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RESUMO

A sindrome da ardéncia bucal (SAB) é uma desordem cronica caracterizada por sensacdo de
queimacdo ou dor na mucosa oral, ainda sem etiologia e tratamento definidos, e representa uma
condicdao morbida que frequentemente prejudica a qualidade de vida dos acometidos. A Acmella
oleracea (L.) R.K. Jansen apresenta varias biopropriedades, como atividade antinociceptiva,
anti-inflamatoria, antioxidante e neuroprotetora, que podem torna-la uma fonte nutracéutica
promissora no tratamento da SAB. Este trabalho teve como objetivo analisar o perfil
fitoquimico do extrato de A. oleracea tratado com carvdo ativo e desenvolver uma unidade de
entrega nutracéutica para o tratamento sintomatico da SAB. O extrato etanolico das flores de
A. oleracea foi obtido por maceracdo em etanol a 95° GL (EEB), e tratado com 4% de carvao
ativo (EEBT). O perfil fitoquimico do EEBT foi analisado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplado a Espectrometria de Massas com lonizacdo por Eletrospray (CLAE-EM"-
IES). O padrdo analitico foi obtido através do isolamento de espilantol, a partir do EEBT, por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a um Detector de Arranjo de Diodo (CLAE-
DAD) e sua estrutura foi confirmada por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A
quantificacdo do espilantol nos extratos (EEB e EEBT) foi analisada através da construcao de
uma curva de analitica por CLAE-DAD, utilizando o padréo analitico e amostras. Realizou-se
o docking molecular para avaliar as interag6es do espilantol e alquilamidas identificadas no
EEBT com os receptores alvos TRPV1 e CB>, descritos na patogénese da SAB. A formulacéo
nutracéutica foi produzida a base de gelatina e edulcorantes anticariogénicos, incorporada com
EEBT de A. oleracea. Obteve-se um rendimento para EEBT de 5.2%, e seu perfil fitoquimico
revelou a presenca de nove alquilamidas com destaque para o espilantol, além da presenca de
compostos fendlicos. O EEBT exibiu aumento significativo no teor de espilantol em
comparacdo ao EEB, de 28.33 mg/g para 117.96 mg/g. O docking molecular apontou um
possivel comportamento das alquilamidas como agonistas parciais do TRPV1 e agonistas do
CB», sugerindo possiveis atividades antinociceptivas e anti-inflamatérias. O EEBT de A.
oleracea apresentou perfil fitoquimico e comportamentos moleculares, que podem subsidiar o
desenvolvimento de uma formulacdo nutracéutica, como uma possivel alternativa para o

tratamento sintomatico da SAB.

Palavras-chave: Fitoquimica. Plantas medicinais. Sindrome da ardéncia bucal.



ABSTRACT

Burning Mouth Syndrome (BMS) is a chronic disorder characterized by a burning sensation or
pain in the oral mucosa, yet without defined etiology and treatment, and represents a morbid
condition that often impairs the quality of life of those affected. Acmella oleracea (L.) R.K.
Jansen has several bioproperties, such as antinociceptive, anti-inflammatory, antioxidant and
neuroprotective activities, which may make it a promising nutraceutical source for the treatment
of BMS. This work aimed to analyze the phytochemical profile of A. oleracea extract treated
with activated charcoal and to develop a nutraceutical delivery unit for the symptomatic
treatment of BMS. The ethanol extract of A. oleracea flowers was obtained by maceration in
ethanol at 95° GL (EEB), and treated with 4% active charcoal (EEBT). The EEBT
phytochemical profile was analyzed by High-Performance Liquid Chromatography with
Electrospray lonization Mass Spectrometry (HPLC-ESI-MS"). The analytical standard was
obtained through the isolation of spilanthol, from the EEBT, by High Performance Liquid
Chromatography coupled to a Diode Array Detector (HPLC-DAD) and its structure was
confirmed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The quantification of spilanthol in the
extracts (EEB and EEBT) was analyzed through the construction of an analytical curve by
HPLC-DAD, using the analytical standard and samples. Molecular docking was performed to
evaluate the interactions of spilanthol and alkylamides identified in the EEBT with the TRPV1
and CB2 target receptors described in the pathogenesis of BMS. The nutraceutical formulation
was produced based on gelatine and anticariogenic sweeteners, incorporated with A. oleracea
EEBT. A 5.2% vyield for EEBT was obtained, and its phytochemical profile revealed the
presence of nine alkylamides, especially spilanthol, in addition to the presence of phenolic
compounds. EEBT exhibited a significant increase in spilanthol content compared to EEB, from
28.33 mg/g to 117.96 mg/g. Molecular docking pointed to a possible behavior of alkylamides
as TRPV1 partial agonists and CB2 agonists, suggesting possible antinociceptive and anti-
inflammatory activities. The A. oleracea EEBT presented a phytochemical profile and
molecular behavior, which may support the development of a nutraceutical formulation, as a

possible alternative for the symptomatic treatment of BMS.

Keywords: Phytochemistry. Medicinal plants. Burning mouth syndrome.
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1 INTRODUCAO

A sindrome da ardéncia bucal (SAB) representa uma condicédo crénica caracterizada por
sensacdo de queimacdo ou dor na mucosa oral, sem evidéncias clinicas que justifiqguem sua
presenca (GRUSHKA; EPSTEIN; GORSKY, 2002; GAO et al, 2009). Acomete
principalmente os dois tercos anteriores da lingua, sendo geralmente acompanhada de
alteracdes do paladar e xerostomia (NETTO et al., 2010; KOHORST et al., 2015;
JAASKELAINEN; WODA, 2017).

Considerando que ainda ndo ha definicdo do tratamento para SAB, varios protocolos
vém sendo testados, tanto de natureza topica como sistémica, visando amenizar o quadro
sintomatico. Dentre as opcdes terapéuticas, encontram-se o clonazepam (KVESIC et al., 2015;
KUTEN-SHORRER et al., 2017), acido a-lipdico (BARBOSA et al., 2018), capsaicina
(JBRGENSE; PEDERSEN, 2016; AZZI et al., 2017) e a terapia de fotobiomodulacdo
(BARBOSA et al., 2018; SPANEMBERG et al., 2019). Alguns desses tratamentos podem
produzir efeitos adversos, como nauseas, sensacdo de formigamento, desordens
gastrointestinais (JORGENSE; PEDERSEN, 2016), sonoléncia, fadiga e letargia (KUTEN-
SHORRER et al., 2017). A maioria das terapéuticas empregadas correspondem a segundo uso
médico, possivelmente ndo atendendo a complexidade da SAB, tendo em vista, que 0s pacientes
com SAB sdo pouco responsivos as terapias (MCMILLAN et al., 2016; KIM; KHO, 2018). O
manejo clinico continua desafiador, com escassez de evidéncias cientificas de qualidade, que
tornem plausivel indicar um protocolo terapéutico que realmente atenda a sintomatologia da
SAB (LIU etal., 2018; CURRIE; JAASKELAINEN, 2020), assim comprometendo a qualidade
de vida dos acometidos (NI RIORDAIN et al., 2010; BRAUD; BOUCHER, 2016;
REZAZADEHF et al., 2021).

Evidencia-se a necessidade do desenvolvimento de uma opcéo terapéutica direcionada
a gerenciar o quadro clinico da SAB. Nesta perspectiva, a Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen,
representa uma fonte terapéutica com uma ampla gama de biopropriedades, dentre as quais,
antinociceptiva, anti-inflamatoria, antioxidante, neuroprotetora, sialagoga e moduladora das
respostas gustativas (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; SUWANJANG et al., 2017; XU et
al., 2019), que podem ser assertivas no manejo da SAB. As atividades biologicas sao
correlacionadas aos seus metabolitos secundarios, em especial ao espilantol, seu bioativo
majoritario (SILVEIRA; SANDJO; BIAVATTI, 2018; RONDANELLI et al., 2020). A A.
oleracea € conhecida popularmente no Brasil como jambu, amplamente utilizada na

gastronomia regional para o preparo de pratos tipicos da Amazonia, além de ser aplicada na
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medicina tradicional para o tratamento da dor de dente e afec¢des na garganta (HOLETZ et al,
2002; DUBEY et al., 2013; BRASIL, 2014).

Nas Ultimas décadas, varios produtos a base do extrato de A. oleracea foram produzidos
e aplicados nos campos farmacoldgico e cosmético, como composic¢des anti-idade (MONTIEL,
et al., 2020), anestésicas e antissépticas (LOYOLA; ANDRADE, 2019), todavia, sua aplicacdo
na industria nutracéutica tem sido pouco explorada (SILVEIRA; SANDJO; BIAVATTI, 2018;
UTHPALA; NAVARATNE, 2020; SANTOS et al., 2021). Em funcédo das suas propriedades
bioldgicas, associada a baixa toxicidade e amplo uso popular (NOMURA et al., 2013; STEIN
et al.,, 2021), a A. oleracea apresenta-se como uma fonte nutracéutica potencial para o
desenvolvimento de formulagdes terapéuticas.

Os nutracéuticos sdo bioativos provenientes de uma fonte alimentar, responsaveis por
desencadear efeitos benéficos a salde, seja na prevencdo ou no tratamento de doencas
(AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2012). Uma forma de administragdo comum para 0S
nutracéuticos sao as unidades de entrega mastigaveis, geralmente produzidas a base de gelatina
(DILLE; DRAGET; HATTREM, 2018). S&o estruturas faceis de administrar, em compara¢do
as formas convencionais, representando uma alternativa promissora (ARAMWIT et al., 2015;
USHIKOSHI-NAKAYAMA et al., 2019). Essas formas inovadoras pode atrair uma melhor
aceitabilidade dos pacientes ao tratamento, ponto importante no manejo da SAB, tendo em vista
a resisténcia a adesdo aos protocolos farmacologicos (MCMILLAN et al., 2016; KIM; KHO,
2018). Os nutracéuticos sdo um campo terapéutico em ascensdo global, com uma taxa de
previsdo de crescimento anual de 7,04% entre 2016 e 2022 (PRASAD, 2016; BORODINA et
al., 2020), despertando a atengéo para o delineamendo de estudos.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil fitoquimico do extrato das flores de A.
oleracea (L.) R.K. Jansen tratado com carvédo ativo e desenvolver uma unidade de entrega
nutracéutica para o tratamento sintomatico da SAB, na perspectiva de fornecer uma opgao

terapéutica e melhorar a adeséo do paciente ao tratamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sindrome da Ardéncia Bucal

De acordo com a International Headache Society (IHS) (2018), a SAB é descrita como
dor cronica, caracterizada por sensacdo de queimacdo intraoral ou disestética, recorrente
diariamente por mais de 2 horas, com duragdo superior a 3 meses, e sem causa local ou sistémica
detectével.

O sitio anatdmico mais afetado é a lingua, em seus dois tergos anteriores, seguido pelo
palato duro e mucosa labial (NETTO et al., 2010; KOHORST et al., 2015). Os sintomas sao
tipicamente bilaterais e variam de leves a moderados, de acordo com o estado emocional e dieta
(TAIT; FERGUSON; HERNDON, 2017), com relatos de alivio da dor com a ingestdo de
alimentos doces (SCHOBEL et al., 2012; FORSSELL et al., 2012). O quadro clinico é
frequentemente acompanhado de xerostomia e disgeusia (MENDAK-ZIOLKO; KONOPKA;
BOGUCKI, 2012; LIMA et al., 2016; REZAZADEHF et al., 2021). A SAB pode se estender
por muitos anos, comprometendo significantemente a qualidade de vida dos portadores
(MCMILLAN et al., 2016; BRAUD; BOUCHER, 2016; KIM; KHO, 2018).

A prevaléncia da SAB é estimada entre 1% a 15% (TAMMIALA-SALONEN;
HIIDENKARI; PARVINEN, 1993; BERGDAHL; BERGDAHL, 1999; NETTO et al., 2010),
em estudo mais recente de base populacional observou-se prevaléncia de 0,11% (KOHORST
et al., 2015). Esta heterogeneidade deve-se provavelmente a falta de critérios padronizados de
diagnéstico (PEREIRA et al., 2020). A SAB acomete principalmente mulheres em uma
proporc¢do de 7:1, especialmente, apds a 5° decada de vida, nos periodos peri e pés-menopausa
(JAASKELAINEN; WODA, 2017).

Dentre as propostas de classificacdo da SAB, Lamey e Lewis (1989) a categorizaram,
de acordo com os sintomas, em trés tipos clinicos: 1) a dor aumenta durante o dia; 2) a dor
permanece em um nivel constante durante todo o dia; 3) a dor apresenta-se de modo
intermitente. Scala et al. (2003) classificaram a SAB em primaria, como sendo de origem
idiopatica, e secundaria, quando induzida por diversos fatores locais e sistémicos. Essa ultima
categorizacao e controversa, uma vez que a SAB ndo inclui fator causal detectavel, sendo a
SAB primaria aceita como mais adequada a realidade clinica (KLEIN et al., 2020; SLEBIODA
et al., 2020).

A etiologia da SAB ndo é claramente compreendida. Alguns estudos associam a sua

fisiopatogénese a mecanismos neuropaticos, sugerindo o envolvimento de neuropatia periférica
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de pequenas fibras, neuropatia trigeminal e hipofuncdo da corda do timpano, associados a
mecanismos funcionais do sistema nervoso periférico (SNP) e sistema nervoso central (SNC)
(JAASKELAINEN, 2012; BOUCHER, 2019; KOLKKA et al., 2019; KLEIN et al., 2020).

A desregulacdo de mediadores inflamat6rios no plasma e na saliva de pacientes com
SAB, como a expressao aumentada das citocinas pro-inflamatorias IL-8 no plasma (BARRY et
al., 2018) e IL-6 na saliva (PEZELJ-RIBARIC et al., 2013), sugere um possivel mecanismo
neuro-inflamatério. Foi identificado que a saliva de pacientes com SAB apresenta aumento nos
niveis de especies reativas de oxigénio (EROs) (TVARIJONAVICIUTE et al., 2017), aumento
de biomarcadores associados ao estresse emocional, como a-amilase e imunoglobulina A (IgA),
além de reducdo do acido urico e da atividade férrica redutora do plasma (FRAP), sugerindo
presenca de estresse oxidativo na patogénese da SAB (LOPEZ-JORNET et al., 2020).

A associacdo desses fatores com a deficiéncia de esteroides neuroprotetores, como a
desidroepiandrosterona (DHEA), inerente a menopausa, combinada com a desregulacéo
cronica do estresse, pode contribuir para o desenvolvimento de alteracGes neurodegenerativas
no SNP e SNC (WODA; DAO; GREMEAU-RICHARD, 2009; IMAMURA et al., 2019;
PEREIRA et al., 2020). Foi observado em pacientes com SAB uma desnervacdo das fibras
nervosas do nervo corda do timpano, responsavel por inervar os dois ter¢os anteriores da lingua,
especialmente as papilas fungiformes (MINGUEZ-SANZ; SALORT-LLORCA; SILVESTRE-
DONAT, 2011; NASRI-HEIR et al., 2011). Isto pode implicar em uma inervacdo do sistema
sensorial trigeminal alternativa, que resulta em dor ardente ao comer alimentos quentes,
promovendo a evolucgédo da sensacao de queimacao (IMAMURA et al., 2019).

Foi identificado também atrofia de pequenas fibras nervosas no epitélio da lingua
(LAURIA et al., 2005; PUHAKKA et al., 2016), e aumento da expressdo dos receptores de
potencial transitério vanildide tipo 1 (TRPV1) (YILMAZ et al., 2007; BORSANI et al., 2014).
Os receptores TRPV1 sdo canais catidnicos ndo-seletivo, permeéaveis a Ca*, expresso por
neurdnios sensoriais aferentes nas terminagGes nervosas. Estes canais sdo responsaveis por
identificar uma grande variedade de estimulos nocivos, cuja ativagdo por calor (>42°C),
substancias enddgenas, como citocinas inflamatorias ou exdgenas irritantes como capsaicina,
induzem a liberacdo de neurotransmissores pré-nociceptivos, como o glutamato e substancia P
(HOLZER, 2008). Os canais TRPV1 participam da transmissdo nervosa sensorial na dor
neuropatica a nivel periférico e central (DUX; SANTHA; JANCSO, 2012; ALAWI et al.,
2015), e quando superexpressos podem contribuir para o desenvolvimento da dor (KOLKKA-
PALOMAA et al., 2015; RITCHIE; KRAMER, 2018). Além disso, estdo envolvidos na

modulacdo do estado emocional relacionado a ansiedade (MOREIRA et al., 2012).
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Considerando esses achados, cogita-se a participacdo dos receptores TRPV1 como um possivel
alvo terapéutico, para formulacédo de estratégias no gerenciamento clinico da SAB.

Na SAB, além do TRPV1, foi identificada uma maior expresséo do receptor canabindide
CB», e diminuicdo da expressdo do receptor canabindide CB;, que também podem gerar
alteragdes na percepgdo da dor (BORSANI et al., 2014). Foi discutida a possivel relagdo entre
TRPV1 e o sistema endocanabindide, tendo em vista que 0s receptores canabindides e 0 TRPV1
apresentam a anandamida como agonista endégeno (SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010;
MOREIRA et al., 2012). Os receptores CB; sdo distribuidos predominantemente nos terminais
neuronais em todo 0 SNC e modulam a neurotransmissao excitatoria ou inibitoria. Os receptores
CB> sdo encontrados principalmente na periferia de células imunes, exercem efeitos analgésico
e anti-inflamatorio. Na presenca de patologias com neuroinflamacdo, o CB2 pode ser expresso
por células nervosas (MCDONOUGH et al., 2014). A superexpressdo de CB: é identificada
também em doencas neurodegenerativas como Alzheimer e doenca de Parkinson, além do
cancer (KOMOROWSKA-MULLER; SCHMOELE, 2021). Estudos mostram que a ativacdo
de CB: induz efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios (KINSEY et al., 2011; BRYK;
STAROWICZ, 2021). Os agonistas canabinoides com alvo seletivo para CB;, estao livres de
efeitos psicoativos correlacionados a ativagdo do CBy, 0 que pode constituir um alvo terapéutico
relevante no tratamento da dor crénica, inflamatéria ou neuropatica (MALAN et al., 2003;
KOMOROWSKA-MULLER; SCHMOELE, 2021). A terapéutica com fitocanabinoides pode
ser considerada um tratamento em potencial para SAB (MCDONOUGH et al., 2014; PEREIRA
et al., 2020).

O diagnostico da SAB é baseado em um estudo minucioso da historia da doenca. O uso
de medicamentos, proteses, presenca de afec¢bes como candidiase oral e liquen plano, alergias,
habitos parafucionais e doencas sistémicas, devem ser revisados para identificar fatores causais
locais e/ou sistémicos que podem induzir a queimacéo oral. As condicdes identificadas devem
ser tratadas seguindo os protocolos terapéuticos padronizados, caso ndo haja melhora na
queimacdo oral, por exclusao, é indicado o diagndstico da SAB (KLEIN et al., 2020; DYM,;
LIN; THAKKAR, 2020; VAN DER WALL, 2021). Isso torna o diagnéstico complexo e exige
muitas vezes uma colaboracéo interdisciplinar (PEDERSEN, 2021). Pacientes portadores da
SAB, apesar de buscarem cuidados profissionais, frequentemente sdo diagnosticados
erroneamente ou ndo recebem nenhum diagnostico, levando em média 12 meses para receber o
diagndstico correto, gerando atraso no inicio do tratamento e possivelmente contribuindo para

agravamento da sintomatologia (FREILICH et al., 2020).
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O manejo atual da SAB baseia-se no controle da sintomatologia, onde terapias topicas,
sisttmicas e comportamentais vém sendo aplicadas, com resultados variados (KLEIN et al.,
2020). As terapias incluem o emprego do clonazepam, capsaicina, &cido a-lipdico, gabapentina,
laserterapia, psicoterapia (PEDERSEN, 2021), uso de pastilhas contendo bupivacaina
(TRELDAL et al., 2016) e a aplicacdo do fitoterapico Catuama® (SPANEMBERG et al.,
2012).

Dentre essas opcdes, 0 clonazepam representa o principal farmaco empregado no
tratamento da SAB (MCMILLAN et al., 2016; JAASKELAINEN; WODA, 2017; SLEBIODA
et al., 2020). O mecanismo de acdo do clonazepam é exercido por meio da potencializacéo do
efeito neuroinibidor do acido gama-aminobutirico (GABA). No entanto, foram observadas
alteracdes na configuracdo do receptor GABA extra-sindptico em pacientes com SAB,
especificamente na regulacdo negativa da subunidade o2 sensivel aos benzodiazepinicos,
podendo comprometer 0 mecanismo de acdo terapéutica (IMAMURA et al., 2019). Efeitos
adversos podem estar associados ao uso prolongado do clonazepam, como sonoléncia, letargia,
xerostomia e disturbios gastrointestinais (CUI et al., 2016; KUTEN-SHORRER et al., 2017).
Foram também observados recorréncia da sensacdo de queimacdo e o desenvolvimento de
dependéncia medicamentosa (GRUSHKA; EPSTEIN; GORSKY, 2002; HECKMANN et al.,
2012).

Considerando que os pacientes com SAB apresentam no epitélio aumento da expressao
dos receptores TRPV1 (IMAMURA et al., 2019), a capsaicina topica também representa uma
opcao terapéutica. Esta substancia pungente induz a dessensibilizacdo dos canais TRPV1,
produzindo analgesia (VYKLICKY et al., 2008). Todavia, a analgesia é precedida por uma
sensacdo intensa de queimacdo e disgeusia, que podem potencializar os sintomas da SAB
(SILVESTRE et al., 2012). A capsaicina também pode estar associada a efeitos adversos como
desordens gastrointestinais, nauseas e prurido (JeARGENSE; PEDERSEN, 2016).

O acido a-lipdico é uma coenzima antioxidante, que vem sendo estudada em aplicacéo
isolada ou em combinagdo com gabapentina (SANCHEZ et al., 2015; PEDERSEN, 2021). A
dosagem de acido a-lipdico varia entre 200 e 800 mg por dia durante 1 a 2 meses. Quando
aplicado isolado ndo foram encontradas diferencas significativas entre o grupo placebo e o
grupo teste, em relacdo a media pontuacdo de dor, mas foi identificada em relacdo a melhora
geral dos sintomas da SAB (LIU et al., 2018). O efeito terapéutico do acido a-lipdico frente a
sintomatologia da SAB apresentou melhores resultados quando administrado em combinagéo

com o anticonvulsivante gabapentina, ressaltando que o uso de drogas que atuam em diferentes
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niveis do sistema nervoso pode ser util no seu tratamento (LOPEZ-D'ALESSANDRO;
ESCOVICH, 2011).

A terapia de fotobiomodulacdo é sugerida como um possivel tratamento da SAB
(SANTOS et al., 2015; SPANEMBERG et al., 2019). A maioria dos estudos é baseada em
aplicacOes de laser de diodo com comprimentos de onda da luz visivel (660nm) para o espectro
de luz NIR, com um fluxo total de 20 J/cm? por sessdo. Os protocolos incluem uma a duas
sessOes por semana, até 12 semanas de tratamento (MERIGO et al., 2019). O periodo de tempo
prolongado é um fator determinante para a ndo adesdo do paciente ao tratamento, visto que a
maioria dos pacientes portadores de SAB apresentam desordens psicoldgicas, cujo tratamento
prolongado pode exacerbar a ansiedade do paciente promovendo o agravamento do quadro
clinico (TOKURA et al., 2015; REZAZADEHF et al., 2021).

O emprego de pastilhas contendo 5 mg de bupivacaina no tratamento da SAB foi
descrita por Treldal e colaboradores (2016). Verificaram reducdo da queimacéo oral, mas em
contrapartida, houve aumento da alteracdo da percepgéo do paladar, e sem impacto positivo ou
negativo na xerostomia. Treldal et al. (2019) investigaram ainda os perfis inflamatério e
neurogénico dos sintomas da SAB, em resposta ao tratamento com as pastilhas contendo
anestésico local. Indicando que os pacientes que responderam positivamente ao tratamento
provavelmente sdo portadores de SAB de origem periférica, enquanto o grupo nao responsivo
ao tratamento presumivelmente apresenta SAB de origem central, esta Ultima por sua vez,
exibiu niveis elevados de citocinas plasmaticas.

O fitoterapico Catuama® é composto por varias plantas medicinais como a Paullinia
cupana (guarand), Trichilia catigua (catuaba), Ptychopetalum olacoides (muirapuama) e
Zingiber officinale (gengibre). E geralmente aplicado como estimulante corporal, energético e
afrodisiaco (OLIVEIRA et al., 2005). No estudo realizado por Spanemberg et al. (2012)
identificou-se uma melhora significativa nos sintomas da SAB, ap0s quatro semanas de
tratamento com Catuama®. O emprego de varias fontes fitoterdpicas aumenta o custo da
formulacgdo, além dificultar o mascaramento do sabor amargo, que pode influenciar a néo
adesdo do paciente ao protocolo terapéutico.

A terapia cognitivo comportamental é considerada uma abordagem complementar, que
desempenha papel fundamental no gerenciamento emocional dos portadores da SAB,
contribuindo para manutenc¢éo do tratamento e alcance de melhores resultados clinicos (GALLI
etal., 2017; MITSIKOSTA,; LIJUBISAVLIJEVC; DELIGIANN, 2017; TU et al, 2019).

Atualmente, os protocolos aplicados no tratamento da SAB baseiam-se principalmente

em experiéncias clinicas, e estdo constantemente associados as reacGes adversas e restricdes
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para aplicacio (MCMILLAN et al., 2016; TU et al., 2019; BOUCHER, 2019). Devido ao
numero limitado de ensaios clinicos randomizados e a falta de critérios metodologicos
padronizados para o diagnostico e tratamento da SAB, as evidéncias se caracterizam
insuficientes para apoiar ou refutar o uso de quaisquer intervencdo no seu manejo clinico
(SLEBIODA et al., 2020; PEREIRA et al., 2020; REZAZADEHF et al., 2021). Até o presente
momento, ndo foi identificada nenhuma estratégia de gerenciamento especifico para tratamento

dos sintomas da SAB.

2.2 Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen pertence a familia Asteraceae, tem como sinonimia
cientifica a Spilanthes acmella (L.) Murray e é popularmente conhecida como jambu
(PRACHAYASITTIKUL, 2009; BORGES; SILVA, 2018). A A. oleracea é uma planta nativa
da regido Amazonica, mas pode ser encontrada nas regifes Norte, Nordeste, Sudeste e Sul do
territorio brasileiro (BRASIL, 2020). Seu cultivo também é relatado na Africa, Asia, india e
Espanha (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; NAVARRO-GONZALEZ et al., 2015).

Trata-se de uma planta herbacea perene, semiereta com altura de 20 a 40 cm e ramos
decumbentes, carnosos e cilindricos. As folhas inserem-se no mesmo n6 do caule, em lados
opostos, apresentam coloracdo verde-escuro e comprimento de 3 a 6 cm. As inflorescéncias sao
pequenos capitulos de coloracdo amarela e produzem autopolinizacédo (Figura 1). O cultivo da
A. oleracea em hortas domesticas € comum e pode desenvolver-se sem plantio sistematizado,
através da dispersdo das sementes pelo vento e animais. E cultivada em clima quente e Gimido,
com temperatura média de 25°C, umidade relativa de 80% e com alta exigéncia hidrica
(HOMMA et al., 2011; BORGES et al., 2012; GOMES et al., 2020).

Figura 1l - Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen e seus capitulos florais.
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A A. oleracea foi classificada como uma fonte herbal segura (GRAS n°3783) pela
Flavor and Extract Manufactures Association (FEMA). A mastigacdo dos seus capitulos florais
e folhas desencadeiam sensacdo de dorméncia e aumento da salivacdo, o que revela o seu
potencial sensorial, e emprego como flavorizante (FEMA, 2000). O extrato das flores da A.
oleracea inibiu o crescimento da Salmonella typhi, em uma concentracdo inibitéria minima
(CIM) de 31,25 pg/mL (ALCANTARA et al., 2015), impulsionando a sua aplicagéo no controle
de qualidade de formulacGes no campo das industrias alimenticia, farmacéutica e nutracéutica.

No Brasil, a A. oleracea faz parte do grupo de Plantas Alimenticias Ndo-Convencionais
(PANCS), plantas com partes comestiveis com seguranga reconhecida e que geralmente néo séo
aplicadas na dieta habitual (KINUPP; LORENZI, 2014; TOMCHINSKY; MING, 2019). Na
regido Norte do pais ¢ amplamente utilizada na culindria em pratos tipicos como “tacacd” e
“pato no tucupi”, entre outras prepara¢des, como saladas in natura e bebidas (BORGES;
SILVA, 2018; GOMES et al., 2020). Segundo dados do IBGE (1981), a composicdo
nutricional em 100g da matéria integral de A. oleracea, corresponde a 32 kcal; 89 g de agua;
1,9 g de proteinas; 0,3 g de lipideos; 7,2 g de carboidratos; 1,3 g de fibras e 1,6 g de cinzas. Os
micronutrientes identificados sao representados pela vitamina B1 (0,03 mg/100g), vitamina B2
(0,21 mg/100g), vitamina B3 (1 mg/100g), vitamina C (20 mg/100g), fosforo (41 mg/100g),
calcio (162 mg/100g), e ferro (4 mg/100g). Existem vérias possibilidades de aplicacdo da A.
oleracea, nas industrias alimenticias e farmacéuticas, devido as suas caracteristicas potenciais
de vitaminas, calcio, ferro, que podem ser benéficas a saide humana (SANTOS et al., 2019).

Além da sua aplicacdo como fonte alimentar, a A. oleracea, também € aplicada na
medicina tradicional, no tratamento de tuberculose, anemia, dores de dente e afec¢cfes na
garganta (LORENZI; MATOS, 2008; BORGES et al., 2012). De acordo com a literatura
cientifica, a A. oleracea detém varias biopropriedades, como efeito anestésico
(CHAKRABORTY et al., 2010); antinociceptivo (NOMURA et al., 2013; DALLAZEN et al.,
2018; RONDANELLI et al., 2020); antioxidante (ABEYSIRI et al., 2013; SANTOS et al.,
2021: NASCIMENTO et al., 2020); neuroprotetor (SUWANJANG et al., 2017); sialagogo
(LEY et al., 2006; DUBEY et al., 2013); gastroprotetor (MARIA-FERREIRA et al., 2014);
afrodisiaco feminino (REGADAS, 2008); antimicrobiano (ALCANTARA et al., 2015) e anti-
inflamatorio (HUANG et al., 2018; DALLAZEN et al., 2019; STEIN et al., 2021).

Essas bioatividades sdo provenientes de diferentes grupos de compostos encontrados no
extrato da A. oleracea, como compostos fendlicos, fitoesterois, polissacarideos, cumarina e as
alquilamidas (grupo majoritario) (ABEYSIRI et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2013; STEIN
etal., 2021; NASCIMENTO et al., 2020).
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Dentre as alquilamidas destaca-se o N-isobutil-2-E, 6-Z, 8-E-decatrienamida, conhecido
como espilantol ou afinina. Representa uma molécula bioativa anfipatica, capaz de interagir
com meios polares e apolares, formando complexos mais estaveis (MOLINATORRES et al.,
1996; PRACHAYASITTUKAL et al., 2009). Exerce um amplo espectro de atividades
bioldgicas, como antinociceptiva, anestésica, anti-inflamatoria, neuroprotetora, sialagoga,
moduladora de respostas gustativas, além de produzir um sabor refrescante (DUBEY et al.
2013; XU et al., 2019; RONDANELLI et al., 2020). O espilantol é encontrado em maiores
concentragdes nos capitulos florais (CHENG et al., 2015). E um composto com elevado valor
comercial, cerca de $7, 000.00 por 25 mg (SCB, 2021), e pode ser encontrado em varias fontes
vegetais, alem da Acmella oleracea, como na A. ciliate, A. oppositifolia, A. radicans, A.
uliginosa, Welelia parviceps e Heliopsis longipes (PRACHAYASITTUKAL et al., 2013).

O espilantol aumenta a sensibilidade aos sais de sodio nas células gustativas e
possivelmente ativa as terminagdes nervosas trigéminais. O efeito psicofisico do espilantol
pode estar associado ao mecanismo de inibig¢do dos canais idnicos TASK-1 e/ou Kzp, resultando
no aprimoramento das respostas gustativas (XU et al., 2019). Isto aponta para uma possivel
aplicacdo da A. oleracea como agente terapéutico no gerenciamento de doencas que alteram o
paladar, como por exemplo, a Covid-19, cujos pacientes relatam frequentemente distarbios no
paladar (LUETHGEN et al., 2020).

Freitas-Blanco et al. (2016) analisaram a capacidade do espilantol em permear a mucosa
e a derme em modelos experimentais com célula vertical do tipo Franz. Observaram melhor
desempenho quando o extrato etanolico das partes aéreas de A. oleracea foi previamente tratado
com 4% de carvéo ativo, por proporcionar aumento relativo no teor de espilantol. Em outro
estudo, verificou-se que o espilantol facilita a permeabilidade de outros compostos ou
medicamentos (DE SPIEGELEER et al., 2013).

E possivel que o espilantol tenha efeitos importantes sobre o sistema nervoso central
(SNC), em funcdo da sua capacidade de atravessar barreiras fisiologicas, com atividade
antinoceptiva, antioxidante e neuroprotetora (VERYSER et al., 2014). As alquilamidas sé&o
consideradas fitocanabinoides, por apresentar semelhanca estrutural com a anandamida, um
ligante enddgeno dos receptores canabinoides (WOELKART; OUTI; BAUER, 2008). Foi
evidenciado que as alquilamidas da Echinacea angustifolia ligaram-se preferencialmente ao
receptor CB, (WOELKART et al., 2005; WOELKART; BAUER, 2007). Os agonistas seletivos
de CB: inibem a dor inflamatdria e neuropatica, sem a inducdo dos efeitos adversos causados
pela ativacdo de CB1 (GUINDON; HOHMANN, 2008).
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Rios e colaboradores (2007) relataram que o efeito analgésico do espilantol pode esta
correlacionado ao aumento da liberacdo do acido gama-aminobutirico (GABA) pelo cortex
cerebral, tendo em vista a sua acdo inibitoria pré-sindptica de neurotrasmissores pro-
nociceptivo, tais como o glutamato e substancia P. Cilia-Lopez et al. (2010) identificaram
elevada expressdo génica dos receptores do GABA, ap6s 0,5 minutos da administracdo de
1x10~* M de espilantol, e efeito estimulante no SNC de camundongos adultos similar ao
desempenhado pela cafeina.

Nomura e colaboradores (2013) identificaram atividade antinociceptiva orofacial, em
camundongos, do extrato etanolico das flores frescas da A. oleracea, nas doses de 10, 30 e 100
mg/kg, por via intraperitoneal. A capsaicina e o cinamaldeido foram aplicados para verificar o
efeito nociceptivo provocado por acdo nos receptores de calor e frio, respectivamente.
Observou-se reducdo na nocicep¢do em todos os camundongos testados, sugerindo que o
mecanismo de a¢do esta associado ao bloqueio dos receptores de potencial transitério TRPV1
e TRPAL.

Dallazen et al. (2018) descreveram que a injecédo intraplantar de 0,1 pug da fragdo
hexanica rica alquilamidas das flores da A. oleracea, produziu efeitos antinociceptivos em
camundongos, inibindo comportamentos de dor induzida por formalina nas fases neurogénica
e inflamatéria. Por outro lado, concentracbes maiores (30 pg) induziram efeitos
pronociceptivos, propondo que as variagdes moleculares das alquilamidas presentes na fragéo
hexanica poderiam interagir de forma distintas com os receptores alvo da dor, resultando em
diferentes padrdes farmacologicos de efeito (DALLAZEN et al., 2018). Isto reforca a
necessidade de investigagdes in silico, em comparagdo com experimentos tradicionais as
técnicas de modelagem molecular sdo capazes de revelar os detalhes atdmicos das interagdes
droga-receptor, direcionamento o design racional de formulacdes (BEIHONG et al., 2020).

E possivel que o espilantol atue como agonista parcial dos canais TRPV1, promovendo
a antinocicepgdo (DALLAZEN et al., 2018). Foi observado que a administracdo local de
espilantol, nas concentragdes de 1 a 30 pg, reduz a dor orofacial. O efeito maximo
antinociceptivo foi observado na maior dose, sem nenhum sinal de comportamentos do tipo
nociceptivo (DE LA ROSA-LUGO et al., 2017).

A modulagdo dos canais TRPV1 exerce protecdo contra o estresse oxidativo, lesdo
celular e deméncia (GUPTA et al. 2014; JAYANT; SHARMA; SHARMA, 2016). Gongalves
et al. (2021) descreveram efeito neuroprotetor frente a doenga neurodegerativa em modelo de
camundongo, havendo reversdo do déficit de memdria e estresse oxidativo, através da

administracdo por via oral do extrato etandlico de Acmella ciliata (50-150 mg/kg) e espilantol
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(10 mg/kg), relacionando esses efeitos a modulagdo positiva dos canais TRPV1. Além disso,
foi observado que as alquilamidas das flores de A. oleracea promovem a manutenc¢ao dos niveis
basais de IL-10, responsavel por inibir a producéo de citocinas pro-inflamatérias e induzir a
expressdo da heme oxigenase-1 (HO-1), uma proteina de resposta antioxidante (DALLAZEN
etal., 2019).

Rondanelli e colaboradores (2020) descrevem a capacidade do espilantol em reduzir a
expressdo de varios mediadores pro-inflamatorios, como IL-1p, IL-6 e TNF-a, além de regular
negativamente a expressdo de iNOS e COX-2, provavelmente por meio da reducéo da ativagao
de fatores de transcrigdo da familia do fator nuclear-xB (NF-kB). Stein et al. (2021) sugerem
que a atividade anti-inflamatdria observada nos extratos etanolicos das flores de A. oleracea
pode contribuir para a manutencdo das defesas antioxidantes, reduzindo o estresse oxidativo e
consequente injuria celular.

Chakraborty et al. (2004) ndo identificaram qualquer efeito adverso ou mortalidade em
ratos, na dose maxima de 3000 mg/kg, por via oral, de extrato aquoso das partes aéreas da A.
oleracea. O extrato etandlico das flores da A. oleracea mostrou-se seguro nas doses de 2000
mg/kg, por via oral, em ratos, (SHARMA et al., 2011) e de 5, 50 e 500 mg/kg, por via
intraperitoneal, em camundongos, sem ocorréncias de mortes ou sintomas de toxicidade, pelo
periodo de 7 dias de observacdo (NOMURA et al., 2013). De Souza et al. (2019) avaliaram a
toxicidade aguda, por via oral, do extrato hidroetandlico das flores de A. oleracea em modelo
de peixe-zebra (Danio rerio), observando um comportamento dose dependente, apresentando
as doses de 88.91, 199.53 e 281.83 mg/kg, efeito toxico para o figado, intestino e rins. No
entanto, em estudo mais recente ndo foi identificada toxicidade hepatica ou renal na
administracdo de extrato etanolico das flores de A. oleracea (10-100 mg/mL) ou espilantol (6,2
mg/mL), em modelo de ratos (STEIN et al., 2021).

A A. oleracea pode constituir uma fonte de fitoconstituintes para o desenvolvimento de
possiveis formulagdes indicadas para o controle da dor, principalmente em doencas crbnicas
(RONDANELLLI et al., 2020).

2.3 Nutracéuticos

O termo nutracéutico foi criado por Stephen L. DeFelice, em 1989, nos Estados Unidos,
e representa a unido dos termos nutricdo e farmacéutico. Os nutracéuticos sdo substancias
bioativas obtidas de uma matriz alimentar, em uma forma purificada ou de extratos, e

administradas por via oral, em dosagens que excedem aquelas obtidas em um alimento in natura
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(DEFELICE, 1995; ISKANDAR et al., 2020). Oferecem efeitos fisiologicos benéficos a satde
e bem-estar, incluindo a prevencéo e/ou tratamento de doencas (DEFELICE, 1995).

O envelhecimento da populacdo e o0 aumento doencas cronicas exigem o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas que promovam a manutencdo da salde e
qualidade de vida. Os nutracéuticos é um campo terapéutico em ascensao global, com uma taxa
de previsao de crescimento anual de 7,04% entre 2016 e 2022 (PRASAD, 2016; BORODINA
et al., 2020).

No Brasil, os nutracéuticos sdo descritos como uma substancia de ocorréncia natural,
com efeito benéfico a satde, como ingredientes de alimentos especificos, alimentos funcionais
ou suplementos alimentares, projetados pela industria farmacéutica ou alimenticia. Existem em
formas variadas de apresentacao, como: capsulas, tabletes, cereais, sopas, bebidas entre outros,
aumentando a aceitabilidade do paciente (GOMES; MAGNUS; SOUZA, 2017). A
regulamentacdo dos nutracéuticos no Brasil ndo é especifica. Estd amparada pela legislacédo de
alimentos funcionais, que estabelece as alegagdes de procedimentos para registro de alimento,
com alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saide (BRASIL, 1999; GOMES; MAGNUS;
SOUZA, 2017).

De acordo com a Resolugdo n° 18, de 30 de abril de 1999, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), alegacao de propriedade funcional é aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencgédo e em outras func¢es normais do organismo humano. A alegacéo
de propriedade de saude é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relacao entre o
alimento ou ingrediente no tratamento de doencas. Estas declaragdes de rotulagens podem se
referir as substancias bioativas, como carotendides; fitoesterdis; flavondides; fosfolipideos;
organosulfurados; polifendis; probidticos, entre outros, desde que, precedido da prévia
aprovacdo e comprovacao cientifica (BRASIL, 1999; STRINGHETA et al., 2007; GOMES;
MAGNUS; SOUZA, 2017).

Os "nutracéuticos” apresentam competéncias e finalidades distintas dos "alimentos
funcionais” (ARONSON, 2016). Os nutracéuticos constituem formulacdes com compostos
bioativos concentrados oriundos de uma fonte alimentar, com atividade terapéutica comprovada
na prevencdo e/ou tratamento de doencas. Os alimentos funcionais sdo caracterizados por
alimentos que podem fornecer beneficio a salde, através da presenca de sustdncias em
concentracOes relativamente baixas, normalmente consumidas na dieta regular (JONES;
CABALLERO; DAVIDOV-PARDO, 2019; BORODINA et al., 2020).
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Os nutracéuticos podem ser representados pelos peptideos, compostos fendlicos,
flavonoides, carotendides, lipidios, minerais, vitaminas, aminoacidos, antioxidantes e extratos
vegetais (SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011; GONGALVES et al., 2018; JONES;
CABALLERO; DAVIDOV-PARDO, 2019). Entre os seus beneficios relatados na literatura
estdo a prevencdo de doencas neurodegenerativas e cancer, em funcdo de suas propriedades
antioxidantes, antiproliferativa, anti-inflamatdria, antimutagénica, antimicrobiana, entre outras
(NILE; PARK, 2014; GONCALVES et al., 2018).

Os extratos vegetais geralmente sdo liofilizados ap6s a extracdo da fonte alimentar e
posteriormente adicionados em concentracGes pré-determinadas em formulagGes nutracéuticas
(LEENA et al., 2020). Os compostos bioativos, normalmente, sdo sollveis e sensiveis a luz,
calor e oxigénio, necessitando de um sistema carreador biocompativel, que exerca protecao
contra degradacdo das moléculas bioativas, durante o processamento e armazenamento
(AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2015; GERARDI et al., 2016). As unidades de entrega
mastigaveis a base de gelatina configuram-se como uma alternativa viavel, aprimorando a
biodisponibilidade (AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2012; DILLE; DRAGET; HATTREM,
2018). As formulagdes nutracéuticas incorporadas com fitoterapicos conduzem um campo de
pesquisa cientifica, voltada para promocéo de salude e qualidade de vida (ISKANDAR et al.,
2020).

As unidades de entrega mastigaveis geralmente sdo produzidas a base de gelatina,
constituindo um mecanismo de entrega comum para 0s nutracéuticos. As particulas de gelatina
liberam os bioativos na cavidade oral, durante o processo de mastigacéo, produzindo particulas
menores que serdo conduzidas para o sistema gastrointestinal. Dentre as vantagens, destaca-se
0 aumento do tempo de retencdo da forma de dosagem na cavidade oral e aumento na
biodisponibilidade. As unidades de entrega podem ser adotadas para uso local e sistémico e
permitem a incorporacéo de varios ingredientes ativos (DILLE; DRAGET; HATTREM, 2018;
LEENA et al., 2020).

A matriz polimérica de gelatina confere uma rede tridimensional, que armazena e
protege o composto biativo. Quando a solucdo aquosa de gelatina é resfriada, regides ricas em
aminoacidos proporcionam zonas de unido, formando uma rede tridimensional biocompativel,
ideal para carreamento de substancias. Os géis de gelatina apresentam temperatura de transicéo
préximas as condicdes fisioldgicas humanas, otimizando a dissolu¢do das unidades de entrega
na cavidade oral e trato gastrointestinal (MARFIL; ANHE; TELIS, 2012; DILLE; DRAGET:;
HATTREM, 2015; LEENA et al., 2019; MAVIAH et al., 2020). A incorporacdo de substancias

bioativas em uma matriz de gel a base de gelatina, pode ser desenvolvido através de trés
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principais sistemas: a) ingrediente ativo suspenso como particulas sélidas em toda a matriz
gelificada; b) dissolvido na fase aquosa da matriz de gel; e ¢) dispersos como goticulas de
emulsdo a base de lipidios, que sdo suspensos por toda a matriz de gel (DILLE; DRAGET;
HATTREM, 2018).

As unidades de entrega mastigaveis apresentam facilidade de administragdo em
comparagdo com comprimidos e cdpsulas, tornando-as uma alternativa vidvel, principalmente
em grupos de pacientes pediatricos e geriatricos, e que sofrem de disfagia (DILLE; DRAGET;
HATTREM, 2017; PALUMBO et al., 2019).

O desenvolvimento de uma forma de administracdo, com apresentacdo semelhante a
pastilhas, confere atributos importantes para a melhor aceitacdo e manutencao do tratamento
pelo paciente, em virtude da sua popularidade e propriedades organolépticas atrativas
(MARFIL; ANHE; TELIS, 2012; USHIKOSHI-NAKAYAMA et al., 2019; CIZAUSKAITE
etal., 2019). Os pacientes com SAB, geralmente apresentam baixa adesao ao tratamento (KIM;
KHO, 2018). Sendo assim, esta forma de apresentacdo pode ser uma alternativa atrativa,

contribuindo para adesédo do paciente ao tratamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil fitoquimico do extrato tratado de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen
e desenvolver uma unidade de entrega nutracéutica, para o tratamento sintomatico da

sindrome da ardéncia bucal (SAB).

3.2 Objetivos especificos

o ldentificar o perfil fitoquimico do extrato etanolico bruto tratado (EEBT) das flores
de A. oleracea através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
acoplado a Espectrometria de Massas (EM) com lonizag&o por Eletrospray (IES);

e Obter padrédo analitico através do desenvolvimento de um método de isolamento do
composto espilantol a partir do EEBT, por CLAE-DAD e identificd-lo por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

e Empregar o espilantol isolado como padrédo analitico para processo de quantificagéo;

e Desenvolver um método de quantificagdo do composto espilantol através de CLAE-
DAD;

e Avaliar o teor de espilantol no extrato etanélico bruto (EEB) das flores de A. oleracea
e no extrato etandlico bruto tratado com carvao ativo (EEBT));

e Investigar através de docking molecular a interacdo do espilantol e alquilamidas
identificadas no extrato EEBT com os receptores TRPV1 e CB2;

e Incorporar o EEBT de A. oleracea em uma unidade de entrega.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao metodoldgica do estudo

Trata-se de um estudo experimental in vitro e in silico, buscando analisar o perfil
fitoquimico do extrato tratado de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen e aplicando-0 no
desenvolvimento de uma unidade de entrega mastigavel a base de gelatina. Foi desenvolvido
no Laboratdrio de Analises e Diagnostico (LAD), localizado no departamento de Odontologia
da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campina Grande-PB. As anélises fitoquimicas
foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analises (LMCA) localizado
na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa-PB. Este projeto foi previamente
cadastrado no SisGen sob registro n® A50D74B.

4.2 Material vegetal

Amostras das flores de A. oleracea (Figura 2) foram coletadas em novembro de 2020,
na regido semidarida da Paraiba, localizada na cidade de Nova Olinda (7° 28'38.3 "S / 38° 02'29.4
"W). Uma exsicata da espécie foi depositada no herbario Manoel Arruda Camera (HACAM)
da UEPB, sob o nimero de identificagdo 1929.

Figura 2 - Capitulos florais e folhas de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen.
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4.3 Extrato etanolico bruto (EEB)

O EEB foi obtido a partir dos capitulos florais frescos da A. oleracea, por maceracdo
em etanol 95° GL (1:4, p/v). A cada 48 horas foi realizada a filtracdo e troca do solvente. Este
processo de extracédo foi repetido trés vezes e a tintura filtrada foi mantida em freezer a -20°C
até a Gltima extracdo. Foi realizada a remocéo do solvente por rotaevaporagdo a vacuo (TE-211,
TE-058-Tecnal®), seguida de liofilizacdo (Alpha 1-2 LDplus-Christ®), para obtencdo da massa
seca, utilizada para calcular o rendimento (RODRIGUES et al., 2011) (Figura 3).

Figura 3 - llustragdo do processo de obtencdo do extrato etandlico bruto.
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4.4 Extrato etandlico bruto tratado com carvao ativo (EEBT)

O EEB foi tratado com carvao ativo, seguindo metodologia descrita por Freitas-Blanco
et al. (2016), com algumas modificacdes. A tintura do extrato bruto foi adicionada em baldo
de fundo redondo com 4% (p/v) de carvéo ativo granular (Dinamica®), e submetido a banho
aquecido a 40 °C, sob agitacdo por 30 minutos. Apds esse periodo, foi realizada a filtracdo a
vacuo em funil de placa porosa com terra diatoméacea (Celite 545- Dindmica®). O extrato foi
concentrado a vacuo (TE-211, TE-058-Tecnal®) e liofilizado (Alpha 1-2 LDplus-Christ®),
para obtencéo da massa seca, utilizada para calcular o rendimento (RODRIGUES et al., 2011)
(Figura 4).

Figura 4 - llustracdo do processo de tratamento do extrato etandlico bruto com carvéo ativo.
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Fonte: Adaptado de FREITAS-BLANCO et al. 2016.

4.5 Analise do perfil fitoquimico por CLAE- EM"- IES

O EEBT das flores de A. oleracea foi analisado por CLAE (Shimadzu®), utilizando
coluna cromatogréafica analitica C18 (Kromasil® - 250 mm x 4,6 mm x 5 um), acoplado a
espectrometro de massas (Bruker® - lon-Trap AmazonX), com lonizacdo por Electrospray
(IES).

Para realizacdo da andlise, a amostra foi solubilizada em metanol (1mg/mL), com
posterior filtragdo em filtros PVDF (Fluoreto de Polivinilideno), com malha de 0,45 um. O
método cromatografico desenvolvido utilizou os solventes metanol (solvente B) de grau
cromatografico e agua ultrapura tipo 1 (Mili-Q), acidificada com &cido formico (0,1% v/v)
(solvente A), com analise em gradiente de concentracdo (5 a 100% de B em 95 minutos). O
volume de injecdo foi de 10 puL e taxa de fluxo foi de 0,6 mL/minuto. No espectrometro de
massas, as amostras foram submetidas a uma fragmentagéo sequencial em EM*. Os pardmetros
utilizados foram: capilar 4,5 kV, offset da placa final 500 V, gas nebulizador 4 bar, gas seco
(N2) com fluxo de 8 mL/minuto e temperatura de 200 °C. A amostra foi analisada no modo de
ionizagao positivo e negativo, a tentativa de identificagdo dos compostos foi baseada nos dados
(EM™) reportados pela literatura.

4.6 Isolamento e identificacéo de espilantol
4.6.1 Isolamento por CLAE-DAD

O processo de isolamento do espilantol foi necessario em funcdo da necessidade de um
padrdo analitico para o desenvolvimento da quantificacdo, tendo em vista que empresas globais

de fornecimento de padrdes analiticos com grau de pureza certificado, como a Sigma-Aldrich,

ndo comercializam padréo de espilantol. Assim, foi realizado o fracionamento cromatografico
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do EEBT das flores de A. oleracea em CLAE preparativa (YMC-Actus Triart C18, com 5 um
de tamanho de particula e dimenséo de 250 x 20 mm), utilizando os solventes metanol (solvente
B) de grau cromatogréafico (Biograde®) e agua ultrapura tipo I (Mili-Q) (solvente A). A analise
foi realizada em sistema gradiente de concentracdo, com 70 a 75% de B em 35 minutos e 75%
a 100% em 5 minutos, com volume de inje¢do de 200 uL, taxa de fluxo de 8 mL/min e

comprimento de onda de 230 nm. Obtendo a subfragcéo T-1 e esta foi submetida a RMN.

4.6.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos no espectrometro (Varian®), operando a 500 MHz
para RMN de 'H e 125 MHz para RMN de **C. A subfracio T-1 foi solubilizada em CDCls.
Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hz, as multiplicidades no espectro de RMN de H foram indicadas segundo
as convencoes: sl (simpleto largo), d (dubleto), t (tipleto), dd (duplo dubleto), dt (duplo tripleto),
dq (duplo quarteto) e m (multipleto). Os dados de RMN obtidos para a subfracdo-T1 foram
comparados com os dados descritos na literatura (NAKATANI; NAGASHIMA, 1992).

4.7 Quantificacdo do espilantol

Para total separacdo do marcador analisado em relacao aos demais compostos presentes
nas amostras, um método cromatogréafico foi desenvolvido utilizando metanol (solvente B) de
grau cromatogréfico (Biograde®) e agua ultrapura tipo | (Mili-Q) (solvente A). O método
desenvolvido foi composto por 68% de metanol por 35 minutos, 68%-100% em 5 minutos,
100% por 15 minutos, 100%-68% em 5 minutos e 68% por 5 minutos.
4.7.1 Preparacdo da curva analitica

4.7.1.1 Solucao estoque de espilantol

A solucéo estoque foi preparada com 5 mg do padrédo espilantol em 5 mL de metanol,

concentragéo final de Img/mL.
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4.7.1.2 Preparacdo das solugdes da curva analitica para o EEB

As solucdes para cada concentracdo foram realizadas em triplicata. A solucdo 1B foi
preparada através da transferéncia de 150 pL da solugdo estoque para um baldo volumétrico de
5 mL, cujo volume foi completado com metanol, produzindo uma solugdo com concentracao
de 50 pg/mL. A solugdo 2B foi produzida utilizando 4 mL da solugdo 1B e completando para
o0 volume de 5 mL, perfazendo uma solugdo com concentra¢do de 40 pg/mL. A solugdo 3B foi
preparada com 3,75 mL da solugdo 2B e aferindo o volume final com metanol para 5 mL,
produzindo uma solug¢do com 30 pg/mL. A solugdo 4B foi constituida por 3,33 mL da solucdo
3B e volume final de 5 mL de metanol, com concentragdo final de 20 pg/mL. A solucao 5B foi
produzida utilizando 2,5 mL da solucdo 4B e completando o volume com metanol, obtendo

assim uma solucao com 10 pug/mL.

4.7.1.3 Preparacdo das solugbes da curva analitica para o EEBT

As solugdes para cada concentracdo foram realizadas em triplicata. A partir da solucéo
estoque de padrao, uma solugdo de 175 pg/mL (solucao 1T) foi produzida utilizando 875 pL da
solucdo padrdo em baldo volumétrico de 5 mL, com volume final obtido utilizando metanol. A
solucéo 2T foi preparada com 4,18 mL da solugéo 1T com volume final de 5 mL ajustado com
metanol, obtendo uma concentragao de 150 pg/mL. A solugdo com 125 ug/mL (solugdo 3T) foi
realizada atraves de 4,16 mL da solucdo 2T e volume final de 5 mL produzido pela adicéo de
metanol. A solucdo 4T foi obtida utilizando 4 mL da solugéo 3T, e volume final de 5 mL com
o uso de metanol, proporcionado uma concentragdo de 100 pg/mL. A solugdo 5T (50 pg/mL)

foi produzida com 2,5 mL da solucdo 4T e volume final de 5 mL ajustado com metanol.

4.7.2 Anélises estatisticas

A analise estatistica foi realizada por comparacdo estabelecida atraves da analise de
Variancia (ANOVA one way), onde os resultados foram considerados estatisticamente
diferentes quando p<0,05, o nivel de significancia adotado foi de 95%. O teste t foi utilizado
para analisar a diferenca estatistica da quantificacdo entre as amostras de EEB e EEBT. O
software empregado foi Microsoft Excel.
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4.8 Docking molecular

As duas proteinas envolvidas na patogénese da SAB foram obtidas no Protein Data Bank
(PDB, www.rcsh.org) (BERMAN et al. 2000), o receptor TRPV1 (PDB ID 5IRX 2, ligante
agonista resiniferatoxina)(GAO et al., 2016) e o receptor CB2 (PDB ID 6PTO 3, ligante
agonista WIN 55,212-2)(XING et al., 2020).

As nove alquilamidas isoladas neste estudo foram submetidas a docking molecular
utilizando o Molegro Virtual Docker, versdo 6.0.1 (MVD). Todas as moléculas de agua foram
mantidas para realizar o docking e as estruturas de enzima e composto foram preparadas usando
as mesmas configuracdes de parametro padrdo no mesmo pacote de software (avaliagdo de
ligante: ES interno, H-Bond interno, tor¢des Sp2-Sp2, todos verificados; numero de execucdes:
10 execucdes; algoritmo: MolDock SE; interacbes maximas: 1.500; Tamanho méximo da
populacdo: 50; Etapas maximas: 300; fator de distancia do vizinho: 1,00; Nimero méaximo de
poses retornadas: 5). O docking foi realizado utilizando um GRID de 12 A de raio e 0,30 de
resolucao para cobrir o local de ligacédo do ligante de ambos os arquivos PDB. O RMSD (Root-
Mean-Square Distance) para comparar a distancia media entre o ligante cristalizado e o ligante
submetido ao docking molecular, onde um RMSD de até 2,0 A o docking pode ser considerado
valido (ONODERA,; SATOU; HIROTA, 2007)

Os modelos com caracteristicas esperadas como relevantes para a ligagdo do ligante
extraidos para ambos os ligantes foram gerados para realizar o docking. O algoritmo de
pontuacdo de Moldock foi usado como a funcdo de pontuacdo e o algoritmo de pesquisa de
Moldock também foi aplicado (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

4.9 Producéo das unidades de entrega mastigaveis

Os ingredientes empregados na formulacdo foram gelatina, pectina, sorbitol, xilitol,
acido citrico e corante alimenticio. O EEBT de A. oleracea foi selecionado para incorporagao
na formulacdo da unidade de entrega mastigavel. Foram desenvolvidos ensaios preliminares
para determinacdo das concentracfes adequadas de cada componente. As concentracGes dos
componentes utilizados na formulacdo das unidades de entrega mastigaveis nao seréo

divuldadas ainda, em funcédo da requisicdo de registro de patente, junto 8 INOVATEC.

As unidades de entrega mastigaveis foram obtidas a partir da hidratacdo da gelatina em

um becker, realizada a temperatura ambiente (22+2°C) por um periodo de 15 a 30 minutos, em
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seguida foram adicionados a pectina, sorbitol e xilitol de forma gradual, homogeneizando-os
com auxilio de um bastdo de vidro, sob aquecimento em banho-maria (70°C). Ao atingir a
temperatura de 55° C, foram adicionados o acido citrico e corante, homogeneizando por 5
minutos. A matriz de gel permaneceu em banho-maria atingindo temperatura de 40° C, o EEBT
foi diluido em agua destilada (qsp) e adicionado a matriz gelatinosa, a formulacdo foi
novamente homogeneizada, até a obtengdo de um liquido viscoso e homogéneo. A formulagao
foi transferida para os moldes e permaneceu nos moldes selados, por um periodo até 24 horas,
em temperatura ambiente (22+2°C). Apds este periodo, as unidades de entrega foram removidas

dos moldes e armazenadas em embalagens com fechamento hermético.
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5 RESULTADOS

5.1 Rendimento do EEB e EEBT

O rendimento obtido para o EEB foi de 9.4%, exibindo coloracdo verde musgo e forte
odor caracteristico. Em comparacdo, o EEBT apresentou menor rendimento de 5.2%,
provavelmente em funcdo da remocdo dos pigmentos, em especial da clorofila (Figura 5),
observou-se apds a liofilizacdo coloracdo amarelada e auséncia de forte odor caracteristico.
Ambos os EEB e EEBT, apresentaram consisténcia pastosa.

Figura 5 - Pigmentacdo da tintura do extrato etanolico bruto das flores de A. oleracea, antes e

apos o tratamento com 4% de carvéo ativo.

Antes Apos

5.2 Anélise do perfil fitoquimico

A andlise do perfil fitoquimico do EEBT exibiu uma diversidade de compostos,
incluindo alquilamidas, especialmente o espilantol, compostos fenélicos, como derivados de

quercetina e camferol (Tabela 1).



Tabela 1- Caracteriza¢do dos compostos presentes no extrato tratado de A. oleracea por CLAE- EM"-IES.
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Pico T.R [M-HT EM" m/z Composto Referéncias
Bonaccorsi et al.
EM?[625]: 463, 301, 300 : . . . ’
1 42,3 625 EM [625—300]: 273, 257, 229, 151 Quercetina-O-dihexosideo 2005éIG(;r(1)zla5Ies et
EM?[609]: 447, 285, 284 Barros et al., 2011;
2 45,9 609 EM3 [739—284]: 257, 243, 229, Camferol-O-dihexosideo Gonzales et al.,
213, 151 2015
EM?2[755]: 609, 301 ]
3 462 755 EM3 [755—609]: 301 Quercetina-O-deoxihexosideo-O- Iallorggtl-g{l ?,ritégi;fit
’ EM* [755—609—301]: 271, 272, rutinosideo K ot al ’2020
256, 179, 151 v
EM?[463]: 343, 301, 300
4 50,1 463 EM3 [463—301]: 273, 257, 229, Quercetina-3-0O-hexosideo Wang et al., 2015
179, 151
EM?[609]: 301 Simirgiotis et al.,
5 50,6 609 EM3 [609—301]: 273, 257, 229, Rutina 2015; Wang et al.,
179, 151 2015
EM? [593]: 447, 285, 284 .
6 53,5 593 EM3 [593—285]: 257, 241, 229, Camferol-3-O-rutinosideo Fabre et al., 2001;
Zhou et al., 2018
213, 151
Pico T.R [M+H]" EM" m/z Composto Referéncias
7 64,6 204 EM? [204]: 176, 148, 131, 105,103 (22)'N"S‘(’jki’i“nt:rfiagonen'ﬁ’S' Boonen et al., 2010
2 : _fanilatil -2 2. iR
8 66.4 268 EM-[204]: 240, 222, 195, 148, 121, N-feniletil 23 epoxi 6,8 Boonen et al., 2010
105, 103 nonadiinamida
2 . . . . “N-i il- -
9 69 1 930 EM<[230]: 202, 188, 174; 157; 146; (2E,42)-N-isobutil-2,4 Boonen et al., 2010

131, 129;
91;

undecadieno-8,10-diinamida




10

11

12

13

14

15

71,2

75,2

76,1

76,9

80,1

82,4

232

246

258

222

236

248

EM?2[232]: 204, 176, 159, 133, 131,
105, 91

EM? [246]: 218, 176, 159, 133, 131,
105, 91

EM?[258]: 230, 202, 185, 157, 131,
117, 105

EM?[222]: 166, 149, 123, 121, 81

EM?[236]: 166,149, 123, 121,

EM?[248]: 220, 175, 149, 147, 142.
121, 107

(2E)-N-isobutil-2- undeceno-8,10-
diinamida
(2E)-N-(2-metilbutil)-2-
undeceno-8,10- diinamida

(2E,72)-N-isobutil-2,7-
tridecadieno-10,12-diinamida

Espilantol
(2E,6Z,8E)-N-(2- metilbutil)-2,6,8-
decatrienamida

(2E,4E,8Z,10Z)-N-isobutil-
dodeca-2,4,8,10-tetraenamida

Boonen et al., 2010

Boonen et al., 2010

Boonen et al., 2010

Boonen et al., 2010

Boonen et al., 2010

Boonen et al., 2010
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Figura 6 - Cromatograma do pico base do extrato tratado de A. oleracea no modo positivo (A) e no modo negativo (B).
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5.3 ldentificagéo e pureza do espilantol
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A subfracdo-T1 apresentou no espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls): 6 5,78 (1H,
dt, J=15,5e 1,5 Hz, H-2), 6,82 (1H, dt, J =15,5 e 6,5Hz, H-3), 2,24-2,34 (4H, m, H-4 e H-5),
5,26 (1H, dt, J = 11, e 7 Hz, H-6), 5,97 (1H, t, J = 11 Hz, H-7), 6,29 (1H, m, H-8), 5,70 (1H,
dg, J = 7 e 13,5 Hz, H-9), 1, 77 (3H, d, J = 7 Hz, H-10), 3,15 (2H, m, H-1"), 1,80 (1H, m, H-
2), 0,92 (6H, d, J = 7 Hz, H-3> e H-4"), 5,43 (N-H). No espectro de RMN de *C (125 MHz,
CDClg), exibiu os sinais ¢ 124,2 (CH, C-2), 143, 7 (CH, C-3), 32,2 (CH>, C-4), 26,5 (CHa, C-
5), 127, 8 (CH, C-6), 129,6 (CH, C-7), 126,8 (CH, C-8), 130,1 (CH, C-9), 18,4 (CHas, C-10),
46,9 (CH, C-1), 28,7 (CH, C-2"), 20,2 (CHs, C-3’ e C-4’). Os dados de RMN obtidos para a
subfracdo-T1 em comparacdo com a literatura (NAKATANI; NAGASHIMA, 1992) permitiu

identifica-la como espilantol (Figura 7).

Figura 7 - Estrutura quimica do espilantol.
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Figura 9 - Expanséo | do espectro de RMN de H (500 MHz,CDCls) da subfragdo-T1.
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Figura 10 - Expans&o Il do espectro de RMN de *H (500 MHz,CDCls) da subfragio-T1.
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Figura 11 - Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) da subfragdo-T1.
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A pureza do espilantol isolado foi analisada por CLAE-DAD (Figuras 12 e 13). N&o foi
identificada a presenca de impurezas, sendo compativel para ser usado como padrao analitico

no processo de quantificacao.

Figura 12 - Cromatograma em 230 nm do espilantol isolado.
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Figura 13 - Pureza do pico do marcador espilantol e seu espectro ultravioleta.
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5.4 Quantificac¢éo do espilantol no EEB e EEBT

O método desenvolvido permitiu a separacao do espilantol dos demais metabdlitos dos
extratos (EEB e EEBT) (Figuras 14 e 15), assegurando que a metodologia pode ser usada para

quantificacdo deste marcador no extrato, assim como, para um posterior processo de validacéo.

Figura 14 - Cromatograma do EEB de A. oleracea. O espilantol é observado no tempo de
retencédo de 25,65 minutos.
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Figura 15 - Cromatograma do EEBT de A. oleracea. O espilantol é observado no tempo de

retencdo de 25,52 minutos.
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A curva analitica do padrdo de espilantol para o EEB utilizou as concentragdes de 10 a
50 pg/mL, sendo cada concentracdo realizada em triplicata (n=3). O método dos minimos
quadrados foi utilizado para a construgdo da curva de calibracdo e a variancia da regressao foi
utilizada nas analises. As areas obtidas do padréo utilizadas na curva de calibracdo para o EEB
podem ser observadas na tabela 2. O valor da equacdo da reta'y = 228819x + 64294 e 0 R2 =

0,9997 (Grafico 1) foi obtido através da curva analitica desenvolvida.

Tabela 2 - Valores obtidos na producéo da curva analitica para o EEB.

Concentracao Repeticao Area Média DPR (%)

1 2078454

10 pug/mL 2 2275134 2163361 4,6
3 2136495
1 4560240

20 pg/mL 2 4711142 4565982 3,1
3 4426564
1 6763309

30 pg/mL 2 7050261 6877755 2,2
3 6819695

40 pg/mL 1 9172485 9013874 2,4
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8757202
9111935
11701254
10886481 11380342 3,8
11553292

50 pg/mL

W NN W DN

Gréfico 1 - Curva de calibracdo do espilantol para o EEB.
12000000
y =228819x - 64294
10000000 R?'=0.9997
8000000
6000000

4000000

2000000

A concentracdo de espilantol no EEB foi determinada utilizando a equacéo da reta
produzida pela curva analitica. O EEB na concentracdo de 1mg/mL foi analisado em triplicata

(Tabela 3), obtendo uma concentracdo média de 28,33 mg/g de espilantol no EEB.

Tabela 3 - Quantificacdo do espilantol no EEB.

- Concentracéo de Média
Repeticao ) DPR (%)
espilantol (mg/g) (mg/g)
1 28,19
2 28,43 28,33 0,44
3 28,38

Para o EEBT a curva analitica desenvolvida continha as concentracdes entre 50 e 175
pug/mL (Tabela 4) e produziu um valor da equacéo da reta y = 230369x + 86083 e 0 R2 =0,9981
(Gréfico 2).
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Tabela 4 - Valores obtidos na producédo da curva analitica para o EEBT.

Concentracéao Repeticao Area Média DPR (%)

1 11701254
10886481 11380342,3 3,8
11553292
23260431
22992899 23126665 08
23142907
29332215
28910277 29121246 1,0
26744942
35980983
34881777 35272797 1,7
34955633
40624028
37887028 39750469 4,0
40740351

50 pg/mL

100 pg/mL

125 pg/mL

150 pg/mL

175 pg/mL

W N P W N P W DN P WwWDN PN

Graéfico 2 - Curva de calibracao do espilantol para o EEBT.

45000000

40000000 y = 230360 + 86083 e

2 _ ot
35000000 R™=0,3981 .
30000000 -
25000000 -

K

20000000
15000000

G

10000000

5000000

0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200



48

Atraveés da equacdo da reta obtida, e as &reas produzidas pelo espilantol no EEBT (n=3)
na concentracdo de 1mg/mL, a concentracdo média de espilantol encontrada no EEBT foi
117,96 mg/g (Tabela 5).

Tabela 5 - Quantificacdo do espilantol no EEBT.

- Concentracao de Media
Repeticao ) DPR (%)
espilantol (mg/g) (mg/g)
1 117,96
2 117,89 117,96 0,05
3 118, 02

O teste t foi aplicado para avaliar se as médias dos resultados obtidos para a
quantificacdo de espilantol no EEB e EEBT podem ser consideradas estatisticamente diferentes.
Nesta analise, o t calculado (-1012,1574) foi menor que o t critico (4,3026), desta forma, indica
diferenca significativa entre as concentracdes de espilantol no EEB e EEBT, mostrando que o
tratamento do EEB com carvéo ativo a 4% promove o0 aumento da concentracdo desse composto

no extrato.

5.5 Docking molecular

O estudo do docking molecular foi validado atraves do calculo do RMSD, obtendo os
valores de 0.25 e 0.13 para as proteinas TRPV1 e CB2, respectivamente. Quanto mais préximo
de zero melhor estd 0 modelo, dessa forma os modelos obtiveram um étimo desempenho. Na

tabela 6, observamos as estruturas moleculares das alquilamidas aplicadas no estudo.

Tabela 6 - Alquilamidas identificadas no EEBT de A. oleracea e aplicadas no estudo do

docking molecular.

Alquilamidas Nome Estrutura

1 (2Z)-N-isobutil-2- nonen-

6,8- diinamida j
/




N-feniletil -2,3- epoxi-6,8-

nonadiinamida

(2E,4Z)-N-isobutil-2,4-

undecadieno-8,10-

/
diinamida p
2E)-N-isobutil-2-
undeceno-8,10- diinamida Pt

(2E)-N-(2-metilbutil)-2-
undeceno-8,10- diinamida

(2E,72)-N-isobutil-2,7-

tridecadieno-10,12- e 1 o
- - - h B > u/\r |
diinamida
Espilantol

49
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8 (2E,6Z,8E)-N-(2-
metilbutil)-2,6,8- i
Decatrienamida NN
9 (2E,4E,82,10Z)-N-
isobutil- e~
dodeca-2,4,8,10- N~ T

tetraenamida

5.5.1 Receptor TRPV1

Todas as alquilamidas possuem o grupo amida interagindo com o residuo de aminoécido
THR550 responsavel por atividade antinociceptiva (DE LA ROSA-LUGO et al., 2017), seja
por intera¢Bes de hidrogénio, como ocorre nas alquilamidas 1- 4, 6 e 8, ou por interacdes de
Van der Waals, alquilamidas 5, 7 e 9. As alquilamidas ndo interagiram com o residuo de
aminoacido GLU570, favorecendo a auséncia de pungéncia associada a esse residuo. Além
disso, as alquilamidas interagem com o residuo de aminoacido LEU553, caracteristica de
agonistas parciais. Dessa forma, o estudo de docking molecular sugere que as alquilamidas
investigadas no presente estudo possuem potencial atividade antinociceptiva, agindo no
receptor como agonistas parciais. As interacfes das alquilamidas no sitio ativo da proteina

TRPV1, podem ser observada na figura 16.

Figura 16 - InteracGes moleculares entre as alquilamidas 1-9, e os residuos de aminoacidos do
sitio ativo da proteina TRPV1 (PDB ID 5IRX). As setas indicam os residuos de aminoacidos

importantes para interacdo e resposta no sitio ativo.
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A fim de esclarecer melhor quais residuos sdo mais criticos na ativacéo do receptor CBy,

Xing e colaboradores (2020) calcularam a contribuicdo da energia dos residuos de aminoéacidos

do sitio ativo individual. Apesar da maioria dos residuos de aminoacidos do sitio ativo

contribuirem igualmente para o reconhecimento e interacdo do antagonista e do agonista, trés

residuos se mostraram potencialmente importantes para obter a distingdo, TRP194, TRP258 e
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PHE117, esses residuos ficam distantes e ndo interagem de forma direta com o agonista (XING
et al., 2020). Assim, para uma molécula atuar como agonista no receptor CB; ndo deve ocorrer

interacdo direta com os residuos de aminoacidos citados anteriormente.

Com base nessas informacdes, foi realizado o estudo do docking molecular na proteina
CB: e investigado o potencial agonista das alquilamidas isoladas neste trabalho, foi possivel
observar que as alquilamidas ndo interagem ou interagem fracamente com esses residuos,
correspondendo a interacdes estéricas fracas a uma distancia superior a 4.5 A. Assim, o estudo
de docking sugere que as alquilamidas investigadas do presente estudo sdo agonistas dos
receptores CB». A figura 17 mostra as intera¢fes das alquilamidas no sitio ativo da proteina
CB..

Figura 17 - Interacdes moleculares entre as alquilamidas 1-9, e os residuos de aminoacidos do
sitio ativo da proteina CB2 (PDB ID 6pto).
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5.6 Unidades de entrega mastigaveis

Foram produzidas unidades de entrega a base de hidrocoloides comestiveis
incorporadas com EEBT das flores de A. oleracea. A formulagdo mostrou-se macia e flexivel
ao manuseio, apresentando tamanho reduzido, projetado para facilitar a administracdo. Além
disso, os atributos de cor e translucidez obtidos (Figura 18) podem atrair a preferéncia do
paciente, possibilitando uma melhor adesdo ao tratamento. N&o foi identificado alteracdes
visiveis consideraveis na integridade fisica, durante o periodo de observacao de 30 dias (Figura
19).

Figura 18 - Unidade de entrega nutracéutica desenvolvida contendo EEBT das flores de A.

oleracea.

Figura 19 - Aspecto visual das unidades de entrega mastigaveis durante o periodo de 30 dias.
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6 DISCUSSAO

O extrato de A. oleracea representa um nutracéutico com diferentes atividades
bioldgicas, no entanto, tem sido pouco explorado (UTHPALA; NAVARATNE, 2020;
SANTOS et al., 2021). Este estudo analisou o extrato das flores de A. oleracea, tratado com
carvdo ativo, cujos resultados revelaram perfil fitoquimico e interacdes moleculares com
receptores alvos, envolvidos na sindrome da ardéncia bucal, que embasaram o desenvolvimento
de uma formulacdo nutracéutica para o tratamento sintomatico da SAB.

No processo extrativo dos compostos ativos de A. oleracea foi utilizado o solvente
etanol, por apresentar maior capacidade extrativa do espilantol e adequada manutencdo da sua
estabilidade, por no minimo seis meses, a temperatura ambiente (BAE et al., 2010; BALIEIRO
et al. 2020). Além disso, apresenta menor toxicidade, baixo custo e seguranga em sua aplicacao
(SILVA et al., 2021). Os capitulos florais de A. oleracea sdo ricos em alquilamidas, com
presenca majoritaria do espilantol (CHENG et al., 2015; RONDANELLI et al., 2020),
reafirmando a sua sele¢cdo como parte vegetal empregada no processo extrativo deste estudo. O
rendimento extrativo do EEB das flores de A. oleracea foi de 9.4%, superior ao rendimento
relatado por Freitas-Blanco e colaboradores (2016), que utilizando método extrativo similar o
rendimento médio relatado foi de 7.7%. Esta diferenca de rendimento extrativo pode estar
associada ao emprego dos capitulos florais frescos neste estudo.

Técnicas que auxiliam a remoc¢do de pigmentos e aumentam a disponibilidade de
bioativos séo relevantes no desenvolvimento de formulagdes que utilizam extratos vegetais em
sua composicdo. Neste sentido, foi selecionado o método descrito por Freitas-Blanco e
colaboradores (2016), com adaptacgdes, envolvendo o tratamento do extrato etanolico das partes
aéreas de A. oleracea com 4% de carvao ativo, para obtencdo de um extrato com maior teor de
espilantol e com reducdo de pigmentos. Foi modificado o tempo de tratamento e granulometria
do carvéo ativo aplicado, onde optou-se por submeter o extrato etanolico das flores de A.
oleracea ao carvao ativo granular, sob agitacéo rotativa aquecida, por apenas 30 minutos, com
0 intuito de reduzir a possibilidade de remocdo de compostos fendlicos pelo carvao ativo
(CHEE et al., 2013; REN et al., 2018), que podem ofertar propriedades antioxidantes
importantes a formulacéo. Foi observado melhor rendimento para o EEBT (5.2%) em relacao
ao rendimento encontrado por Freitas-Blanco e colaboradores (2016), que foi de 4%. O tempo
de exposicdo reduzido do extrato ao carvao ativo, pode ter ocacionado a menor remocgao da
massa organica e compostos em funcédo do tratamento, correspondendo a um maior valor de

massa seca obtida. Optou-se pela aplicacdo do carvéo ativo granular ao invés do carvéo ativo



57

pulverizado, como forma de evitar o escurecimento da formulagéo observado no estudo de
Freitas-Blanco et al. (2016). Além dessas vantagens, a adaptacdo do método também
proporcionou otimizagdo do tempo de processamento do extrato, com reducdo de 30 minutos.
O tratamento com carvao ativo, além de fornecer atributos de cor e odor agradaveis, pode atuar
no controle microbioldgico (PHAN, 2006; ARAKAWA, 2014) e otimizar a concentracdo de
espilantol no fitocomplexo.

A avaliacdo do perfil fitoquimico do EEBT das flores de A. oleracea revelou a presenca
de nove alquilamidas, sendo o espilantol o composto predominante, corroborando com estudos
anteriores (BAE et al., 2010; CHENG et al., 2015; SAVIC et al., 2021). As demais alquilamidas
identificadas (7-12, 14 e 15) j& foram relatadas em outros estudos fitoquimicos da A. oleracea
(BOONEN et al., 2012; CHENG et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2020; SAVIC et al., 2021;
STEIN et al., 2021). As alquilamidas constituem o grupo de compostos mais investigado na A.
oleracea, no entanto, aponta-se a necessidade de avaliar as demais classes de biocompostos.
Este estudo analisou compostos fenolicos, cuja andlise indicou a presenca de flavonoides
glicosilados, como derivados de quercetina (1,3,4,5) e camferol (2,6). Nao foram identificados
na literatura estudos que indicassem a presenca dos compostos fendlicos (1, 2, 3,4,6) no extrato
das flores de A. oleracea, sendo, possivelmente, relatados pela primeira vez.

O estresse oxidativo parece estd intimamente associado a patogénese da SAB. As
plantas medicinais sdo as maiores fontes de compostos antioxidantes, sendo 0s compostos
fenolicos os principais responsaveis em promover a atividade antioxidante (CAROCHO;
FERREIRA, 2013). Na A. oleracea o teor de compostos fenodlicos foi relatado em maior
concentracédo nas folhas (7,59 £ 1,26 mg) e flores (5,34 + 0,75 mg) (ABEYSIRI et al., 2013).
Dallazen et al. (2019) e Weintraub et al. (2020) relataram que a propriedade antioxidante é
atribuida a presenca de compostos fendlicos e flavonoides nos extratos de A. oleracea,
facilmente extraidos na presenca de solventes polares, como o etanol empregado neste estudo.
No presente estudo foi identificado no perfil fitoquimico do EEBT a presenga de derivados de
quercetina e camferol, polifen6is com potencial atividade antioxidante (ALVES et al., 2010;
SIMOES et al., 2013), o que pode favorecer o perfil antioxidante do fitocomplexo, além da
presenca das alquilamidas, que podem contribuir com essa atividade (ELUFIOYE;
HABTEMARIAM; ADEJARE, 2020). O tratamento com carvao ativo pode constituir um
método para potencializar a atividade antioxidante do fitocomplexo, possivelmente em funcéo
da remogédo dos pigmentos presente no extrato bruto, facilitando o contato dos compostos
antioxidantes com os radicais livres. Além da atividade antioxidante, os flavondis camferol,

quercetina e seu glicosideo rutina apresentam outras bioatividades, como anti-inflamatoria,
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antinociceptiva e neuroprotetora, respectivamente (JAKIMIUK; WINK; TOMCZYK, 2021,
CORDEIRO et al., 2021), que podem ser Gteis no gerenciamento da SAB.

Na literatura sdo evidenciados poucos estudos que realizam a quantificacéo do espilantol
no extrato de A. oleracea. Cheng et al. (2015) relataram a necessidade da aplicacdo de métodos
confidveis para determinacdo de concentragdes de marcadores bioativos como o espilantol,
ressaltando que a CLAE pode fornecer dados plausiveis e precisos. Sendo assim, foi
desenvolvido neste trabalho métodos baseados em CLAE-DAD, para o isolamento do
espilantol a partir do EEBT, e este foi empregado como padrédo analitico para o processo de
quantificacdo do espilantol nos extratos. Os métodos desenvolvidos para isolamento e
quantificacdo de espilantol mostraram-se eficientes através dos cromatogramas e espectros de
RMN obtidos. Foi observado também que o uso do EEBT no método de isolamento otimizou
0 processo, tendo em vista, que o tratamento com carvao ativo atuou como uma etapa de pré-
purificacdo do extrato. Os métodos descritos no presente trabalho sdo sensiveis e apresentam
reprodutividade, indicando sua aplicabilidade para obtencdo de um padrdo analitico e anélise
do teor de espilantol, além de fornecer um método otimizado para obtencdo do ativo isolado,
que podem ser Uteis no desenvolvimento de outros estudos.

No presente estudo foi observado por CLAE, 28.33 mg/g de espilantol no EEB das flores
de A. oleracea. Cheng et al. (2015) verificaram, atraves de CLAE, 84.52 mg/g de espilantol no
extrato etanolico bruto das flores de A. oleracea. Em estudo mais recente, foi observado nas
flores de Acmella ciliata, por meio de CLAE, 18.44 mg/g de espilantol (SHARMA et al., 2021).
As diferencas no teor de espilantol podem ser atribuidas a fatores como a sazonalidade, cultivo
e desenvolvimento da planta, que influenciam o contetido e a disponibilidade de metabdlitos
secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). No entanto, quando o EEB das flores de A.
oleracea foi submetido ao tratamento com 4% de carvao ativo, houve aumento significativo do
teor de espilantol, com a obtencdo de 117.96 mg/g de espilantol para o EEBT. O tratamento
com carvdo ativo favorece o aumento do conteudo de espilantol, podendo conferir melhor
permeacdo da mucosa (FREITAS-BLANCO et al., 2016), e aplicagdo de menores
concentracfes do fitocomplexo no desenvolvimento de formulagtes, além de constituir um
método de baixo custo e facil reproducdo. N&o foi identificado na literatura, até 0 momento da
realizacdo deste estudo, nenhum trabalho que tenha realizado a caracterizacdo fitoquimica,
isolamento e quantificagdo de espilantol no extrato etandlico das flores de A. oleracea tratado
com carvao ativo.

A superexpressédo dos receptores TRPV1 e CB, em pacientes com SAB (BORSANI et

al., 2014) norteia uma possivel via terapéutica envolvendo sua patogénese. O docking
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molecular possibilitou avaliar as intera¢Ges do espilantol e de outras alquilamidas presentes no
EEBT, frente aos receptores TRPV1 e CB». Todas as alquilamidas apresentaram interacdes do
grupo amida com o residuo de aminoacido THR550 do TRPV1, que esté relacionado a atividade
antinociceptiva (DE LA ROSA-LUGO et al., 2017), podendo ser responsavel pelo efeito
antinociceptivo in vivo, conforme relatado em estudos anteriores (NOMURA et al., 2013;
DALLAZEN et al., 2018). Nao foi observada interacdo entre as alquilamidas com o residuo
GLU570, o que pode indicar a auséncia de pungéncia. Resultados similares foram encontrados
por De La Rosa-Lugo et al. (2017) quando analisaram a interacdo do espilantol e outras
alquilamidas de Heliopsis longipes com o residuo GLU570. De La Rosa-Lugo et al. (2017)
observaram interagdo da capsaicina com o residuo GLU570, a capsaicina € uma substancia
oriunda da pimenta e responsavel pela sensacdo de ardéncia. Foi identificada também no
presente estudo a interacdo das alquilamidas naturais de A. oleracea com o residuo LEU553, o
que denota um possivel comportamento das alquilamidas como agonistas parcias dos canais
TRPV1. Estainteracdo havia sido relatada anteriormente apenas em alquilamidas sintéticas (DE
LA ROSA-LUGO et al., 2017). Os agonistas parciais ligam-se aos receptores, impedindo que
0 agonista integral estabeleca ligagdo. Dessa forma, o agonista parcial atua como antagonista
competitivo (LIEBERMAN et al., 2004). Neste sentido, estes resultados, sinalizam que as
alquilamidas presentes no fitocomplexo do EEBT, podem limitar os efeitos dolorosos
produzidos pela ativacao dos receptores TRPV1, por parte dos agonistas integrais, dada a sua
maior expressdo em pacientes com SAB. Considerando que 0s agonistas parciais exercem
atividade intrinseca de ativacdo reduzida, quando comparado com 0s agonistas integrais,
favorece o seu comportamento como um agonista funcional ou um antagonista funcional
(LIEBERMAN et al., 2004; SIMON; AZORIN, 2018). Assim, essa modulacdo dos canais
TRPV1 por agonistas parciais pode ser crucial para a manutencdo de respostas fisologicas
desempenhadas por este canal i6nico, relevantes para homeostase, como a reducgédo do estresse
oxidativo (GUPTA et al., 2014), além da neuroprotecdo e o reparo de pequenas fibras nervosas
(RAMIREZ-BARRANTES; MARCHANT; OLIVERO, 2016), que representam possiveis
escopos para modulacdo dos sintomas da SAB de origem neuropatica. As alquilamidas
presentes no fitocomplexo de A. oleracea apresentaram um padrdo de interacdo linear, sem
muito distaciamento do comportamento molecular desenvolvido pelo espilantol, sugerindo
atuacdo em conjunto, promovendo atividade antinociceptiva. As alquilamidas também
exerceram interacdo molecular com o receptor CB», sugerindo uma atuacdo como agonistas
(XING et al., 2020), corroborando com dados de Woelkart et al. (2008) e reforcando seu

comportamento com fitocanabinoides, o que pode favorecer respostas antinociceptivas e anti-
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inflamatorias (KOMOROWSKA-MULLER; SCHMOELE, 2021), no gerenciamento da SAB.
Destacamos que nao foi identificado na literatura consultada nenhum estudo do comportamento
molecular das alquilamidas de A. oleracea frente as proteinas TRPV1 e CB,. Os achados
evidenciados no presente estudo sugerem o emprego do fitocomplexo de A. oleracea, composto
por alquilamidas e compostos fendlicos, como uma fonte promissora de bioativos para o
tratamento sintomatico da SAB.

O desenvolvimento de novas formas de entrega de bioativos, direcionado a atender as
necessidades fisiopatoldgicas de condigdes cronicas, como a SAB, e que possam fornecer
propriedades organolépticas atrativas, que facilitem a ades&o ao tratamento, faz-se necessario
em um cenario com aumento continuo na expectativa de vida, cujas alteracdes fisiopatoldgicas
tornam-se mais evidentes. O sistema de entrega de drogas € mundialmente conhecido como
“drug delivery” e o emprego de hidrocoldides como a gelatina desperta atencao da comunidade
cientifica, em funcdo das inimeras vantagens. Dentre essas vantagens, destacam-se a
capacidade de formar uma rede tridimensional para armazenamento e prote¢do do ativo;
dissolucdo em temperatura corpérea, ideal para administracdo por via oral; biocompatibilidade;
maior biodisponilidade; baixo custo; facil manipulacdo, uma vez que assume diversas
conformacdes; além da possibilidade serem produzidas a nivel de farmacias de manipulacéo ou
no campo industrial (FOOX; ZILBERMAN, 2015; GHAHREMAN et al., 2020),
representando, assim, um potencial sistema de entrega para nutracéuticos (DILLE; HATTREM,;
DRAGET, 2018). Nesta pespectiva, a formulacdo nutracéutica desenvolvida neste estudo,
contendo o EEBT de A. oleracea, pode constituir uma possivel opcéao terapéutica no tratamento
sintoméatico da SAB. A unidade de entrega mastigavel que foi desenvolvida apresenta
composigdo simples e baixo custo, em relacdo ao processo de obtencéo e ao produto final. Além
disso, foi preparada com edulcorantes anticariogénicos, e sem adicdo de sacarose. O aspecto
visual foi semelhante a de uma “bala de goma”, atributo atrativo, que pode favorecer a adesdo
e manutencdo do tratamento sintomético da SAB, uma vez que as pessoas acometidas por SAB,
geralmente, apresentam resisténcia aos protocolos farmacoldgicos convencionais (KIM; KHO,
2018). Na formulacdo nutracéutica ndo foi empregado nenhum conservante artificial, como os
parabenos, em virtude de seu perfil toxico e a possibilidade de desenvolvimento de reagdes
alérgicas (WANG et al., 2020). No entanto, foram mantidos os aspectos visuais, sem indicativo
de proliferagdo microbioldgica, durante o periodo de 30 dias. Barbosa et al. (2016)
descreveram atividade anti-tirosinase dos extratos de A. oleracea, especialmente da fracéo rica
em espilantol, o que pode ter contribuido para manutencdo dos aspectos visuais. Em outro

estudo, foi relatado atividade antimicrobiana do extrato das flores de A. oleracea contra
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Salmonella typhi (ALCANTARA et al., 2015), podendo ser considerado um conservante
natural e contribuir no controle de qualidade da formulagdo nutracéutica. Estudos a posteriori
devem avaliar o perfil antioxidante e citotoxico do EEBT, e desenvolver analises

microbioldgicas e de estabilidade acelerada da formulacéo nutracéutica.
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7 CONCLUSAO

e O extrato hidroalcéolico das flores da A. oleracea, tratado com carvédo ativo, apresenta
perfil fitoquimico, com indicacédo da presenca de alquilamidas e compostos fenolicos,
tendo como composto majoritério o espilantol.

e O tratamento com carvdo ativo permitiu aumento significativo do teor de espilantol e
reducdo de pigmentos, o0 que pode facilitar a incorporacgao e redugéo da concentragao
do fitocomplexo em formulagdes.

e A interacdo molecular do espilantol e alquilamidas, identificadas no EEBT, com os
receptores TRPV1 e CB: sugerem possiveis atividades antinociceptiva, anti-
inflamatoria e neuroprotetora, apontando o seu potencial no gerenciamento da
sintomatologia da SAB.

e Foi possivel desenvolver uma unidade de entrega nutracéutica, contendo o EEBT de A.

oleracea, com perspectiva para sua indica¢do no tratamento sintoméatico da SAB.
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