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RESUMO

O termo "boldo" ¢ comumente usado para descrever varias espécies de plantas, como P.
barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum e P. boldus, todas utilizadas popularmente no tratamento
de distarbios digestivos. Essas espécies apresentam diversas atividades biologicas, como
antioxidantes, anticolinesterasica, antimicrobianas e alelopaticas. Este estudo teve como
objetivo identificar o perfil quimico, potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AchE), atividade antioxidante, alelopatica e antifungica dos extratos obtidos por infusao das
folhas dessas espécies. A analise quimica foi realizada por espectrometria de massas (APCI-
MS e ESI-MS)), enquanto a atividade antioxidante foi avaliada frente aos radicais DPPH- e
ABTS+, a atividade antifingica foi testada contra C. albicans e a atividade alelopatica foi
avaliada sobre sementes de alface. A analise por ESI-MS identificou alcaloides caracteristicos
da espécie P. boldus, como a N-metil-coclaurina, Laurolitsina, Isoboldina e N-Metil-
laurotetanina, por APCI-MS identificou flavonoides glicosilados em todas as espécies de boldo.
Em relagdo as atividades antioxidantes, P. boldus apresentou a maior capacidade antioxidante
frente aos radicais ABTS e DPPH, além de maior atividade alelopatica. Os estudos de docagem
molecular demonstraram que os compostos majoritarios das amostras das espécies de boldo
exibiram valores de energia de ligagdo entre -9,0 e -10,4 kcal/mol, mostrando-se proximos ou
superiores a energia de ligacdo do inibidor galantamina. Os flavonoides glicosilados Luteolina-
O-glicosideo, identificado no extrato de P. ornatus e Apigenina7-O-glicosideo, identificado na
amostra de G. amygdalinum demonstraram as melhores atividades de inibi¢ao da AchE no teste
in silico. O alcaloide N-metillaurotetanina apresentou valor de energia de ligacdo de -10,2
kcal/mol, sendo o melhor inibidor da enzima acetilcolinesterase dentre os alcaloides testados.
Por outro lado, todas as amostras apresentaram atividade antifingica fraca contra C. albicans.
Esses resultados sugerem que P. boldus possui constituintes quimicos com potencial terapéutico
ndo apenas para disturbios digestivos, como sdo tradicionalmente utilizadas, mas também para
condi¢des neurologicas como a doenga de Alzheimer. No entanto, seu uso medicinal deve ser
moderado e cuidadoso, pois demonstrou alta capacidade fitotdxica contra sementes de alface.

Palavras-chaves: Plantas medicinais, boldo, anticolinesterase.



ABSTRACT

The term “boldo” is commonly used to describe various plant species, such as P. barbatus, P.
ornatus, G. amygdalinum and P. boldus, all of which are popularly used to treat digestive
disorders. These species have various biological activities, such as antioxidant,
anticholinesterase, antimicrobial and allelopathic. The aim of this study was to identify the
chemical profile, acetylcholinesterase (AchE) inhibition potential, antioxidant, allelopathic and
antifungal activity of extracts obtained by infusion of the leaves of these species. The chemical
analysis was carried out by mass spectrometry (APCI-MS and ESI-MS), while the antioxidant
activity was assessed against DPPH- and ABTS+ radicals, the antifungal activity was tested
against C. albicans and the allelopathic activity was assessed on lettuce seeds. ESI-MS analysis
identified alkaloids characteristic of the P. boldus species, such as N-methyl-coclaurine,
Laurolitsine, Isoboldine and N-Methyl-laurotetanine, and APCI-MS identified glycosylated
flavonoids in all the boldo species. In terms of antioxidant activity, P. boldus showed the highest
antioxidant capacity against ABTS and DPPH radicals, as well as the highest allelopathic
activity. The molecular docking studies showed that the majority compounds in the boldo
species samples had binding energy values between -9.0 and -10.4 kcal/mol, which was close
to or higher than the binding energy of the inhibitor galantamine. The glycosylated flavonoids
Luteolin-O-glucoside, identified in the P. ormatus extract, and Apigenin-7-O-glucoside,
identified in the G. amygdalinum sample, showed the best AchE inhibition activities in the in
silico test. The alkaloid N-methyllaurotetanine showed a binding energy value of -10.2
kcal/mol, making it the best inhibitor of the enzyme acetylcholinesterase among the alkaloids
tested. On the other hand, all the samples showed weak antifungal activity against C. albicans.
These results suggest that P boldus has chemical constituents with therapeutic potential not
only for digestive disorders, but also for neurological conditions such as Alzheimer's disease.
However, its medicinais use should be moderate and careful, as it has shown a high phytotoxic
capacity against lettuce seeds.

Keywords: Medicinal plants, boldo, anticholesterase.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais ¢ fruto do acimulo milenar de saberes empiricos por
diversos grupos étnicos, resultando numa medicina tradicional reconhecida atualmente pela
Organizagao Mundial da Satde (OMS). No Brasil, os conhecimentos tradicionais indigenas,
somados aos saberes trazidos pelos imigrantes e africanos, tiveram importancia significativa no
desenvolvimento de uma medicina popular rica, baseada na utilizagdo da biodiversidade vegetal

(Machado; Vargas, 2018).

Algumas plantas medicinais de uso tradicional sdo conhecidas pelo mesmo nome, apesar
de serem de diferentes espécies, género, familia. Muitas vezes isso acontece pelo fato dessas
espécies serem utilizadas na medicina tradicional para a mesma finalidade terapéutica. Um
desses exemplos ¢ a denominagao Boldo que ¢ utilizada para se referir a diferentes espécies de
plantas. A denominacdo “boldo” no inicio do século se referia ao boldo-do-chile, Peumus

Boldus, citado na Primeira Farmacopeia Brasileira (Carvalho et al., 2014).

No Brasil, as espécies Plectranthus barbatus (boldo falso) e Plectranthus ornatus (boldo-
miudo), Gymnanthemum amygdalinum (boldo baiano) e P. boldus (boldo-do-chile) sdo
popularmente conhecidas como Boldo, e sdao utilizadas na medicina tradicional para tratar
distarbios digestivos hepatobiliares (Schwanz, 2006). O consumo popular dessas plantas se da

através dos chas das folhas preparados a partir de infusdes ou decocgoes.

Dessa forma, optou-se por investigar a composi¢do quimica e as atividades biologicas
dos extratos aquosos obtidos por infusdo, pois essa ¢ a forma tradicional mais comum de
preparo dos chas das folhas das espécies de boldo. Essa abordagem permite compreender os
constituintes quimicos responsaveis pelas propriedades medicinais encontrados nos chés das
folhas dessas espécies, o que pode ajudar a explicar suas propriedades terapéuticas conhecidas
popularmente, pretendendo assim contribuir para o conhecimento da medicina tradicional e na

busca de novos farmacos.

Estudos indicam que os efeitos terapéuticos dos chas das folhas das espécies de boldo no
tratamento de problemas digestivos estdo relacionados a atividade antioxidante e a inibigdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE) apresentadas por seus metabolitos secundarios (Carvalho,
2014). A inibi¢ao da (AChE) pode explicar as respostas medicinais no sistema digestivo e
hepatobiliar, devido ao papel dessa enzima no sistema nervoso autobnomo, que regula diversas
fungdes do trato gastrointestinal. A AChE ¢é responsavel pela quebra da acetilcolina, um

neurotransmissor essencial para a contragdo muscular e a secrecao de acido gastrico, entre
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outras fungdes. Ao inibir a AChE, os niveis de acetilcolina aumentam, o que pode melhorar a
motilidade gastrointestinal, facilitando a digestdo e reduzindo sintomas. Além disso, a
acetilcolina pode regular a liberacdo de suco gastrico, o que ¢ importante para disturbios

relacionados a produgao excessiva ou insuficiente de acido gastrico (Carvalho et al., 2014).

A inibicdo da AChE também ¢ relevante no tratamento da doenca de Alzheimer (DA),
onde a reducao dos niveis de acetilcolina contribui para os déficits cognitivos. Inibidores da
AChE sao usados nesse contexto para aumentar temporariamente os niveis de acetilcolina
diminuindo os sintomas cognitivos. Portanto, os compostos presentes nos chas de boldo que
inibem a AChE podem ter potencial terapéutico ndo apenas para distirbios digestivos, mas
também para condi¢des neurologicas como a doenga de Alzheimer (Carvalho, 2014). Dessa
forma, a investigacdo da composi¢do quimica e das atividades biologicas dos chas das folhas
das espécies de Boldo podem contribuir para a busca de novos farmacos relacionadas a DA

(Silva et al., 2022).

No que se refere aos principais constituintes quimicos ativos, P. boldus apresenta como
compostos majoritarios alcaloides como a boldina, N-metil-coclaurina, Laurolitsina, Isoboldina
e N-Metil-laurotetanina; compostos fendlicos, como taninos e catequina (Hosalkova et al.,
2015); cumarinas (Fuentes-Barros et al., 2023) e 6leos essenciais composto principalmente por
monoterpenos (Lopes et al., 2020). As espécies do género Plectranthus tem como constituintes
majoritarios os terpendides, principalmente os diterpenos, flavonoides (Ishii et al., 2022), dleos
essenciais, composto em sua maioria por monoterpenos (Alasbahi; Melzig, 2010). A espécie G.
amygdalinum ¢ composta principalmente por flavonoides, taninos, alcaloides terpendides,
saponinas, e triterpenodides (Silva et al., 2013); 6leos essenciais compostos basicamente por

monoterpenos e sesquiterpenos (USunobun; Ngozi, 2016).

Estudos demonstram que essas plantas possuem diversas atividades bioldgicas em
comum, como antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas, antifungicas, anti-helminticas
e alelopaticas, inibicdo da AChE (Toleto et al., 2016; Carvalho et al., 2018; Costa, 2017; Silva
etal., 2022). Dessa forma, torna-se importante investigar quais os metabolitos secundarios sao

os responsaveis pelas atividades biologicas apresentadas por essas espécies de boldo.

Um estudo recente revelou que essas espécies de boldo t€m em comum uma presenca
significativa de flavonoides (Santos, 2022). A presenca desses compostos nas espécies de boldo
pode ser um fator relevante para explicar a similaridade das atividades biologicas entre elas
(Cassels; Fuentes-Barros; Castro-Saavedra, 2018; Fuentes-Barros et al., 2023; Lara-Fernandez;
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Rodriguez-Herrera; Aguilar, 2013; Quezada et al., 2004; Simirgiotis; Schmeda-Hirschmann,
2010).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar a composi¢cdo quimica e atividade
bioldgica presente nos extratos aquosos obtidos por infusdo das folhas das espécies de boldo P,
boldus, P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum. Para atingir esse objetivo, avaliou-se as
atividades anticolinesterasica, alelopatica, antifungica e antioxidante dos extratos aquosos das
folhas das espécies de boldo. Esses resultados sao importantes, pois podem elucidar alguns dos
usos etnobotanicos relatados para essas plantas, bem como fornece informagdes para orientar o
uso seguro das infusdes pela populagdo em geral, além de contribuir para a busca de novos

farmacos.
Este trabalho est4 divido em trés capitulos, cada capitulo corresponde a um artigo.

O primeiro artigo trata-se de uma andlise cienciométrica da produg¢do cientifica entre os
anos 2018 a 2022 na area da fitoquimica de plantas medicinais, com foco nas publicagdes de
instituigdes e pesquisadores brasileiros, a fim de inferir sobre a contribui¢do do Brasil a esse

campo de investigacao.

O segundo artigo aborda os resultados das analises realizadas por espectrometria de
massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS) e ferramentas quimiométricas (PCA e HCA).
Além disso, foi apresentado a atividade antioxidante avaliada frente ao radical de DPPH, e o

teor de fendlicos totais foi determinado pela metodologia de Folin-Ciocalteau.

O terceiro artigo apresenta os resultados da analise quimica realizada por espectrometria
de massas (APCI-MS), da atividade antioxidante avaliada frente ao radical DPPH- e ABTS+,
atividade anticolinesterasica in silico, da atividade antifingica frente a Candida albicans e a

alelopatica sobre sementes de alface.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Plantas medicinais

Hé milénios o homem utiliza plantas para fins medicinais. Tal pratica talvez seja mais
antiga que a existéncia do proprio homem (Santos et al., 2008). As plantas medicinais sao
aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e sdo tradicionalmente usadas como remédio
em uma populagdo ou comunidade. Sua eficicia vem sendo comprovada através de estudos
quimicos e farmacologicos. Quando a planta medicinal € industrializada para se obter um

medicamento, tem-se como resultado o fitoterapico. O processo de industrializa¢ao padroniza
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a quantidade e a qualidade através da purificagdo de microrganismos e substancias estranhas,
permitindo uma maior seguranga no uso (Brasil, 2020).

As plantas produzem estrategicamente substancias quimicas complexas para se
comunicarem com o meio ambiente, denominadas de metabodlitos secundarios. Podem ter
origem em diversas rotas metabolicas, ¢ podem atuar como hormonios, substincias
antioxidantes e mesmo ligadas a defesa contra fungos, bactérias, virus, herbivoros ou outros
predadores. As principais classes de substancias quimicas produzidas pelos vegetais e que
apresentam alguma atividade medicinal nos seres humanos sdo mucilagens, substancias
fenolicas, taninos, flavonoides, cumarinas, iridoides, 6leos essenciais, terpenoides, saponinas,
alcaloides, proteinas e lectinas, acidos graxos (0mega 3-6-9), vitaminas e carotenoides, minerais
entre varios outros metabolitos (Machado; Vargas, 2018).

Para a planta medicinal apresentar a acao esperada, € necessario a identificagao exata da
espécie, além de saber qual a parte da mesma ¢ tradicionalmente utilizada e qual contém a
substancia responsavel pela agdo medicinal (Machado; Vargas, 2018).

De acordo com a OMS, grande parte da populagdo dos paises em desenvolvimento
depende da medicina tradicional, tendo em vista que 80% utiliza praticas tradicionais nos seus
cuidados basicos de saude e 85% destes utilizam plantas ou preparagdes destas, o que demonstra
a relevancia dos produtos naturais para promogao de satde das populacdes de baixa renda. No
Brasil, tendo em vista a ampla diversidade vegetal, bem como a riqueza étnico-cultural, o uso
popular de plantas medicinais ¢ bastante comum, principalmente pelas geracdes mais antigas
(Santos et al., 2008). Seu uso também pode ser influenciado pela questdo econdmica, o alto
custo dos medicamentos e o dificil acesso a consultas pelo Sistema Unico de Satde (SUS),
também pela dificuldade de locomocgao daqueles que residem em areas rurais (Battisti ef al.,
2013), além disso, com chegada no Brasil do movimento social urbano de contracultura, que
busca contrapor-se a racionalidade médica dominante, a busca pelas plantas medicinais como
recurso terapéutico vem atingindo um publico cada vez maior (Mattos ef al., 2018).

Considerando essa realidade, a OMS estimula os governos a estabelecerem politicas
para medicamentos fitoterapicos e plantas medicinais, para que os paises utilizem recursos
naturais disponiveis em seus proprios territorios para promover a atencdo primaria a saude
(Brasil, 2010). Nesse contexto, em 2006, o Ministério da Satde lancou a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), oferecendo aos usuérios do Sistema Unico
de Saude (SUS), principalmente no ambito da Aten¢do Primaria & Saude (APS), a garantia de

acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos. Isso inclui métodos
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adequados para producdo de fitoterapicos e seu controle de qualidade, visando também a

sustentabilidade e a redug@o dos impactos a biodiversidade (Brasil, 2006).

Uma planta amplamente utilizada para fins medicinais sdo as espécies popularmente
conhecidas como boldo, que apresentam propriedades colagogas, ou seja, estimulam a
contracdo da vesicula biliar e a motilidade gastrointestinal (Mauro et al., 2008). Diferentes
espécies botanicas sao chamadas de boldo, incluindo o P. holdus da familia Monimiaceae
(Peixoto et al., 2015), o P, barbatus ¢ o P. ornatus da familia Lamiaceae, ¢ a G. amygdalinum

da familia Asteraceae (Harley et al., 2016; Silva et al., 2010).

2.2 Peumus boldus

P. boldus Molina, da familia Monimiaceae ¢ originario do Chile (Schwanz et al., 2008),
¢ popularmente conhecido como boldo-do-chile e suas folhas sdo amplamente utilizadas na
medicina tradicional para tratar problemas digestivos e hepaticos (Viegas et al., 2014).
Reconhecido pelas farmacopeias fitoterapicas, o cha das folhas secas de P. boldus é considerado

biologicamente ativo no tratamento de desconfortos intestinais, o que justifica seu uso

tradicional (O’BRIEN, 2006).

Em sua composi¢do quimica, destacam-se alcaloides como boldina, N-metil-coclaurina,
Laurolitsina, Isoboldina e N-Metil-laurotetanina; compostos fendlicos, como taninos e
catequina (Hosalkova et al., 2015); cumarinas (Fuentes-Barros et al., 2023), e 6leos essenciais,
principalmente monoterpenos (Lopes et al., 2020). Dentre suas atividades bioldgicas, destacam-
se a capacidade antioxidante, e propriedades antiproliferativas contra células tumorais,
sugerindo um potencial uso na luta contra o cancer. Além disso, P. boldus apresenta atividades
antibacterianas, fungicidas, inseticidas e herbicidas, e ¢ reconhecido por seu efeito anti-

inflamatorio.

Estudos identificaram que os alcaloides do P boldus demonstram atividade
anticolinesterdsica e antioxidante, sugerindo sua potencial aplicagdo como protdtipo para o
desenvolvimento de futuros medicamentos destinados ao tratamento da doenga de Alzheimer
(DA). Esta condicdo neurodegenerativa ¢ caracterizada por um comprometimento na
neurotransmissdo colinérgica, onde a enzima acetilcolinesterase (AChE) desempenha um papel
crucial ao catalisar a hidrolise da acetilcolina, resultando na interrupcao das sinapses e na
redugdo da producdo de estimulos. Os anticolinesterasicos atuam retardando a degradagdo da
acetilcolina, prolongando sua permanéncia na fenda sinaptica e, consequentemente,
intensificando a transmissdo colinérgica (Araujo et al., 2016; Schwanz et al., 2008; Silva et al.,

20



2022). Outros estudos revelaram que P boldus possui agdo larvicida (De Castro, 2016),
inseticida (Lopes et al., 2020), e herbicida natural, conforme indicado pelo 6leo essencial. Além
disso, foi observada atividade alelopatica do cha de P. holdus sobre as sementes de alface e

pepino (Toledo et al., 2016).
2.3 Plectranthus barbatus

P. barbatus Andrews, popularmente conhecida como boldo-peludo, falso-boldo ou
boldo brasileiro (Lorenzi et al., 2008), ¢ uma das espécies mais importantes do género
Plectranthus L'Herit. (Lamiaceae) (Alasbahi e Melzig, 2010). De acordo com Lukhoba et al.
(2006), P. barbatus ¢ amplamente utilizado na forma de infusdo para tratar uma variedade de
doengas, incluindo distirbios intestinais, doengas cardiacas, doengas hepaticas e disturbios
respiratorios. Além disso, essa espécie vegetal ¢ empregada no alivio de processos inflamatérios
e no tratamento de algumas doengas do sistema nervoso. Os constituintes quimicos da planta
incluem diterpenoides, compostos fendlicos e 6leos essenciais, sendo o acido rosmarinico seu
principal componente, responsavel pela atividade antioxidante e pela inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (Amaral, 2011).

A similaridade de aroma, sabor e efeitos digestivos para com o P. boldus (Boldo-do-
Chile), o fato de ser mais facilmente cultivavel que a espécie chilena e de ambos serem
comumente preparados como infusos pode ter contribuido para que P. barbatus se tornasse uma
das plantas mais populares e citadas em pesquisas etnobotanicas recentes (Borges, 2007).
Embora esta planta ja esteja inclusa na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do
SUS (RENISUS), de acordo com Costa (2017), ndo h4d uma padronizagdo quanto a seus
constituintes para fins medicinais ou funcionais. Dessa forma, considerando que diferengas
fitoquimicas sdo constatadas nos diferentes cultivares, existe uma necessidade de padronizacao

de sua procedéncia (Brasil, 2008).

Em um estudo com extrato etanolico das folhas de P. barbatus, foi identificada atividade
inibitéria contra duas enzimas do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1): protease e
transcriptase reversa, resultando na reducdo da carga viral e de outros sintomas em individuos
infectados pelo virus (Kapewangolo & Meyer, 2013). Além disso, foi demonstrado o efeito
alelopatico dos extratos brutos de infusdo de P. barbatus em sementes de Bidens pilosa e
Lactuca sativa (Azambuja et al., 2010). Outro estudo conduzido por Cordeiro et al. (2020)

destacou que P. barbatus apresenta baixa toxicidade em células humanas saudaveis e exibe
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atividades bacteriostatica, fungistatica e imunomoduladora, o que o torna um candidato

promissor para uso terapéutico.

2.4  Plectranthus ornatus

A espécie P. ornatus Codd, endémica da Africa e introduzida no Novo Mundo no século
XVI, ¢ geralmente conhecida como boldo miudo, e ¢ utilizada popularmente em algumas
regides do Brasil como uma planta etnomedicinal, para doengas digestivas, ¢ suas folhas
possuem ac¢ao antibidtica (Rijo et al., 2011). A espécie ¢ constituida principalmente por
diterpenoides, compostos fendlicos e 6leos essenciais (Maioli et al., 2010). Estudos conduzidos
com P ornatus sugerem que as atividades bioldgicas exibidas por essa espécie estdo
relacionadas a presenca de fitoquimicos, como ornantina, barbatusina, labdano e forskolina,
alquilfenois e flavonoides glicolisados (Oliveira et al., 2011).

2.5 Gymnanthemum amygdalinum

G. amygdalinum (Delile) Sch.Bip. ex Walp. (Asteraceae), espécie mais conhecida pelas
sinonimias Vernonia amygdalina Delile, Vernonia condensata ¢ uma espécie de boldo conhecida
popularmente por boldo grande ou boldo baiano, é nativa possivelmente da Africa e trazida ao
Brasil ainda nos tempos coloniais pelos povos escravizados (Risso, 2008). Empregado na
medicina popular para problemas gastrointestinais, laxativo, remédio anti-inflamatorio Silva et
al., (2017), antimalarico e anti-helmintico. Estudos demonstraram que diferentes extratos do
vegetal possuem atividades antioxidante, potencial inibidor da enzima acetilcolinesterase,
potencial redutor do colesterol Carvalho. (2014), atividade antimicrobiana Barbosa et al.,
(2018), atividade alelopatica Simionatto et al. (2010), o principal uso da planta se da pela
infusdo ou decoccdo das folhas, contra problemas gastrointestinais, tais como diarreia,
constipacao, dor de estdmago, vermes intestinais e infeccdes bacterianas. Essas atividades
biologicas estdo relacionadas aos constituintes quimicos de suas folhas, compostas
principalmente por flavonoides, taninos, alcaloides terpendides como as lactonas
sesquiterpénicas, saponinas, glicosideos esteroides e triterpenodides (Da Silva et al., 2013); 6leos
essenciais compostos basicamente por monoterpenos e sesquiterpenos (USunobun; Ngozi,
2016).
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Analisar o perfil quimico e o potencial bioldgico das espécies de boldo P. barbatus, P. ornatus,

G. amygdalinum e P. boldus.
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3.2 Objetivos especificos

» Identificar a composicdo quimica dos extratos obtidos por infusdo das folhas das
espécies de P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum e P. boldus;

= Comparar o perfil quimico dos extratos obtidos por infusdo das folhas das espécies de
P. barbatus, P. ornatus com as amostras comerciais de P. boldus,

= Avaliar as atividades anticolinesterasica das espécies de boldo através de ensaios in vitro
e in silico, por simulagcdo computacional de docking;

= Avaliar a atividade antioxidante, frente ao radical de DPPH e ABTS, das amostras de
boldo;

= Avaliar alelopatia dos extratos obtidos por infusdo das folhas das espécies de boldo
sobre sementes de alface;

» Avaliar o potencial antifungico frente a Candida albicans.

CAPITULO I

Analise cienciométrica da pesquisa fitoquimica de plantas medicinais

Josiele Viana Gomes'*; Renata Micketen?; Dominique Fernandes de Moura do Carmo®

I3 Programa de Pés-Graduagio em Ciéncia e Tecnologia para Recursos Amazonicos —
PPGCTRA/ Instituto de Ciéncias exatas e tecnologia- ICET, Universidade federal do Amazonas
- UFAM

Programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia, Universidade Tecnolégica Federal do Parana/

Campus Dois Vizinhos e Ponta Grossa (UTFPR-DV), Brasil
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Resumo

Nas ultimas décadas, a tendéncia das investigagdes cientificas tem sido plantas medicinais ja
conhecidas pelas sociedades tradicionais, sendo este caminho considerado um dos melhores
para a descoberta de novas drogas, com diversos estudos comprovando atividades biologicas e
identificando a composi¢do quimica de varias espécies de plantas. Esses estudos fazem parte
dos segmentos da denominada pesquisa fitoquimica. Dentro desse contexto, o presente estudo
teve como objetivo revisar cienciometricamente a producao cientifica entre 2018 a 2022 na area
da fitoquimica de plantas medicinais, com foco nas publicagdes de instituigdes e pesquisadores
brasileiros, a fim de inferir sobre a contribui¢do do Brasil a esse campo de investigagdo. Para
1sso, foi realizada uma analise cienciométrica para identificar tendéncias e lacunas na pesquisa
nesse campo. Entre os principais topicos abordados na cienciometria estdo a avaliagdo da
qualidade e do impacto da pesquisa, a analise de citacdes, a identificacdo de areas cientificas
ativas e a utilizacao de indicadores para orientar politicas e gestao de pesquisa. Os dados foram
obtidos do banco de dados da Web of Science e analisados usando Microsoft Office Excel e
CiteSpace. Apos refinamento, foi analisado um conjunto de 7.090 publicagdes relacionadas a
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pesquisa fitoquimica mundial e 738 registros relacionados a pesquisa realizada por cientistas
do Brasil. Os resultados revelaram um crescimento na pesquisa fitoquimica desde 2018, com
especial interesse em Oleos essenciais, terpenodides e atividade antioxidante de plantas
medicinais tradicionais. Globalmente, a China e a India lideram as publicagdes na area,
enquanto o Brasil ocupa a sétima posi¢do no ranking mundial, tendo caido uma posi¢cdo em
relacdo a 2009. Quanto aos estudos realizados por pesquisadores brasileiros, foi observado que
as publicagdes mais citadas abordam as atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antiproliferativas de 6leos essenciais de plantas medicinais tradicionais. Esses estudos foram
publicados em revistas cientificas de alto impacto. Esses resultados mostram a importante
contribuicdo dos cientistas brasileiros para o cendrio cientifico internacional da pesquisa
fitoquimica, demonstrando a qualidade e relevancia dos estudos desenvolvidos no pais, apesar
dos desafios enfrentados devido a pandemia e aos cortes de orgamento da pesquisa cientifica
nacional durante esse periodo, que fizeram o numero de publicacdes cair a partir de 2021. Para
reverter esse quadro, € essencial que os gestores publicos demonstrem disposi¢do politica e
comprometimento com a ciéncia, por meio de maiores investimentos na pesquisa nacional nesse
momento crucial de recuperagao da pandemia de covid-19.

Palavras chaves: Plantas medicinais, produtos naturais, citespace.

INTRODUCAO

Uma planta ¢ classificada como medicinal quando contém compostos que, ao serem
utilizados pelo ser humano, tém a capacidade de prevenir, curar ou tratar doengas (Anvisa,
2022). A utilizagdo dessas plantas remonta aos primdrdios da civilizagdo, quando o homem
primitivo dependia inteiramente da natureza para tratar suas enfermidades. Ao longo da historia,
varias culturas desenvolveram sistemas sofisticados de medicina baseados em plantas
(Almeida, 2011).

No contexto do Brasil, ¢ geralmente estudado o conhecimento de plantas medicinais de
comunidades tradicionais indigenas ou caicaras (Nascimento, 2019). Além disso, as pesquisas
etnomédicas revelam a marcante influéncia da heranga cultural africana na medicina tradicional
do Brasil, especialmente nas regides norte, nordeste e sudeste (Almeida, 2011).Dessa forma, a
riqueza de plantas medicinais na biodiversidade dos biomas brasileiros ¢ grande (Pereira ef al.,
2023) e seu uso faz parte da cultura popular brasileira.

A Organizag¢ao Mundial de Saude (OMS) orienta os paises a estabelecerem uma ligagao
entre a medicina tradicional empirica e a medicina cientifica, com o objetivo de garantir que os
medicamentos a base de plantas ndo sejam rejeitados por preconceito, mas também nao sejam
aceitos como verdades absolutas sem questionamento, sendo recomendada uma abordagem
racional e critica. Nas ultimas décadas, a tendéncia das investigacdes cientificas tem sido
plantas ja conhecidas pelas sociedades tradicionais, sendo este caminho considerado um dos

melhores para a descoberta de novas drogas. Isso orienta os estudos cientificos no
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direcionamento de uma determinada agdo terapéutica, reduzindo significativamente os
investimentos em tempo e dinheiro em pesquisas (Almeida, 2011).

Diante desse cenario, o Governo Brasileiro implementou o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) para garantir o acesso seguro e gratuito as plantas
medicinais por meio do SUS (Marmitt et al., 2018), buscando, dessa forma, a melhoria da
assisténcia a saide da populacdo e a inclusdo social. Para isso, ¢ necessario o estudo
caracteristicas quimicas e biologicas das plantas medicinais, o que implica na avaliagao de sua
seguranca e eficacia por meio de testes farmacologicos e toxicologicos. Além da investigacao
das propriedades medicinais das plantas, ha também estudos relacionados ao potencial
pesticida, entre outros produtos de alto valor agregado, que fazem parte dos segmentos da
denominada pesquisa fitoquimica (Braz Filho, 2010).

A quimica de produtos naturais (QPN) de vegetais - ou fitoquimica, como ¢ conhecida
atualmente - concentra-se principalmente na identificagdo estrutural, avaliacao de propriedades
e estudos biossintéticos de substancias naturais produzidas pelo metabolismo secundario de
organismos vivos (Braz Filho, 2010). As investigacdes realizadas sobre este tema contemplam
principalmente as seguintes linhas de pesquisas: estudo sistematico da composi¢cdo quimica de
espécies vegetais; extracdo, isolamento e caracterizacdo de substancias naturais, com
propriedades medicinais, funcionais, aromaticas, condimentares; elucidagao estrutural de novas
moléculas, com uso intenso de técnicas espectrométricas; sintese e transformagdes quimicas de
moléculas com acdo bioldgica; desenvolvimento de novos produtos bioativos (Pimentel;
Almeida, 2010).

O crescente interesse interdisciplinar nos metabolitos secundarios de plantas medicinais
também envolve a participacdo da fitoquimica, promovendo avangos em diversas areas do
conhecimento, tais como biologia molecular, botanica ecoldgica, sistematica e evolutiva,
farmacologia, biotecnologia, quimica orgéanica (por meio de novos modelos de sintese, reacdes
e reagentes, bem como testes de reagentes), medicina (para a descoberta de novos
medicamentos), agricultura (no desenvolvimento de defensivos agricolas) e veterinaria (para
medicamentos voltados a outras espécies animais) (Braz Filho, 2010).

A relativa facilidade de coleta, a condi¢do ambiental favoravel para desenvolvimento
sustentavel, a biodiversidade estrutural de substancias organicas naturais e a possibilidade de
descoberta de principios ativos permitem destacar as plantas brasileiras como a principal fonte
renovavel para o surgimento e desenvolvimento de novos farmacos, além de outros produtos

que podem ser utilizados para finalidades sociais adicionais (Braz Filho, 2010). Assim,
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possuimos uma vasta colecdo de plantas em ambientes aquaticos e terrestres, com um potencial
quimico significativo, ainda pouco explorado em relag¢ao ao esforgo de pesquisa dedicado a ele.

Deste modo, a pesquisa fitoquimica ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento
cientifico, tecnoldgico e sustentavel de um pais, sendo cada vez mais relevante investimentos
nessa area de pesquisa. Entdo, ¢ de especial interesse conhecer a distribui¢ao da cena cientifica
brasileira em relacdo a pesquisa fitoquimica. Dessa forma, torna-se importante investigar as
lacunas e tendéncias na literatura, a fim de compreender o estado da arte atual dessa area de
pesquisa, € assim apontar perspectivas futuras e orientar caminhos na elaboragdo de politicas
para o desenvolvimento cientifico, tecnoldgico e sustentavel.

Atualmente a andlise cienciométrica ¢ amplamente utilizada como método para avaliar
e examinar a evolugdo da pesquisa ¢ o desempenho de académicos, instituigcdes, paises ¢ até
mesmo peridodicos em areas especificas de estudo (Konur, 2012).

Segundo John Mingers (2015), a cienciometria foi inicialmente definida por Nalimov
(1971) como métodos quantitativos de pesquisa sobre o desenvolvimento da ciéncia como um
processo informacional. Pode ser considerada como o estudo dos aspectos quantitativos da
ciéncia e da tecnologia, visualizados como um processo de comunicacao. Alguns dos principais
temas incluem formas de medir a qualidade e o impacto da pesquisa, entender os processos de
citagdes, mapear areas cientificas e o uso de indicadores na elaboragdo de politicas e gestao da
pesquisa.

Dessa forma, o principal objetivo deste trabalho foi analisar o estado da arte da pesquisa
fitoquimica, com foco nas publica¢des de instituigdes e pesquisadores brasileiros, a fim de
inferir sobre a contribui¢do atual do Brasil nesse campo de investigacao. Para isso, foi realizada

uma analise cienciométrica para identificar tendéncias e lacunas na pesquisa nesse campo.

MATERIAIS E METODOS

A base de dados da colegdo principal da Web of Science (WOS) foi utilizada para
desenvolver a revisdo cienciométrica. A WOS ¢ considerada a mais importante base de dados
de publicacdes cientificas sobre diversos temas de pesquisa e inclui um conjunto abrangente de
metadados, como listas de autores, resumos, referéncias, nimero de citagoes, institui¢oes,
agéncias de fomento, fator de impacto de periddicos e paises.

Realizou-se busca na Wos em duas etapas. Na primeira etapa, realizada em abril de
2023, buscou-se em pesquisa avangada, todos os campos, os seguintes termos e operadores

booleanos: ALL (Phytochemical OR “chemical constituents” OR phytochemistry OR
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“chemical-composition” OR “chemical

OR “main constituent”)) AND

ALL=(medicinal plants OR “medicinal plant” OR “herbal medicines” OR “traditional plants”

) and Artigo (Tipos de documento) entre 2018 e 2022, que resultou em 11.602 publicagdes.

Em seguida, utilizou-se refinamento por ferramentas automacao, chamada Citation

topics meso, e selecionado o item Phytochemicals, obtendo-se retorno de 7.090 artigos. Na

segunda etapa, foi utilizado o filtro Paises/ regides, que faz a busca pelo pais nos enderecos dos

autores, resultando em 829 resultados, conforme pode se visualizar no Flow Chart do Prisma

Arquivoremovidos antes da triagem :
Registros marcados como néo
elegiveis por ferramentas de
automacao/ Tipos de documento -
artigos (n = 3.758).

Registros marcados como nao elegiveis
apos refinamento por ferramentas de
automagdo/ Citation topics meso:
Phytochemicals (n=4.512)

Registros excluidos apds refinamento por
ferramentas de automagédo/ Paises -
regides (n = 6.261).
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Na WoS, foram utilizadas as ferramentas “Analisar resultados” “Relatorio de citacoes”

para analisar o conjunto de dados da primeira busca, o qual, 11.602, e também o conjunto de
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dados da segunda busca, 829 publicacdes. Informagdes sobre a Soma das Vezes Citadas,
citagdes médias por item e “H-index” foram registradas.

Os registros, incluindo titulos, resumos e referéncias citadas, foram entao enviados para
Citespace (Chen, 2022), Microsoft Excel 2016 (Microsoft Office 2016). Foram qualificados
692 documentos pelo Citespace.

O Citespace, criado pelo Dr. Chaomei Chen, é um software de visualizagdo cientifica
em Java. Em seus mapas de visualiza¢do, cada n6 representa um item que poder ser uma
palavra-chave, assunto, periddico ou referéncia, e os links representam a cocitacdo ou
coocorréncia entre esses itens. Cada né € representado por anéis de arvores em cores diferentes,
indicando a ordem temporal dos links de coocorréncia: azul para mais antigos e laranja para
mais recentes. Além disso, um anel roxo externo indica uma boa centralidade para um item,

quanto mais espessa mais forte Chen (2016).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristica gerais das publicacdes mundiais relacionadas a pesquisa fitoquimica de
plantas medicinais

Neste topico sera apresentado os resultados do levantamento da produgdo cientifica
realizado diretamente na Web of Science entre 2018 e 2022, abordando-se inicialmente a
pesquisa fitoquimica como um todo no ambito mundial, para em seguida dar enfoque a pesquisa
fitoquimica realizada pelas institui¢des e pesquisadores brasileiros.

Apo6s o refinamento automatico por tipo de documentos/artigos e Citation topics meso/
Phytochemicals, obteve-se um conjunto de 7.090 publicacdes, o qual foi analisado pelas
ferramentas da WOS.

Dentre os estudos selecionados 99,323% foram escritos em inglés, 0,268% em
portugués e 0,212% em espanhol. Todo o conjunto de dados recebeu 49.483 citagdes, em média
6,98 citacdes por item, indice H 52.

O indice H ¢ um indicador da qualidade da producao cientifica que avalia a importancia
do estudo realizado pelos pesquisadores, sendo essas publicacdes classificadas de acordo com
o numero de citacdes. Ou seja, dentre as publicacdes avaliadas nesta revisao, 52 delas
receberam pelo menos 52 citagdes, demonstrando assim a relevancia dos trabalhos publicados,
considerando o curto intervalo de tempo. Dessa forma, o indice H dos estudos evidencia um

bom desempenho cientifico nessa area de pesquisa.
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A Figura 2 mostra a evolugdo temporal das publicacdes mundiais e suas respectivas

citagdes relacionadas a pesquisa fitoquimica.
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Figura 2. Comparacdo entre o nimero de publicagdes e citagdes anuais da pesquisa fitoquimica mundial.

As publica¢des mundiais relacionadas a fitoquimica cresceu desde 2018, com uma leve
queda em 2022. As citagdes das publicagdes cresceram sem interrupgao.

A distribuicdo geografica de publicagdes sobre a pesquisa fitoquimica ¢ um fator
extremamente importante, pois permite visualizar os paises que se destacam em pesquisa €
desenvolvimento tecnoldgico sobre este tema (Furtado et al., 2022).

A figura 3 apresenta as publicagdes cientificas classificadas por pais de origem dos
autores, com destaque para os dez paises que mais publicaram sobre o tema Fitoquimica.
Observa-se que a china e a India apresentam a maior taxa de publicag¢io sobre o tema ocupando
o primeiro e segundo lugar no ranking mundial, respectivamente.

O Brasil ocupa sétima posicao no ranking mundial, tendo caido uma posi¢do em relagdo a 2009,

onde ocupava a sexta posicao (Pimentel; Almeida, 2010).

30



1200

NUMERO DE PUBLICACOES
o =
g S

o
8

=Y
8

=]
8

=]

év 0\?‘ QS"? ?‘ *f/\ $Q
N '\ v- .\?'
& o Q
S *
&

PAISES

Figura 3. Publicacdes cientificas sobre “fitoquimica”, classificadas por pais: 2018-2022. (A) Distribuigao
geografica de publicacdes. (B) Ranking dos 10 paises com maior nimero de publica¢des sobre o tema.

De acordo com um relatorio da Elsevier e da Agéncia Bori, em 2022 os autores
brasileiros publicaram 74,5 mil documentos cientificos, uma queda de 7,5% em relag¢do ao ano
anterior. Apenas a Ucrania, afetada pela guerra, teve declinio dessa magnitude, enquanto que
China, India e Paquistdo, aumentaram o niimero de publicagdes Queiroz, (2023), fazendo com
que esses paises ocupem as primeiras posi¢des, € o Brasil ter caido de posi¢ao no ranking.

As revistas que mais publicam sobre o tema fitoquimica de plantas medicinais estdo
listadas a seguir juntamente com seus respectivos fatores de impacto 2022: Journal Of
Ethnopharmacology (5.195), Molecules (4.927), Industrial crops and products (6.449), Natural
Product Research (2.488), Journal Of Essential Oil Bearing Plants (1.971). Pode haver um
interesse cientifico mundial significativo neste tema, uma vez que os trabalhos estdo sendo
publicados em revistas com alto fator de impacto.

Além disso, observa-se que que a revista que a revista que mais publica artigos sobre o
tema ¢ a Journal Of Ethnopharmacology, que cobre o uso medicinal tradicional de plantas,
indicando o interesse da comunidade cientifica em pesquisas coletadas dentro de uma
populagdo culturalmente definida. De acordo com Almeida (2011), este ¢ considerado um dos
melhores caminhos para a descoberta de novas drogas, uma vez que orienta os estudos
cientificos no direcionamento de uma determinada agdo terapéutica, reduzindo
significativamente os investimentos em tempo e dinheiro em pesquisas.

As 10 éreas de pesquisa da WOS com maior nimero de publicacdes globais sobre
fitoquimica de plantas medicinais estdo mostrados na figura 4. As categorias “Plant sciences”,

“Pharmacology Pharmacy”, “Chemistry medicinal”, “Biochemistry Molecular biology”,
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“Chemistry multidisciplinary” aparecem com maior frequéncia destacando interesse dessas

areas no tema investigado.
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Figura 4. Principais areas de pesquisa da WOS em que sdo publicados estudos globais sobre fitoquimica.

Dessa forma, observa-se o interesse interdisciplinar no estudo de plantas medicinais de
uso tradicional. De acordo com (Braz filho, 2010), a fitoquimica contribui ativamente para
avancos em outras areas do conhecimento como farmacologia, biologia molecular, botanica
ecologica, sistematica e evolutiva, biotecnologia, quimica organica (por meio de novos modelos
de sintese, reacdes e reagentes, bem como testes de reagentes), medicina (para a descoberta de
novos medicamentos), agricultura (no desenvolvimento de defensivos agricolas) e veterinaria
(para medicamentos destinados a outras espécies animais).

A figura 5 mostra os principais topicos de citagdo micro da WOS, indicando os
principais temas que estdo sendo estudados na pesquisa fitoquimica mundial. Observa-se que
os temas que mais estdo sendo investigados sdo o “Oleo essencial”, “atividade antioxidante”,
“triterpendides” e “etnobotdnica”, demonstrando interesse da comunidade cientifica mundial
na atividade biologica dos metabolitos secundarios de plantas medicinais usadas
tradicionalmente. Observa-se que tanto as principais revistas que publicam sobre fitoquimica
de plantas medicinais, quanto as principais areas de pesquisa e micro topicos, indicam que a
comunidade cientifica internacional estd interessada em investigar os Oleos essenciais,

terpendides e atividade antioxidante de plantas medicinais de uso tradicional.
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Figura 5. Top 10 topicos de citacdo micro da WOS das publicagdes mundiais sobre fitoquimica.

Caracteristicas gerais da producio cientifica realizada pelas instituicoes e pesquisadores

do Brasil relacionadas a pesquisa fitoquimica de plantas medicinais

Apbs o refinamento utilizando o filtro Pais/ Regido, obteve-se 829 publicagdes na WOS,
entre 2018 e 2022. Dentre os estudos selecionados, 97,15% foram escritos em inglés, 2,6% em
portugués e 0,26% em espanhol conforme ilustrado na Figura 2. Todo o conjunto de dados
recebeu 4611 citagdes, em média 6.25 citacdes por item, indice H 25. O indice H ¢ um indicador
da qualidade da produgdo cientifica que avalia a importancia do estudo realizado pelos
pesquisadores, sendo essas publicacdes classificadas de acordo com o nimero de citagdes. Ou
seja, dentre as publicagdes avaliadas nesta revisdo, 25 delas receberam pelo menos 25 citagdes,
demonstrando assim a relevancia dos trabalhos publicados, considerando o curto intervalo de
tempo. Dessa forma, o indice H dos estudos evidencia um bom desempenho cientifico das
publicacdes com autoria de cientistas brasileiros.

A figura 6 mostra a relagdo entre as publicagdes feitas por pesquisadores do Brasil e
suas respectivas citagdes entre 2018-2022. Observa-se aumento consecutivo no numero de
publicacdes até 2020, seguindo o padrao mundial Figura 2. No entanto, a partir de 2021, ha

uma queda na taxa de publicagdes até 2022, nao seguindo mais a tendéncia mundial. Houve um
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crescimento significativo no nimero de citagdes entre 2018 a 2022, o que pode indicar aumento

do interesse pelo tema.
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Figura 6. Comparacdo entre as publicacdes e citagdes relacionadas a pesquisa fitoquimica realizada por cientistas

brasileiros

Essa diminui¢do no niimero de publicag¢des pode explicar a queda do Brasil no Ranking
mundial entre os paises que mais publicam sobre o tema fitoquimica de plantas medicinais
Figura 3. De acordo com relatério divulgado no fim de julho de 2023 pela Elsevier e pela
Agéncia Bori, os autores brasileiros tiveram queda de 7,5% em 2022 no niimero de publicagdo
em relacdo ao ano anterior. Segundo Queiroz, (2022), de 1996 a 2021, a produgdo cientifica
brasileira aumentou de forma continua, apesar de ter desacelerado no inicio da pandemia. Com
essa reducao, maior do que a do Reino Unido, dos Estados Unidos e da Russia, a contribuigao
do Brasil para a ciéncia mundial caiu de 2,78% para 2,46%, retornando ao nivel de 2014.

De acordo com o presidente das relagdes académicas da Elsevier para a América Latina,
como a reducdo afetou muitos paises, a explicacdo principal para esse resultado estd na
pandemia, que, no entanto, atingiu a comunidade cientifica brasileira de forma mais intensa. A
hipdtese mais provavel no momento € que a queda de 2021 para 2022 tenha sido causada pelos
efeitos da pandemia, como também nos cortes de verbas, falta de recursos laboratoriais e
insumos. Além disso, uma andlise prévia conduzida pela Elsevier durante a pandemia revelou
que as pesquisadoras eram mais impactadas do que seus colegas homens durante os periodos
de confinamento, devido ao acumulo de multiplas responsabilidades, como o cuidado com os
filhos Queiroz (2022), diminuindo assim o ntimero de publicagdes de mulheres cientistas.

De acordo com o CNPq, as mulheres constituiam 43,7% do quadro de pesquisadores

brasileiros em 2023. Dessa forma, a diminui¢ao da produtividade das cientistas brasileiras afeta
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diretamente a produgdo cientifica nacional. Nesse sentido, serd necessario medidas
compensatdrias para reduzir o impacto da pandemia nas carreiras de pesquisa das mulheres. As
universidades terdo que considerar os impactos de género da pandemia ao tomar decisdes
relacionadas a contratagao, admissdo, progressdo na carreira, remuneracao baseada na
produtividade, entre outros (Ribeiro, 2020).

Ainda de acordo com o relatdrio a maior perda no nimero de publicagdes ocorreu nas
ciéncias da natureza, de 44.616 artigos em 2021 para 40.964 em 2022. Essas disciplinas foram
as que sofreram mais com o fechamento dos laboratérios e a suspensao de pesquisas de campo
durante mais de um ano na pandemia.

Observa-se no grafico da Figura 6 que houve um aumento do nimero de publicagdes
em 2020. Isso pode ser explicado pelo fato de que, de acordo com Queiroz, (2022), no inicio
da pandemia houve um aumento no nimero de publicagcdes de 5% em 2022, ano em que 0
distanciamento social foi mais rigoroso, muitos pesquisadores, impossibilitados de realizar
trabalho de campo e com mais tempo disponivel para redigir artigos, dedicaram-se a analise de
dados previamente coletados, publicando suas analises. No entanto, a falta de novos dados de
campo levou a uma queda nas submissdes de artigos em 2021 e 2022.

Outros paises, como China e India, apresentaram uma recuperagio rapida no niimero de
artigos publicados em 2022, em comparagdo com o Brasil. Segundo Helena Nader, presidente
da Academia Brasileira de Ciéncias, isso ocorre devido as dificuldades enfrentadas pela
comunidade cientifica brasileira com financiamento nos ultimos anos, agravadas durante o
ultimo governo, e também devido a pandemia.

Dessa forma, para reverter esse quadro, ¢ de suma importancia investimentos em
pesquisas em todos os campos do conhecimento, bem como politicas publicas para ampliar o
espaco para mulheres na pesquisa, uma vez que a maternidade costuma atrasar a carreira das

pesquisadoras, além de outros fatores relacionados a desigualdade de género.
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Na figura 7 esta representado a rede de colaboragdo entre pesquisadores do Brasil e de

outros paises.

USA
PORTUGAL-__
A D ‘B RAZI L
ALY} //?
/ iNDI\A;‘fIL =
GERMANY [ ——— 7
N2 IRAN

¥
N) 8
| N

Figura 7 Rede de colaboragdo do Brasil com outros paises.

Observa-se que o Brasil tem parcerias com a India e Ird, segundo e terceira posi¢do no
ranking mundial dos paises que mais publicaram sobre o tema fitoquimica (figura 3), e também
com a [télia, oitava posi¢@o no ranking. Esses resultados sugerem que € preciso realizar também
parcerias com a China, que ocupa o primeiro lugar no ranking mundial atual sobre pesquisa
fitoquimica de plantas medicinais. De acordo com Pimentel; Almeida, (2010), em 2009 a China
ocupava o segundo lugar no ranking mundial de publicagdes sobre fitoquimica. Em 2021 e
2022, a quantidade de artigos cientificos publicados em todas as areas pela China aumentou
mais de 20%, enquanto a dos Estados Unidos caiu cerca de 1,6% no mesmo periodo, de acordo
com um relatério da editora Elsevier baseado na base de dados Scopus.

Esse desempenho chinés apds a pandemia intensificou a rivalidade cientifica entre as
duas principais poténcias mundiais e provavelmente ird solidificar a lideranga do pais asiatico,
que ja vinha superando seu rival em termos quantitativos desde 2019 Queiroz, (2022). A atual
posi¢do indica o crescente interesse e investimento da China na pesquisa fitoquimica, sendo de
grande importancia parceria com este pais.

As principais areas de pesquisas da WOS em que estdo sendo publicados os estudos

sobre fitoquimica realizado por pesquisadores Brasil estdo na figura 8.
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Figura 8. Principais areas da WOS em que estdo sendo publicadas as pesquisas brasileiras
relacionadas ao tema fitoquimica

Verifica-se que a Pharmacology Pharmacy ¢ area com maior nimero de publicacdes,
correspondendo a 33%, seguida da Chemistry 23%, Plant Sciences 21%, Integrative
Complementary Medicine 13%, Biochemistry Molecular Biology 12%, Agriculture 11% e
Food Science Technology 8%. Pode-se constatar, ao comparar com as principais areas de
pesquisas mundiais sobre fitoquimica de plantas medicinais, que os pesquisadores brasileiros
seguem as tendéncias mundiais de pesquisas. Isso mostra que essas sdo as areas globais de
pesquisa mais ativas quando se trata do tema fitoquimica. Observa-se que tanto a pesquisa
mundial, quanto a nacional estdo interessadas na busca por novos fairmacos, uma vez que area
de pesquisa com maior nimero de publicacdo ¢ a Pharmacology Pharmacy, Figura 4 e 8.

Na figura 9 estdo listados os 10 principais micros topicos de citagdo de acordo com a
WOS. Observa-se que o Brasil segue a tendéncia mundial de pesquisa no que se refere aos

micros topicos “Oleo essencial”, “atividade antioxidante” e “Triterpenoides”.
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Figura 9. Top 10 topicos de citagdo micro da WOS das publicagdes nacionais sobre fitoquimica

No entanto, ¢ notdvel que o Brasil também investiga distintos micro tdpicos,
demonstrando interesse na investigagao de “limonoids”, “Cimetidine”, “Neuropathic Pain”,
“Indole Alkaloids” e “Candida Albicans”.

As 10 revistas cientificas que abordam sobre o tema fitoquimica mais citadas pelo
conjunto de publicagdes de cientistas brasileiros estdo listadas na Tabela 1 com seus respectivos

fatores de impacto, centralidade e ilustradas com links na Figura 11.

Tabela 1. Top 10 revistas que mais publicam sobre o tema fitoquimica, centralidade e Fator de impacto.

Ranking Frequéncia Revistas Centralidade Fator De
Impacto_2022
1 6231 Journal Of 0.41 5.4
Ethnopharmacology
2 3931 Food Chemistry 0.13 8.8
3 3777 Phytochemistry 0.08 3.8
Journal Of
4 3747 Agricultural  And 0.13 6.1
Food Chemistry
5 3697 Molecules 0.16 4.6
6 3398 Phytotherapy Research 0.07 7.2
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7 3245 Planta Medica 0.08 2.7

8 3029 Fitoterapia 0.12 34

9 2048 Industrial Crops And 0.00 59
Products

10 1547 Natural Product 0.00 29
Research

INOPHARMACOL

'd;DL CULES

Figura 20. Revistas que mais publicaram artigos de cientistas brasileiros sobre o tema fitoquimica.

Dentro deste tema, para cada revista, destaca-se a frequéncia (nimero de publicacdes
representado na figura pelo tamanho do no), centralidade (influéncia representada na figura
pelo halo roxo), Burst (explosao de citagdes representado na figura pelo centro vermelho), as
linhas entre os nos significam a contribui¢do entre as revistas (Chen, 2016). As 4 revistas mais
citadas foram Journal Of Ethnopharmacology, Molecules, Revista Brasileira Farmacognosia e
Quimica Nova, respectivamente.

Observa-se que as duas primeiras revistas sao também as que mais publicam estudos
mundiais sobre a pesquisa fitoquimica de plantas medicinais, demonstrando visibilidade

internacional nesse tema, e possuem alto fator de impacto. A centralidade indica a influéncia
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das revistas sobre o tema estudado, quanto maior a centralidade maior a influéncia, dessa forma,
constata-se que as revistas Journal Of Ethnopharmacology (0,31), Molecules (0,31), Revista
Brasileira Farmacognosia (0,10) possuem a maiores centralidades, demonstrando a influéncia
destas sobre o tema pesquisado. Uma explosdo de citagdes fornece evidéncias de que um
determinado item esta associado a uma onda de citagdes, que pode durar por varios anos ou um
ano (Chen, 2016).

Dois periddicos se destacam com suas explosdes de citacdo, Planta Medica, com
explosao de citagao entre 2020 e 2022 e Journal Of Natural Products, entre 2018 e 2019. Isso
indica um rapido aumento no nimero de publicagdes nesse intervalo de tempo, o que mostra
que esses periodicos t€m tido interesse significativo nas produgdes da comunidade cientifica
brasileira nesse periodo. Dessa forma, a probabilidade dessas revistas aceitarem publicacdes
sobre o tema fitoquimica de plantas medicinais ¢ alta.

Além disso, a terceira e quarta revista, respectivamente, sao revistas brasileiras com
destaque em publicagdes nacionais sobre fitoquimica de plantas medicinais, sendo a Revista
Brasileira Farmacognosia de grande influéncia e relevancia nesse tema. A partir desses
resultados, observa-se que os cientistas brasileiros t€ém sido reconhecidos e valorizados
internacionalmente pela qualidade de seus estudos, como evidenciado por suas publicacdes em
revistas de alto impacto. Isso refor¢a a importancia e relevancia do Brasil na pesquisa em
fitoquimica global.

Na tabela 2 estdo listados os dez principais artigos com niimero mais significativo de

citagdes entre 2018 e 2022 disponivel na WOS.
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Tabela 2 . As dez publicacdes mais citadas relacionadas a pesquisa fitoquimica realizadas por pesquisadores brasileiros.

Classificacio Titulo Periddicos Autor e Ano Total de Citacbes Média por Ano
Antioxidant, anti-inflammatory, antiproliferative and antimycobacterial Journal Of .
! activities of the essential oil of Psidium guineense Sw. and spathulenol Ethnopharmacology Nascimento et al. (2018) 14 19
Annona muricata Linn. leaf as a source of antioxidant compounds with in Biomedicine &
2 vitro antidiabetic and inhibitory potential against alpha-amylase, alpha- Justino et al. (2018) 84 14
. ) . . L e Pharmacotherapy
glucosidase, lipase, non-enzymatic glycation and lipid peroxidation
Antibacterial and antifungal activities of phenolic compound-enriched South African Journal
3 ethyl acetate fraction from Cochlospermum regium (mart. Et. Schr.) Pilger Carvalho et al. 2018 54 9
. . ) ; . L Of Botany
roots: Mechanisms of action and synergism with tannin and gallic acid
4 Alternative sources of oils apd fats from .Amazonlan.p‘lants: Fatty acids, Food Res.earch Serra et al. (2019) 51 10.2
methyl tocols, total carotenoids and chemical composition International
5 Green coffee seed residue: A sustainable source of antioxidant compounds Food Chemistry Castro et al. (2018) 47 7,83
Inhibition of the essential oil from Chenopodium ambrosioides L. and . .
6 alpha-terpinene on the NorA efflux-pump of Staphylococcus aureus Food Chemistry de Morais et al. (2018) 42 7
7 S@asgnal variation in the chemical composition of two chemotypes of Food Chemistry Gomes et al. (2019) 41 8.2
Lippia alba
Revista Brasileira De
Schinus molle: anatomy of leaves and stems, chemical composition and Farmacognosia-
8 insecticidal activities of volatile oil against bed bug (Cimex lectularius) Brazilian Journal Of Machado et al. (2019) 39 7.8
Pharmacognosy
Physicochemical Characterization, Antioxidant Activity, and Phenolic
9 Compounds of Hawthorn (Crataegus spp.) Fruits Species for Potential Use Foods Alirezalu et al. (2020) 37 9,25
in Food Applications
. . . . Bmc Complementary
10 erdp extract and fragthns from Eug?ma umﬂora. Llpn leaves showed And Alternative Falcao et al. (2018) 33 5.5
anti-inflammatory, antioxidant, and antibacterial activities Medicine
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O Estudo de Do Nascimento et al. (2018), intitulado “Antioxidant, anti-inflammatory,
antiproliferative and antimycobacterial activities of the essential oil of Psidium guineense Sw.
and spathulenol”, apresentou o maior numero de citagdes com 114 citagdes e 19 por ano, em
média. Este estudo investiga atividade antioxidade, antiinflamatoria, antiproliferativa e
antimicobacteriana do 6leo essencial de P. guineense, uma planta cujas folhas sdo usadas na
medicina popular brasileira no tratamento de doencas inflamatorias, e do espatulenol
constituinte majoritario desta planta. O estudo pretendeu em parte fornecer evidéncias que
apoiem o uso etnobotanico das folhas desta espécie. Este estudo demonstrou de forma inédita
as atividades biologicas investigadas do oOleo essencial de P guineense e espatulenol,
colaborando com o conhecimento etnofarmacoldgico desta planta relacionado ao efeito
antiinflamatdrio. Considerando o significativo nimero de citagdes desta publicacdo, bem como
a revista de alto fator de impacto na qual foi publicada, pode-se inferir que este estudo ¢
referéncia na pesquisa fitoquimica de plantas medicinais.

O estudo de Justino et al. (2018), intitulado “Annona muricata Linn. leaf as a source of
antioxidant compounds with in vitro antidiabetic and inhibitory potential against alphaamylase,
alpha-glucosidase, lipase, non-enzymatic glycation and lipid peroxidation”, publicado em
Biomedicine & Pharmacotherapy, fator de impacto 7.419, teve 84 citagdes. O referido estudo
centrou-se em avaliar o potencial antidiabético in vitro da Annona muricata, espécie usada na
medicina tradicional para controlar o diabetes mellitus e suas complicagdes, bem como
investiga a capacidade antioxidante. O estudo apresentou novas atividades bioldgicas ainda ndo
descritas anteriormente para a referida espécie, o que contribui para a compreensao da potencial
eficacia do uso da folha de A. muricata. Considerando o fator de impacto da revista em que o
estudo foi publicado, o nimero de citagcdes e as descobertas inéditas trazidas neste trabalho,
pode-se inferir que este artigo € referéncia e contribui significativamente a pesquisa fitoquimica
de plantas medicinais. Os demais estudos centram-se principalmente nas atividades
antibacteriana, antifungico, antioxidantes e inseticida. Investiga-se principalmente as atividades
biologicas dos 0leos essenciais, compostos fenolicos. O significativo nimero de citagdes desses
artigos, corrobora com as principais areas globais ativas de pesquisas ja apontadas neste estudo,
as quais, investigacao dos oleos essenciais e atividade antioxidante de plantas etnobotanicas.

A Figura 11 mostra as 16 institui¢des brasileiras que mais publicam sobre a pesquisa

fitoquimica de plantas medicinais.
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Figura 11. Rede de colaboragdes entre as principais instituigdes brasileiras (A). Relagdo entre frequéncia e

centralidade das 16

Na Figura 11A mostra a rede de cooperagdo entre as principais institui¢des brasileiras
que publicaram sobre o tema fitoquimica de plantas medicinais. O tamanho de cada n6 indica
sua frequéncia de publicacdo, ou seja, a visibilidade da instituicdo no tema abordado. Em
contrapartida, o halo roxo do anel exterior do no indica sua centralidade. Sendo assim, quanto
mais espesso 0 halo roxo maior ¢ a influéncia da instituicdo. A espessura das linhas indica a
for¢a de cooperagdo entre as instituigoes.

Entre as instituigdes, nota-se que ha 10 Universidades federais localizadas em diferentes
estados, 4 universidades estaduais e dois institutos federais de pesquisas. Observa-se pelo
tamanho dos nos que a maior parte das publicacdes sobre a pesquisa fitoquimica de plantas
medicinais concentram-se nos grupos de pesquisas pertencentes as universidades publicas,
sendo a Universidade de Sao Paulo, Universidade Paulista, Universidade Federal de
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Pernambuco e Universidade Estadual de Campinas com maior nimero de publicagdes, ou seja,
maior visibilidade no tema abordado.

No entanto, os institutos que apresentaram maior centralidade foram a FIOCRUZ (0,25),
a EMBRAPA (0,22), a Universidade Federal do Ceara (0,20) e seguida da Universidade Federal
de Minas Gerais com (0,19). Dessa forma, observa-se que nem sempre a maior frequéncia de
publicacido reflete na influéncia e relevancia das instituigdes no tema abordado.

A Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) possui unidades em 10 estados brasileiros,
enquanto a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) conta com 43 centros
de pesquisa em todo o pais, estabelecendo diversas parcerias com outras instituicdes. Esses
resultados demostram que essas instituigdes sao referéncias em pesquisa fitoquimica de plantas
medicinais.

Na figura 12, estdo representadas as principais agéncias brasileiras de fomento a

pesquisa com maior nimero de publica¢des sobre fitoquimica.
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Figura 12. Principais agéncias brasileiras de fomento a pesquisa com maior numero de publicagdes sobre
fitoquimica.

Dentre as agéncias de fomento, destacam-se a CAPES (Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) e o CNPQ (Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico). A CAPES, com frequéncia de 372 publicagdes, ¢
responsavel pela promocao da formacdo de recursos humanos de alto nivel para a pesquisa,
além do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do pais, sendo a agéncia que mais financia

pesquisas cientificas no Brasil. Em seguida, destaca-se o CNPQ, com frequéncia de 359, que
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tem como objetivo fomentar a pesquisa cientifica e tecnologica no pais, por meio da concessao
de bolsas de estudos e projetos de pesquisa. Ambas as agé€ncias sdo vinculadas ao Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovacao (MCTI).

Na sequéncia temos a FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo) que uma agéncia estadual de fomento a pesquisa cientifica e tecnologica no Estado de
Sdo Paulo, e a FAPEMIG (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais) agéncia
de fomento a pesquisa cientifica e tecnoldgica sediada em Belo Horizonte. Ambas agéncias
financiam projetos de pesquisa e programas de pos-graduacdo em seus estados, além de
promover parcerias com empresas e instituicdes de pesquisa.

Vale ressaltar que a CAPES e o CNPQ sdo instituigdes que financiam pesquisas em todo
o0 pais, enquanto as demais agéncias estaduais de fomento financiam pesquisas apenas de seus
estados ou regides, o que pode justificar a grande diferengca em seus dados de frequéncia de
publicagdo. Observa-se que as agéncias estaduais de fomento com maior nimero de publicacdes
pertencem aos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, o que pode estar relacionado ao maior
nimero de publicacdes e a influéncia de suas universidades publicas, conforme Figura 11 B.

Importante destacar que o estado de S@o Paulo possui trés Universidades estaduais entre
as quatro principais instituigdes que mais publicam sobre o tema, USP, UNICAMP, UNESP,
contribuindo também com sua visibilidade no tema fitoquimica. Dessa forma, percebe-se que
investimentos na ciéncia, tecnologia e na ampliacao de universidades impactam diretamente na
producdo cientifica das institui¢des e pesquisadores brasileiros, sendo de extrema importancia
para a contribuicdo e relevancia cientifica do Brasil no cenario de pesquisa mundial relacionado
ao tema fitoquimica.

Na tabela 3 encontra-se o ranking com os 10 pesquisadores brasileiros que mais

publicaram sobre a fitoquimica de plantas medicinais de acordo com WOS
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Tabela 3 - Autores brasileiros que mais publicam sobre o tema fitoquimica

Artigos S Soma Do
Publicados Publicagges Numero De
Ranking Autores H- Index Entre o~ Instituicio
Sobre O 2018-2022 Citacoes
Tema B 2018-2022
1 C(})Iuglr\l/}l © 33 26 330 2.714 Universidade Regional do Cariri, CE
2 Almeida 24 13 32 501 Universidade Federal do Vale do sdo
JRGD Francisco- UNIVASF
3 Begt;lillcm 20 10 46 237 Universidade Federal de Lavras
4 Vilegas W 19 12 74 421 Universidade Estadual Paulista- UNESP
5 Cardoso CAL 17 13 102 708 Universidade Estadlézlilll do Mato Grosso do
6 Costa EV 14 11 57 322 Universidade Federal do Amazonas- UFAM
7 Dgl\ilxa 14 11 68 326 Universidade Federal do Amazonas- UFAM
8 De C:zalho 14 4 12 41 Universidade Estadual Paulista- UNESP
De Menezes Universidade Regional do

9 IRA 13 18 121 1.056 Cariri-CE
10 Blank AF 12 12 79 401 Universidade Federal de Sergipe
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Dentre as vantagens do indice H, reside no fato de que essa métrica permite caracterizar
a produtividade cientifica de um pesquisador com objetividade, principalmente em areas em
que hé cultura consolidada de publicacdo em revistas indexadas, e pode ser util na tomada de
decisdes sobre promogdes, alocacao de verbas e atribui¢dao de prémios (Marques, 2013). Dessa
forma os autores listados na Tabela 3 sdo os mais produtivos na pesquisa fitoquimica no
intervalo de 2018 a 2022, e possivelmente, os mais influentes, que pode ser observado pelos

seus respectivos H — index.
CONCLUSAO

A analise do nimero de publica¢des por ano revelou que o Brasil teve diminuigdo no
numero de publicagdes a partir de 2021, o que pode ter ocasionado a queda no ranking mundial
da sexta posi¢do para a sétima em relagao a 2009. Esses resultados sugerem que essa diminui¢ao
na produtividade pode ter sido causada pelos efeitos da pandemia, como também nos cortes de
verbas.

A analise das principais areas de pesquisa revela que instituigdes e cientistas brasileiros
estdo alinhados com as tendéncias mundiais, concentrando seus estudos na descoberta de novos
farmacos a partir de plantas medicinais tradicionais.

Os principais estudos realizados por cientistas brasileiros concentram-se principalmente
nas atividades antibacteriana, antiflingica, antioxidante e inseticida, com foco nas atividades
biologicas dos 6leos essenciais e compostos fendlicos de plantas etnobotanicas. E notavel que
os pesquisadores brasileiros trazem informacdes fitoquimicas inéditas relacionadas as espécies
de plantas medicinais, o que evidencia sua contribui¢ao para o conhecimento cientifico na area.
A anélise das revistas que mais publicam sobre o tema abordado revela que os pesquisadores
do Brasil tém publicado em revistas internacionais de alto impacto, demostrando a qualidade
dos estudos realizados pelos pesquisadores brasileiros, sendo amplamente reconhecidos e
valorizados internacionalmente, refor¢ando sua importancia e relevancia na pesquisa
fitoquimica. Observou-se também que duas revistas nacionais tém destaque em publicacdes
nacionais sobre fitoquimica, sendo a Revista Brasileira Farmacognosia de grande influéncia e
relevancia nesse tema.

A andlise da produtividade das institui¢des brasileiras no campo da pesquisa
fitoquimica, possibilitou constatar que a FIOCRUZ e a EMBRAPA destacam-se como as mais
importantes, com a maior centralidade, o que demonstra a sua relevancia para o cenario
cientifico nacional. Observa-se também que as publicacdes estio distribuidas entre as diferentes

universidades publicas, com destaque para USP, UNICAMP, UNESP, todas universidades do
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estado de Sao Paulo, com os maiores numeros de publicagdes sobre o tema, demostrando assim
grande visibilidade dessas universidades na pesquisa fitoquimica. Tal fato pode ser explicado
quando se observa que a agéncia de fomento estadual mais citada nos artigos analisados foi a
FAPESP, o que demonstra significativo investimento do estado a pesquisa, além disso, o estado
possui trés universidades estaduais, fato que aumenta sua produtividade na pesquisa.

Dessa forma, conclui-se que investimentos em ciéncia, tecnologia e na expansao do
ensino superior tém um impacto significativo na producao cientifica das instituicdes e dos
pesquisadores brasileiros.

Apesar do contexto da pandemia e dos seguidos cortes de verbas do governo federal
entre 2018 e 2022, observa-se que o Brasil se configura como um importante e relevante ator
no cendrio cientifico internacional no que diz respeito a pesquisa em fitoquimica de plantas
medicinais, com contribui¢des significativas para a literatura especializada.

Em relagdo as lacunas identificadas, nota-se uma escassez de estudos sobre os extratos
aquosos obtidos por infusdo de plantas medicinais de uso tradicional, assim como investigagdes
relacionadas ao potencial inibitorio da enzima acetilcolinesterase pelos constituintes quimicos

dessas plantas. Isso sugere a necessidade de futuras pesquisas para preencher essas lacunas.
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CAPITULO 11

Perfil quimico, analise quimiométrica e atividade antioxidante de diferentes espécies de

Boldo consumidos na Amazonia
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RESUMO

O termo boldo ¢ popularmente utilizado para se referir a diferentes espécies de plantas,
incluindo P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum e P. boldus. Todas estas espécies sdo
utilizadas para o tratamento de distirbios digestivo e suas agdes terapéuticas estao relacionadas
aos metabolitos secundarios presentes nas folhas. Nesse contexto, a presente pesquisa teve
como objetivo identificar o perfil quimico das infusdes das folhas de P. barbatus, P. ornatus,
G. amygdalinum, e amostras comerciais de P boldus, encontradas em diferentes
estabelecimentos dos municipios de Manaus e Itacoatiara, além de avaliar o potencial
antioxidante das espécies. As analises ocorreram por espectrometria de massas com ionizagao
por electrospray (ESI-MS) e ferramentas quimiométricas (PCA e HCA), a atividade
antioxidante foi avaliada frente ao radical de DPPH e a determinagao do teor de fenolicos totais
foi conduzida pela metodologia de Folin-Ciocalteau. A analise por ESI-MS das folhas secas
comercializadas como boldo do Chile, demonstrou que as amostras codificadas como CPB2,
CPB4, CPBS, CPB6 apresentaram marcadores quimicos especificos da espécie P. boldus. A
analise quimiométrica e o teor de fendlicos totais, sugerem presenga significativa de compostos
fendlicos em todas as amostras. Em relacdo aos valores de TEAC (Capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox), P boldus apresentou a maior atividade antioxidante
1073,33 uM ET dentre as amostras. Em contrapartida, as amostras in natura apresentaram
menor atividade antioxidante, P. barbatus 745,83 uM ET, P. ornatus ¢ 187,22 uM ET, G.
amygdalinum 457,22 uM ET. Estes resultados sugerem que P. boldus pode proporcionar
maiores beneficios terapeuticos no tratamento de condicdes ligadas ao estresse oxidativo.
Portanto, o presente estudo contribui para o conhecimento quimico e bioldgico essencial para
o uso seguro do cha das espécies de boldo.

Palavras-chave: plantas medicinais., compostos fendlicos., Boldo do Chile.
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INTRODUCAO

No Brasil, a denominagao "boldo" ¢ popularmente utilizada para se referir a diferentes
espécies de plantas. Entre essas espécies estdo a Plectranthus barbatus, Plectranthus ornatus,
ambas pertencentes a familia Lamiaceae, Gymnanthemum amygdalinum, que pertence a familia
Asteraceae e Peumus boldus, da familia Monimiaceae (Schwanz, 2006).

A denominagao comum dessas plantas decorre do seu tradicional uso no tratamento de
disturbios digestivos e hepatobiliares. No entanto, apenas P. boldus, identificada popularmente
como boldo do Chile, é reconhecida cientificamente como boldo verdadeiro, com diversos
estudos evidenciando sua atividade farmacolodgica (Cassels; Fuentes-barros; castro-saavedra,
2018). As outras espécies sao popularmente empregadas como substitutas a P. boldus (Costa,
2017), tendo em vista que s3o facilmente cultivadas nos quintais brasileiros, tornando-as mais
acessiveis a populagdo economicamente mais carente, uma vez que P.boldus, por ser importado
do Chile, s6 pode ser acessada comercialmente.

Nota-se que essas espécies conhecidas por boldo pertencem a familias distintas,
resultando em diferengas no porte e na morfologia das partes vegetativas e reprodutivas. Apesar
dessas diferencas, as folhas dessas espécies possuem semelhangas em suas propriedades
medicinais de uso tradicional, sendo utilizadas principalmente para tratar enfermidades do
sistema digestivo e hepatobiliar (Otero ef al., 2022). Essa caracteristica pode ser considerada
como a principal razdo para a denominacao genérica de "boldo"(Santos, 2022).

Além disso, diversos estudos comprovam que essas plantas compartilham outras
atividades biologicas, como propriedades antioxidantes, anti-inflamatodrias, antimicrobianas,
antifungicas e anti-helminticas (Carvalho et al., 2018; Costa, 2017; Falé et al., 2009).

No que se refere aos principais constituintes quimicos ativos, P. boldus apresenta como
compostos majoritarios alcaloides aporfinicos como a boldina; compostos fendlicos, como
taninos e catequina (Hosalkova et al., 2015); cumarinas (Fuentes-Barros ef al., 2023) e 6leos
essenciais composto principalmente por monoterpenos (Lopes et al., 2020).

As espécies do género Plectranthus tem como constituintes majoritarios os terpendides,
principalmente os diterpenos, compostos fendlicos (Ishii et al., 2022), dleos essenciais,
composto em sua maioria por monoterpenos (Alasbahi; Melzig, 2010).

A espécie G. amygdalinum ¢é composta principalmente por flavonoides, taninos,

alcaloides terpendides como as lactonas sesquiterpénicas, saponinas, glicosideos esteroides e
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triterpendides (Da Silva et al., 2013); oleos essenciais compostos basicamente por
monoterpenos e sesquiterpenos (USunobun; Ngozi, 2016).

Um estudo recente revelou que essas espécies de boldo t€ém em comum uma presenga
significativa de flavonoides (Da Silva et al., 2022), e tanto o P. boldus quanto o G. amygdalinum
compartilham a presenga de taninos e alcaloides em sua composicao (Falé et al., 2009; Santos,
2022). A presenga desses compostos em comum nas espécies de boldo pode ser um fator
relevante para explicar a similaridade das atividades bioldgicas entre elas, uma vez que sao
apontados pela literatura cientifica como eficientes eliminadores de radicais livres (Cassels;
Fuentes-Barros; Castro-Saavedra, 2018; Fuentes-Barros et al., 2023; Lara-Fernandez;
Rodriguez-Herrera; Aguilar, 2013; Quezada et al., 2004; Simirgiotis; Schmeda-Hirschmann,
2010), desempenhando um papel importante no combate a doengas causadas pelo estresse
oxidativo das células.

Nesse sentindo, a investigacdo do potencial antioxidante e do teor de fenolicos totais
podem indicar a presenca desses compostos nas espécies estudadas.

A capacidade terapéutica das espécies de boldo para problemas estomacais e hepaticos
estd ligada a interagdo dos constituintes quimicos de suas folhas na neurotransmissdao
colinérgica. A regulacdo da motilidade intestinal ocorre através da acetilcolina (ACh), cuja
diminui¢do estd associada a distirbios gastrointestinais. A inibi¢do da acetilcolinesterase
(AChE) aumenta a disponibilidade de ACh, beneficiando o sistema gastrointestinal. A ACh
também esta relacionada a func¢des cognitivas, sendo sua deficiéncia caracteristica da doenca
de Alzheimer. A inibicdo da AChE ¢ uma abordagem investigada para tratar a DA, visando
aumentar os niveis de ACh e melhorar a transmissao de sinais em pacientes afetados (Da Silva
etal., 2022).

Além disso, estudos revelam que o estresse oxidativo, resultante dos processos da DA,
contribuem para a evolucdo da doenca. Portanto, a descoberta de constituintes com
propriedades antioxidantes pode ser benéfica para retardar a progressao da doenga (Carvalho,
2014; Da Silva et al., 2022).

As diferencas na composi¢do quimica das espécies de boldo podem levar a outras
diferentes respostas bioldgicas e efeitos colaterais. Dessa forma, ¢ importante que haja a correta
identificacdo de qual espécie estd sendo utilizada, bem como se conhecam os compostos
presentes nos chas para que seu uso seja feito de forma segura e nao prejudicial a satde humana

(Cassels; Fuentes-Barros; Castro-Saavedra, 2018; Schwanz et al., 2008).
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Nesse sentido, ¢ essencial conduzir analises quimicas para monitorar a qualidade da
matéria-prima vegetal, permitindo a detec¢do de marcadores quimicos especificos e a
identificacao de eventuais substancias estranha (Schwanz et al., 2008).

Uma das abordagens quimicas empregadas na identificacdo do perfil quimico de
espécies vegetais ¢ o uso de ferramentas quimiométricas, como PCA e HCA. Essas ferramentas
possibilitam o reconhecimento de padrdes, agrupando amostras quimicamente semelhantes e
destacando marcadores quimicos especificos (Silva et al., 2016).

Nesse contexto, a presente pesquisa teve como objetivo identificar o perfil quimico de
quatro espécies de boldo P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum e amostras comerciais de P,
boldus encontradas no municipio de Manaus e Itacoatiara, avaliando os marcadores quimicos
das amostras comercializadas como boldo verdadeiro, além de investigar a potencial atividade

antioxidante frente ao DPPH e o teor de fenodlicos totais nas amostras obtidas.

MATERIAL E METODOS
Coleta e Preparacio da amostra

As folhas das espécies adultas de P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum foram
coletados em diferentes bairros do municipio de Itacoatiara, Amazonas, em agosto de 2022.
Folhas secas de P. boldus, comercializadas como boldo do Chile, foram obtidas em diferentes

pontos comerciais das cidades de Itacoatiara e Manaus (Tabela 1).
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Tabela 3 - Cédigo das amostras de boldo in natura e amostras comerciais de P. boldus

Codigo N° de
da Especificacao Local de origem Dados geograficos Registro
espécie Herbario
Boldo do Chile —
marca I -3.1406098403185125,
CPB-1 P boldus seco Supermercado 1 - -58.4421831441846 )
Itacoatiara
Boldo do Chile -
marca II -3.1406098403185125,
CPB-2 P boldus seco Supermercado 1 - -58.4421831441846 )
Itacoatiara
Boldo do Chile —
marca | -3.1406098403185125,
CPB-3 P boldus seco Supermercado 1 - -58.4421831441846 )
Itacoatiara
CPB-4 P. boldus seco M(E((:);gg ifugilclzlileaIde -3.1362390404186637, -
$ oM L eip -58.439458019833644
Itacoatiara
Boldo do Chile —
) -3.1397676676999287,
CPB-5 P. boldus seco Mercadinho III - 60.02218561327861 -
Manaus.
Boldo do Chile—
Mercado municipal ~ -3.1401533259354224,
CPB-6  Pboldusseco )y qiioho Lishoa -  -60.020490457207046 -
Manaus
P. barbatus in Bairro Tiradentes - -3.1427294165778417,
CPBa natura Itacoatiara -58.431567060542754 4467
CPO P. ornatus in Bairro Sdo Jorge - -3.142857150311584, - 4395
natura Itacoatiara 58.43725266654359
CGA G. amygdalinum Bairro Tiradentes - -3.1427294165778417, 4391
in natura Itacoatiara -58.431567060542754

Extratos aquosos das espécies selecionadas foram preparadas metodologia descrita a
seguir:

10 g das folhas secas de P. boldus, triturada manualmente, foram adicionadas a 250 mL
de 4gua fervida a 100°C, obtendo-se o cha. A solugdo foi fechada e deixada em repouso por 10
minutos. Apds isso, os chds foram filtrados, guardados em frascos de vidro devidamente

identificados, congelados, e posteriormente, liofilizados. Para as amostras in natura de P.
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barbatus, P. ornatos, G. amygdalinum foram utilizadas 100,00 g das folhas frescas para 400 mL
de agua destilada fervida a 100°C, ficando em repouso por 10 minutos. Apos filtragdo as
solucdes foram congeladas e liofilizadas. Todas as amostras foram codificadas como mostra a

Tabela 1.

Analise por ESI-MS e tratamento quimiométrico dos dados

Os espectros foram obtidos em um espectrometro de massa com ionizagao electrospray
e analisador ion trap (modelo LCQ Fleet, Thermo Scientific) operando nos modos positivo e
negativo. Foram preparadas solugdes dos extratos liofilizados com metanol na concentragao de
Img/mL e analisados por infusdo direta no espectrometro de massa. As condi¢des utilizadas do
aparelho foram: sheath gas flow rate -9 psi; auxiliary gas flow rate —3 psi; sweep gas flow rate
—0 psi; spray voltage —5 KV; capillary temp —260°C; capillary voltage —26 V; tube lens -120.
Os espectros foram adquiridos e processados através do software Xcalibur® versdo 2.7
(Thermo Scientific). — 1). Os espectros de EM/EM foram obtidos através de dissociacdo
induzida por colisdo (CID) utilizando-se argdnio como gas de colisdo e energias de colisdao
variando entre 30 a 35 eV.

Os dados gerados pelo ESI-MS dos extratos de todas as espécies foram tabulados no
Excel® em uma matriz linhas x colunas. A matriz resultante foi analisada através do software
Chemoface, versao 1.6.1. A andlise de componentes principais (PCA) foi calculada através da
variacao dos ions registrados (variaveis) e a andlise hierarquica de cluster (HCA), por sua vez,
foi obtida através da distancia euclidiana e média de ligacdo de trés componentes principais (Da

Silva et al., 2016).

Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi inferida através da capacidade dos compostos presentes nas
amostras em sequestrar o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Foi preparada uma
solu¢do metanolica de DPPH a 0,039 mg/mL de modo que apresentasse a absorbancia em
515nm, R2 = 0,99. As determinacdes foram realizadas por meio da adi¢do de 3.900 pL da
solucao de DPPH em 100 puL de metanol para controle, ou 0 mesmo volume para as amostras
dos extratos (1 mg/ml) seguida de sua incubacdo em ambiente escuro por 30 minutos.
Posteriormente, foi realizada a leitura das absorbancias em espectrofotometro a 515 nm (Bel
photonics, uv-m51).

A concentracdo de DPPHe no meio de reagdo foi calculada conforme a curva de

calibracdo obtida por regressao linear através de uma série de concentragdes (100 a 1500 uM)
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de acido 6-hidroxi2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico (Trolox), o padrdo, acrescida da
solugdo de DPPH. A equagao obtida foi y =-0,0006x + 0,923 R?=0,9999 e os resultados foram

expressos em UM de Equivalentes de Trolox.

Teor de fenolicos totais

A determinacdo do teor de fenois totais (FT) foi realizada utilizando o método de Folin-
Ciocalteau, onde a amostra (2mg/mL) foi adicionada a mistura reacional (1:1) do reagente de
Folin-Cicoalteu e bicarbonato de sodio, a qual foi mantida no escuro por 90 min para posterior
leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a 725 nm. O padrao utilizado foi o acido galico e

os resultados expressos em miliequivalentes de acido galico por grama de amostra.

RESULTADOS
Caracterizacdo do perfil quimico das amostras comerciais de P. boldus e in natura P.
barbatus, P. ornatos, G. amygdalinum

A andlise do perfil quimico por infusdo direta no espectrometro de massas, permitiu
comparar os perfis quimicos das amostras comercializadas como P. boldus (Figura 3), e das

amostras in natura das espécies G. amygdalinum, P. barbatus e P. ornatus Figura 2.
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Figura 3. Espectro de massas no modo positivo em fonte ESI de amostras P. boldus.
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Na andlise do espectro de ions totais, modo positivo, foi observado nas amostras
comerciais de P. boldus CPB2, CPB4 ¢ CPB6 o ion molecular m/z 342 em maior intensidade.
Na amostra CPB5 o ion m/z 300 foi detectado em alta intensidade. Esses ions sdo sugestivos de
alcaloides, ja reportados na literatura como um dos principais constituintes das folhas de P.
boldus. Ja as amostras CBP1 e CPB3 apresentaram um perfil quimico diferente quando
comparadas com as demais amostras, Figura 1, tendo os ions m/z 365 e 445 em maior
intensidade.

Foi realizado a fragmentagao sequencial (EM/EM) dos ions moleculares presentes nas
amostras CPB2, CPB4, CPB5 e CPB6. Os dados da fragmentacao foram analisados na tentativa
de caracterizar essas moléculas Figura 2.

O espectro de EM/EM do ion m/z 342 apresentou ions fragmentos de m/z 311, 296, 279
e 248, evidenciando perdas sequenciais de 31, 15, 17 e 31 Da, sugerindo uma estrutura
aporfinica contendo N-metil e metoxila adjacentes no anel A, sendo consistente com alcaloide
N-Metil-laurotetanina, reportado na literatura como um dos constituintes de P. boldus (Falé et
al., 2012; Torres-Vega et al., 2020).

O ion de m/z 300 produziu os ions fragmentos MS/MS a m/z 269, 237, 209, 192, 175,
145, 137, 107, com perdas sequenciais de 31, 32, correspondente as perdas de CH3NH> e
CH30H, compativeis com o padrdo de fragmentacdo do alcaloide N-metil-coclaurina Figura 2A

(Da Silva et al., 2022; Falé¢ et al., 2012; Torres-Vega et al., 2020).
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Figura 4 Espectro de EM/EM dos ions de m/z 300 (A), 314 (B), 328 (C) ¢ 342 (D). Os ions circulados em azul
indicam ions fragmentos previamente descritos na literatura para os alcaloides N-metil-coclaurina (A),
Laurolitsina (B), Isoboldina (C) e N-Metil-laurotetanina (D).

Outros ions de menor intensidade também foram observados nessas quatro amostras,

como o ion molecular em m/z 328 que obteve fragmentacdo em m/z 297, sugerindo perda de 31

Da, referente a massa de CH3NH; e o ion fragmento em m/z 265 correspondente a perda de 32

Da, sugerindo perda sequencial de dois radicais metil. O alcaloide proposto na literatura para

este espectro € a isoboldina (Fale ef al., 2012; Torres-Vega et al., 2020).

J& o ion precursor em m/z 314, apresentou um ion fragmento em m/z 297, indicando a

perda de 17 Da (NH3), em m/z 265 sugerindo perda sequencial de dois radicais metila, 32 Da.

Esse padrao de fragmentacao ¢ identificado na literatura como laurolitsina Figura 2, Tabela 2.

A amostra CPB6 de P. boldus foi escolhida para a realizagdo da comparagao do perfil

quimico de P. boldus com as demais espécies in natura Figura 3, uma vez

que apresentou 0s

ions m/z 300, 328, 342, Figura 3 A, considerados marcadores quimicos dessa espécie Figura 2,

Tabela 4, sendo possivel a identificacdo na literatura como alcaloides constituintes da espécie

P, boldus.
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Figura 5 Espectro de massas no modo positivo em fonte ESI de P. boldus (A), G. amygdalinum (B), P. barbatus
(C) e P. ornatus (D). O * denota os ions que foram fragmentados. Os ions em circulo azul indicam o ion m/z
611 presente nas amostras B, C e D. O quadrado azul indica o ion m/z 567 presentes em todas as amostras.

O espectro de massas no modo positivo em fonte ESI de P. boldus, G. amygdalinum, P.
barbatus e P. ornatus evidencia diferentes perfis quimicos para as quatro espécies de boldo
Figura 3. Para amostra de P. boldus Figura 3A, foi observado o ion m/z 342 e 328 como ions de
maior intensidade, enquanto que para G. amygdalinum, P. barbatus e P. ornatus foi observado
os ions m/z 381, 485 e 545, respectivamente.

Por outro lado, observa-se a presenca em comum de alguns ions de menor intensidade
nas amostras de boldo, como o ion m/z 611 presente nas trés amostras in natura de G.
amygdalinum, P. barbatus e P. ornatus, e o ion m/z 567, presente nas quatro amostras Figura

3A, B, C e D, revelando uma pequena similaridade quimica entre essas espécies.

Tabela 4. Alcaloides identificados no extrato de P. boldus. * Denota o pico base.

m/z

Amostras precursor Tons Identificacio Formula Referéncia
ion fragmentados molecular

Da Silva et al.,

oo 269,237,209, 2022;

’ 300 192,175,145,1 . CisH21NO;  Falé et al., 2012;

CPB5 coclaurina

CPB6 37,107 Torres-Vega et
al., 2020.
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CPB3, Da Silva et al,

CPBS3, 2022;

CPB6, 328 297, 265, 165 Isoboldina Ci9H21NOs4  Falé et al., 2012;

CPB2, Torres-Vega et

CPB1 al., 2020.

CPB2* .

CPB4* 342 311, 296, 280, N-Metil- C20H23NOg4 lilii;:rzz-ilf.é 2a012e,t

CPB6* 279, 267 laurotetanina &

CPB5* al., 2020

CPB2, Iz)gzzs-llva et al.,

CPBS5, 314 297, 265 Laurolitsina ~ CisH19NOg4 ’

CPB6 Torres-Vega et
al., 2020.

A analise dos dados do perfil quimico através das ferramentas quimiométricas PCA e
HCA, permitiu reunir as amostras quimicamente semelhantes entre si em grupos Figura4 e 5.

No grafico de escore de PCA (Figura 4A), foi observada a formacdo de trés grupos
principais, sendo o grupo I constituido pela amostra comercial CPB1 (P. boldus), o grupo 11
pela amostra CPB3 (P, boldus) e o grupo III formado pelas amostras CPB2, CPB4, CPBS5, CPB6
(amostras comerciais de P. boldus) e amostras naturais CPBa, CPO, CGA, (P. barbatus, P.
ornatus, G. amygdalinum, respectivamente).

De acordo com o grafico biplot de PCA (Figura 4B), os ions m/z 708, 352 e 139 foram
0s principais responsaveis pela segregacdo do grupo I e o ion m/z 468 foi responsavel pela
discriminacdo do grupo II.

A segregacdo das amostras CPB1 e CPB3 nos grupos I e II, indicando grande
variabilidade quimica quando comparadas com as outras amostras de P boldus, estd em
concordancia com os resultados obtidos no espectrometro de massas (Figura 1), que detectou
uma discrepancia no perfil quimico dessas amostras, sugerindo que elas ndo pertencem a
espécie P. boldus.

Do outro lado, os ions m/z 611 e 567 podem ter sido os principais responsaveis pelo
agrupamento das amostras CPB2, CPB4, CPB5, CPB6 (amostras comerciais de P. boldus) e
amostras naturais CPBa, CPO, CGA (P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum) no grupo III
Figura 4B, uma vez que esses ions estdo presentes em todas as amostras, conforme pode ser

observado na Figura 1. No entanto, ndo foi possivel a fragmentacao e identificagao desses ions.
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Figura 6 Graficos de escore de PCA (A) e biplot (B) baseados no perfil quimico por APCI-EM modo positivo.

No dendograma de HCA (Figura 7), também ¢ observado que as amostras CPBle CPB3
de P. boldus apresentaram a menor similaridade quimica entre as amostras comerciais,
distanciando-se das outras amostras no grupo I e II.

Jano grupo 111, foi possivel observar a formacgao de dois subgrupos, conforme observado
na Figura 5. As amostras comerciais CPB2, CPB4, CPB5, CPB6 apresentaram forte
similaridade quimica entre si, assim como as amostras in natura de P. barbatus, P. ornatus, G.
amygdalinum. Esses subgrupos estabeleceram conexdes, resultando na formag¢ao do grupo I1I,
devido a maior afinidade quimica entre seus elementos em comparacao com os Grupos I e 1.
Adicionalmente, foi observado no Grupo III, subgrupo Amostras in natura, que a espécie de
boldo P. ornatus manifesta maior similaridade quimica com a espécie G. amygdalinum do que

com a espécie do mesmo genero, P. barbatus.
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Figura 7 Dendrograma de HCA das amostras comerciais de P. boldus (CPB1,2,3,4,5 ¢ 6) coletadas em diferentes
estabelecimentos comerciais ¢ in natura de P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum ( CPBa, CPO, CGA).

Conteudos de fenolicos totais e atividade antioxidante

Os resultados do conteudo de fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante dos
extratos aquosos das amostras comerciais de P. boldus (CPB2, CPB4, CPB5 e CPB6) e in
natura P barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum (CPBa, CPO, CGA) encontram-se
apresentados na Tabela 3.

Por meio do método de Folin-Ciocalteau foi possivel observar que dentre as amostras
comerciais de P. boldus, a CPB6, apresentou maior teor de compostos fendlicos (305,32 mg
EAG/g) quando comparado com as outras amostras comerciais Tabela 3.

Além disso, todas as demais amostras comerciais de P. boldus, apresentaram contetdo
fendlico total maiores que as amostras in natura P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum
(167,71 £ 1,1 mg EAG/g, 88,05 + 1,2 mg EAG/g, 161,67 + 4,8 EAG/g) como pode ser visto na
Tabela 3, e maiores que uma amostra de extrato aquoso de P. boldus investigado em um estudo

de Da Silva et al., (2022), o qual obtiveram 82.4 mg EAG/g.
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Tabela 5. Contetdo de fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos aquosos de espécies de boldo.

Espécie Amostras CFT (mg EAG/g)* DPPH (uM ET)**
CPB6 305,32+2,4 1073,33 £2,35

5 boldus CPB4 223,91 £0,8 1039,11 + 88
CBP2 219,09+ 0,5 1068,33 £ 12,58
CPB5 173,53 £ 1,7 1024,16 £ 1,17

G. amygdalinum CGA 161,67 + 4,8 457,22 + 13,47

P. ornatus CPO 88,05+1,2 187,22 +£ 34,25

P. barbatus CPBA 167,71+ 1,1 745,83 +£ 24,74

* miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra.
**microlitro de Equivalentes de Trolox

Através do ensaio de DPPH foi possivel observar maior potencial antioxidante nas
amostras de P. boldus (1024,16 + 1,17 a 1073,33 £ 2,35 uM ET) Tabela 3. Dentre as amostra
in natura, a P. barbatus apresentou maior atividade antioxidante (745,83 £ 24,74 uM ET) e a
P. ornatus apresentou menor atividade antioxidante (187,22 + 34,25 uM ET).

Em relagdo a espécie G. amygdalinum, observou-se que o teor de fendlicos totais
(161,67 + 4,8 EAG g-1) e atividade antioxidante (457,22 + 13,47 DPPH uM ET) foram maiores

que as obsevadas para P. ornatus Tabela 3.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos na analise por EM, no modo positivo, sugerem que as amostras
comercializadas como “boldo do Chile”, codificadas como CPB2, CPB4, CPB5, CPB6, sdo
legitimas da espécie P. boldus , uma vez que foram identificados alcaloides como a N-Metil-
laurotetanina e a laurotetanina apontados na literatura, como sendo marcadores quimicos
caracteristicos dessa espécie (Cassels; Fuentes-Barros; Castro-Saavedra, 2018), e sua presenca
ou auséncia possibilita inferir sobre sua autenticidade. No entanto, as amostras CPB1 ¢ CPB3
ndo apresentaram a presenca desses alcaloides, podendo ser resultado de problemas
relacionados a qualidade da amostra, dificultando assim sua identificacao.

Um estudo recente demonstrou, por meio de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
no espectrometro de massas em tandem (UHPLC-MS/MS), que boldina ndo ¢ o principal
alcaloide na folha, como se achava que era, mas sim N-metil-laurotetanina e laurotetanina

(Salehi et al., 2021). De forma geral, as farmacopeias indicam os alcaloides como um dos
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compostos principais que determinam a identidade e a qualidade das folhas do P.boldus (Costa,
2017).

No que se refere a identificagdo das amostras in natura, nao foi possivel obter a
fragmentacao dos ions obtidos no espetrometro de massas, modo positivo. Isso pode estar
relacionado ao fato de essas espécies terem como constituintes majoritarios os compostos
fenolicos, sendo necessario analise futura no modo negativo.

Na analise quimiométrica, observou-se que as quatro espécies de boldo analisadas nessa
pesquisa, apresentaram relativa similaridade quimica entre si, o que pode explicar algumas das
propriedades medicinais compartilhadas entre essas espécies, bem como a mesma denominagao
popular. Esses resultados estdo de acordo com os dados obtidos no espectro de massas, que
revelou pequena similaridade quimica entre as quatro espécies de boldo estudadas nesse
trabalho Figura 3.

A similaridade quimica observada no HCA, entre as espécies G. amygdalinum ¢ P.
ornatus, ja foi apontado em uma pesquisa fitoquimica, onde foi identificado que essas duas
espécies de boldo tém em comum uma presenca significativa de flavonoides em sua
composicao (Santos, 2022).

A presenca de alto teor compostos fendlicos, como os flavonoides nas espécies de boldo,
pode ser explicada a partir de uma perspectiva ecoldgica, uma vez que sao plantas que habitam
locais de alta incidéncia solar, e a presenca de flavonoides esta relacionada a protecao contra os
danos causados pelos raios ultravioleta. P boldus ao contrario das outras espécies, ndo ¢
originaria da Africa, mas sim do continente Sul Americano, onde habita em um ambiente
caracterizado por significativas variacdes ambientais e alta exposi¢do as irradiacdes UV
(Santos, 2022).

Além disso, as espécies in natura investigadas nesse estudo, foram cultivadas no estado
Amazonas, cuja localizagdo por ser proxima a linha do equador, recebe o ano inteiro alta
incidéncia solar, o que pode contribuir para nivel da concentracao de flavonoides.

Os compostos fenodlicos tém sido extensivamente estudados em todo o mundo,
principalmente devido as suas propriedades antioxidantes.

Em uma revisdo sistemadtica realizada por (Cassels; Fuentes-Barros; Castro-Saavedra,
2018), observou-se que nos ultimos anos, as pesquisas tém estudado P. holdus como uma
valiosa fonte de compostos fendlicos com potencial atividade antioxidante, sendo identificado

catequinas, epicatequinas e procianidinas.
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Em uma investigacao realizada por (Quezada et al., 2004) a atividade antioxidante dos
extratos da folha de P. boldus foi atribuida principalmente a fragao flavonoide (44,1%) seguida
da fragdo alcaloide (15,6%), sendo a catequina e a boldina as principais responsaveis pela
atividade antioxidante dessas 2 fragdes (60,9% e 35,6% de a atividade total, respectivamente),
bem como nos estudos realizados por (Lara-Fernandez; Rodriguez-Herrera; Aguilar, 2013).

Os resultados dessas pesquisas sugerem que as propriedades medicinais relatadas para
o uso o popular do cha de P. boldus devem ser atribuidas nao apenas a presenca dos alcaloides
como a boldina, mas também a varios compostos fenolicos com conhecida atividade
antioxidante (SimirgiotiS; Schmeda-Hirschmann, 2010).

Na presente pesquisa, ao analisar a relagdo entre a capacidade de sequestrar os radicais
livres DPPH e o teor de fenolicos totais (Figura 8), observa-se que a alta atividade antioxidante
apresentada pelas amostras P. boldus (Tabela 3), ndo se correlaciona diretamente com o teor de
fenolicos totais. Isso € evidenciado pelo fato de que o valor da atividade inibitoria permanece
constante, mesmo com a variag¢ao no teor de fendlicos totais nas amostras CPB2, CPB4. CPB5
E CPB6.

Os resultados dessa pesquisa sugerem que o alto potencial antioxidante observado nas
amostras de P. boldus ¢ resultado tanto da presenga de alcaloides quanto de compostos

fenolicos, corroborando com a literatura.
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Figura 8 Relagao entres Conteudos fendlicos totais e capacidade de eliminacdo do DPPH
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Em contrapartida, a atividade antioxidante dos extratos aquosos das espécies do género
Plectranthus, P. barbatus, P. ornatus (CPBa, CPO) (Figura 6), (Tabela 3), apresentou correlacao
direta com o teor de fendlicos totais Figura 6, onde os valores do potencial de eliminagao dos
radicais livres variaram de acordo o teor dos compostos fenélicos.

Virios autores sugerem que a capacidade sequestradora de radicais livres do DPPH de
P. barbatus esta relacionada principalmente a presenca de altos niveis de fendlicos. Muitos
estudos apontam que constituintes fendlicos como flavonoides, acidos, ésteres,
fenilpropanoides e diterpenos podem contribuir para as atividades antioxidantes encontradas
nas espécies do género Plectranthus. Dentre os constituintes fenolicos, a presenga de acido
rosmarinico ¢ atribuido a atividade antioxidante encontradas na familia Lamiaceae (Falé et al.,
2009; Ganash; Qanash, 2018; Mendonga et al., 2023).

Resultados similares ao da presente pesquisa, também foram observados para um
extrato etandlico das folhas de G. amygdalinum, em um estudo realizado por (Da Silva et al.,
2013), onde constatou-se a presenca de efeito antioxidante, sendo atribuido aos flavonoides,
apigenina e luteolina.

Em outro estudo realizado por (Carvalho, 2014), a preparacao por decoc¢ao do "cha"
das folhas de G. amygdalinum apresentou alta atividade antioxidante, com um valor EC50 de
20,0+0,6 pg/mL. Os principais compostos identificados e quantificados neste extrato, por meio
de HPLC e espectrometria de massa, foram os acidos monocafeoilquinicos, como o acido
clorogénico, e os dicafeoilquinicos, como a cinarina. A esses fenolicos os autores atribuiram as
atividades de todo o extrato.

Nesse contexto, a presente pesquisa atribui a atividade antioxidante observada na
amostra, a presenga de diversas espécies de compostos fendlicos presentes nas infusdes das
folhas de G. amygdalinum. No entanto, como apontaram alguns autores, ¢ necessario
investigagdes futuras a respeito da contribuigdo de outros compostos presentes nas folhas dessa
espécie ja identificadas em estudos fitoquimicos na literatura, como saponinas, alcaloides,

taninos, terpenos, bem como varios tipos de lactonas sesquiterpénicas (Ruth et al., 2020).

CONCLUSAO
A andlise do perfil quimico das folhas secas comercializadas como P. boldus, sugerem
que as amostras codificadas como CPB2, CPB4, CPB5 e CPB6 sao auténticas, uma vez que

contém alcaloides caracteristicos da espécie, como a N-Metil-laurotetanina e a laurotetanina.
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Contudo, as amostras CPBl e CPB3 apresentaram um perfil quimico diferente,
impossibilitando identifica-las como pertencentes a espécie P. boldus.

Os resultados deste estudo indicam que as espécies de boldo analisadas compartilham
uma presenca significativa de varios compostos fenolicos, possivelmente contribuindo para a
atividade antioxidante observada, o que pode explicar algumas propriedades medicinais
comuns entre essas espécies, bem como a mesma denominag¢dao popular. Além disso, as
amostras da espécie P. boldus, apresentaram atividades antioxidantes superiores em relacao as
espécie in natura, ¢ dessa forma, devem proporcionar maiores beneficios terapeuticos no
tratamento de condigdes ligadas ao estresse oxidativo.

Portanto, este estudo contribui para o conhecimento quimico e bioldgico dessas
espécies, o que ¢ fundamental para garantir a segurancga e eficacia no uso do ché de boldo, bem
como para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Estudos futuros sdo necessarios para identificar outras classes de metabolitos que
provavelmente contribuem para a atividade antioxidante presente nas espécies de boldo in
natura, bem como para outras atividades biologicas compartilhadas, como o potencial
anticolinesterasico, e o papel da atividade antioxidante na prote¢ao dos neurdnios dos processos

oxidativos gerados pela doenga de Alzheimer.
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RESUMO

O termo "boldo" é comumente usado para se referir a varias espécies de plantas, como P. barbatus, P.
ornatus, G. amygdalinum e P. boldus, todas empregadas popularmente no tratamento de distirbios
digestivos. Essas espécies possuem diversas atividades bioldgicas, como antioxidantes, antimicrobianas
e alelopaticas. O presente estudo teve como objetivo identificar o perfil quimico, potencial antioxidante,
alelopatico e antifiingico dos extratos obtidos por infusdo das folhas das referidas espécies. A analise
quimica foi realizada por espectrometria de massas (APCI-MS), a atividade antioxidante foi avaliada
frente ao radical DPPH e ABTS", a antifi'ngica frente a Candida albicans e a alelopatica sobre sementes
de alface. A analise por APCI-MS identificou compostos fenolicos em todas as amostras. Em relacdo as
atividades biologicas, a espécie de P. boldus apresentou a maior capacidade antioxidante frente aos
radicais ABTS e DPPH e maior atividade alelopética. Em contrapartida, todas as amostras apresentaram
atividade antifungica fraca sobre a C. albicans. Esses resultados sugerem que P. boldus pode oferecer
maiores beneficios terapéuticos no tratamento de condigdes relacionadas ao estresse oxidativo, no
entanto dever ser administrado com moderagdo e cuidado, uma vez que apresentou alta capacidade
fitotoxica frente a sementes de alface.

Palavras-chave: plantas medicinais., Boldo do Chile., atividade bioldgica.

INTRODUCAO

Uma planta ¢ considerada medicinal quando contém compostos que, ao serem utilizados
pelo ser humano, tém a capacidade de prevenir, curar ou tratar doengas (Anvisa, 2022). O uso
dessas plantas remonta aos primoérdios da civilizagdo, quando o homem primitivo dependia
inteiramente da natureza para tratar suas enfermidades. Ao longo da historia, varias culturas
desenvolveram sistemas sofisticados de medicina baseados em plantas, que reconhecem e

valorizam o potencial curativo das plantas (Almeida, 2011).
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No contexto do Brasil, ¢ geralmente estudado o conhecimento de plantas medicinais de
comunidades tradicionais indigenas ou caicgaras (Nascimento, 2019). Além disso, as pesquisas
etnomédicas revelam a marcante influéncia da heranga cultural africana na medicina tradicional
do Brasil, especialmente nas regides norte, nordeste e sudeste (Nascimento, 2019). Algumas
plantas medicinais sdo conhecidas pelo mesmo nome, apesar de serem de diferentes espécies,
género, familia. Muitas vezes isso acontece pelo fato dessas espécies serem utilizadas na
medicina tradicional para a mesma finalidade terapéutica. Um desses exemplos ¢ a
denominacao Boldo que ¢ utilizada para se referir a diferentes espécies de plantas, como por
exemplo, a Plectranthus barbatus e Plectranthus ornatus, Gymnanthemum amygdalinum e
Peumus boldus (Schwanz, 2006), todas empregadas na medicina tradicional para tratar
disturbios digestivos.

P boldus ¢ uma arvore pequena da familia Monimiaceae, originaria do Chile,
encontrada em regides montanhosas do centro e sul do pais. Suas folhas sdo conhecidas no
Brasil como boldo-do-chile ¢ s3o usadas na medicina tradicional para tratar distirbios
digestivos e hepaticos (Speisky & Cassels, 1994). A espécie G. amygdalinum, da familia
Asteraceae, ¢ originaria da Africa tropical e introduzida no Brasil pelos povos escravizados,
sendo popularmente conhecida como boldo-da-bahia ou aluma. P. barbatus, conhecido como
boldo falso, e P. ornatus, conhecido como boldinho, ambas pertencentes ao género Plectranthus
da familia Lamiaceae, também oriundas do continente Africano (Carvalho et al., 2018; Costa,
2017; Falé et al., 2009).

Estudos comprovam que essas plantas possuem diversas atividades biologicas, como
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas, antifingicas, anti-helminticas e alelopaticas
(Toleto et al., 2016; Carvalho et al., 2018; Costa, 2017).

Um estudo recente revelou que essas espécies de boldo tém em comum uma presenga
significativa de flavonoides. A presenca desses compostos em comum nas espécies de boldo
pode ser um fator relevante para explicar a similaridade das atividades biologicas entre elas,
uma vez que sao apontados pela literatura cientifica como eficientes eliminadores de radicais
livres (Cassels; Fuentes-Barros; Castro-Saavedra, 2018; Fuentes-Barros et al., 2023; Lara-
Fernandez; Rodriguez-Herrera; Aguilar, 2013; Quezada et al., 2004; Simirgiotis; Schmeda-
Hirschmann, 2010).

Os compostos fendlicos, tais como acidos fenolicos, taninos e flavonoides, sao
amplamente encontrados nas plantas e representam seus metabolitos secundéarios mais

prevalentes. Essas substancias possuem diversas atividades biologicas e podem servir como
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marcadores quimiotaxondmicos em nivel infrafamiliar. (Brant, 2003). Essa ferramenta
juntamente com a morfologia, anatomia e citogenética, pode auxiliar no trabalho de organizacao
sistematica (Borges ef al., 2020). Dessa forma, a caracterizacdo dos compostos fenolicos das
espécies de boldo pode contribuir para o conhecimento quimiotaxondmicos dessas espécies.

Os flavonoides s3o conhecidos por possuirem diversas atividades bioquimicas,
incluindo a inibi¢ao da acetilcolinesterase (AChE). Por essa razdo, ha um interesse crescente
na busca por novos inibidores dessa enzima em extratos de plantas, com o objetivo de reduzir
0s sintomas cognitivos, funcionais e comportamentais dos pacientes a longo prazo (Borges et
al., 2020).

A capacidade terapéutica das espécies de boldo para problemas estomacais e hepaticos
estd ligada a interagdo dos constituintes quimicos de suas folhas na neurotransmissdo
colinérgica. A regulacdo da motilidade intestinal ocorre através da acetilcolina (ACh), cuja
diminui¢do estd associada a distirbios gastrointestinais. A inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE) aumenta a disponibilidade de ACh, beneficiando o sistema gastrointestinal. A ACh
também esta relacionada a func¢des cognitivas, sendo sua deficiéncia caracteristica da doenca
de Alzheimer. Dessa forma, a inibi¢do da AChE ¢ uma abordagem investigada para tratar a DA,
visando aumentar os niveis de ACh e melhorar a transmissdo de sinais em pacientes afetados
(Silva et al., 2022).

Considerando o amplo espectro de atividades farmacolodgicas das diferentes espécies de
boldo, tanto pelos relatos da populacdo através do uso popular quanto por meio de estudos
cientificos realizados, torna-se importante realizar andlises quimicas e biologicas dessas
espécies. Isso possibilita o controle da matéria-prima vegetal, a identificagdo dos marcadores
quimicos, além de fornecer uma gama de informagdes indispensaveis para triagem de plantas
com potencial interesse farmacéutico.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi realizar caracterizagdo do perfil quimico e
avaliacdo bioldgica dos metabolitos bioativos de espécies de boldo. Dessa forma, foi avaliado
as atividades anticolinesterasica, alelopaticas, antifingicas e antioxidantes das amostras de

boldo por meio de ensaios in vitro e in silico, usando simulagdo computacional de docking.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e Preparacao da amostra
As folhas das espécies adultas de P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum foram

coletados em diferentes bairros do municipio de Itacoatiara, Amazonas, em agosto de 2022.
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Folhas secas de P. boldus, comercializadas como boldo do Chile, foram obtidas em diferentes

pontos comerciais das cidades de Itacoatiara e Manaus (Tabela 1).

Tabela 6 - Codigo das amostras de boldo in natura e amostras comerciais de P.boldus

Codigo da . ~ . . N° de Registro
espécie Especificacao Local de origem Dados geograficos Herbrio
Boldo do Chile—
CPB-6 P boldus seco l\fggf‘dﬁori‘i‘;‘)‘c’f?l -3.1401533259354224, -
p -60.020490457207046
Manaus
P. barbatus Bairro Tiradentes -  -3.1427294165778417,
CPBa in natura Itacoatiara 58.431567060542754 4467
CPO P. ornatus Bairro Sao Jorge - -3.142857150311584, 4395
in natura Itacoatiara -58.43725266654359
G. . :
. Bairro Tiradentes -  -3.1427294165778417,
CGA— amygdalinum Itacoatiara 58.431567060542754 4391
in natura
Extratos aquosos das espécies selecionadas foram preparadas metodologia descrita a
seguir:

Um total de 10 g das folhas secas de P. boldus, triturada manualmente, foram
adicionadas a 250 mL de agua fervida a 100°C, obtendo-se o cha. A solucdo foi fechada e
deixada em repouso por 10 minutos. Apos isso, os chas foram filtrados, guardados em frascos
de vidro devidamente identificados, congelados, e posteriormente, liofilizados. Para as
amostras in natura de P. barbatus, P. ornatos, G. amygdalinum foram utilizadas 100,00 g das
folhas frescas para 400 mL de agua destilada, fervida a 100°C, a soluc¢ao foi mantida em repouso
por 10 minutos. Apos filtracdo as solugdes foram congeladas e liofilizadas. Todas as amostras

foram codificadas conforme mostrado na Tabela 1.

Analises cromatograficas
Extragdo em fase solida (SPE)

Os procedimentos de SPE foram realizados utilizando pipetas Pasteur como suporte e
KP-C18-HS (35-70 um) (Biotage, VA, EUA) como adsorvente.

A fim de remover interferentes prejudiciais as andlises por EM, tais como sais e
acucares, um procedimento de clean up dos extratos foi realizado de acordo com Silva e
colaboradores (2019), com adaptagdes. Inicialmente, 15 mg de cada extrato foram solubilizados
em 1 ml de 4gua destilada e passados através de uma pipeta Pasteur contendo 300 mg de

adsorvente (KP-C18-HS) previamente ativado com MeOH (3 ml) e condicionado com agua
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destilada (5 ml). Em seguida, cada coluna foi lavada com 4gua destilada (3 mL) (fracdo aquosa)
e posteriormente eluida com MeOH (1 mL) para um vial de 2 ml (fragdo metandlica). Por fim,

cada fracdo metanolica foi seca utilizando o dessecador de vidro.
Analises baseadas em espectrometria de massas (APCI-MS)

Os espectros de massas, no modo full scan e sequencial (EM/EM), foram registrados
em espectrometro do tipo triplo-quadrupolo (QqQ), modelo TSQ Quantum Acess (Thermo
Scientific, MA, EUA), equipado com fonte de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI)
e operando nos modos positivo ou negativo. Os espectros foram adquiridos e processados
através do software Xcalibur® versao 2.7 (Thermo Scientific).

Solugdes (1 mg/mL) das fracdes metandlicas das amostras comerciais de P. boldus
(CPB2, CPB4, CPBS, CPB6) e in natura de P. barbatus, P. ornatus e G. amygdalinum foram
preparadas em MeOH. Aliquotas (10 uL) das solugdes estoque foram posteriormente
transferidas para vials contendo 1 mL de MeOH. Finalmente, 10 4L das solugdes diluidas (10

ppm) foram analisadas por inser¢ao direta no espectrometro de massas.

Avaliacio da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS

A atividade antioxidante foi inferida através da capacidade dos compostos presentes nas
amostras em sequestrar o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Foi preparada uma
solucao metandlica de DPPH a 0,039 mg/mL de modo que apresentasse a absorbancia em
515nm, R2 = 0,99. As determinacdes foram realizadas por meio da adigdo de 3.900 uL da
solucdo de DPPH em 100 uL de metanol para controle, ou 0 mesmo volume para as amostras
dos extratos (1 mg/ml) seguida de sua incubacdo em ambiente escuro por 30 minutos.
Posteriormente, foi realizada a leitura das absorbancias em espectrofotometro a 515 nm (Bel
photonics, uv-m51).

A concentragdo de DPPHe no meio de reagdo foi calculada conforme a curva de
calibracdo obtida por regressao linear através de uma série de concentragdes (100 a 1500 M)
de 4cido 6-hidroxi2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico (Trolox), o padrdo, acrescida da
solucao de DPPH. A equagdo obtida foi y =-0,0006x + 0,923 R? = 0,9999 e os resultados foram
expressos em uM de Equivalentes de Trolox.

Para o ensaio com o radical ABTS-+, 30uL dos extratos (Img/mL) foram adicionados a
3000 pL da solugao radicalar (Abs de 0,700), em triplicata, com posterior armazenamento na
ausencia de luz durante 6 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 734 nm (Re et al., 1999).

A curva padrao de Trolox foi y = -0,0003x + 0,9179 (R* = 0,9992).
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Atividade alelopatica

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Botanica do Instituto de Ciéncias
Exatas e Tecnologia/ ICET-UFAM, campus 1, em Itacoatiara- AM, no periodo de setembro a
novembro de 2023. Para a elaboragdo dos extratos aquosos foram utilizadas folhas secas
comercializadas de Peumus boldus (CPB) e folhas frescas das espécies Gymnanthenmum
amygdalinum, P. barbatus e P. ornatus (CGA, CPBa, CPO), coletadas na Horta Medicinal do
campus. Os extratos aquosos por infusao (EAI) foram preparados numa proporg¢ao de 1/10 (p/v)
(solugdo estoque 100%) de folhas em agua destilada. A 4gua a 100° C foi adicionada as folhas,
em um béquer coberto, por cinco minutos e posteriormente filtrado em papel filtro para remogao
de residuos de folhas. A partir dessa solucdo estoque, foram realizadas as dilui¢cdes para os
tratamentos.

O bioensaio de germinacao foi conduzido utilizando uma camara de germinacdo a 25
°C e 12 h de fotoperiodo para acondicionamento das caixas de acrilico gerbox. Em cada caixa
gerbox foram colocadas duas folhas de papel germitest previamente autoclavadas e, em seguida
as folhas foram umedecidas com o extrato na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel.
Posteriormente as sementes foram distribuidas uniformemente sobre o papel com o auxilio de
uma pinga. As solucdes testes foram adicionadas apenas uma vez, no inicio dos bioensaios
(Ferreira e Aquila, 2000). O delineamento adotado neste experimento foi o Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC) com cinco tratamentos: agua destilada (controle), concentragao
de 25 %, 50 %, 75 % e 100% de Peumus boldus (CPB), Gymnanthenmum amygdalinum (CGA),
P. barbatus (CPBa) e P. ornatus (CPO) e quatro repeti¢cdes de 25 sementes.

Foram realizadas avaliacdes diarias até nao haver germinagdo por 3 dias. Os resultados
foram obtidos e expressos conforme critérios estabelecidos pelas Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009). Foram consideradas sementes germinadas aquelas que
apresentarem a protrusdo da radicula de, no minimo, 2 mm de comprimento (Miranda et al.,
2015). As variaveis mensuradas foram: porcentagem de germinagdo (%G), tempo médio de
germinacgdo (TMG), velocidade média de germinacao (VG), o vigor pelo indice de velocidade
de germinacdo (IVG) e comprimento médio da raiz primaria(CMR), por meio de suas
respectivas formulas matematicas, de acordo com a recomendagdo na literatura (Maguire, 1962;
Labouriau; Valadares, 1976). O vigor de crescimento das plantulas foi estimado baseando-se
no comprimento da radicula utilizando-se paquimetro digital. A leitura foi realizada em mm

(Nakagawa, 1999).
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos a normalidade e testes de erros de homogeneidade e, em
seguida a andlise de variancia (ANOVA) e as médias resultantes foram comparadas entre si
aplicando-se o teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia, utilizando o programa estatistico

Sisvar (Ferreira, 2011).
Avaliacio in vitro da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada através da técnica de difusio em Agar
(Kirby e Bauer, 1966). Foram utilizados 30 uL dos extratos, solubilizados em metanol a
100mg/mL, para embeber discos de papeis (bmm) e submeter a testes frente as cepas padrdo

provenientes da “American Type Culture Collecion” (ATCC): Candida albicans ATCC 80193.
Docking molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados de acordo com uma abordagem
previamente relatada (LIMA et al., 2019). Inicialmente, as estruturas tridimensionais (3D) dos

compostos  fenolicos e dos alcaloides foram  baixadas do  PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) em formato de arquivo de dados espaciais (SDF). Em
seguida a estrutura com menor energia foi otimizada pelo método semi-empirico PM7
(STEWART, 2013) utilizando o software MOPAC2016 (STEWART, 2016). A estrutura
cristalina 3D do Torpedo californica (TcAChE) complexado com a galantamina foi recuperada
do banco de dados de proteinas RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics)
(http://www.rcsb.org) sob PDB ID 1QTI (BARTOLUCCI et al., 2001). Todos os experimentos
de ancoragem foram realizados utilizando o software AutoDock Vina 1.1.2 (TROTT &
OLSON, 2009) no qual o grid box foi centralizado no ligante (centro em X, y, z = 4.34, 64.37,
60.09); tamanho do espaco de busca (volume do grid box) foi definido como 18 x 28 x 26 A. O
Autodock Tools versao 1.5.6 foi usado para converter as meléculas do ligante e do receptor em
formato de arquivo apropriado (pdbqt) para o AutoDock Vina (MORRIS et al., 2009) com o
Discovery Studio (DISCOVERY STUDIOVISUALIZER, 2016) sendo usado para analisar as

conformagdes de ligacao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacido do procedimento de clean up dos extratos aquosos
Através da analise do espectro de massas (full scan) das amostras foi possivel observar

a presenca de ions caracteristicos de acucares, como frutose ou glicose (m/z 179) e sacarose
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(m/z 341), comumente encontrados em matrizes vegetais, como € possivel observar na amostra
de P. barbatus (Figura 1A). Por outro lado, a fragdo metandlica (Figura B), resultantes do

protocolo de clean up com SPE, tiveram uma reducgdo significativa dos picos referente aos

agucares.
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Figura 9. Espectro de massas do extrato aquoso de P. barbatus (A) e de sua fracdo metanolica
proveniente do protocolo de SPE (B).
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Caracterizacdo da composicao fenoélica das fracoées metanolicas por APCI-EM

A espectrometria de massas foi utilizada com o intuito de identificar os metabolicos nos
extratos aquosos, sem a necessidade de isolamentos destes compostos. A analise por inser¢ao
direta das fragdes metanolicas de P. barbatus, P. ornatus ¢ G. amygdalinum, na faixa de m/z
100-1000. Como os polifendis contém um ou mais grupos hidroxila e/ou acido carboxilico, os
dados de MS foram adquiridos no modo de ionizag¢ao negativa, revelando perfis distintos para

quatro as espécies (Figura 2).
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Figura 10 Espectro de massas da fracdo metandlica de P. barbatus (A), P. ornatus (B), G. amygdalinum (C), P. boldus (D),
modo negativo.

Para a amostra de P. barbatus to1 observado o ion de m/z 477 como pico base, enquanto
que para P. ornatus foi observado o ion de m/z 387. Ja na amostra de G. amygdalinum observou-
se o ion de m/z 705 como pico base, e P. boldus apresentou o ion de m/z 593. No entanto, ¢
possivel observar outros ions de menor intensidade pressentes tanto na amostra de P. barbatus
quanto na amostra de P. ornatus, tais como o ion de m/z 359 e m/z 533, circulados em verde

(Figura 2 A e B).
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Os dados espectrais MS/MS comparados com dados da literatura demostraram que o
ion de m/z 359 (Tabela 2) apresentou um pico base de m/z 161, ions de menor intensidade de
m/z 179 e m/z 197. Os ions fragmentados em m/z 197 e 179 sao relativos ao acido salvianico A
e ao acido cafeico, respectivamente, produzidos a partir de perdas de 162 e 180 u, sendo

consistentes com o padrao de fragmentagdo do acido rosmarinico Hossain et al., 2010.

Tabela 2. Substancias identificadas através da APCI-MS

Ionizagdo ) . )
) Ionizagdo positiva Referéncias
negativa
Amostra
MS
s MS
MS? M+ MS? J O\ | Compostos
[M-H]"
H]*
P 314, 299, CxpHyy  O-hexosil (Moser et al.,
477 479 317
barbatus 285 O O-metil quercetina 2023)
P CyiHis  O-glucuronil (Moser et al,
461 285 463 287
barbatus O kaempferol 2023)
CisHis .
P 197, 179, . ) (Hossain et al.,
359 - - Oy’ Acido rosmarinico
barbatus 161, 2010)
P
(Moser et al.,
barbatus, 429, Cy1Hyo
- - 447 Isoorientina 2023); (Falé et al.,
P 327 On
2009)
ornatus
P C2iHi9  Quercetina-3-0- (Hossain et al.,
463 301 - -
ornatus O hexosideo 2010)
343,
325, ) ) (Moser et al,
P Cx» Hzs Diterpenoide
- - 421 307, 2023); (Falé et al.,
ornatus Og (coleon H)
279, 2009)
273
P CxiHiy  Luteolina-7-O- (Hossain et al.,
447 285 - - )
ornatus On glicosideo 2010)
G.
C21H2;  Eriodictiol (TSAGKARIS et
amygdali 449 287 - -
On 7-0-glicosideo al.,2022)
num
G. Quercetina 3-0- .
) (Gimenes et al.,
amygdali 477 357,315 - - metil-7-0O-f- 2018)
num glucopiranosideo
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CaiHo  Apigenina 7-O- (Tsagkaris et al.,
amygdali 431 268
Oio glicosideo 2022)
num
G. ) )
191, 179, 3-0-acido (Gimenes et al.,
amygdali 353 ) )
173,135 cafeoilquinico 2018)
num
(Simirgiotis &
314, 300, Glicosideo de Schmeda-
P boldus 477
285, isorhamnetina Hirschmann,
2010)
(Simirgiotis &
301, 271, quercetina  3- O Schmeda-
P boldus 447
179 ramnosideo Hirschmann,
2010)
(Simirgiotis &
) Schmeda-
P boldus 289 123, 245 (+) Catequina )
Hirschmann,
2010)
(Simirgiotis &
Ramnosideo de Schmeda-
P boldus 431 285, 151
Kaempferol Hirschmann,
2010)
(Simirgiotis &
Di-ramnosideo de Schmeda-
P. boldus 607 461, 315
isorhamnetina Hirschmann,
2010)
(Simirgiotis &
Kaempferol Schmeda-
P boldus 593 447,285
rutinosideo Hirschmann,
2010)
(Simirgiotis &
Isorhamnetina Schmeda-
P. boldus 623 477,315
glucosil-ramnosideo Hirschmann,
2010)
luteolina 3-0O- (Torres-Vejaetal.,
P. boldus 595 433,449
rutinosideo 2020)
diramnosideo de (Torres-Vejaetal.,
P. boldus 579 433,287
luteolina 2020)
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Um padrao semelhante de fragmentag¢do do acido rosmarinico foi relatado por varios
autores (Moser et al., 2023; Hossain et al., 2010; Falé et al., 2009). Este composto fendlico
esta especialmente presente na familia Lamiaceae, encontrado em varias espécies do género
Plectranthus (Veras; Alegre, 2017). Foram descritas na literatura varias atividades bioldgicas
associadas ao acido rosmarinico, dentre suas principais propriedades, destacam-se a agao
adstringente, antioxidante, anti-inflamatéria, antimutagénica, antibacteriana e antiviral
(Petersen; Monique, 2003).

Os experimentos MS/MS da amostra de P. barbatus sugerem que o ion [M - H]- em m/z
477 seja O-metil — hexosil- quercetina, uma vez que a perda de 163 u confirmou o substituinte
O-hexosil, além da subsequente perda de 15 u (CH3 °) sugeriu o substituinte O-metil na
aglicona quercetina (Moser et al., 2023). No ion de [M - H]- em m/z 461 a perda de 176 u
confirmou a presenca do substituinte O-glucuronil, sendo identificado na literatura como O-
glucuronil kaempferol (Moser et al., 2023).

Na amostra de P. ornatus o padrao de fragmentacao do ion de m/z 463, mostrou a perda
de uma por¢cdo hexose (162u), identificado na literatura como composto quercetina-3-O-
hexodsido (Hossain et al., 2010). O ion de m/z [M-H] 421, obteve padrdo de fragmentacdo em
m/z 343,325,307, 279, 273, compativeis com diterpendide (coleon H), comumente encontrado
em espécies do género Plectranthus (Moser et al., 2023). O ion de m/z 447, com perda de 162
u, identificado como Luteolin-O-glycoside. Em caracterizagao fenolica realizada por (Hossain
et al., 2010) em diversas espécies de Lamiaceae também foram identificados flavonoides como
luteolina, luteolina-7-O-glicosideo.

Na amostra de G. amygdalinum observou-se ocorréncia do ion molecular de m/z 477
identificado como quercetin 3 -O-methyl-7-O--glucopyranoside (Gimenes et al., 2018). O ion
de m/z 431 teve o mesmo padrao de fragmentacao encontrado na literatura e identificado como
Apigenina 7-O-glicosideo (Tsagkaris et al., 2022). E interessante observar que em outra
investigacao realizada por (Hossain ef al., 2010) em espécies da familia Lamiaceae por
Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massa (LC-MS), também foi encontrado a
Apigenina-7-O-glicosideo, entre outros flavonoides como luteolina-7-O-glicosideo,
galocatequina, floridzina, quercetina e rutina. Estes resultados sugerem que os flavonoides
estdo abundantemente presentes nas espécies dessas duas familias.

Muitos estudos sugerem que as espécies de Asteraceae contém altas concentragdes de

compostos de acidos cafeoilquinicos (Tsagkaris et al., 2022). Neste estudo foi identificado a
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substancia 3-Acido O-cafeoilquinico, identificado a partir da fragmentagdo do fon de m/z 353
(Gimenes et al., 2018).

Em trabalho anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, as amostras de cha das
folhas de espécies de boldo foram analisadas no espectrometro de massa com ionizagado
electrospray modo positivo. Com esse método foi possivel identificar apenas alcaloides
caracteristicos da espécie P. boldus, como a N-metil-coclaurina, Laurolitsina, Isoboldina e N-
Metil-laurotetanina (Gomes et al., 2024), ndo sendo possivel identificar compostos fendlicos
de nenhuma espécie.

Dessa forma, neste trabalho utilizou-se fonte de ionizagdo quimica a pressdo
atmosférica (APCI) e operando nos modos positivo ou negativo, afim de identificar compostos
fenolicos.

Neste estudo, a amostra do chd de P. boldus apresentou o ion de massa carga em m/z
477, com massa de fragmento em m/z 314, 300, 285, caracteristica da Glicosideo de
isorhamnetina (Simirgiotis & Schmeda-Hirschmann, 2010). O ion de m/z 447 e ions fragmentos
em m/z 301, 271, 179 caracteristico da quercetina 3- O ramnosideo. O ion m/z 289 com ions
fragmentos em m/z 245, 123 caracteristica de catequina (Simirgiotis & Schmeda-Hirschmann,
2010).

O ion de m/z 607 foi identificado como um di-ramnosideo de isorhamnetina com ions
fragmentos em m/z 461 e 315. Além disso, o ion de m/z 431 foi identificado como um
ramnosideo kaempferol, molécula desprotonada em m/z 151 e 285.

Também foram identificados derivados da luteolina, como o ion de m/z 595, identificado
como luteolina 3-O-rutinosideo. Os dados de MS/MS confirmam uma perda de 162 u (hexose)
e 146 u (ramnose) (Torres-Veja et al., 2020). O ion precursor em m/z 579 foi identificado como
diramnosideo de luteolina com os dados de MS/MS confirmaram uma perda sequencial de duas

146 u (ramnose) (Torres-Veja et al., 2020).

Avaliacio da atividade antioxidante e teor de fendlicos totais

Foram utilizadas as técnicas DPPH e ABTS para avaliar a capacidade sequestradora de
radicais livres das infusdes das folhas das espécies de boldo. Nos dois métodos, a atividade
antioxidante foi medida por uma curva de calibracdo com solugdes de Trolox, e os resultados
dessas avaliagdes, assim como a quantificagdo do teor de fenolicos totais, estdo apresentados

na tabela 3.
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Tabela 3. Atividade antioxidante e teor de fendlicos totais de P. boldus, P. barbatus, P. ornatus, G.
amygdalinum.

Espécie Amostra CFT (mg DPPH (uM ABTS (uM
s s EAG/g) * ET) ** ET) **
1073,33 =+ 1859+66,1
CPB6 305,32+2,4
2,35 4
1068,33 1701+93,8
CBP2 219,09+0,5
P. 12,58 5
boldus 1039,11 =+ 1531+75.8
CPB4 22391 +0,8
88 8
1024,16 + 1694+26,4
CPB5 173,53+ 1,7
1,17 6
G. 457,22 + 971+£135,3
) CGA 161,67 + 4,8
amygdalinum 13,47 1
P. 745,83 +
CPBA 167,71+1,1 607+49,33
barbatus 24,74
P. 187,22 +
CPO 88,056+ 1,2 226+38,19
ornatus 34,25

* miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra.
**microlitro de Equivalentes de Trolox

Por meio do método de Folin-Ciocalteau foi possivel observar que todas as amostras
comerciais de P. boldus apresentaram conteudo fendlico total maiores que as amostras in natura
P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum.

Através do ensaio de DPPH foi possivel observar maior potencial antioxidante nas
amostras de P. boldus, conforme observado na Tabela 3. Dentre as amostra in natura, a P,
barbatus apresentou maior atividade antioxidante e a P. ornatus apresentou menor atividade
antioxidante.

No método ABTS, as amostras de P. boldus também apresentaram alto potencial em
sequestrar o radical, com valores entre 1531+75,88 a 1859+66,14 uM ET. Dentre as amostras
in natura, a espécie G. amygdalinum apresentou o maior potencial antioxidante, com valor em
971+135,31 uM ET, seguido da espécie P. barbatus, com valor em 607+49,33. A espécie P,
ornatus, apresentou baixa capacidade em sequestrar o radical, em ambos os métodos Tabela 3.

Em pesquisa anterior, nosso grupo avaliou a capacidade antioxidante do extrato aquoso
das folhas de P. boldus usando os métodos DPPH, ABTS, FRAP ¢ o sistema etacaroteno/acido
linoleico. Observou-se alta capacidade antioxidante, sendo atribuida a presenca de alcaloides,
uma vez que o extrato investigado apresentou baixa concentracao de fendlicos (82,804 + 0,9
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mg EAG g-1) (Silva et al., 2022). Na presente pesquisa, apesar de o teor de fenolicos totais ter
apresensentado valores maiores (223,91 + 0,8), a capacidade de sequestrar radicais livres
permaneceu alta, com valores similares realizados por (Silva et al., 2022)

Pesquisas realizadas por outros autores como (Quezada et al., 2004; Lara-Fernandez;
Rodriguez-Herrera; Aguilar, 2013; SimirgiotiS; Schmeda-Hirschmann, 2010), sugerem que o
alto potencial antioxidante observado nas amostras de P. boldus ¢ resultado tanto da presenga
de alcaloides quanto de compostos fendlicos.

As espécies do genero Plectrantus, P. ornatus e P. barbatus apresentaram diferencas na
capacidade de sequestrar o radical, tendo a P barbatus apresentado maior potencial
antioxidante nos dois métodos avaliados DPPH (745,83 + 24,74) e ABTS (607+49,33). De
acordo com a literatura, a capacidade sequestradora de radicais livres de P. barbatus esta
relacionada principalmente a presenca de altos niveis de fendlicos. Muitos estudos apontam que
constituintes fenoélicos como flavonoides, acidos, ésteres, fenilpropanoides e diterpenos podem
contribuir para as atividades antioxidantes encontradas nas espécies do género Plectranthus.

Dentre os constituintes fenolicos, a presenca de acido rosmarinico € atribuido a atividade
antioxidante encontradas na familia Lamiaceae (Falé et al., 2009; Ganash; Qanash, 2018;
Mendonga et al., 2023). No presente estudo, foi identificado o dcido rosmarinico no cha das
folhas de P. barbatus em maior abundancia relativa. Ja nas infusdes das folhas de P. ornatus,
esse acido estava presente mais em menor intensidade. Além disso, a avaliacdo de teor de
fendlicos totais mostrou que P. barbatus apresentou maior valor de fendlicos (167,71 + 1,1)
guando comparado com P. ornatus (88,05 £ 1,2). Dessa forma, sugere-se que a capacidade de
sequestrar os radicais livres de P. barbatus investigada nesse estudo, pode esta diretamente
relacionado a presenca de compostos fendlicos, principalmente ao acido rosmarinico.

As infusdes das folhas da espécie G. amygdalinum apresentaram boa capacidade
antioxidante nos dois métodos DPPH (457,22 + 13,47) e ABTS (971£135,31).

Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores. Silva et al. (2013)
também constataram efeito antioxidante em um extrato etandlico das folhas de G.
amygdalinum, atribuindo-o a presenca de flavonoides, como apigenina e luteolina. Em outro
estudo conduzido por Carvalho (2014), a preparacao por decocgdo do "cha" das mesmas folhas
demonstrou alta atividade antioxidante, evidenciada por um valor EC50 de 20,0+0,6 pg/mL. A
analise por HPLC e espectrometria de massa identificou predominantemente 4&cidos
monocafeoilquinicos, como o &cido clorogénico, e dicafeoilquinicos, como a cinarina, nos quais

os autores atribuiram as atividades antioxidantes do extrato. Nesta investiga¢dao também foram
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identificadas no ché das folhas desta derivados da Apigenina 7-O-glicosideo, bem como acidos
cafeoilquinicos, como o Acido 3-O-cafeoilquinico, sugerindo a esses compostos a resposta
antioxidante apresentada para esta espécie.

Verifica-se na literatura fitoquimica de cada espécie que flavonoides como apigenina,
luteolina, bem como derivados da quercetina e rutina estdo presentes nas folhas das espécies P,
boldus (Hernandez et al., 2010, Simirgiotis & Schmeda-Hirschmann, 2010), P. barbatus e P.
ornatus (Hossain et al., 2010), G. amygdalinum (Tsagkaris et al., 2022). Nesse sentido, sugere-
se que a atividade antioxidante observado para essas espécies pode estar relacionado

principalmente a presenca desses compostos.

Atividade alelopatica das espécies de boldo
Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam que houve efeito alelopatico na
germinagdo de sementes de alface pelo extrato por infusdo de folhas de P boldus e G.

amygdalinum, em comparagao ao tratamento testemunha (agua destilada).

Tabela 4. Porcentagem de germinacdo de sementes de alface submetidas a diferentes tratamentos dos
chés das folhas de espécies de boldo.

TRATAMENTOS GERMINAQAO (%)
U P. barbatus P. boldus G.
amygdalinum
Agua destilada 96 a 100 a 76 a 76 a
EAI 25% 99a 100 a 14 b 73a
EAI 50% 99a 100 a 1,00 c 49 b
EAI 75% 100 a 100 a 0,00c 39b
EAI100% 100 a 100 a 1,00 c 45D
Cv 0,98 0 23,89 18,94
Valor de p 0,0 1,0 0 0,06

Letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente entre si.

A porcentagem de germinacao de sementes de alface submetidas a infusdo das folhas de
P. boldus apresentou diferenga significativa (p < 0,05) em relag@o ao tratamento controle(dgua
destilada) no tratamento 25%, caindo de 76% para 14%, conforme mostrado na Figura 3A. No
tratamento 50%, houve inibi¢do total da germinacao das sementes de alface, impossibilitando
a avaliacdo dos demais parametros para este tratamento. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos 75% e 100% quando comparados com o tratamento de 50%,
o que indica uma atividade fitotoxica sobre as sementes de alface com o aumento das

concentracoes.
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Figura 11- Porcentagem de germinagao (A), indice de velocidade de germinagio (B) e Comprimento radicular
(C) de sementes de alface submetidas a diferentes tratamentos do cha das folhas de P. boldus.

Resultados similares foram encontrados em uma investigacdo sobre a atividade
alelopatica do ché das folhas de P. holdus conduzida por Toleto et al. (2016), onde foi observada
fitotoxidade nas sementes de pepino e alface em todos os tratamentos (25%. 50%,75% e 100%)
avaliados pelos autores.

Na Figura 3C, observa-se que a infusdo de P. boldus teve influéncia no indice de
velocidade de germinagdo (IVG), indicando efeito inibitério sobre as sementes de alface. No
tratamento 25% houve descrécimo estatisticamente significativo no indice de velocidade de
germinagao quando comparado com a agua destilada. No tratamento com concentracdo de 50%,
nao foi possivel obter valores do IVG devido a auséncia de germinagao.

Nas concentracdes de 75% e 100%, ndo houve diferenga significativa em relagdo a
concentragdo de 25%. Esses resultados demonstram que a partir da concentragao de 25% da
infusdo das folhas de P. boldus, ja observa-se uma resposta inibitoria eficaz sobre as sementes
de alface, tornando-se mais eficiente conforme aumenta as concentracdes, sugerindo que o
decaimento da velocidade de germinagdo das sementes de alface pode estar relacionada com o
aumento da concentragdo do cha. Em um estudo semelhante com sementes de alface, Toleto et
al. (2016) também observaram uma reducdo no IVG com o aumento das concentragdes do

extrato de P. boldus.
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Na Figura 3B, observa-se que nao houve diferenca significativa no tratamento 25%
quando comparados ao controle no que se refere ao crescimento radicular. No entanto, a partir
dos tratamentos 50% e 100%, nao houve surgimento da radicula, diferindo-se
significativamente dos demais tratamentos. Dessa forma, observa-se que a inibicdo do
crescimento radicular ocorre quando submetidas a concentragcdes mais elevadas do cha.

Para verificagdo dos efeitos alelopaticos, os testes de germinagao sdo geralmente menos
sensiveis do que aqueles que avaliam o desenvolvimento das plantulas, como o comprimento
daradicula, por exemplo (Ferreira e Aquila, 2000). No entanto, as infusdes de P. boldus inibiram
tanto a germinagdo quanto o crescimento das raizes das sementes de alface.

Resultados similares foram obtidos em investigagao dos efeitos alelopaticos de P. boldus
realizado por Toledo et al., (2016), onde foi observada uma diminui¢do no comprimento das
raizes de pepino expostas ao cha em todos os tratamentos, sendo que a maior interferéncia no
crescimento foi registrada no tratamento com 100% do cha.

De acordo com Lessa et al., (2016) quanto menor o crescimento das raizes maior a
toxicidade. Dessa forma, sugere-se moderacdo e cuidado no consumo das infusdes de P. boldus.

O cha de P. boldus apresentou atividade alelopatica sobre as sementes de alface,
demonstrando a presenca de moléculas bioativas no cha. Dentre os componentes quimicos
identificados para P. boldus neste estudo estdo os flavonoides e alcaloides, apontados na
literatura como compostos potencialmente aleloquimicos (Siddiqui et al., 2018). Em altas
concentragdes, principalmente a catequina, pode ser toxica ao organismo, especialmente para o
figado Lessa et al., (2016). O uso de plantas como cobertura vegetal pode ser uma estratégia
para inibir o crescimento de plantas indesejaveis, reduzindo a necessidade de herbicidas e
melhorando as condigdes do solo. Por isso, ¢ importante estudos futuros sobre o efeito
alelopético do cha de boldo-do-chile em plantas daninhas (Toleto et al., 2016).

Na figura 4, estdo demonstrados os efeitos das diferentes concentragdes das infusdes
das folhas in natura de boldo P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum sobre a porcentagem de
germinagio, Indice de velocidade de germinagio, comprimento radicular (mm) de sementes de

alface.
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(B), comprimento radicular (mm) das espécies in natura de boldo P. barbatus, P. ornatus, G. amygdalinum.

A porcentagem de germinag¢do, indice de velocidade de germinacdo e comprimento da
radicula das sementes de alface submetidas aos tratamentos dos chas das espécies de mesmo
género P. barbatus, P. ornatus ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao tratamento controle, ndo sendo observada atividade alelopatica Figura 4A, B, C.

Esses resultados diferem dos obtidos por Azambuja et al., (2010), onde foi observado
efeito alelopatico inibitorio nas infusdes de P. barbatus ja na concentracao de 25% do cha. Os
autores sugerem que o diterpeno denominado Barbatusina foi o responsavel pela atividade
inibitéria observada. Nesse sentindo, ¢ interessante observar que este composto nao foi
identificado no presente estudo, o que pode explicar a auséncia de atividade alelopatica do cha
das espécies P. barbatus e P. ornatus Figura 4.

As diferentes concentragdes das infusdes das folhas de G. amygdalinum apresentaram
diferenca significativa em relagdo ao controle a partir do tratamento de concentragdo 50%, tanto
na porcentagem de germinacdo Figura 4A, quanto no indice de velocidade de germinagao
Figura 4B. O comprimento radicular sofreu influéncia do cha na concentracao 100% Figura 4C.
Observa-se que o efeito em todos os parametros avaliados estd diretamente relacionado ao

aumento da concentracgao.
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Nos resultados obtidos por Simionatto et al. (2010) observou-se redugao na germinagao,
IVG e inibigdo do crescimento de alface e cebola quando submetidos aos extratos aquosos de
G. amygdalinum.

Em um estudo realizado por Sousa (2017), foi investigada a atividade alelopatica de
Acritopappus confertus, uma espécie da familia Asteraceae. O Extrato Aquoso das folhas dessa
espécie demonstrou uma significativa capacidade de inibir a germinag¢ao das sementes de C.
echinatus em todas as concentragdes testadas. Nas concentragdes de 50, 75 e 100%, foi
observada uma inibigao total da germinacao das sementes em comparagao com o controle. Isso
sugere que o Extrato Aquoso de 4. confertus pode conter aleloquimicos que tém o potencial de
impedir a germinagdo das sementes de C. echinatus.

Ferreira e Aquila (2000) apontam o acido cafeico - um éster do acido caféico com acido
quinico - como um potente inibidor do desenvolvimento de vegetais. Esse composto apresenta
potencial alelopatico, interferindo no crescimento e na germinagdo de uma grande variedade de
espécies de plantas (MAGANA et al., 2021). No presente estudo, foi identificado nas folhas do
cha de G. amygdalinum o Acido 3-O-cafeoilquinico, bem como outros compostos fenélicos,
permitindo sugerir que essas substincias foram as responsaveis pelo efeito alelopatico
observado nos diferentes tratamentos do cha, as quais podem agir de forma isolada ou em
conjunto.

De forma geral, os resultados mostram que o extrato obtido por infusdo das folhas de P.
boldus tiveram resultados de inibi¢do alelopatica mais expressivos quando comparados com as
espécies in natura. 1sso pode estar relacionado com a presenga significativa de alcaloides e
compostos fenolicos em sua composi¢do quimica, como demostrado na identificagdo por

espectrometria de massas realizado neste trabalho.

Atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana dos extratos das espécies de boldo foi classificada como
baixa, moderada, alta e negativa, seguindo os critérios propostos por Silva (2016), conforme

observado na Tabela 5.
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Tabela 5. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das amostras obtidas de espécies de boldo e da boldina.

Concentracgéo Amostras
das amostras em pg/mL P P. G. P. Boldin
. boldus  barbatus amygdalinum ornatus a
800 - - + - -
1600 + + + + +

(+) Baixa: CIM entre 500 e 1600ug/mL; (++) Moderada: CIM entre 100 a 500 pg/mL: Alta: CIM<100ug/mL: (-)
Negativa: (CIM >1600ug/mL).

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de espécies de boldo foi estimada
como a menor concentracdo de extrato, expressa em ug/mL, necessaria a inibicdo de 50% do
crescimento fingico comparado a um pogo controle de crescimento livre de antifiingicos.

Os critérios adotados para avaliar a atividade antifungica seguiram as diretrizes
propostas por Holetz et al. (2002), com ajustes. Segundo esses critérios, a atividade foi
classificada como alta quando a CIM era inferior a 100 x#g/mL, moderada para CIM entre 100
e 500 pg/mL, baixa para CIM entre 500 e 1600 ug/mL, e inativa quando ndo havia inibi¢ao
observada até a maior concentragdo testada (CIM >1600 pg/mL).

Os resultados revelaram que as cinco amostras exibiram atividade contra as espécies de
Candida somente no CIM de 1600 pg/mLatividade, sendo classificada como baixa atividade,
exceto a espécie G. amygdalinum apresentou atividade de inibi¢cdo no CIM 800 pg/mL, também
considerada baixa Tabela 5.

Estudos investigando atividade antimicrobiana do extrato aquoso de P. boldus sdo
escassos na literatura. A investigacdo da atividade antimicrobiana gira em torno do oleo
essencial das folhas de P. boldus, que foi avaliada em vérias ocasides, como por exemplo, em
estudos realizados por Vila et al., (1999) e Bittner et al., (2009), que observaram que 06leo
extraido das folhas de P. boldus ¢ ativo contra Candida albicans.

Embora o extrato de P. barbatus tenha demonstrado baixa atividade antiflingica contra
Candida albicans, estudos na literatura indicam um amplo espectro antifungico. Aragjo et al.
(2019) observaram atividade inibitoria para varias espécies de Candida spp. (CIM 31,25-500
pg/mL) em seu estudo com o extrato etanolico de P. barbatus. Além disso, Cordeiro et al. (2021)
constataram que o extrato foi fungistatico contra Trichophyton rubrum, atribuindo a atividade
inibitoria a presenga de compostos fenolicos. Outro estudo do extrato bruto de P.
barbatus pareceu ser altamente eficaz contra todos os fungos e foi o mais forte entre as trés

espécies do género Plectranthus investigadas, sendo atribuidas ao diterpeno do tipo abietano,

92



isolados no estudo (Mothana et al., 2014). No presente estudos, ndo foi identificado diterpenos
nas infusdes de P. barbatus.

Aratjo et al. (2019) pontua que o fato de varios compostos identificados em extratos
etanolicos investigados na literatura apresentarem atividade antimicrobiana, entdo sugere-se
que esta atividade dos extratos vegetais esta relacionada com possiveis interagcdes sinérgicas
entre seus componentes.

Em relacdo a espécie P. ornatus, esta apresentou baixa atividade antifungica frente a C.
albicnas. Ao comparar com os dados da literatura, um estudo realizado por Santos et al. (2014)
constatou atividade antifungica em diversas concentragdes, com inibicdo do fungo
Saccharomyces cerevisae na presenga do extrato de P. ornatus. No entanto, ndo foi observada
inibi¢do de Candida albicans. Assim, torna-se importante conduzir estudos futuros testando os
extratos de P. ornatus em outros microorganismos.

G. amygdalinum apresentou baixa atividade contra C. albicans. A atividade antifiingica
dos extratos hexanico de G. amygdalinum contra os fungos C. albicans e M. canis foi observada
por Rocha et al. (2011), que atribuiram essa atividade a flavonoides, alcaloides, taninos,
triterpenoides, saponinas, considerados compostos importantes na composi¢ao quimica das
folhas dessa espécie. Em outra investigagdo realizada por Aneke et al. (2019), com extratos
etanolicos de folhas de G. amygdalinum, observou-se que eles apresentam atividade antifiingica
contra Microsporum spp. € Trichophyton spp.

Esses resultados sugerem que as propriedades antimicrobianas desses extratos variam
de acordo com as concentragdes dos fitoquimicos farmacologicamente ativos presentes nas
folhas de G. amygdalinum.

Docagem molecular

Os estudos de docking molecular entre a estrutura tridimensional da AChE (1QT]I) e os
principais componentes das espécies de boldo foram realizados na regido do sitio ativo, que foi
previamente ocupada pela galantamina. O sitio ativo dessa enzima é conhecido por estar
localizado na parte inferior de sua cavidade. Trés residuos de aminoacidos - Ser200, His440 e
Glu327 - compdem a triade catalitica, desempenhando um papel fundamental na hidrélise da
acetilcolina (SUSSMAN et al., 1991). Adicionalmente, os residuos de aminoacidos presentes
nos subsitios aniénico (Trp84 e Phe330) e periférico (Trp279) sdo cruciais para o
reconhecimento do ligante (MILLARD et al., 1999; DVIR et al., 2010).

Na tabela 6 sdo apresentados os resultados do docking molecular entre 0s compostos
majoritarios das espécies de boldo e a enzima ache. Os valores de energia de ligagdo variaram
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entre -9,0 e -10,4 kcal/mol, mostrando-se proximos ou superiores a energia de ligacdo do
inibidor galantamina durante o redocking (-10,3 kcal/mol, RMSD 0,3693 A).

Tabela 6 Resultado do docking molecular para as substancias presentes no extrato das espécies de boldo.

Energia de
Espécie Compostos ligacdo Principais interacdes
(Kcal/mol)
Composto de Galantamina -10,3  HB (Ser200, His440), PAI (Phe330), PSI

referéncia

P. ornatus

G. amygdalinum

P. boldus

P. ornatus

P. boldus

P. boldus

P. barbatus

P. barbatus

G. amygdalinum

Luteolina-O-glicosideo

Apigenina 7-O-glicosideo

N-metillaurotetanina

quercetina-3-O-hexosideo

Isoboldina

Laurolitsina

O-Hexosil O-metil
guercetina

Acido rosmarinico

3-0-acido cafeoilquinico

-10,4

-10,3

-10,2

-10,1

-10,0

9,0

(Trp84) PP (Phe331).

HB (Gly118, Gly199, Glu199, Ser286,
Phe288, Phe331, His440) PP (Trp279,
Phe330).

HB (Gly118, Gly199, Ser286), PAI
(11e287), CH (Ser200, His440) PP
(Phe330).

HB (GIn69), CH (Tyr70, Glu199, Phe330,
His440), PSI (Trp84) PP (Phe331).
HB (Trp84, Tyr121), CH (Gly118,
His440), PSI (Trp84).

HB (Ser122), PAI (Phe330), PSI (Trp84)
CH (Tyr70, Gly123, His440) PP (Phe331).
HB (Trp84,Tyr121,Phe288,Arg289), CH
(Asn85, Glu199) PP (Phe330).

HB (Tyr70, Asp72, Gly123), CH (His440)
PP (Tyrl121, Trp279, Phe330).

HB (Ser200), CH (Ser122) PP (Trp84), PC
(His440).
HB (Tyr121, Ser122, Phe331), CH
(Gly118) PP (Tyr334).

HB- hydrogen bond; PAI-r-alkyl; PSi-rn-sigma; CH-carbon hydrogen bond; AC-attractive charge; PP-n-n; PC- n-cation.

As interacdes observadas para a galantamina (Figura 5) estdo de acordo com as descritas

por Bartolucci e colaboradores (2001). Destaca-se a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio

com os residuos de Ser200 e His440, onde o &omo de oxigénio do grupo O-metil esta

envolvido. Além disso, observaram-se interagcdes z-alquil e z-sigma com os residuos do subsitio

anionico Phe330 e Trp84, respectivamente.
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Figura 5. Principais interagdes identificadas para o complexo galantamina-AChE em 2D (A) e 3D (B).

Os flavonoides glicosilados Luteolina-O-glicosideo, identificada no extrato de P.
ornatus e Apigenina7-O-glicosideo, identificada na amostra de G. amygdalinum demonstraram
melhores atividades in silico em comparagdo com outros compostos Figura 6. Esses resultados
podem ser atribuidos principalmente as interacGes de ligacdo de hidrogénio estabelecidas por
esses Compostos.

B)

Interacbes

@ conventional Hydrogen Bond @23 Pi-Pi T-shaped
() carbon Hydrogen Bond ] Pi-Alkyl

Figura 6. Principais interagdes observadas para os complexos Luteolina-O-glicosideo-AChE (A) e

Apigenina7-0-glicosideo -AChE (B).

Os compostos Luteolina-O-glicosideo e Quercetina-3-O-hexosideo identificados em P.

ornatus apresentaram alto potencial inibitorio in silico. Esses flavonoides sdo comumente
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encontrados em espécies do género Plectranthus. Ao analisar a atividade inibitoria in vitro da
AchE por flavonoides presentes no extrato de acetato de etila de espécies do género
Plectranthus, Kubinova et al., (2019) verificaram que a quercetina apresentou o melhor
potencial de inibi¢ao contra AchE, enquanto que os flavonoides glicolisados exerceram uma
inibicdo moderada. Essa diferenca pode estar relacionada ao tipo de extrato utilizado, bem

como o teste in vitro.

Os flavonoides O-Hexosil O-metil quercetina e o Acido rosmarinico identificados no
extrato de P. barbatus apresentaram menor atividade in silico quando comparados com o
padrao Galantamina e com os flavonoides encontrados em P. ornatus. No entanto, ao verificar
na literatura, foi observado em teste in vitro por Falé et al., (2009) que os extratos aquosos de
P. barbatus apresentaram alto potencial de inibicdo da AchE, sendo atribuido ao acido
rosmarinico, identificado como componente principal. Como o extrato aquoso estudado por
Falé et al., (2009) foi obtido por decocgdo, sugere-se que o alto potencial inibitério da AchE
observado pode estar relacionado com as concentracoes de 4cido rosmarinico, uma vez que o
extrato preparado sob a forma de decoccdo apresenta um maior rendimento na extracdo de

compostos.

O flavonoide glicosilado Apigenina 7-O-glicosideo encontrado no extrato de G.
amygdalinum apresentou potencial inibitério in silico frente a AchE igual ao do padrao
galantamina. Por outro lado, o 3-O-4cido cafeoilquinico, outro composto encontrado no
extrato, exibiu a menor atividade. Em uma investigacdo in vitro da atividade inibitoria da
AChE realizada por Carvalho (2014), observou-se um alto potencial inibitorio, atribuido a
presenca de acidos cafeoilquinicos, o que corrobora com os resultados encontrados nesse

estudo.

Os alcaloides N-metil-coclaurina, Laurolitsina, Isoboldina e N-Metil-laurotetanina
identificados nos extratos de P. boldus apresentaram alta atividade de inibic¢&o in silico com
valores de energia de ligacdo entre -9,9 e -10,2 kcal/mol, mostrando-se proximos a energia de
ligacdo do inibidor galantamina. Em ensaio in silico anterior realizado pelo nosso grupo de
pesquisa, verificou-se que o alcaloide N-metillaurotetanina exibiu o melhor ligante de inibicao
da enzima acetilcolinesterase, com energia de -10,1 kcal/mol Silva et al., (2022). No teste in
silico do presente estudo obtivemos o mesmo resultado para N-metillaurotetanina com valor de
energia de ligacdo de -10,2 kcal/mol, sendo o melhor inibidor da enzima acetilcolinesterase
dentre os alcaloides. De acordo com Fale et al., (2009), atividade de inibigdo da AchE pode ser
também atribuida aos derivados de flavonoides glicosilados, sendo necessario fazer novos

ensaios in silico com os flavonoides encontrados nas infusdes do presente estudo.
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CONCLUSAO

Os resultados sugerem que os compostos fenodlicos Apigenina-7-O-glicosideo,
luteolina-7-O-glicosideo, catequina, quercetina e rutina estdo abundantemente presentes nas
espécies de boldo. Nesse sentido, sugere-se que as atividades biologicas observado para essas
espécies pode estar relacionado principalmente a presenca dos derivados desses compostos.

As amostras da espécie P. boldus, apresentaram atividades antioxidantes superiores em
relagdo as espécies in natura, ¢ dessa forma, devem proporcionar maiores beneficios
terapéuticos no tratamento de condig¢des ligadas ao estresse oxidativo.

Os resultados da atividade alelopatica indicam que houve efeito inibitério na
germinagdo de sementes de alface pelo extrato por infusdo de folhas de P. boldus e G.
amygdalinum. P. boldus apresentou resultados mais expressivos quando comparados com a
espécie G. amygdalinum. Isso pode estar relacionado com a presenga tanto de alcaloides quanto
de compostos fendlicos, na composicdo quimica de P. boldus. Dessa forma, sugere-se
moderagdo e cuidado no consumo das infusdes de P. boldus, uma vez que apresentou alta
capacidade fitotoxica frente a sementes de alface.

As espécies P. barbatus e P. ornatus nao apresentaram nenhuma atividade alelopatica,
o que pode ser explicado pela auséncia de alguns compostos comumente encontrados nas folhas
dessas espécies. Os testes antiflingicos apresentaram baixa inibi¢do para Candida albicans para
todas as espécies de boldo. Assim, torna-se importante conduzir estudos futuros testando
diferentes extratos das espécies de boldo em outros microrganismos.

No teste in silico por docagem molecular, observou-se que os flavonoides identificados
nas infusbes das espécies P. barbatus, P. ornatus e G. amygdalinum apresentaram valores de
energia de ligacdo proximos ou superiores a energia de ligacdo do inibidor galantamina,
sugerindo atividade inibitoria da AChE. Como a galantamina € reconhecida por sua eficacia na
inibicdo da AChE, os resultados indicam que os flavonoides presentes nessas plantas tém
potencial para inibir essa enzima, que pode explicar seu uso popular para tratar problemas
digestivos, além de indicar que pode ser benéfico para o tratamento de condi¢6es neuroldgicas
como a doenga de Alzheimer, onde a inibicdo da AChE é um alvo terapéutico importante. Os
alcaloides identificados nas folhas dos chas de P. boldus também apresentaram alto potencial
para inibir a AChE, exibindo valores de energia de ligacdo proximos aos da galantamina. Além
disso, P. boldus também contém derivados da luteolina na composi¢do quimica das folhas, os
quais exibiram alto potencial inibitorio da AChE no teste in silico. Dessa forma, sugere-se que

a interacdo entre alcaloides e flavonoides contribuem para o valor global das atividades
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apresentadas para as amostras de P. boldus, o que pode justificar o alto potencial antioxidante
e alelopatico observados neste estudo, e provavelmente potencial atividade de inibi¢do da
AChE. Esses resultados podem contribuir para compreender melhor alguns dos usos
tradicionais descritos para essa planta na etnofarmacologia e para orientar o uso seguro de suas
infusdes por parte da populagdo em geral. No entanto, faz-se necessario estudos futuros de
ensaios in vitro de inibi¢cdo da AChe dos extratos aquosos das folhas de P. boldus, bem como

ensaio in silico dos flavonoides identificados nos chas dessa espécie no presente estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na analise cienciométrica observou-se uma escassez de estudos sobre os extratos
aquosos obtidos por infusdo de plantas medicinais de uso tradicional, assim como investigagdes
relacionadas ao potencial inibitorio da enzima acetilcolinesterase pelos constituintes quimicos
dessas plantas.

Os resultados deste estudo indicam que as espécies de boldo analisadas compartilham
uma presenca significativa de varios compostos fenolicos, possivelmente contribuindo para a
atividade antioxidante observada, o que pode explicar algumas propriedades medicinais
comuns entre essas espécies, bem como a mesma denominacdo popular. Além disso, as
amostras da espécie P. boldus, apresentaram atividades antioxidantes superiores em relagdo as
espécie in natura, ¢ dessa forma, devem proporcionar maiores beneficios terapeuticos no
tratamento de condi¢des ligadas ao estresse oxidativo.

Os testes in silico de inibigdo da AChe revelaram que os flavonoides das infusdes de P,
barbatus, P. ornatus e G. amygdalinum e os acaldides identificados na amostra de P. boldus
apresentaram alto potencial inibitério da AChE, o que pode explicar seu uso tradicional no
tratamento de problemas digestivos e neuroldgicos.

Portanto, este estudo contribui para o conhecimento quimico e bioldgico dessas
espécies, o que ¢ fundamental para garantir a seguranga e eficacia no uso do cha de boldo, bem
como para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Estudos futuros sdo necessarios para identificar outras classes de metabodlitos que
provavelmente contribuem para a atividades bioldgicas presente nas infusdes das folhas das
espécies de boldo in natura, bem como investigar outras atividades biologicas compartilhadas,
como o potencial anticolinesterasico, € o papel da atividade antioxidante na prote¢do dos

neurdnios dos processos oxidativos gerados pela doenga de Alzheimer.
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