Hz)] e do HP [Jup 7,65 (1H, d, J 15,8 Hz)], com constante de acoplamento 15,8
Hz, caracteristica de hidrogénios olefilicos trans. O hidrogénio o apresenta ainda constante de
acoplamento de 7,8 Hz e multiplicidade duplo dupleto devido ao acoplamento com o hidrogénio
ligado a carbonila o,f insaturada [du9 9,61 (1H, d,7,8 Hz)].

Além disso, naregido de aromaticos, entre 6 € 8 ppm, verificou-se também sinais relativos aos
hidrogénios do anel aromatico tri-substituido [ous 7,04 (1H, d, J 8,3 Hz), dus 7,29 (1H, dd, J 8,3 € 2,0
Hz), w2 7,37 (1H, d, J 2,0 Hz)]. Os hidrogénios H5 e H2 apresentam desdobramento do tipo dupleto
devido ao acoplamento com o hidrogénio H6, com constantes de 8,3 Hz e 2,0 Hz, respectivamente.
O hidrogénio H6, por sua vez, apresenta desdobramento do tipo duplo dupleto com constantes de
acoplamento de 8,3 e 2,0 Hz, referente ao acoplamento em orto com H5 e em meta com H2,
respectivamente.

Em ¢ 3,81 (S) devido a intensidade dos sinais que integra para 6 hidrogénios e a regido do
deslocamento quimico ser caracteristico, foi possivel identificar os sinais dos hidrogénios metoxilicos

sobrepostos.
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Tabela 5 — Dados de RMN do (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-enal.

Posicdo o 6t (m, J Hz) Posicao* o B> 6 Y (m, J Hz)*

1 126,9 - 1 127,2 -

2 110,5 7,37 (d, 2,0) 2 110,0 7,08-7,40

3 149,0 - 3 1495 -

4 151,6 - 4 152,1 -

5 111,6 7,04 (d, 8,3) 5 110,3 7,08-7,40

6 123,7 7,29 (dd, 8,3 e 2,0) 6 123,6 7,08-7,40

B 153,6 7,65 (d, 15,8) B 152,9 6,91 (d, 15,8)

o 126,5 6,82 (dd, 15,8 € 7,8) A 126,9 6,61 (dd, 15,8 € 7,7)

9 194,1 9,61 (d, 7,8) 9 193,7 9,66 (d, 7,7)
3-OCH; 55,6 3,81 (s) 3-OCHs 56,0 3,92 (s)
4-OCHj 55,6 3,81 (s) 4-OCHs 56,1 3,94 (s)

Fonte: Do autor.
Legenda: RMN 'H (300 MHz) e C"* (75 MHz) em DMSO-d6 ¢ * RMN 'H (500 MHz) e C"* (125
MHz) em CDCIl; (LU et al., 2008).

No espectro de RMN de *C (Apéndice A2) observou-se sinais na regido de § 100 e 170 ppm,
correspondentes aos carbonos sp? do anel aromatico trissubstituido [dc1 126,9, dc2 110,5, dcz 149,0,
0c4 151,6,0c5 111,6 € dcs 123,7]. Os carbonos C4 e C3 apresentam substituintes metoxilas e o carbono
C1 apresentou-se como carbono quaternério ligado carbono [ insaturado a carbonila. O carbono C4
apresentou-se mais desblindado que o carbono C3 por estar orientado na posi¢do para em relagdo ao
grupo o e P insaturado a carbonila. Os sinais dos carbonos das metoxilas foram observados
sobrepostos, com deslocamento quimico dc 55,6.

Na regidao mais desblindada, entre 0 150 e 200, observou-se o sinal do carbono da carbonila,
em 0 194,1. O carbono o insaturado a carbonila apresentou sinal em Jc 126,5 e o carbono 3 em oc
153,6.

Entdo, a partir da analise espectroscopica da amostra, foi possivel identificar o fenilpropanoide
denominado de (£)-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-enal (Figura 24) e também conhecido como 3’-
oxometilisoeugenol. Essa substincia foi recentemente isolada dos tubérculos da espécie
Bulbophyllum retusiusculum, uma orquidea da familia Orchidaceae (FANG et al., 2018). E também
isolada dos extratos etanélicos dos rizomas da espécie Zingiber cassumunar da familia Zingiberaceae
(LU et al., 2008).
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Figura 25 — Representacdo do fenilpropanoide denominado de (E)-3-(3,4-
dimetoxifenil)prop-2-enal

Fonte: Do autor.

Em um outro estudo a substancia 3’-oxometilisoeugenol foi apresentada como metabolito
oxidativo do metileugenol (Figura 25) . O metileugenol € encontrado em varios alimentos como noz
moscada, pimenta, capim limdo, manjericdo, erva doce e também em diversos 0leos essenciais. Dessa
forma, varios metabdlitos oxidativos do metileugenol, como o 3’-oxometilisoeugenol, foram
sintetizados e avaliados em células de carcinoma de c6lon humano e concluiram que uma dieta rica
de alimentos que possuem metileugenol e/ou seus metabolitos contribuem potencialmente como

substancias quimiopreventivas (GROH et al., 2013).

Figura 26 — Representacdo do metileugenol.

CHj

O

}
P CHj;

Fonte: Do autor.

Ainda ndo ha relatos de estudos fitoquimicos e nem evidéncias do isolamento da substancia
(E)-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-enal no género Cissus, sendo este o primeiro relato. Esta substancias
também ndo possui relato de propriedades anti-inflamatorias e antiuroliticas, o que pode ser

futuramente investigado.
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7 CONCLUSAO

O decoto de C. gongylodes apresentou a atividade multi-alvo atuando na inibicéo e a dissolucéo
de calculos renais de maior prevaléncia, calculos de CaOx e de estruvita, aléem de possuir a acdo anti-
inflamatdria via inibi¢&o das principais vias da inflamagédo a COX e a LOX. Esse mecanismo de agdo
revela potencial de ser mais eficaz e com menores efeitos adversos do que o anti-inflamatérios ndo
estereoidais atuais, que ndo sdo capazes de inibir ambas as vias, COX e LOX. Além disso, essa
atividade dual tanto antiurolitica quanto anti-inflamatoria € altamente desejavel para o tratamento de
urolitiase. Devido a C. gongylodes ser utilizada na alimentacdo dos indios Kayapd, estd sendo
considerada uma PANC podendo possuir um forte indicio de ndo apresenta alto potencial
toxicoldgico, o que agrega ainda mais ao potencial farmacologico do decoto de C. gongylodes. Neste
sentido o decocto tem grande potencial para contribuir no desenvolvimento de tratamentos para
urolitiase e ou doengas que envolvam inflamacdo, merecendo ser mais estudada. Vale ressaltar que
este trabalho permitiu comprovar pela primeira vez dois dos usos etnofarmacoldgicos da espécie e
estabelecer seus promissores mecanismos de acao. Por fim, também foi possivel isolar e identificar a
substancia (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-2-propenal pertencente a classe dos fenilpropanoides, pela
primeira vez no género Cissus. Além de caracterizar a composi¢do quimica do decocto, por meio de
estratégia metabolémica, como um extrato rico em substdncias fendlicas como flavonoides,

flavonoides glicosilados e fenilpropanoides.
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Figura 27 — Espectro de RMN de *H do (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-prop-2-enal, 300 MHz, DMSO-d6.
Fonte: Do autor.
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Figura 28 — Espectro de RMN de *C do (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-prop-2-enal, 75 MHz, DMSO-d6.

Fonte: Do autor.
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