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RESUMO

Mikania glomerata e Mikania laevigata sao plantas medicinais nativas da flora
brasileira que possuem folhas similares macro e microscopicamente, sendo
popularmente conhecidas como guaco. Suas folhas sdo utilizadas na medicina
popular de forma intercambiavel para o tratamento de varias enfermidades, com
destaque para o uso do xarope das suas tinturas no tratamento de afec¢des do trato
respiratorio e broncodilatagdo. A despeito do largo uso popular e de ter sido incluido
pelo Ministério da Saude no elenco de referéncia de medicamentos na atengao basica
em saude, nao existem estudos clinicos que demonstrem a seguranga e eficacia das
espécies de guaco. O marcador quimico para o controle de qualidade e padronizagao
do guaco é a cumarina, sendo a posologia recomendada pela ANVISA de 0,5 a 5,0
mg/dia. Entretanto, trabalhos recentes tém questionado a intercambialidade de uso e
a cumarina como marcador para as duas espécies, isso porque foram observadas
diferencas quimicas e na atividade anti-inflamatéria in vivo entre elas. Enquanto M.
laevigata apresenta quantidades significativas de cumarina / acido o-cumarico e baixa
concentracao de acido clorogénico / acido 3,5 dicafeoilquinico, o inverso é observado
em M. glomerata. O presente trabalho apresenta um estudo clinico fase | para
avaliagao da seguranca de solugdes orais das duas espécies de guaco. Além disso,
foram desenvolvidos modelos quimiométricos para os espectros no infravermelho
préximo e médio do p6 das folhas de guaco, guiados por anadlise em CLAE dos
metabdlitos secundarios, para diferenciagcdo das duas espécies. Os dados para os
modelos quimiométricos foram pré-tratados por GLSW e avaliados por PCA, o modelo
de separacao foi obtido por PLS-DA. Os modelos por IV-proximo e 1V-médio foram
capazes de distinguir entre si as espécies de guaco, além de distinguir amostras de
outras espécies vegetais, com adequada sensibilidade e seletividade. Com relagao ao
estudo clinico, pela primeira vez foi avaliada a seguranca das espécies de guaco em
humanos. Dezenove voluntarios utilizaram separadamente durante duas semanas as
solugdes orais, com uma semana sem uso da medicagao para a troca entre os grupos.
Na primeira semana foram administrados 15 mL e na segunda semana 30 mL da
solugédo, ambas duas vezes ao dia. A quantidade administrada de cumarina em cada
semana foi respectivamente 0,11 e 0,21 mg/dia para M. glomerata e 3,60 e 7,20
mg/dia para M. laevigata. Foram monitorados nos voluntarios eventos adversos
relatados, parametros no sangue para os sistemas hematopoiético, hepatico, renal e
enddcrino, além da pressao arterial. Todos os parametros foram comparados ao
tempo inicial pela analise estatistica de GEE. Para M. glomerata nao houve relato de
efeito adverso correlacionado ao seu uso, além da auséncia de interferéncia
estatisticamente significativa nos parametros monitorados. Ja para M. laevigata foram
obtidos resultados estatisticamente significativos para os parametros albumina,
fosfatase alcalina, proteinas totais e ureia, o que sugere interferéncia na fungéo
hepatica. Os resultados cromatograficos e quimiométricos demonstram que a
cumarina nado € um marcador adequado para M. glomerata, ja no estudo clinico os
medicamentos das duas espécies foram bem tolerados, sendo considerados seguros
para uso humano.

Palavras-chave: Mikania glomerata; Mikania laevigata; identificacdo; quimiometria;
estudo clinico; fase I; seguranca.



ABSTRACT

Mikania glomerata and Mikania laevigata are medicinal plants natives of the
Brazilian flora that have similar leaves macro and microscopically, being popularly
known as guaco. Its leaves are used in folk medicine interchangeably for the treatment
of various ailments, with emphasis on the use of syrup from its tinctures in the
treatment of respiratory tract ailments and bronchodilation. Despite the wide popular
use and being included by the Ministry of Health in the reference list of medicines in
basic health care, there are no clinical trials that demonstrate the safety and efficacy
of the species of guaco. The chemical marker for quality control and standardization
of guaco is coumarin, and the recommended dosage by ANVISA is 0.5 to 5.0 mg/day.
However, recent studies have questioned the interchangeability of use and coumarin
as a marker for the two species. This is because chemical differences and in vivo anti-
inflammatory activity have been observed between them. While M. laevigata presents
significant amounts of coumarin / o-coumaric acid and low concentration of chlorogenic
acid / 3,5-diffeoilquinic acid, the opposite is observed in M. glomerata. The present
work presents a phase | clinical trial to evaluate the safety of oral solutions of the two
guaco species. In addition, chemometric models were developed for the near and mid-
infrared spectra of guaco leaf powder, guided by CLAE analysis of secondary
metabolites, for differentiation of the two species. The data for the chemometric models
were pre-treated by GLSW and evaluated by PCA, the separation model was obtained
by PLS-DA. The models by near-IR and mid-IR were able to distinguish guaco species
from each other, in addition to distinguishing samples of other plant species, with
adequate sensitivity and selectivity. Regarding the clinical study, for the first time the
safety of the guaco species in humans was evaluated. Nineteen volunteers used the
oral solutions separately for two weeks, with one week without medication for switching
between groups. In the first week 15 mL and in the second week 30 mL of the solution
were administered, both twice a day. The amount of coumarin administered in each
week was 0.11 and 0.21 mg/day for M. glomerata and 3.60 and 7.20 mg/day for M.
laevigata, respectively. Reported adverse events, blood parameters for the
hematopoietic, hepatic, renal and endocrine systems, and blood pressure were
monitored in the volunteers. All parameters were compared to the initial time by GEE
statistical analysis. For M. glomerata there were no reports of adverse effects
correlated to its use, besides the absence of statistically significant interference in the
monitored parameters. For the M. laevigata, statistically significant results were
obtained for the parameters albumin, alkaline phosphatase, total protein and urea,
which suggests interference with liver function. The chromatographic and chemometric
results demonstrate that coumarin is not a suitable marker for M. glomerata, whereas
in the clinical study the drugs from both species were well tolerated and considered
safe for human use.

Key words: Mikania glomerata; Mikania laevigata; identification; chemometrics;
clinical trial; phase |; safety.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — ASPECTO GERAL DE M. laevigata CULTIVADA EM CAMPO............. 21
FIGURA 2 — ASPECTO MORFOLOGICO DE FOLHAS SECAS DAS ESPECIES DE
GUACO e 23
FIGURA 3 — PRINCIPAIS METABOLITOS SECUNDARIOS ENCONTRADOS NO
GUACO .t e e 30
FIGURA 4 — ETAPAS DO ESTUDO CLINICO ..ot 38

FIGURA 5 — REPRESENTACAO GRAFICA DE UM CONJUNTO DE DADOS
TRIDIMENSIONAIS (X1, X2, X3) E SUAS COMPONENTES

PRINCIPAIS (PC1, PC2), .. 53
FIGURA 6 — FLUXOGRAMA DAS ETAPAS SEGUIDAS NA PESQUISA................. 57
FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DA PESQUISA CLINICA .......c.coeveeceeeeeeeeee, 68

FIGURA 8 — PERFIL CROMATOGRAFICO DE UMA AMOSTRA DE M. laevigata..78
FIGURA 9 — PERFIL CROMATOGRAFICO DE UMA AMOSTRA DE M. glomerata 79
FIGURA 10 - COMPARAGCAO DOS TEORES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

ENTRE OS GRUPOS FORMADOS........ccccoiiiiiiieeeeeee e 86
FIGURA 11 — ESPECTROS IV-MEDIO ANTES E APOS PRE-TRATAMENTO COM
GLSWV e 88
FIGURA 12 — ESPECTROS IV-PROXIMO ANTES E APOS PRE-TRATAMENTO
COM GLSWV .. 90
FIGURA 13 — ANALISE EXPLORATORIA POR PCA PARA OS DADOS DE IV-
IMIEDIO ..ottt 91
FIGURA 14 — ANALISE EXPLORATORIA POR PCA PARA OS DADOS DE IV-
PROXIMO ...ttt 92
FIGURA 15 — DEFINICAO DO NUMERO DE VL PARA PLS-DA IV-MEDIO............ 94
FIGURA 16 — AVALIACAO DE AMOSTRAS ANOMALAS DO CONJUNTO DE
CALIBRAGAQ PLS-DA - IV-MEDIO........ceiereeerereeeeeeeeeeeeeeee e 95
FIGURA 17 — GRAFICO DE ESCORES PLS-DA — IV-MEDIO.........ccccveveverererrnenene. 97
FIGURA 18 — VIP ESCORES PARA MODELO IV-MEDIO ........c.cocooeeirereeercaee, 98
FIGURA 19 — CURVAS ROC E GRAFICO DE THRESHOLD PARA MODELO IV-
MEDIO ... 100



FIGURA 21 — AVALIACAO DE AMOSTRAS ANOMALAS DO CONJUNTO DE

CALIBRACAO PLS-DA - IV-PROXIMO........c.coeereeererereeereeererannn. 103
FIGURA 22 — GRAFICO DE ESCORES PLS-DA — IV-PROXIMO..........c.cceuee... 104
FIGURA 23 — VIP ESCORES PARA MODELO IV-PROXIMO...........ccccovrvrirrrrarnne. 105
FIGURA 24 — CURVAS ROC E GRAFICO DE THRESHOLD PARA MODELO IV-

PROXIMO ..ottt 107
FIGURA 25 — PERFIS DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA DOS

METABOLITOS SECUNDARIOS DO GUACO ......cccevvirciereieae, 110

FIGURA 26 — PERFIL CROMATOGRAFICO DAS SOLUGOES ORAIS DE GUACO

FIGURA 27 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS
SEM EFEITO ASSOCIADO A SOLUCAO ORAL DE M. glomerata...123
FIGURA 28 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS
EFEITO ASSOCIADO A SOLUCAO ORAL DE M. glomerata............ 125
FIGURA 29 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS
SEM EFEITO ASSOCIADO A SOLUGCAO ORAL DE M. laevigata ....132
FIGURA 30 — ESTRUTURA QUIMICA DA CUMARINA E ACAO ANTICOAGULANTE

FIGURA 31 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS
COM EFEITO ASSOCIADO A SOLUCAO ORAL DE M. laevigata....137



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 — ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE M. glomerata E M. laevigata.

........................................................................................................... 20
QUADRO 2 — PRODUTOS TRADICIONAIS FITOTERAPICOS DE GUACO
REGISTRADOS NO BRASIL .....ooiiiiiiiiieeeee e 27
QUADRO 3 — ESTUDOS DE SEGURANGCA DO GUACO .....cccoiiiis 33
QUADRO 4 — RESULTADOS VALIDACAO DO METODO CLAE-DAD NA MATRIZ
PO DAS FOLHAS DE GUACO ..., 77
QUADRO 5 — RESULTADOS DA VALIDACAO DO METODO CLAE-DAD NA
MATRIZ SOLUCAO ORAL DE M. laevigata ............c.ccoceeeueeeenenn.. 108
QUADRO 6 — RESULTADOS DA VALIDACAO DO METODO CLAE-DAD NA
MATRIZ SOLUCAO ORAL DE M. glomerata..........c.ccccoeveevnrn... 109
QUADRO 7 — PERFIL DOS VOLUNTARIOS DA PESQUISA..........ceoeeveeeeeree. 114
QUADRO 8 — EVENTOS ADVERSOS REPORTADOS SOLUCAO ORAL DE M.
GIOMEIALA ...ttt e e 116

QUADRO 9 — EVENTOS ADVERSOS REPORTADOS SOLUCAO ORAL DE M.
[AEVIQALA.......c..ceeeeeeeeeeee e 126



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — GRADIENTE UTILIZADO NA SEPARAGAO CROMATOGRAFICA.....59
TABELA 2 — FAIXA DOS PADROES PARA AS ANALISES CROMATOGRAFICAS60
TABELA 3 — COMPOSICAO DAS SOLUGOES ORAIS UTILIZADAS NO ESTUDO
CLINICO ... 65
TABELA 4 — RESULTADOS DE TEOR DOS METABOLITOS SEGUNDARIOS NAS
AMOSTRAS COM IDENTIFICAGCAO BOTANICA E OUTRAS

ESPECIES ...ttt 81
TABELA 5 — RESULTADOS DE TEOR DAS AMOSTRAS ADQUIRIDAS NO
COMERCIO ...t 84
TABELA 6 — PARAMETROS PARA AVALIACAO DO AJUSTE DO MODELO PLS-
DA = IV-MEDIO ..ottt 99
TABELA 7 — PARAMETROS PARA AVALIACAO DO AJUSTE DO MODELO PLS-
DA = IV-PROXIMO........ooiimiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 106
TABELA 8 — RESULTADOS DO CONTROLE DE QUALIDADE PARA AS
SOLUGOES ORAIS ...ttt 112
TABELA 9 — QUANTIDADES DIARIAS DOS METABOLITOS SECUNDARIOS
ADMINISTRADAS AOS VOLUNTARIOS.........c.coeeviieicieieeeeeieee, 113

TABELA 10 — RESULTADOS CLINICOS SOLUGCAO ORAL DE M. glomerata....... 117
TABELA 11 — DETALHAMENTO SOBRE OS PARAMETROS CLINICOS QUE
SOFRERAM EFEITO DO TEMPO — M. glomerata...............cccc.uuue..... 121
TABELA 12 — RESULTADOS CLINICOS SOLUCAO ORAL DE M. laevigata......... 128
TABELA 13 — DETALHAMENTO SOBRE OS PARAMETROS CLINICOS QUE
SOFRERAM EFEITO DO TEMPO — M. laevigata.............ccccoureennnee. 130



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SiMBOLOS

ALT - Alanina aminotransferase

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AOAC - Association of Official Agricultural Chemists
AST - Aspartato aminotransferase

B - Diferenga média entre tempos do estudo clinico
CCD - Cromatografia em camada delgada

CEso - Concentragao efetiva para metade do efeito maximo
CEP - Comité de ética em pesquisa

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CNS - Conselho Nacional de Saude

CONEP - Comissao Nacional de Etica em Pesquisa
CPQBA - Centro Pluridisciplinar de Pesquisa Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
CcVv - Coeficiente de variagao

DAD - Detector de arranjo de diodos

DLso - Dose letal mediana

DNA - Deoxyribonucleic acid

GEE - Generalized estimating equations

GGT - Gama glutamil transferase

GL - Graus de liberdade

IC - Intervalo de confianca

IFAV - Insumo farmacéutico ativo vegetal

[V-médio - Infravermelho médio

[V-proximo - Infravermelho proximo

L - Litros

LD - Limite de deteccao

LQ - Limite de quantificagéo

min. - Minutos

OMS - Organizagdo Mundial da Saude
p - Valor de p

PC - Componente principal

PCA - Analise de componentes principais



PLS-DA
QIC
RENAME
RMSECV
RNI

ROC

SUS
TCLE
UNICAMP
VIP

VL

X

x2

- Analise discriminante por quadrados minimos parciais
- Quasi-verossimilhanga sob o modelo de independéncia
- Relacédo Nacional de Medicamentos Essenciais

- Raiz da média quadratica de validagao cruzada

- Raz&o Normalizada Internacional (tempo de protrombina)
- Caracteristicas de operagao do receptor

- Desvio padrao

- Erro padrao da média

- Somatério de numeros

- Razéo sinal / ruido de um sinal analitico

- Sistema Unico de Saude

- Termo de consentimento livre e esclarecido

- Universidade Estadual de Campinas

- Variavel importante na projegao

- Variavel latente

- Média

- Qui-quadrado



SUMARIO

TINTRODUGAOD ......oouieiriririeeet e et s e s e s e s e e e s e esessessessesseessssessessesssssssssssesnssssensnns 16
0 T = | 0 1 19
2. 10BJETIVO GERAL ...ttt e e e e e a s 19
2.20BJETIVOS ESPECIFICOS ... ..ottt 19
3 REVISAO DA LITERATURA ......ooiiiiicieises e sss s sssssessesssssessessesssssssssssssnsaneas 20
K 11U Y 0 SRS 20
3.1.1 Propriedades farmacolégicas e constituintes quimicos do guaco .................. 25
3.1.2 SeguranGa dO QUACO. ......ceiiieiaaaeaaeaeeeeaee e e e e e e e e e e e e s s 33
3.2ESTUDOS CLINICOS.... .ottt 37
3.2.1 Estudos clinicos e fitoterapiCos .......ccooeeeieiiiiiiiiei e 43
3.3QUIMIOMETRIA E IDENTIFICACAO DE PLANTAS MEDICINAIS ..................... 47
3.3.1 Analise de Componentes Principais — PCA..........cccoooiiiiiiiiiiiiee e 52
3.3.2 Analise Discriminante por Quadrados Minimos Parciais — PLS-DA ............... 54
4 MATERIAIS E METODOS .......couiiiieciccneesscsse e s e s sssssssssssssssssssssssssssssssanans 57
4 1 DESENHO EXPERIMENTAL.....ootiiiiiiiiiitiiie et a e e e e e e 57
4. 2AMOSTRAS VEGETAIS ...ttt e e e e e e e e e 58
4 3PREPARO DAS AMOSTRAS VEGETAIS ....ooiiiiieeiieee et 58
4.4CONSTRUCAO DO MODELO QUIMIOMETRICO PARA IDENTIFICACAO DAS
ESPECIES DE GUAGCO ... 59
4.4.1 Padrdes analiticos e reagentes para analise cromatografica ......................... 59
4.4.2 Analise por CLAE do p6 das plantas e validagdo do método analitico........... 59
4.4.3. Analise dos dados de teor para orientagdo do modelo quimiométrico ........... 60
4.4.4 Analise por infravermelho das amostras de guaco..........ccoooeeeevveeeiiiiiieeeeeene. 61

4.4.5 Construcdo dos modelos quimiométricos para reconhecimento de padroes /

identificacao das ESPECIES .......coevuueiie e 62
4 5MATERIAIS PARA O ESTUDO CLINICO ......coviiieieieeeeeeeeee e, 64
4.5.1 Matérias-primas utilizadas na produgao das tinturas e solugdes orais........... 64
4.5.2 Obtencado das tinturas de QUACO...........cceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 64
4.5.3 Obtenca0 das SOIUGOES OFAIS .....ccceeeeeeieieiiiiiiee e e e e e e eeeeiite s e e e e e e e e eeeeeas 64

4.5.4. Analise por CLAE das tinturas, solug¢des orais e validagdo do método analitico



4.6.1 SeleGa0 dOS VOIUNTANOS. .....coeeiiiiie e e e 66

4.6.2 Desenho do estudo ClINICO .......coovviiiiiiii e 67
4.6.3 Monitoramento da seguranga dO QUACO ............eeeeiiiiiiiieiiiiiieeeeeeiee e e e e eeees 70
4.6.4 Avaliacao dos eventos adVErSOS ........c.uoiiiiiiiiiiie e 71

4.6.5 Avaliacdo e tratamento dos dados de presséao arterial e analises do sangue

(o (o TSIV o] 1] 0] =1 4 o F- S 72
5RESULTADOS E DISCUSSAOD .......ccoereiririeesesesessessessessessessesssssssssssssssssssssans 75
5.1 CONSTRUCAO DO MODELO QUIMIOMETRICO PARA IDENTIFICACAO DAS

ESPECIES DE GUAGCO ...t 75
5.1.1 Validagdo do método analitico para o teor dos metabdlitos secundarios nas

AMOSLrAS A€ QUACO ..o 75
5.1.2 Resultados de teor dos metabdlitos secundarios nas amostras de guaco .....78
5.1.3 Analise exploratoria por PCA para os espectros no infravermelho................. 87
5.1.4 Modelo PLS-DA para identificacao das espécies de guaco por IV-médio...... 93

5.1.5 Modelo PLS-DA para identificacdo das espécies de guaco por IV-préximo.101
5.2ESTUDO CLINICO FASE | ...ttt 107

5.2.1 Validagao do método analitico para o teor dos metabdlitos secundarios nas

SOIUGOES OraiS A€ QUACO ... .ieeiiie et e e e e e e an s 107
5.2.2 Resultados de controle de qualidade para as solugdes orais....................... 112
5.2.3 Perfil dos voluntarios selecionados para 0 estudo.............cceevvviiiiiieeerieennnns 114
5.2.4 Avaliagdo da seguranga de M. glomerata.............ccccccooevveeeiiiiiiiieeieeeeinn. 115
5.2.5 Avaliagdo da seguranga de M. laevigata .............cccceeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiinn, 126
B CONCLUSAD........ceeeeeeeerreeereesesesseesesasessessssessssessesas s ssesae s ssessessessesessesesssssnnsnsen 140
REFERENCIAS.......coiiiietiiecceeesessesessesssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnnns 142

ANEXOS......co i 153



16

1 INTRODUGAO

Guaco é o nome popular utilizado para designar duas espécies de plantas
medicinais bastante difundidas na medicina tradicional brasileira, Mikania glomerata
Spreng. e Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker. Outros nomes comuns sdo guaco-liso,
guaco-cheiroso, guaco-do-mato, cipoé-caatinga e uaco.

As duas espécies sdo endémicas da américa do sul cobrindo extensas areas
do Paraguai, Argentina e Brasil, neste ultimo ocorrendo principalmente no interior e
bordas das areas originalmente ocupadas pelo bioma Mata Atlantica, entre os estados
do Rio Grande do Sul e Bahia. Essa caracteristica faz com que as infusdes em agua
das folhas dessas espécies botanicas sejam utilizadas, ao longo de todo o territério
brasileiro, na forma pura de cha ou misturadas com mel na forma de xarope, bem
como o macerado hidroalcéolico para o tratamento de diferentes enfermidades, com
destaque para o uso em afeccbes do trato respiratério e broncodilatacédo
(GASPARETTO et al., 2010).

Esse uso tradicional do guaco associado as propriedades terapéuticas
alegadas fez com que o Ministério da Saude incluisse o xarope e a solugéo oral de M.
glomerata no elenco de referéncia de medicamentos e insumos complementares para
a assisténcia farmacéutica na ateng¢ao basica em saude, conforme anexo Il da Portaria
No. 3.237 de 24 de 2007, sendo que os produtos a base de guaco vem sendo
mantidos na lista de produtos estratégicos para o Sistema Unico de Saude desde
entdo (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2007, 2017, 2022). Logo, produtos
tradicionais fitoterapicos a base de guaco vém sendo adquiridos pelo poder publico e
distribuidos para a populagdo nos municipios brasileiros que incorporaram o
medicamento a sua lista de produtos estratégicos.

Somado a isso, atualmente os produtos fitoterapicos de guaco possuem o
maior numero de registros na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em
relacdo aos produtos registrados da flora nacional, dezenove registros validos de
dezesseis detentores de registros até o final de 2021. Todos sao declarados como
utilizando M. glomerata com diferengas na concentragdo de cumarina, que é tida
como o marcador quimico das duas espécies, sendo que na sua totalidade sao
registrados como medicamentos tradicionais fitoterapicos, o que permite que nao seja

necessario que as empresas apresentem estudos clinicos para comprovagao da
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seguranca e eficacia do medicamento para obteng¢ao do registro, por se entender que
estas foram demonstradas através da tradicionalidade do uso da espécie vegetal ao
longo de varios anos (BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2014a). Consequentemente, tanto a academia quando a industria ndo promoveram
até o momento estudos clinicos com a finalidade de avaliar de forma confiavel a
seguranca e eficacia dos produtos fitoterapicos das duas espécies de guaco (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

A auséncia desses estudos € contraria ao guia da OMS - Instrugbes
operacionais: Informagdes necessarias para a conducdo de ensaios clinicos com
fitoterapicos, que descreve que a ampla utilizacdo dos medicamentos fitoterapicos
pela populagdo sugere, mas ndo assegura, que os medicamentos tradicionais
apresentam uma relacdo risco-beneficio favoravel (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2008). Como exemplo pode ser citado o caso do Hypericum perforatum L.,
que tem a infusao das flores secas utilizadas na Europa central para o tratamento de
desordens do sistema nervoso como depressao e ansiedade. Uma revisao sistematica
conduzida por Stevinson e Ernst (2004) sobre as evidéncias clinicas disponiveis para
a espeécie citada encontrou relatos de casos que levantam a possibilidade de que o
seu extrato possa desencadear episodios de mania em pacientes vulneraveis, o que
precisa ser comprovado através de estudos clinicos.

Além disso, o baixo numero de estudos clinicos com plantas medicinais é tido
como um dos motivos de dificuldade para a disseminacgao da fitoterapia no Brasil, uma
vez que sao escassos 0s dados disponiveis sobre seguranga e eficacia em humanos
para as plantas medicinais da flora nacional, dados esses essenciais para direcionar
os profissionais da saude na orientacédo da populagdo para o uso racional desses
medicamentos (LEITE; CAMARGOS; CASTILHO, 2021). Desta forma, persiste a
necessidade de avaliar os reais beneficios e os possiveis riscos apresentados para o
guaco através da realizagédo de ensaios clinicos conduzidos em conformidade com os
principios da ciéncia clinica atualmente praticada.

No que diz respeito ao controle de qualidade das espécies vegetais, desde a
farmacopeia brasileira 12 edicdo M. glomerata possui uma monografia, sendo que a
espécie M. leavigata foi incorporada ao compéndio farmacéutico nacional em 2005 na
42 edicao da farmacopeia. Entretanto, a partir dessa edicdo a monografia de M.
glomerata deixou de ser incorporada a farmacopeia, sendo mantida apenas a ultima

espécie de guaco nessa e nas edi¢gdes posteriores. Isso porque as duas espécies de
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guaco guardam entre si uma similaridade morfolégica muito grande, além de
caracteristicas microscopicas foliares muito parecidas. Além disso, considerando
algumas sequéncias de DNA estudadas, até o momento ndo foram encontradas
diferengas moleculares entre as espécies (BASTOS et al., 2011; VIEIRA et al., 2020).
Isso tem tornado a discriminacdo das espécies de guaco controversa e como
consequéncia ambas tém sido preparadas, comercializadas e utilizadas de forma
indistinta (DE MELO; SAWAYA, 2015), suscitando a comunidade cientifica a uma
discuss&do em torno do tema.

Entretanto, o uso indistinto das espécies praticado e permitido pela ANVISA
através da Instrugdao Normativa n° 2 de 2014 e da 22 edigao do formulario de
fitoterapicos da farmacopeia brasileira ndo é uma situagdo adequada (BRASIL.
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2014a; BRASIL. AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2021). Isso porque, atualmente existem
diferencas reportadas na composi¢cao do metabolismo secundario entre as espécies
de guaco, além de ag¢des farmacoldgicas com resultados superiores da atividade anti-
inflamatoria de M. laevigata em relacéo a M. glomerata nos modelos in vivo estudados
(ALMEIDA et al., 2017; BERTOLUCCI et al., 2013a; DELLA PASQUA et al., 2019; DE
MELO; FREITAS et al., 2008; SAWAYA, 2015; VIEIRA et al., 2020).

Consequentemente, o uso de fitoterapicos sem comprovagao de seguranga e
eficacia pode ser prejudicial para o tratamento e controle de doencgas, o que torna
imprescindivel a condugao de estudos clinicos para a garantia dos beneficios desses
medicamentos.

Finalmente, tanto o governo, quanto a populagao brasileira vem alocando
recursos financeiros consideraveis no financiamento e obtengao respectivamente de
fitoterapicos de guaco para profilaxia de doengas como a asma. Logo, essa situacao
exige a correta identificacdo das espécies botanicas e que estudos clinicos sejam
conduzidos utilizando exemplares confidveis com o objetivo de se avaliar
corretamente a seguranca e eficacia em humanos a fim de se orientar qual das
espécies de guaco € a mais adequada para a finalidade terapéutica pretendida. O
primeiro passo é atestar a segurancga clinica, para que, caso alguma das espécies
seja considerada ndo segura, a sua utilizagao pela populagéo seja desencorajada e
proibido o registro / comercializagdo de produtos da espécie, e posteriormente sejam
realizados estudos clinicos de eficacia com as espécies que tenham tido a sua

seguranga comprovada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Construir modelo quimiométrico para diferenciagao das espécies de guaco e
conduzir estudo clinico de fase | para avaliar a seguranga de solugbes orais de M.
glomerata e M. laevigata em voluntarios através do monitoramento de marcadores do

sangue e avaliagao clinica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Construir modelo quimiométrico utilizando as técnicas analiticas de
cromatografia liquida de alto desempenho (CLAE), infravermelho proximo (1V-
proximo) e infravermelho médio (IV-médio) para diferenciacao entre as
especies M. glomerata e M. laevigata;
° Administrar aos voluntarios solug¢ao oral de M. glomerata e solugao oral
de M. laevigata, acompanhar clinicamente os individuos e monitorar
marcadores do sangue em ambos 0s grupos;
o Determinar se alguma das duas espécies de guaco (M. glomerata e M.
laevigata) apresenta efeitos toxicos no organismo humano, comparando-se
estatisticamente os resultados dos exames laboratoriais e clinico antes e
depois do uso de cada uma dessas solug¢des orais de guaco;
o Determinar através de marcador inflamatério no sangue dos individuos
se alguma das duas espécies apresenta indicio de agao anti-inflamatéria para

orientagao de um possivel estudo clinico de fase II.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 GUACO

Guaco € nome popular comumente empregado para designar as espécies de
plantas medicinais, Mikania glomerata Spreng. e Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker,
ambas pertencentes a familia Asteraceae e que seguem a classificagdo taxonémica
apresentada no QUADRO 1.

QUADRO 1 — ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE M. glomerata E M. laevigata.

CATEGORIA TAXONOMICA M. glomerata? M. laevigataP®
Filo Tracheophyta Tracheophyta
Classe Magnoliopsida Magnoliopsida
Ordem Asterales Asterales
Familia Asteraceae Asteraceae
Tribo Eupatorieae Eupatorieae
Género Mikania Mikania
Espécie Mikania glomerata Spreng. | Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker

FONTE: RITTER et al. (2022a, 2022b)

O género Mikania compreende aproximadamente 439 espécies, distribuidas
principalmente nas regides neotropicais (ROYAL BOTANICAL GARDENS, 2022a). No
Brasil, sdo encontradas cerca de 199 espécies que estao amplamente distribuidas em
todas as regides do Brasil (RITTER et al., 2022c).

Varias das espécies pertencentes ao género Mikania sao medicinais, sendo
que duas das principais s&do M. glomerata e M. laevigata, largamente utilizadas pela
populacdo brasileira. Ambas ocorrem no Brasil principalmente no bioma Mata
Atlantica, crescendo desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, além de serem
encontradas no Paraguai e noroeste da Argentina, além de porgdes da América
Central no caso especifico de M. glomerata (ROYAL BOTANICAL GARDENS, 2022b).

As duas espécies sao lianas, de grande porte e perenes. Apresentam-se
como subarbusto silvestre, escandente, com folhagem densa e perene. O caule é
descrito como cilindrico, ramificado, glabro e, quando seco, apresenta fratura fibrosa
e aspecto estriado no sentido longitudinal. As plantas jovens apresentam coloragao
verde-clara passando a verde-escura e a cinzento-escura nas partes suberificadas,
FIGURA 1 (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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PECTO GERAL DE M. laevigata CULTIVADA EM CAMPO

p’i" L -

FONTE: O autor (2022)
NOTA: A — Aspecto geral do crescimento; B — Aproximagéao das folhas.

Segundo Ritter e Miotto (2005), M. glomerata floresce e frutifica entre agosto

e dezembro, enquanto M. laevigata entre agosto e novembro. Ja outros autores

descrevem a floragao de cada uma das espécies em momentos diferentes, final de
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julho até meados de agosto e final de agosto até meados de setembro s&o os meses
descritos por Almeida e colaboradores (2017) e Costa e colaboradores (2018), bem
como janeiro e setembro por Napimoga e Yatsuda (2010), respectivamente para M.
glomerata e M. laevigata.

As folhas das duas espécies, parte da planta utilizada para fins medicinais,
tiveram sua anatomia macro e microscopica descrita por diferentes autores nos
ultimos anos (BUDEL et al., 2009; COSTA et al., 2018; DE ALMEIDA et al., 2017).
Além disso, possuem monografias em diferentes edigdes da farmacopeia brasileira,
as folhas de M. glomerata foram oficializadas na primeira edicdo da referida
farmacopeia, enquanto as folhas de M. laevigata apareceram na quarta edi¢ao e foram
mantidas nas edi¢gbes subsequentes, figurando na sexta edigdo publicada no ano de
2019. Ambas sao descritas macroscopicamente como pecioladas, oval-lanceoladas,
glabras, de apice de agudo a acuminado, podendo medir de 10 a 15 cm de
comprimento. Possuem margem inteira a sinuosa, glabra e luzidia, sobre ambas as
faces, sensivelmente lobada, com a base arredondada. Com relagao as nervuras, sao
tri ou pentanervadas, oriundas do apice do peciolo, que mede de 3 a 6 cm de
comprimento, por até, 0,5 cm de diametro na base (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

Embora exista uma semelhanga bastante grande entre suas folhas (FIGURA
2), Costa e colaboradores (2018) descrevem que a presenga de quatro I6bulos nas
folhas adultas de M. glomerata é uma das caracteristicas que distinguem as espécies.
O acompanhamento do desenvolvimento das folhas no campo permite verificar a
expansao dos lIébulos das folhas jovens para as folhas maduras, enquanto em folhas
jovens de M. laevigata nenhum Iébulo esta presente. Segundo os autores, essas
caracteristicas sdo mantidas para espécimes que crescem sob exposi¢cdo plena ao
sol. Entretanto, quando os mesmos espécimes crescem em ambientes sombreados,
como em estufas, a lamina foliar sofre mudancgas e ndao € mais possivel a distingao
das duas espécies através da morfologia. Mesmo caracteristicas marcantes, como o
odor adocicado das folhas de M. laevigata é perdido nestas condicbes. Essa
modificacdo foi comprovada quando os pesquisadores transferiram uma amostra
cultivada em condigao de sol pleno, identificada como M. laevigata, para uma estufa
e passaram a observar o desenvolvimento de novas folhas com lobos caracteristicos
de M. glomerata. Consequentemente, a identificagdo baseada na morfologia das

folhas pode levar a erros caso a amostra cres¢ga em condi¢gdes de sombra.
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FIGURA 2 — ASPECTO MORFOLOGICO DE FOLHAS SECAS DAS ESPECIES DE GUACO

FONTE: O autor (2022)
NOTA: A — M. glomerata; B — M. laevigata.

Microscopicamente as folhas sdo descritas como bastante semelhantes.
Préximo a lamina foliar poucos estdmatos e tricomas glandulares unisseriados estao
presentes principalmente na face abaxial. Nas laminas foliares das duas espécies sao
encontras ceras epicuticulares, em ambas as superficies. Em depressdes da
epiderme existem tricomas glandulares unisseriados e pluricelulares, além de
tricomas glandulares capitados. A folha de ambas as espécies é anfiestomatica,
apresentando estdbmatos anomociticos e anisociticos, mais numerosos na face
abaxial. A epiderme da nervura central € unisseriada com células arredondadas.
Nessa regido, subjacente a epiderme, estdo presentes aproximadamente quatro
camadas de colénquima angular na face adaxial e trés camadas na face abaxial
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2018; COSTA et al., 2018).

A epiderme da face adaxial é unisseriada e, subjacente a hipoderme,
evidencia células parenquimaticas alongadas periclinalmente e sem cloroplastos. O
mesofilo dorsiventral possui duas a trés camadas de parénquima palicadico na face
adaxial e sete a doze camadas de parénquima esponjoso na face abaxial (COSTA et
al., 2018).



24

Essas caracteristicas microscépicas semelhantes entre as duas espécies fez
com que alguns autores tenham descrito como de dificil diferenciagdo M. glomerata e
M. laevigata, com um trabalho sugerindo unificagdo taxonémica das espécies por nao
terem sido encontradas diferengas anatdmicas e moleculares na sequéncia de DNA
utilizada no estudo realizado (BASTOS et al., 2011). Entretanto, trabalhos recentes
tem apontado diferengas significativas no metabolismo secundario entre as espécies,
sugerindo que a classificacédo taxondmica distinta deve ser mantida, um desses
trabalhos realizado por Costa e colaboradores (2018) encontrou apenas 3 diferengas
microscopicas entres as duas espécies apos analises da folhas e peciolos:

1) Colénquima do peciolo — M. glomerata possui colénquima angular
enquanto M. laevigata possui colénquima lamelar;

2) Parénquima paligadico das folhas — em M. laevigata as camadas de
células dessa estrutura apresentam uma maior frequéncia de paredes
indentadas periclinalmente em relagdo a M. glomerata;

3) Compostos fendlicos no colénquima da nervura central — foram
observados compostos fendlicos corados com cloreto férrico em M.
glomerata, porém estes nao foram observados na nervura central de M.

laevigata.

Os autores discutem que mesmo que essas trés diferengas tenham sido
encontradas, apenas a primeira seria mais confiavel, embora a Farmacopeia Brasileira
V descreva a presencga de colénquima angular no peciolo de M. laevigata. As outras
duas diferencas sao bastante sutis, particularmente a terceira depende da espessura
do corte histolégico realizado e nao foi observada em material desidratado. Logo,
segundo os autores citados, a melhor forma de diferenciagéo das duas espécies para
fins de controle de qualidade seria a analise quimica dos metabdlitos secundarios e a
avaliacao morfolégica das plantas crescidas no campo, o que nao pode ser realizado
em individuos cultivados em estufa, uma vez que estes perdem suas caracteristicas
morfolégicas conforme descrito no trabalho. Além dessas caracteristicas, o odor doce
caracteristico da cumarina auxilia na diferenciacao das espécies, considerando que
apenas em M. laevigata este odor € sentido e permanece até no material vegetal seco
(RITTER; MIOTTO, 2005).

Consequentemente, varios sao os motivos que podem justificar a confusdo na

identificacdo das duas espécies, como por exemplo: espécimes para identificacao
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botanica coletados de forma inadequada, possuindo apenas folhas jovens, ainda ndo
devidamente diferenciadas, proximo as inflorescéncias (RITTER; MIOTTO, 2005); em
algumas condigbes cromatograficas de métodos pouco seletivos os tempos de
retengao da molécula de cumarina (marcador de controle de qualidade do guaco) é
muito proximo ao das moléculas dos derivados do acido cafeoilquinico (metabdlitos
secundarios do guaco), podendo haver coeluicdo dos picos e ser tomada uma
molécula pela outra (ALMEIDA et al., 2017); o uso indevido de hastes foliares
misturados com as folhas, elevando a quantidade de cumarina no material utilizado,
uma vez que os ramos das duas espécies possuem quantidades similares de
cumarina (COSTA et al., 2018).

O primeiro motivo apresentado nao permite a correta identificacao das folhas
adultas das duas espécies, folhas essas que apresentam maior diferenciacdo em
relacao as folhas jovens. Ja os dois ultimos motivos tém como consequéncia conduzir
a falsa conclusédo de que as duas espécies possuem a mesma composi¢ao quimica
em relagdo aos seus principais metabdlitos secundarios. Logo, os trés motivos
apresentados inviabilizam a correta identificagdo das espécies vegetais através das
principais caracteristicas indicadas no trabalho de Costa e colaboradores (2018),
sendo que a importancia da analise dos marcadores quimicos das espécies para fins
de identificacao é reiterada por Vieira e colaboradores (2020), principalmente para o
caso de folhas em estagio jovem ou em folhas trituradas. Esses fatos associados
fazem com que muitas vezes as espécies de guaco sejam utilizadas de forma
intercambiavel e algumas vezes sem distingdo entre elas (NAPIMOGA; YATSUDA,
2010).

3.1.1 Propriedades farmacoldgicas e constituintes quimicos do guaco

Na medicina tradicional, o guaco vem sendo utilizado para o tratamento de
diversas afecgdes em que sejam benéficas suas propriedades excitante, ténica,
depurativa, antipirética, antiofidica, antimalarica e estimulante do apetite. O guaco
também ¢é utilizado contra picada de escorpido, artrite, reumatismo, eczema
pruriginoso, inflamagao da garganta e principalmente para o tratamento de doencas
respiratorias, atuando como antiespasmadico, balsamico e expectorante (BOTSARIS,
2007; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2018; GASPARETTO et al., 2010;
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MAIORANO et al., 2005). Em virtude dessas atribui¢cdes, diversos produtos a base de
guaco vém sendo desenvolvidos e comercializados no Brasil e, em especial, o xarope
de guaco esta instituido no elenco de referéncia de medicamentos da rede de atengao
basica em saude, conforme descrito no anexo Il da Portaria n° 2.982 de 26 de
novembro de 2009 (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Além de constar na
Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2022). Dessa forma, o xarope de guaco é utilizado em larga escala pela
populacao brasileira através de diversos programas de fitoterapia disseminados em
todo o Brasil (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2006; GASPARETTO et al., 2010;
SILVA et al., 2006).

No QUADRO 2 s&o apresentados os registros validos na ANVISA até o final
de 2021 dos produtos fitoterapicos a base de guaco. No quadro é possivel constatar
a diferenca existente tanto na concentracdo do marcador cumarina, quanto da
posologia recomendada entre os produtos disponiveis no mercado. Além disso, fica
evidente que apenas um dos produtos registrados no mercado cita a espécie M.
laevigata em sua composigao, enquanto todos os demais declaram utilizar apenas a

especie M. glomerata.



27

ebauss ejebAjo4 @ ejeuroiyo
wniynjseN ‘wnuwesjeq
00'€ sep g Xg-Gl 520'0 uopxoifyy ‘eyuenoeosd | 980000¥SL | "ePYT GeleNA oLgleIoge ] e)nooens
sijeeyda) ‘snjjadeu wnyuody
‘ejelawiolb "y ap oederoossy
seuewas EPY]
Ge'l ) X€-Gl £0'0 ejesowolb ‘W £600LEGEL |  SOonNgoBWLES SOINPOIY $50}00END)
cel ap 010JoWOY) B eL)SNPU| [e)]
: SRS 1 xe-ql : ejesowwolb 1500LL2bL | 7 S EONNOOBLLE 1euooeNng
zel BLISNPU| 90UBIOSEWIEY
. seuewsas . ) .
52’2 ol X€-Gl 500 ejesowolb ‘W 91002590} | V'S eonngoewie ssaiy uljooens
ogy | SEEMES 1 iy 80°0 ejesowolB 6500611 BPF] BORNgoBLIES snjyooeno
cel BlISNpU| BlallY
. seuewas _ . ) ‘epj) odluejog wnueqgJsHH
0S¥ ce |l Xg€-g 0g0 m“mk®EO\@ 4 80009811 ouoQjeiogeT] wnleqglaH O}jljnpa 0deng
or'l SBUBW®S | xg-¢ $£0'0 ejeIowolB £6££99001 hiad oolwes|eq 0059
zel asuauLele) OLoJeIoqeT v
] Seuewas ] ] . “BP} 0I2JBWIOD & BLISNPU|
el X€-G ejesoWol6 ‘W LILOSLLOL | gt d o e oot oo Jesjoadxg
‘ Seuellss X¢ - ¢ ejesawiolb ‘EPY] OolUElog adoJuex ssojol
80') ol -0l 9€0'0 Jesawolb ZE00600Z} | ouomabien Stodorg joig
80°L SEUBISS |y e-01 9€0'0 ejesowolb ‘W 1£00600Z 2P 1 09IIEI08 oynpa ssojoig
ckel OligjelogeT snjeuolg : '
. seuewas _ . i ‘ep]] |elolswo)
8y ol X€-0l 9v1'0 ejesowolb ‘W 6000012} | oenpul erols oy ooenBidy
(BIPBW) | o svang | #v1d/ (W) | (Tw/bw) 3103ds3 I VSTHdINT 01NaoYd
vNIavino | OY VIDO10SOd | YNIMVININD .
(enunuoo)

1ISYdd ON SOAVHLSIDIYd OOVNO 3d SOJIdYHILOLId SIVNOIDIAVYYL SOLNdOdd — ¢ 0ddvnNo




28

‘|leAluodsip oeu oedewoul — - WYANIODT]
‘'sojjnpe esed epepuswodal eibojosod e epelapisuo), V10N
. seuewas . .
0zZ‘lL ze| X{-G 90‘0 ejejowolb ‘y G000¥€S0L oleod|a|N ouoleIOgET oleodja|\ 0oenb adoleyx
8Ll SEUBLSS |y e-q1 $2920°0 ejesowolb ‘W 2€00L¥8EL | V'S oLojelogeT qejnyeN qEImeEN
zel o ooenb ap adoleyx
. seuewsas e - . eresowolb - "Bp}] oolueloqg wnueqlaH
€50 zel €-gl €00 7 "W 6€0009811 olQleloge] wnueqgJaH ooenb ap adoleyx
ogz | SEEMES 1 xe-qy 1€80'0 | eebieel o ejesowolf W | LLZOLSEYL | V'S BUISDpU| pawID POWIO
zZel ’ T : ooenb ap adosey
. seuewsas . . .
GOt e | X¢-0l GE0'0 ejesowolb "y 1012501 ep}] Jejjeg Jejjag ooenb ep adoiex
85') SBUBLI®S | xg-g) 25£0°0 ejeIowolB 871068901 'S lsLelN [esoyad
zel eonngoewleH zuaH Ay '
ebauss ejebAjod ‘ep1
00‘c selp g X8-Gl G200 8 mc:m:owoms sijeeyde? §G009900} | 5quauperen ouoleloge oelbejs\
ejesawolb ‘yy ap oedeloossy
. seuewas ‘ . .
€Ll ze| X¢-0l 9/50°0 ejesowolb ‘y 6€00€.¥0L | "BP)] BONNYOBWIE) BIOPIA SOIAIN
(BIP/BW) | o svang | #vId/ W) | (Tw/bw) 3103ds3 I VSTHdINT 01NAoYd
YNIMVYINND | ~ % VYI9010S0d | YNI¥VYINND g

(oesnjouo9)

1ISYdd ON SOAVHLSIDIY OOVNO 3d SOJIdYHILOLId SIVNOIDIAVYYL SOLNAO¥Yd — ¢ 0ddvnNo




29

Os efeitos benéficos do guaco séo atribuidos principalmente a cumarina (1,2-
benzopirona), que € definida pela ANVISA como o marcador quimico das duas
espécies conhecidas como guaco. Ainda segundo a ANVISA, a dose diaria da
cumarina pode variar entre 0,5 a 5,0 mg (BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2014a). Dentre as principais propriedades terapéuticas da
cumarina, destaca-se o efeito relaxante observado em traqueia de porquinho-da-india
pré-contraida com histamina (CEso = 35,0 pg/mL) ou carbacol (CEso = 33,4 pg/mL).
Nesses animais, a cumarina também promoveu in vivo resisténcia contra a histamina
inalada através de dose adequada média de 75 mg/kg. Esses resultados sugerem a
possibilidade de efeito broncodilatador da cumarina em inflamagdes das vias aéreas
superiores (RAMANITRAHASIMBOLA et al., 2005).

O uso da cumarina é reportado de longa data, e por esse motivo, diversos
estudos foram conduzidos com o objetivo de compreender o seu comportamento no
organismo (COHEN, 1979). No metabolismo de primeira passagem (Fase |) a
cumarina € rapidamente convertida em 7-hidroxicumarina através de um citocromo
P450 especifico (CYP2A6). A 7-hidroxicumarina é considerada o principal metabdlito
in vivo da cumarina, e alguns estudos apontam que essa substancia é o farmaco
efetivo, enquanto sua precursora, a cumarina, apenas um pro-farmaco (HOULT;
PAYA, 1996). Dentre as principais atividades da 7-hidroxicumarina pode ser citada a
atenuacdo de processos inflamatorios alérgicos das vias aéreas superiores de
camundongos (60 mg/kg), com a redugé&o significativa do numero de neutrdfilos e
eosinofilos, producdo de muco e niveis de citocinas mediadores da inflamacao no
fluido de lavagem bronco-alveolar e pulmdes dos animais (GASPARETTO et al., 2015;
LACY; O'KENNEDY, 2004; VASCONCELOS et al., 2009).

Recentemente, Gasparetto e colaboradores realizaram um estudo
farmacocinético da cumarina e da 7-hidroxicumarina em humanos. Este estudo levou
a conclusdo que a administracdo do xarope de guaco, na posologia do medicamento
estudado (5 mL, 3 vezes ao dia), ndo proporciona niveis plasmaticos suficientes de
cumarina e 7-hidroxicumarina para que isoladamente possam promover o efeito
broncodilatador (GASPARETTO, 2013). Outro estudo promovido por Garcia e
colaboradores demonstrou que o uso do xarope em doses Unicas nao foi capaz de
causar broncodilatacdo em individuos asmaticos (GARCIA et al., 2020). Entretanto,
nenhum dos dois estudos citados anteriormente administrou para os voluntarios da

pesquisa altas concentragdes de guaco por um periodo prolongado de tempo, por
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exemplo 14 dias, para avaliar eventuais efeitos de doses acumuladas no organismo
humano.

Em adi¢cao ao exposto acima, alguns grupos de pesquisa tém questionado a
possibilidade do uso indiscriminado das duas espécies para a mesma finalidade
terapéutica, uma vez que vem sendo relatadas diferengas qualitativas e quantitativas
nos metabolitos secundarios produzidos por cada uma dessas espécies. Desta forma,
outros metabdlitos secundarios teriam relevancia para diferenciacdo entre as duas
espécies de Mikania, bem como poderiam ter um efeito sinérgico com a cumarina para
explicar os efeitos farmacolégicos reportados para o guaco (ALMEIDA et al., 2017;
BERTOLUCCI et al., 2013a; VIEIRA et al., 2020).

Segundo esses trabalhos, as anadlises cromatograficas de M. glomerata
demonstraram pouco ou quase nenhum derivado do acido cinédmico (cumarina, acido
o-cumarico e dihidrocumarina), sendo encontrado apenas diterpenos do tipo caureno
(acidos caurendico, benzoilgrandiflérico e cinamoilgrandiflérico), derivados do acido
cafeico (acido clorogénico e acido dicafeoilquinico) e siringaldeido nestas amostras,
FIGURA 3. Em contrapartida, as analises cromatograficas de amostras de M.
laevigata demonstraram diterpenos do tipo caureno, siringaldeido e derivados do
acido cinamico, em especial cumarina, em quantidades atendendo ao preconizado
pela Farmacopeia Brasileira VI, entretanto ndo apresentaram derivados do acido
cafeico (ALMEIDA et al., 2017; BERTOLUCCI et al., 2013a; DE MELO; SAWAYA,
2015, 2020; OLIVEIRA et al., 2013; UENO; SAWAYA, 2019; VIEIRA et al., 2020).

FIGURA 3 — PRINCIPAIS METABOLITOS SECUNDARIOS ENCONTRADOS NO GUACO
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Além da cumarina, para as demais moléculas oriundas do metabolismo
secundario do guaco descritas anteriormente, existem trabalhos publicados
correlacionando-as a propriedades anti-inflamatérias. Para os diterpenos do tipo
caureno, em especial o acido caurendico, Cho e colaboradores (2010) descrevem o
efeito inibitorio em asma mediada por IgE em porquinho-da-india. No estudo, é
demonstrada a relagdo dose-dependente desses diterpenos com a inibicdo do
recrutamento de eosindfilos e neutréfilos nos pulmdes dos animais, bem como a
inibicao da liberagdo do mediador quimico histamina, um dos principais responsaveis
pela mediacdo da resposta alérgica e inflamatéria na resposta asmatica inicial.
Também houve reducao na atividade da fosfolipase A2, outro mediador da resposta
inflamataria.

Ja para os derivados do acido cafeico, em especial o acido clorogénico, ja séo
bem estudadas e conhecidas suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias.
Em trabalho recente foi demonstrado em modelo in vitro a redugao dose-dependente
induzida pelo acido clorogénico em varios mediadores inflamatérios como oOxido
nitrico, esse bastante presente na mediagdo de processos asmaticos, e
ciclooxigenase-2, além de atenuar citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose
tumoral alfa, interleucina-1 e interleucina-6. Além disso, a adesdo de macrofagos
induzida por endotoxinas também foi reduzida (HWANG et al., 2014). Em outro
estudo, Bisht e colaboradores (2020) demonstram o efeito sinérgico do acido
clorogénico com a curcumina, molécula com acao anti-inflamatéria bem documentada.
No estudo, os autores concluem que o acido clorogénico potencializou a agéo anti-
inflamatdria da curcumina, com a redugao na producao do fator de necrose tumoral
alfa, interleucina-6 e ciclooxigenase-2. Esse ultimo trabalho pode muito bem
representar o que ocorre no guaco. Outro efeito importante relatado pelo trabalho foi
a protecao na viabilidade celular dada pelo acido clorogénico quando comparada a
administracdo da curcumina isolada.

Finalmente, estudos dos extratos das duas espécies de guaco também
descrevem atividade anti-inflamatéria em modelos animais. Freitas e colaboradores
(2008) avaliaram o efeito dos extratos hidroalcéolicos de M. glomerata e M. laevigata
na inflamagéo pulmonar e estresse oxidativo causado pela exposigdo aguda de ratos
Wistar a poeira de carvao. As analises histopatologicas dos pulmdes dos animais
demonstram uma reducdo na infiltracdo por células inflamatérias nos tecidos dos

animais tratados com os extratos em relacdo aos nao tratados, com reducédo também
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das contagens de células inflamatdrias no lavado bronco-alveolar. Outro fator
importante € que apenas o0s animais tratados com o extrato de M. laevigata
apresentaram redugao na atividade da enzima lactato desidrogenase, correlacionada
com a morte celular. Desta forma, essa ultima espécie apresentou além de ag¢ao anti-
inflamatdria, um efeito protetor para as células dos pulmdes frente ao estresse
causado pela poeira do carvao.

QOutro trabalho realizado avaliou a acao anti-inflamatéria do extrato
hidroalcoolico composto por mistura de quatro espécies vegetais, dentre elas M.
glomerata em um modelo de doencga pulmonar obstrutiva crénica induzida por fumaca
de cigarro em ratos Wistar. Foi encontrado efeito sinérgico entre as quatro plantas
com reducdo dos leucocitos na lavagem bronco-alveolar, numero de macrofagos e
mastocitos nos pulmdes, além de prevenir congestdo pulmonar e metaplasia da
traqueia. A mistura também reduziu os niveis de mediadores inflamatorios
(POSSEBON et al., 2018).

Ja o estudo mais recente de Della Pasqua e colaboradores (2019) apresentou
uma comparagao da atividade anti-inflamatoria in vivo das duas espécies de guaco
com o objetivo de avaliar a possibilidade de uso intercambiavel de ambas. Nesse
estudo foram utilizados trés modelos de inflamagao: a) indugao de edema na pata de
ratos por carragenana e composto 48/80; b) indugao de pleurisia por carragenana; c)
degranulagao de mastocitos peritoneais pelo composto 48/80.

Os resultados do estudo mostram que os extratos das duas espécies foram
capazes de reduzir o edema na pata dos ratos induzido por carragenana e composto
48/80, nas concentragdes de 100, 200 e 400 mg/kg, quando comparadas ao controle.
Nenhum dos dois extratos foi capaz de prevenir a degranulagdo dos mastocitos
peritoneais e consequentemente a liberacdo de histamina. Ja no modelo de pleurisia,
o extrato de M. glomerata nao foi capaz de inibir a infiltragdo celular mesmo na maior
concentragao testada (400 mg/kg), ja o extrato de M. laevigata foi capaz de reduzir a
migracao de leucdcitos de forma dose dependente.

Os resultados demonstram nao apenas uma diferenca de atividade entre as
especies frente ao modelo de inflacdo de pleurisia, mas também que outras moléculas
devem contribuir para a agao anti-inflamatoria observada no modelo de edema de pata
dos ratos. Isso pode ser afirmado uma vez que o estudo também monitorou nos
extratos administrados aos animais os metabdlitos secundarios descritos para a

especie, tendo encontrado quantidades despreziveis dos derivados do acido cinamico
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(cumarina, 7-hidroxicumarina e acido o-cumarico) para M. glomerata. Logo, néo é
esperado que estas moléculas tenham contribuido para o resultado observado.
Consequentemente, os resultados levaram os autores a concluir que nao é possivel a

utilizagao das espécies de guaco de forma intercambiavel.

3.1.2 Seguranca do guaco

Alguns estudos pré-clinicos para avaliar diferentes aspectos de seguranga do
guaco foram conduzidos nos ultimos anos, os modelos utilizados para essas
avaliagdes variam bastante, com alguns estudos in vitro e outros in vivo. Com relagéo
a estudos com humanos, apenas dois trabalhos foram publicados. No QUADRO 3 sao

reunidos os artigos que avaliaram este tema e apresentado o desfecho para cada um

deles.
QUADRO 3 - ESTUDOS DE SEGURANGCA DO GUACO
(continua)
ESPECIE TIPO DO
AUTOR ESTUDADA | ESTUDO MODELO ESTUDADO DESFECHO
Auséncias na alteragao
) Toxicidade para o no 6rgao reprodutor,
SAetal., 2003 | M. glomerata In vivo sistema reprodutor de reducao da producéao de
ratos machos Wistar esperma e niveis de
testosterona
) Mutagenicidade em Auséncia de redugéo da
SAetal, 2006 | M. glomerata In vivo 9 . fertilidade e
ratos machos Wistar .
mutagenicidade
. Auséncia de toxicidade
Toxicidade subcrénica e crénica em
GRACA et al., . . intraperitoneal e oral A
M. laevigata In vivo parédmetros
2007a em ratos e o
hematolégicos e
camundongos bioquimi
ioquimicos
GRACA et al., ' ' _Toxmdade para o Auséncia de_toxmldade
M. laevigata In vivo sistema reprodutor de para o sistema
2007b i
ratos machos Wistar reprodutor dos ratos
Dano ao DNA em Encontrado dano ao
COSZTOP(‘)BG tal, M. glomerata In vitro hepatécitos de ratos — DNA em altas
ensaio do cometa concentracdes do extrato
BOUZADA et M. alomerata In vitro Citotoxicidade para Encontrado efeito
al., 2009 -9 ovos de Artemia salina citotdxico
Efeito antiproliferativo e Encontrado efeito
DALLA NORA . s ) antiproliferativo e
M. glomerata In vitro genotoéxico para células g
etal., 2010 genotoéxico para as
de cebola )
células
‘. . Toxicidade para o Auséncia de efeitos
SA; LEITE; . . o .
M. glomerata In vivo sistema reprodutor de téxicos no sistema
ALMEIDA, 2010 : o
ratos machos Wistar reprodutor dos animais
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QUADRO 3 - ESTUDOS DE SEGURANCA DO GUACO

(concluséo)

ESPECIE | TIPO DO
AUTOR ESTUDADA | ESTUDO MODELO ESTUDADO DESFECHO
FULANETTI et _ TOX|~C|dade para Ausenlee_l de efeitos
M. glomerata In vivo formacao dos fetos de teratogénicos para os
al., 2016 X
ratos Wistar fetos
Efeito anticoagulante
em sangue humano —
LEITE et al., . . tempo de protrombina, Efeito anticoagulante
M. laevigata In vitro tempo de
2019 ) observado
tromboplastina e
concentragao de
fibrinogénio
Dano a0 DNA em Encontrado dano ao
DOS SANTOS ) células do sangue
M. glomerata In vitro ; DNA em altas
etal., 2019 humano — ensaio do ~
concentracdes do extrato
cometa
Seguranga em Auséncia de efeitos
SOAZE&et al, M. glomerata® | Clinico individuos adultos téxicos em parametros
saudaveis clinicos e bioquimicos
TAVARES et X - . S_eguranga em 'A_usenma de (?feltos
al. 2006 M. glomerata Clinico individuos a@ultos toxm;os em paramgtros
B saudaveis clinicos e bioquimicos

NOTA: *Avaliada na presenga de outras espécies vegetais.

Os trabalhos publicados por Graga e colaboradores (2007b, 2007a), sédo os
unicos a administrar o fitoterapico na forma de xarope aos animais. Nesses trabalhos,
a quantidade de cumarina administrada através do xarope de guaco foi monitorada e
reportada como sendo 3,5; 7,0 e 14,0 mg/kg/dia, considerando que a area superficial
corporal do rato é sete vezes maior em relagdo aos humanos, a dose administrada
equivaleria a uma dose oral de cumarina em humanos de 0,483 mg/kg/dia, ou
aproximadamente 34 mg/dia, o que seria quase sete vezes maior que a dose maxima
permitida pela ANVISA de 5 mg/dia de cumarina.

Os resultados apresentam valores de DLso bastante elevados para o
medicamento administrado por via oral (DLso = 10 g/kg) tanto para ratos quanto para
camundongos. Também ndo foram observadas variagdes nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos, bem como auséncia de toxicidade hepatica, renal ou
pancreatica, mesmo apos 90 dias de tratamento oral dos ratos nas doses de 75, 150
e 300 mg/kg de xarope de guaco. Ja o tratamento com doses de 3,5; 7,0 e 14,0 mg/kg
de cumarina por via oral em ratos durante 90 dias ndo apresentou alteracées no peso
corporal e de alguns érgéos (testiculos, epididimo, prostata e vesicula seminal), bem
como nao foram observadas alteragbes no numero de espermatozoides e
espermatides ou na morfologia dos espermatozoides, o que indica auséncia de

toxicidade para o sistema reprodutor dos animais machos.
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Os demais trabalhos in vitro e in vivo apresentados no QUADRO 4 utilizaram
extratos das plantas em diferentes concentracbes e solventes extratores para
administragcao nos modelos escolhidos para o estudo.

Sa e colaboradores (2003, 2006; 2010) utilizaram extrato hidroalcéolico, com
a administracao de 3,3 g do extrato por quilograma dos ratos durante 52 e 90 dias de
tratamento. Entretanto, esses estudos ndo reportam a concentragao dos metabdlitos
secundarios do guaco no extrato.

Costa e colaboradores (2008) utilizaram a infusdo em agua além do macerado
hidroalcoolico no estudo. Apenas as quantidades de cumarina nos extratos foram
reportadas no estudo, entretanto, a infusdo aquosa, com menores concentragdes de
cumarina em relagdo ao macerado, apresentou efeito de genotoxicidade mais
pronunciado, o que levou os pesquisadores a concluir que a concentragao de
cumarina nao esta relacionada ao efeito observado e que outras moléculas
contribuiram para o efeito. Outra conclusao a que chegam os autores do estudo € que
a relacao dose-efeito observada pode nao ter sido causada apenas pelas moléculas
existentes nos extratos, uma vez que as células de hepatocitos de ratos empregadas
no estudo sdo metabolizadoras, consequentemente, o efeito pode resultar do
metabolismo celular dessas moléculas, metabolismo esse diferente em relagao ao
humano como se apresentara mais a frente.

Extrato metandlico na proporgao de 50 g de folhas para 600 mL de metanol
foi utilizado por Bouzada e colaboradores (2009), embora os autores nao relatem a
concentragdo das moléculas de interesse da espécie vegetal, sado reportados efeitos
de citotoxicidade no modelo estudado.

Dalla Nora e colaboradores (2010) empregaram infusbes em agua de folhas
da planta nas concentracdes de 4 e 16 g/L para avaliar a seguranca do extrato, néo
sdo reportadas as concentracdes dos metabdlitos secundarios para os extratos. E
relatado que para as duas concentracdes das infusdes foram encontrados efeitos de
inibicdo da divisao celular para as células de cebola, além de efeito genotodxico.

O trabalho de Fulanetti e colaboradores (2016) utilizou o extrato aquoso, sem
relatar a concentragdo dos metabdlitos secundarios do guaco. Foram administrados
para os ratos durante o primeiro, quinto, décimo e décimo quinto dia de gestagao 0,2
ou 0,4 g do extrato de guaco por via oral e nao foram observados efeitos teratogénicos.

Leite e colaboradores (2019) utilizaram extrato hidroalcéolico nas

concentragdes 1,67; 2,26 e 2,86 mg/mL em relagdo ao plasma humano para avaliagao
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do efeito anticoagulante. A relacdo extrato/plasma utilizada no estudo é equivalente
ao consumo de uma unica dose de 100 mL de xarope de guaco contendo 10% de
extrato por uma pessoa de 70 kg, considerando um volume médio de 5,0 L de sangue
e uma proporg¢ao de 55% de plasma no sangue. Os extratos foram analisados frente
aos seus marcadores quimicos, porém as concentragdes das moléculas ndo foram
reportadas

Finalmente, Dos Santos e colaboradores (2019) empregaram infuso aquoso
de folhas de guaco para avaliar o efeito do dano ao DNA. A concentragdo de cumarina
no estudo foi analisada e ajustada para que 0,5 mg da molécula, quantidade minima
diaria permitida pela ANVISA, fosse avaliada. As células empregadas no estudo nao
sdo metabolizadoras, o que significa que o efeito observado se deve apenas aos
componentes do extrato. Sendo que o dano ao DNA observado foi reparado pelos
mecanismos celulares em 24 h de estudo.

Os artigos apresentados sugerem a seguranga das espécies avaliadas frente
aos modelos testados, com quatro efeitos toxicos encontrados in vitro.

Entretanto, os efeitos encontrados nos modelos estudados devem ser
avaliados com cautela e sua extrapolagao para o organismo humano deve levar em
consideracao as diferengas existentes para a via de administragao do medicamento e
os efeitos de metabolismo em cada organismo vivo.

No trabalho publicado por Gasparetto e colaboradores em 2012, os autores
discutem as diferengcas entre o metabolismo da cumarina, principal marcador do
guaco, nas espeécies de ratos e camundongos em relagdo a humana. Considerando
as diferencas apresentadas pelos autores, deve-se ter cautela ao extrapolar os
resultados observados frente a avaliagdo da seguranga em modelos animais para o
organismo humano. Enquanto em ratos e camundongos a cumarina introduzida por
via oral sofre biotransformacéo pela via da 3,4-epoxidacéo, o que leva a formacao de
compostos toxicos, em humanos a via majoritaria de metabolizagao € a 7-hidroxilagao,
com a formacéao de 7-hidroxi cumarina que é facilmente excretada pela urina, o que
foi confirmado por estudos farmacocinéticos (GASPARETTO et al., 2012). Assim, os
metabdlitos gerados pelos organismos animais e que promovem as agoes toxicas e/ou
farmacoloégicas ndo sdo necessariamente 0os mesmos que o0s observados no
organismo humano quando o guaco € administrado.

Além disso, uma vez absorvida apds a ingestao por via oral em humanos,

apenas 2 a 6% da cumarina ingerida atingem a circulagdo sistémica na sua forma
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intacta, sendo rapidamente transformada a 7-hidroxi cumarina, atingindo o pico da
concentragdo plasmatica 30 min apos a ingestdo (LEONART et al., 2017). Logo,
modelos in vitro para o estudo da seguranga do guaco também nao parecem os mais
adequados para representar o comportamento no organismo humano, uma vez que o
extrato ou solugdo de guaco adicionado ao meio celular alvo do teste contém
moléculas que nao sofrem biotransformagao pelo organismo humano.

Finalmente, os unicos dois estudos clinicos disponiveis, conforme QUADRO
3, foram conduzidos com medicamentos fitoterapicos contento associacdo de
espécies. No estudo de Soares e colaboradores (2006) é avaliado um medicamento
contendo guaco associado a outras 4 espécies — Grindelia hirsutula Hook. & Arn. (sin.
Grindelia robusta Nutt.), Copaifera officinalis (Jacq.) L., Myroxylon toluifera (L.) Harms.
e Rorippa nasturtium-aquaticum (L.) Hayek (sin. Nasturtium officinale W.T.Aiton). Ja
no estudo de Tavares e colaboradores (2006), o medicamento utilizado possui guaco
associado a outras 3 espécies — Mentha piperita L., Eucalyptus globulus Labill. e
Copaifera multijuga Hayne.

Com os estudos clinicos disponiveis ndo € possivel concluir sobre a
segurancga especificamente do guaco. Além disso, em nenhum dos dois estudos é
reportada a composigao quimica dos medicamentos, ndao sendo possivel avaliar se foi
administrado aos voluntarios a posologia de cumarina hoje preconizada pela ANVISA
por dia. Dessa forma, persiste a necessidade de avaliagdo da seguranga em humanos
das duas espécies conhecidas como guaco.

3.2 ESTUDOS CLINICOS

Segundo a RDC N° 9, de 20 de fevereiro de 2015, publicada pela ANVISA,
ensaios clinicos sao definidos como pesquisas conduzidas em seres humanos com o
objetivo de descobrir ou confirmar os efeitos clinicos e/ou farmacoldgicos e/ou
qualquer outro efeito farmacodinamico do medicamento experimental e/ou identificar
qualquer reacdo adversa ao medicamento experimental e/ou estudar a absorcgao,
distribuicao, metabolismo e excrecdo do medicamento experimental para verificar sua
seguranca e/ou eficacia. (BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA

SANITARIA, 2015). Consequentemente, esses estudos sdo necessarios para que
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novos medicamentos sejam registrados nas principais agéncias reguladoras de saude
publica do mundo.

Os estudos clinicos s&o tradicionalmente divididos nas fases I, I, lll e IV.
Embora seja importante essa divisdo para dar uma estimativa do progresso dos
ensaios conduzidos com um novo medicamento, € importante reconhecer que a fase
de desenvolvimento fornece uma base inadequada para a classificacdo de ensaios
clinicos, pois um tipo de ensaio pode ocorrer em varias fases. Atualmente, é preferivel
um sistema de classificagdo que utilize objetivos de estudo, pois cada uma dessas
fases possui objetivos que podem se sobrepor, com o intuito de, ao término de todas
as etapas, garantir a segurangca e eficacia do medicamento (FIGURA 4). As
caracteristicas dos individuos envolvidos em cada uma das fases, bem como o seu
numero, sédo variadas como forma de aumentar a seguranga estatistica sobre as
conclusdes obtidas ao término do estudo (ICH - INTERNATIONAL CONFERECE ON
HARMONIZATION, 1997).

FIGURA 4 — ETAPAS DO ESTUDO CLINICO
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NOTA: Circulos em cinza escuro representam os tipos de estudo usualmente conduzidos em cada
fase da pesquisa clinica. Circulos em branco representam certos tipos de estudo que podem ser
conduzidos naquela fase, porém sao menos usuais. Cada circulo representa um estudo clinico
individual, para ilustrar o desenvolvimento de um unico estudo, o ultimo circulo cinza foi estratificado
em uma coluna que apresenta os elementos e a sequéncia a ser seguida no estudo.

Abaixo sao apresentados os objetivos para cada fase da pesquisa clinica
conforme descrito no guia E8 — Consideragdes Gerais para Ensaios Clinicos,

publicado pela Conferéncia Internacional de Harmonizagéo - ICH (1997).
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Fase | — Tipo mais comum de estudo: Farmacologia humana.

Consiste na avaliacdo da administracdo inicial de uma nova droga de
investigacdo em humanos.

Embora os estudos farmacolégicos humanos sejam tipicamente identificados
com a Fase |, eles também podem ser avaliados em outros pontos da sequéncia de
desenvolvimento. Os estudos nesta fase de desenvolvimento geralmente tém
objetivos néo terapéuticos e podem ser realizados em voluntarios saudaveis ou em
certos tipos de pacientes, por exemplo, pacientes com hipertensao leve. Os estudos
nesta fase podem ser abertos, controlados por linha de base ou podem usar
randomizagao e cegamento, para melhorar a validade das observagdes. Os estudos
realizados na Fase | normalmente podem envolver a combinagdo dos seguintes
aspectos: estimativa da seguranca inicial e tolerabilidade, farmacocinética, avaliagéo
da farmacodindmica, medida inicial da atividade da droga.

Considerando especificamente a avaliagdo da seguranga dos medicamentos,
o mesmo guia E8 do ICH descreve que antes que estudos clinicos sejam iniciados,
estudos nao clinicos sejam conduzidos como forma de assegurar a seguranga da
terapia pretendida e orientar as doses a serem testadas do medicamento nos estudos
iniciais de toxicidade em humanos - Fase |I.

Para a avaliagdo da seguranca e tolerabilidade do medicamento, nessa fase
da pesquisa geralmente sdo monitorados marcadores no sangue dos individuos que
sinalizam alguma toxicidade para figado e rins, principais 6rgaos envolvidos na
eliminacdo dos farmacos, bem como para o sistema hematopoiético. Também sao
monitorados sinais clinicos que evidenciem alteragcbes em alguns dos principais
sistemas do corpo humano: neuroldgico, pele, musculoesquelético, gastrointestinal,
enddcrino e cardiovascular. (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2008; IKEDA et al.,
2019).

Além disso, devem ser monitorados pelo pesquisador a ocorréncia de evento
adverso (EA), definido pela RDC 9 de 20 de fevereiro de 2015 como qualquer
ocorréncia médica adversa em um paciente ou participante do ensaio clinico a quem
um produto farmacéutico foi administrado e que ndao necessariamente tenha uma
relagdo causal ao tratamento. Como resultado, um EA pode ser qualquer sinal,
sintoma, ou doencga desfavoravel e nao intencional (incluindo resultados fora da faixa
de referéncia), associada com o uso de um produto sob investigacdo, quer seja

relacionada a ele ou ndo. Esses eventos adversos podem ser monitorados através de
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dos sinais clinicos e exames mencionados no paragrafo anterior, mas também pela

aplicagao de questionarios clinicos preenchidos pelos voluntarios da pesquisa.

Fase Il — Tipo mais comum de estudo: Exploracao terapéutica.

A Fase |l é geralmente considerada como o inicio dos estudos nos quais o
objetivo principal é explorar a eficacia terapéutica em pacientes.

Esses estudos exploratorios iniciais podem utilizar uma variedade de
desenhos experimentais, incluindo controles simultdneos e comparagdes com o status
inicial. Os estudos subsequentes sao geralmente randomizados e simultaneamente
controlados para avaliar a eficacia do medicamento e sua seguranga para uma
indicagao terapéutica especifica. Os estudos na Fase Il sdo normalmente conduzidos
em um grupo de pacientes que sao selecionados por critérios relativamente estreitos,
levando a uma populacéo relativamente homogénea.

Um objetivo importante para esta fase é determinar a(s) dose(s) e o regime
posologico para orientar os ensaios da Fase Ill. Estudos iniciais nesta fase
frequentemente utilizam desenhos de escalonamento de dose, para dar uma
estimativa antecipada da dose-resposta e estudos posteriores podem confirmar essa
relagdo de dose-resposta para a indicagdo em questdo, através da aplicacdo de
desenhos de dose-resposta paralelos. Estudos confirmatérios de dose-resposta
podem ser realizados na Fase |l ou deixados para a Fase lll. As doses utilizadas na
Fase Il sdo geralmente, mas nem sempre inferiores as doses mais altas utilizadas na
Fase I.

Os objetivos adicionais dos ensaios clinicos realizados na Fase Il podem
incluir a avaliagao de potenciais desfechos do estudo, regimes terapéuticos (incluindo
medicamentos concomitantes) e populagdes-alvo (por exemplo, doencga leve versus
doencga grave) para estudos adicionais nas Fases Il ou lll. Estes objetivos podem ser
atendidos por analises exploratorias, examinando subconjuntos de dados e pela

inclusdo de multiplos desfechos nos ensaios.

Fase lll — Tipo mais comum de estudo: Confirmacéao terapéutica.

Geralmente considera-se que a Fase Il comega com o inicio dos estudos nos
quais o objetivo principal € demonstrar ou confirmar o beneficio terapéutico.
Os estudos na Fase lll destinam-se a confirmar as evidéncias preliminares

acumuladas na Fase Il de que um medicamento é seguro e eficaz para uso na
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indicacao pretendida e na populagao receptora. Estes estudos destinam-se a fornecer
uma base adequada para a aprovacado de comercializacdo. Os estudos na Fase Il
também podem explorar melhor a relagdo dose-resposta, ou explorar o uso do
medicamento em populagdes mais amplas, em diferentes estagios da doenga, ou em
combinagdo com outro medicamento. Para medicamentos destinados a serem
administrados por longos periodos, os ensaios que envolvem exposi¢cao prolongada
ao medicamento sao normalmente conduzidos na Fase lll, embora possam ser
iniciados na Fase |l. Estes estudos realizados na Fase Ill completam as informacodes
necessarias para apoiar instrugcdes adequadas para o uso do medicamento, gerando
as informacdes oficiais do produto que orientarao profissionais de saude e constarao

na bula do medicamento.

Fase IV — Variedade de estudos: Uso terapéutico.

A fase IV comecga apods a aprovacdo do medicamento. Os estudos de uso
terapéutico vao além da demonstragéo prévia da segurancga, eficacia e definigdo da
dose do medicamento.

Os estudos na Fase IV sao todos os estudos (exceto a vigilancia de rotina)
realizados apos a aprovagao do medicamento e relacionados com a indicagao
aprovada. Sao estudos que nao foram considerados necessarios para aprovagao,
mas que muitas vezes sdo importantes para otimizar o uso do medicamento. Eles
podem ser de qualquer tipo, mas devem ter objetivos cientificos validos. Os estudos
comumente conduzidos incluem interagcao adicional droga-droga, estudos de dose-
resposta ou seguranga e estudos projetados para apoiar o uso sob a indicagao

aprovada, por exemplo, estudos de mortalidade/morbidade, estudos epidemioldgicos.

Para cada estudo conduzido em qualquer das fases apresentadas da
pesquisa clinica, alguns principios devem ser atendidos para o planejamento das
cinco etapas essenciais: objetivos, desenho do estudo, conducgao do estudo, analise
dos dados, relato do estudo. Cada etapa deve ser definida em um protocolo antes do
inicio do estudo considerando as premissas abaixo.

a) Objetivos

Os objetivos devem ser claramente definidos e podem incluir a avaliagéo ou

confirmacado de caracteristicas como seguranga e/ou eficacia ou outras

caracteristicas como apresentado nos paragrafos anteriores.
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b) Desenho do estudo

A etapa mais longa a ser detalhada, e que envolve uma série de definicbes
importantes para o sucesso da pesquisa.

Nesta etapa devem ser definidos: o modelo do estudo (grupos paralelos,
crossover, escalonamento de doses, doses fixas), comparadores utilizados,
desfechos avaliados, métodos de monitoramento dos EA, formato de
recrutamento dos voluntarios, critérios de incluséo e exclusdo dos voluntarios,
numero de voluntarios a serem recrutados, definigdo dos grupos controles,
variaveis a serem monitoradas durante o estudo, métodos para minimizagao

de viés (cegamento, randomizacao, entre outros).

c) Conducgao do estudo

O estudo deve ser conduzido considerando os principios de ética definidos
nos guias e legislagbes publicados, além ficar restrito ao protocolo clinico
definido. Caso alteragcbes venham a ser realizadas no protocolo, nova

avaliacao de ética deve ser solicitada.

d) Analises dos dados

O plano de andlise deve ser apropriado para o objetivo e desenho do estudo,
levando em consideracdo o método de alocacao dos voluntarios no estudo,
medicOes realizadas e hipoteses a serem testadas. Uma descricdo dos

métodos estatisticos empregados deve ser incluida.

e) Relato do estudo
Os relatérios do estudo devem ser adequadamente documentados e atender

as legislagdes e guias locais.

Atualmente, para que estudos clinicos sejam conduzidos no Brasil é
necessario que o protocolo clinico passe por avaliagdo de um comité de ética e
obtenha sua aprovacao prévia. Para isso, os estudos clinicos sao centralizados nos
comités de ética em pesquisa (CEP), devendo ser registrados nesses comités em
nivel institucional para cada centro de estudo. O CEP é um colegiado interdisciplinar
e independente, de relevancia publica, de carater consultivo, deliberativo e educativo,

criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade
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e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes
éticos.

A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) é o 6rgdo central
responsavel pela coordenagao da rede de CEP institucionais e, consequentemente,
pelo registro e credenciamento desses centros. A CONEP é um ¢6rgdo consultivo
colegiado diretamente ligado ao Conselho Nacional de Saude (CNS), um 6rgao
permanente dentro do SUS (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Tanto os CEP quanto a CONEP sao responsaveis por avaliar os aspectos
éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos e por aprovar os protocolos
de pesquisa quando aplicavel, independentemente da fase do estudo conforme
apresentado mais a frente. A Resolugdo 446 de 11 de agosto de 2011 observa ainda
que as instituicdes que realizam pesquisas envolvendo participantes humanos podem
estabelecer um ou mais CEP de acordo com suas exigéncias particulares. Para
aquelas instituicbes sem um CEP, ou no caso de um pesquisador sem afiliagao
institucional, a CONEP é obrigada a sugerir um CEP para conduzir a revisdo do
protocolo. Juntos, os CEP e a CONEP representam o sistema de revisdo ética no
Brasil, conhecido como sistema CEP/CONEP.

Todo o processo de submissdo dos protocolos clinicos ao sistema
CEP/CONEP, bem como a emissdo dos pareceres de avaliagdo ética para com
anuéncia ou recusa do desenvolvimento da pesquisa ocorrem atraves do Plataforma
Brasil, um sistema que opera via internet. A Plataforma Brasil foi criada para fornecer
um registro nacional e unificado para pesquisas envolvendo participantes humanos.
A plataforma é também uma ferramenta de gestédo para o Sistema CEP/CONEP. As
aplicagdes de pesquisa podem ser rastreadas desde a submissao até a aprovacao
final pelo CEP, e quando necessario, pela CONEP. As aplicagbes com coordenacao
ou patrocinio com origem fora do Brasil requerem uma revisao ética adicional pela
CONEP, a menos que o copatrocinador seja o governo brasileiro (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

3.2.1 Estudos clinicos e fitoterapicos

No Brasil, os fitoterapicos sdo considerados medicamentos e, conforme essa

categoria, estdo sujeitos ao regime de vigilancia sanitaria exercido pela ANVISA. O
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registro desses medicamentos atualmente é regulamentado pela RDC 26 de 13 de
maio de 2014 que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro
e a notificacao de produtos tradicionais fitoterapicos. Nesse documento, fitoterapico é
definido como um produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto substancias
isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento
fitoterapico e produto tradicional fitoterapico, podendo ser simples, quando o ativo é
proveniente de uma unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o ativo é
proveniente de mais de uma espécie vegetal (BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2014b).

Como consequéncia, apenas produtos que sejam submetidos para avaliagao
pela ANVISA e atendam aos requisitos de segurancga e eficacia definidos pela agéncia
reguladora podem ser comercializados em solo nacional.

Desta forma, a legislagao brasileira atual prevé que a seguranca e eficacia
dos medicamentos fitoterapicos possa ser demonstrada através de duas formas:

1) Estudos n&o clinicos e clinicos — nesta situagdo deverdo ser conduzidos
estudos que atendam a legislagao nacional vigente sobre o tema, além de ser utilizada
a droga vegetal ou derivado vegetal da espécie correta, indicagao terapéutica e
posologia que se pretende registrar;

2) Registro simplificado — podera ser demonstrado através da presenca da
espécie de interesse na lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado,
atualmente a Instrugdo Normativa-IN n° 2, de 13 de maio de 2014 ou a presencga nas
monografias de fitoterapicos de uso bem estabelecido da Comunidade Europeia
(Community herbal monographs with well-established use) elaboradas pelo Comité de
Produtos Medicinais Fitoterapicos (Committe on Herbal Medicinal Products - HMPC)
da European Medicines Agency (EMA). Nesse caso, devem ser seguidas
integralmente as especificagdes definidas na referéncia utilizada.

Para os produtos tradicionais fitoterapicos, como o caso do guaco, o registro
€ concedido apds a comprovagao da segurancga e eficacia por uma das duas formas:

1) Comprovagao de uso seguro e efetivo para um periodo minimo de 30
anos — sendo que o tempo de uso tradicional devera ser comprovado para o insumo
farmacéutico ativo vegetal (IFAV) na formulacdo, podendo haver alteragcbes de
excipientes, desde que se comprove que essas alteragdes n&o promoveram

mudancas significativas no perfil cromatografico do produto. Além disso, o uso
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tradicional devera ser comprovado por meio de documentagdes técnico-cientificas,
conforme referéncias publicadas pela propria Anvisa.

2) Registro simplificado — comprovado através dos mesmos critérios
descritos anteriormente para medicamentos fitoterapicos. Para cumprir com esse
ultimo critério, o produto tradicional deve ser formulado atendendo ao descrito em

compéndios oficiais publicados no Brasil ou exterior

O que se percebe, pelas alternativas de registro apresentadas na legislagao,
€ que os detentores de registro procuram na sua grande maioria registrar
medicamentos fitoterapicos ou produtos tradicionais fitoterapicos que nao necessitem
da realizacdo de estudos clinicos. Esse fato pode ser explicado por razbes
econdmicas e de tempo, uma vez que a condugao destes estudos ainda exige um alto
investimento financeiro, além de exigir alguns meses ou anos para sua realizagéo.

Consequentemente, para a grande maioria dos fitoterapicos registrados no
Brasil, os dados clinicos disponiveis de seguranca e eficacia sdo poucos €, em quando
disponiveis, sdo para espécies vegetais ndao nativas da flora nacional. Ja para
especies botanicas da flora nacional, os dados clinicos sdo escassos, 0 que pode ser
demonstrado através de uma busca por trabalhos cientificos publicados nas principais
bases de dados destinadas a divulgacgéao cientifica, quando essa busca é realizada, o
retorno de trabalhos para os termos “clinical”, “trial”, “brazilian” e “plant” em diferentes
combinacgdes de busca é bastante limitado.

Assim, de acordo com trabalhos recentes, do ponto de vista global existe uma
auséncia de evidéncia cientifica para avaliar a seguranga e eficacia de plantas
medicinais, uma vez que o0s estudos publicados s&o poucos e mesmo 0s que existem
sao conduzidos na sua maioria com um numero menor do que 100 voluntarios, o que
conduz a uma dificuldade na extrapolagao das conclusdes para a populagao em geral
(PARVEEN et al., 2015; SUN; QIAN, 2021).

Corroborando com a necessidade de fomentar estudos clinicos com
fitoterapicos, a OMS publicou um guia para conducgao de estudos clinicos com estes
medicamentos, esse guia foi traduzido e publicado no Brasil pelo Ministério da Saude
com o titulo - Instrucdes operacionais: Informagdes necessarias para a condugao de
ensaios clinicos com fitoterapicos. Nesse documento existem orientagdes para que os
estudos clinicos sejam conduzidos com fitoterapicos como forma a embasar o uso

tradicional associado a eles, mas para isso € necessario que os estudos respeitem a
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forma de uso tradicional da planta em estudo. (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2008).

Primeiramente, em consonéancia ao guia E8 do ICH, o guia da OMS descreve
a importancia de dados pré-clinicos serem avaliados previamente ao inicio dos
estudos clinicos. Desta forma, um extenso levantamento bibliografico deve ser
realizado com o objetivo de confirmar na literatura cientifica a existéncia de
informagdes sobre toxicologia da espécie vegetal, bem como a eficacia em modelos
in vitro e in vivo.

Apos esta avaliacdo dos dados pré-clinicos, um protocolo clinico pode ser
montado atendendo aos requisitos estabelecidos nos demais guias para estudo
clinico. Entretanto, considerando as caracteristicas proprias de um fitoterapico como
sendo um medicamento obtido a partir de uma planta medicinal, especial atengao
deve ser dada, antes do inicio das fases | e Il da pesquisa, para alguns pontos
referente a selecdo, padronizagdao e controle de qualidade do material vegetal e,
consequentemente, a formulacdo do medicamento fitoterapico que sera utilizado na
pesquisa (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

)] Identidade do material vegetal — correta identificacdo da espécie deve
ser realizada considerando que existem muitos casos de falsificagdes /
adulteracgdes e dificuldade de identificagao das plantas medicinais;

) Qualidade do cultivo e processamento do material vegetal — uso de boas
praticas agricolas no cultivo para garantir a qualidade do material vegetal
e uso da parte correta da planta livre de contaminantes;

1)) Producgao do medicamento fitoterapico — atendimento a boas praticas de
fabricagao (BPF) na sua formulagdo como forma de garantir a qualidade
do medicamento;

IV)  Caracterizagao fisico-quimica e microbiolégica — caracterizagao fisico-
quimica quanto aos parametros de qualidade e marcadores quimicos da
especie vegetal para se conhecer qual a dosagem esta sendo
administrada na pesquisa, além das analises microbiolégicas para

garantir que o medicamento € seguro para uso.

Finalmente, segundo o guia da OMS todas as fases descritas tradicionalmente
para os estudos clinicos s&o aplicaveis e importantes para os medicamentos

fitoterapicos. Até mesmo os estudos de fase | sdo importantes, uma vez que a sua
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ampla utilizagdo pela populagdo sugere, mas nao assegura, que os medicamentos
tradicionais apresentam uma relagao risco-beneficio favoravel. Desta forma, persiste
a necessidade de avaliar os reais beneficios e os possiveis riscos apresentados pelos
fitoterapicos, através da realizacdo de ensaios clinicos conduzidos em conformidade

com os principios da ciéncia clinica atualmente praticada.

3.3 QUIMIOMETRIA E IDENTIFICACAO DE PLANTAS MEDICINAIS

A quimica analitica moderna tem feito uso de instrumentos que fazem a
aquisicao de um numero elevado de variaveis em uma unica amostra. Como exemplo
podem ser citadas a espectrometria no infravermelho (IV) e a espectrofotometria na
regiao do UV/Vis. Tomando como exemplo a espectrometria no IV, nessa técnica é
possivel a aquisigao de dados de absorgéo ou transmissédo da amostra em uma regiao
ampla do espectro eletromagnético, 10.000 a 4.000 cm™' no infravermelho préximo e
4.000 a 400 cm™' no infravermelho médio, isso significa que uma Unica varredura da
amostra podera apresentar mais de 3.000 dados gerados pelo equipamento.

Todavia, esses dados gerados pelo instrumento n&o produzem diretamente
informagdes com um significado quimico/farmacéutico para a aplicagdo imediata, por
exemplo, na avaliacdo da semelhanca entre amostras, mas sim, uma enorme
profusdo de sinais, numeros ou curvas. Para que esses dados tenham alguma
utilidade para o conhecimento quimico, € necessario que eles sejam transformados e
interpretados adequadamente, o0 que ndo € uma tarefa simples. Considerando entao
esse volume de dados, houve a necessidade de novas ferramentas matematicas e
estatisticas capazes de tratar/converter grandes conjuntos de dados e extrair o
maximo das suas informacdes uteis, isso deu origem a Quimiometria (FERREIRA et
al., 1999).

Existem varias definicbes para este campo interdisciplinar da ciéncia que
envolve o emprego de métodos matematicos e estatisticos para planejar ou selecionar
experimentos de forma otimizada e assim fornecer o maximo de informacao quimica

com a analise dos dados obtidos, abaixo sao citadas algumas: (FERREIRA, 2015).

- “A quimiometria é a aplicagdo de ferramentas matematicas e estatisticas
a quimica” (KOWALSKI, 1975);
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- “Quimiometria é a aplicacédo de estatistica a analise de dados quimicos
(de quimica organica, analitica ou de quimica medicinal) e o planejamento de
experimentos quimicos e simulacgées” (IUPAC);

- “Quimiometria € o uso de métodos matematicos e estatisticos para o

tratamento, a interpretagao e previsdo de dados quimicos” (MALINOWSKI, 1991).

Dentro da quimiometria, existe 0 campo de estudo de métodos multivariados
de classificagdo, esse campo possui como objetivo encontrar modelos matematicos
capazes de reconhecer membros de um conjunto de dados e alocar esses membros
em uma classe apropriada a partir dos dados analiticos gerados (BALLABIO;
CONSONNI, 2013).

Desta forma, varias publicagbes tem surgido demonstrando o emprego
eficiente de métodos multivariados de classificacdo para o tratamento de dados de
técnicas cromatograficas e espectroscopicas para a classificagao e diferenciagao de
espécies vegetais, além da orientagéo do local de cultivo e tempo de colheita (GAD et
al., 2013; JIN et al., 2017; Ll et al., 2016; YANG et al., 2017; ZHAO et al., 2014).

A abordagem quimiomeétrica apresenta algumas vantagens em relagdo as
técnicas tradicionais de identificagdo de amostras vegetais — analise macroscépica,
analise microscopica, CCD, CLAE, entre outras:

e Rapido tratamento dos dados e concluséo sobre o resultado;
e Nao necessita de especialistas para avaliar o material vegetal,
¢ Nao necessita de solventes quimicos;

e Baixo custo.

Antes de iniciar a analise quimiométrica € necessario organizar e
posteriormente tratar o conjunto de dados a serem avaliados. Primeiramente, a
organizagao dos dados compreende montar uma matriz X (n x m), cada amostra é
associada a um respectivo vetor linha (n) da matriz, ja cada coluna (m) da matriz se
refere a uma variavel medida, como por exemplo os niumeros de onda de um espectro
no infravermelho. Na interse¢do de cada linha e coluna s&o inseridos os resultados
analiticos da amostra para aquela variavel.

Apos os dados devidamente organizados € possivel realizar o pré-tratamento
dos dados. O objetivo do pré-tratamento é reduzir as variagdes indesejaveis que nao

foram removidas durante a aquisicdo dos dados e que ndo serdo eliminadas
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naturalmente durante a analise, mas que podem influenciar os resultados. Entretanto,

qualquer tipo de tratamento deve ser feito com cuidado e criteriosamente, para nao

distorcer, comprometer ou até mesmo inutilizar os resultados da analise.

Conceitualmente, o pré-tratamento dos dados pode ser dividido em duas

categorias, transformacdo e pré-processamento. A transformagdo dos dados é

aplicada as amostras, ou seja, ocorre nas linhas da matriz. Ja o pré-processamento &

aplicado as variaveis medidas, ocorre portanto nas colunas da matriz. Os diferentes

pré-tratamentos podem ser utilizados individualmente ou combinados entre si para se

atingir o objetivo desejado, para isso, € necessario que seja conhecido como o pre-

tratamento funciona e qual o resultado da sua aplicagédo (FERREIRA, 2015).

Alguns exemplos de transformac&o dos dados sao:

1)

2)

3)

Alisamento (do inglés smoothing) — reduz a componente aleatoria das
medidas da amostra, ruido experimental, e consequentemente o aumento
da razdo S/R. Deve ser aplicado com cautela para evitar um
superalisamento com consequente distorcdo ou eliminagdo de
caracteristicas importantes do espectro. Possui grande aplicagcédo nas
areas de espectroscopia e cromatografia. As abordagens matematicas
mais comuns para o alisamento dos dados sdo o Alisamento pelo método
da média, Alisamento pelo método da meédia mével, Alisamento pelo
método de Savitzky-Golay e Alisamento com filtros de Fourier;

Corregao da linha de base — procura corrigir um problema instrumental
comum que é o deslocamento do espectro como um todo de um valor
constante positivo ou negativo em relagéo ao zero, bem como a inclinagao
da linha de base a medida que decresce o numero de onda, por exemplo
em uma anélise por infravermelho. E uma técnica bastante comum para
ser empregada no tratamento de dados de analises por IV com refletancia
difusa. Os modelos matematicos empregados sdo a primeira derivada
(corrige deslocamento dos dados) e segunda derivada (corrige
deslocamento e inclinagao dos dados). A desvantagem na aplicagcao das
derivadas é o decréscimo da razdo S/R;

Logaritmo — o objetivo € linearizar e reduzir assimetria das distribuicoes
dos dados analiticos;

Normalizagdo — nesse caso o objetivo da transformacao € igualar a

magnitude de cada amostra. Os valores de cada uma das variaveis de uma



6)

50

amostra sao divididos por um fator de normalizag&o, por exemplo a norma
dessa amostra;

Corregao multiplicativa de espalhamento (MSC) — tem como objetivo
reduzir efeitos de espalhamento aditivos e multiplicativos na absorbancia.
Esses efeitos s&o causados por fendbmenos fisicos, como mudangas no
caminho otico, na sensibilidade do detector, variagdes na temperatura e
na pressao, diferengcas no tamanho e na forma de particulas sélidas, entre
outras, sendo, portanto, bastante aplicada em analises de infravermelho
com refletancia difusa, quando ndo ha o preparo da amostra para a
analise. Os efeitos do espalhamento s&o removidos deslocando e
escalando cada espectro para que ele se ajuste ao espectro ideal;
Padronizagdo normal de sinal (SNV) — assim como a MSC, a
transformagao SNV corrige efeitos aditivos e multiplicativos, sendo
apropriada para remover interferéncias de espalhamento e de tamanho de
particula solida. Corresponde a autoescalar cada linha da matriz original

dos dados.

Ja os pré-processamentos de dados mais comuns sdo resumidos abaixo
(FERREIRA, 2015).

1)

2)

3)

4)

Centragem dos dados na média — nesse pré-processamento € calculado
o valor médio de cada coluna da matriz, sendo essa média subtraida de
cada um dos valores da respectiva coluna. E o mais frequentemente
utilizado quando se trabalha com dados espectrais;

Escalamento pela varidncia — tem como fundamento a divisdo dos dados
de uma mesma coluna por um fator de escala que é uma medida da
disperséo dos dados daquela coluna;

Autoescalamento — dados da coluna sao centrados na média e
posteriormente escalados pelo desvio padrdo da coluna. E recomendado
quando as variaveis possuam diferentes unidades ou quando a faixa de
variagao dos dados € grande, pois o autoescalamento iguala o impacto de
cada uma delas;

Escalamento pela amplitude — nesse pré-processamento o fator de escala

€ a amplitude dos dados da coluna;
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5) Ponderac¢do dos minimos quadrados generalizados (GLSW) — em alguns
casos, um tipo diferente de informacdo, relacionada a compostos
interferentes, precisa ser atenuada, consequentemente, técnicas de pré-
processamento avancado sdo necessarias.

Esse é o caso do GLSW, que consiste em um algoritmo com o objetivo de
para estimar uma matriz de filtragem para reduzir o peso da desordem
ocasionada por exemplo pela informagao dos interferentes (SILVA et al.,
2018). Isso remove os interferentes de um espectro no infravermelho, por
exemplo, mantendo a seletividade dos dados. O método consiste na
compressao espacial dos dados multidimensionais do espectro nas
dimensbes de fora do eixo correspondente a regido desses interferentes,
quando esses dados sao entdo analisados por técnicas multivariadas de
classificagao, o modelo se torna mais simples por ndo conter as variagoes
dos interferentes indesejados (MARTENS et al., 2003).

No caso de um problema de classificacdo, amostras similares seriam os
membros de uma determinada classe. Qualquer variacdo dentro de cada
grupo de classe (conhecida como "variacao dentro da classe") pode ser
considerada uma desordem que tornara a tarefa de classificagdo mais
dificil. O objetivo da GLSW neste caso € remover esta variagdo dentro da
classe tanto quanto possivel, sem aproximar as classes (SERRANTI et al.,
2013).

O algoritmo padréo para GLSW usa um unico parametro ajustavel, alfa,
que define a forga das interferéncias de pesos para baixo. O ajuste de a
para valores maiores, normalmente acima de 0,001, diminui o efeito do
filtro, ja os menores a, tipicamente abaixo de 0,001, aplicam mais filtragem
(WISE et al., 2006). Essa avaliagao é importante porque em algum ponto
o efeito do filtro é tdo forte que comeca a remover parte da informacao
relevante do dado, levando a padrdes de ruido espectral e modelos

pobres.

Com a selegao do pré-processamento dos dados é possivel seguir com a
aplicagcdo da quimiometria para identificar as semelhancas e as diferengas em
variados tipos de amostras, com o objetivo de realizar seu agrupamento e

classificagao, como por exemplo no caso de identificacdo de plantas medicinais.
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Os métodos quimiométricos utilizados com essa finalidade sao divididos em
dois grupos, meétodos ndo supervisionados e métodos supervisionados de
reconhecimento de padrdes.

As suposicdes que norteiam esses métodos sio:

1) As amostras do mesmo tipo sdo semelhantes;

2) Existem diferengas significativas entre tipos diferentes de amostras;

3) O conjunto de medidas disponiveis é capaz de detectar essas

semelhancas e diferencas.

Os métodos supervisionados utilizam classes pré-estabelecidas para
classificar cada amostra analisada, essa informacao é utilizada durante a analise dos
dados e construgdo do modelo de classificagdo. Seu objetivo € construir uma regra
preditiva para classificacdo dessas amostras. Dentro dessa categoria estdo os
métodos de Modelagem Independente e Suave por Analogia de Classe (SIMCA),
Regra do Vizinho mais Préximo (k-NN) e Analise Discriminante por Quadrados
Minimos Parciais (PLS-DA), dentre outros.

Ja os métodos nao supervisionados ndao fazem uso dessa informagao de
classes, logo, nao requerem nenhum conhecimento prévia ao respeito da
classificagdo das amostras. Nao tem como objetivo construir uma regra preditiva,
portanto sdo métodos de analise exploratéria dos dados. Dentro desse grupo estdo a
Analise de Componentes Principais (PCA) e a Analise de Agrupamento por Métodos
Hierarquicos (HCA)

3.3.1  Analise de Componentes Principais — PCA

Previamente a calibracdo de modelos de classificagdo €& sempre
recomendado avaliar a estrutura dos dados e realizar uma analise exploratoria com
0s seguintes objetivos: 1) detectar a presencga de outliers; 2) reconhecer padrdes na
distribuicdo das amostras; 3) avaliar relacdes entre as variaveis e os pesos de cada
uma no modelo. Sendo o método mais comum para analise exploratéria dos dados a
Analise de Componentes Principais (PCA) (BALLABIO; CONSONNI, 2013;
WALCZAK; MASSART, 1998).
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Esse € um método de compresséo dos dados, que consiste na projecéo dos
dados multivariados em um espaco de dimensdo menor, sem afetar as relagcoes entre
as amostras. A compressao dos dados € alcangada com combinagdes lineares das
variaveis originais, para que sejam agrupadas aquelas que possuem informagdes
semelhantes, eliminando a redundancia dos dados. Isso da origem a novas variaveis
denominadas componentes principais (PC). Essas PCs sao nao correlacionadas e
ortogonais entre si, ou seja, a informagao de uma nao esta contida na outra. Além
disso, pela remocao da redundancia, quase toda a informagao contida nos dados
originais é descrita com poucas componentes principais.

A primeira PC, PC1, é definida pela dire¢cao que descreve a maxima variancia
dos dados originais. Ja a PC2, e subsequentes, tem a dire¢do de maxima variancia
dos dados no subespago ortogonal a PC anterior, de forma a que descrevam uma a
uma a maxima variancia restante (FIGURA 5). Isso significa que as ultimas PC contém
principalmente variagbes aleatérias, como erros experimentais e podem ser
ignoradas.

As novas coordenadas das amostras, no novo sistema de eixos das
componentes principais mostradas pela linha vermelha sdo denominadas de escores
(scores). Ja os coeficientes da combinagao linear, ou o peso de quanto cada variavel
antiga contribui para a formacgéo da PC, sdo denominados de pesos (loadings). Os
escores expressam as relagdes entre as amostras, enquanto os pesos indicam as

relacdes entre as variaveis (FERREIRA, 2015).

FIGURA 5 - REPRESENTAGCAO GRAFICA DE UM CONJUNTO DE DADOS TRIDIMENSIONAIS
(X1, X2, X3) E SUAS COMPONENTES PRINCIPAIS (PC1, PC2),

x}
pC2 \

FONTE: O autor (2022)
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Logo, inicialmente um modelo PCA deve ser empregado para avaliar os trés
itens citados no primeiro paragrafo. O modelo fornecera uma ideia do agrupamento
das amostras, bem como se existe algum outlier. Para a avaliagao dos outliers as
medidas mais utilizadas séo a influéncia ou alavancagem da amostra (leverage) e o
residuo de Student. Um grafico correlacionando esses dois fatores permite avaliar
amostras anbmalas, que se desgarram do grupo, quando esses dois fatores se
apresentam elevados para a mesma amostra, existe uma forte evidéncia de que ela

se trata de um outlier, podendo entdo ser removida nessa etapa.

3.3.2 Analise Discriminante por Quadrados Minimos Parciais — PLS-DA

Métodos de classificagdo multivariada sédo técnicas com o objetivo de
encontrar um modelo matematico capaz de reconhecer uma amostra como sendo
membro de uma classe apropriada. Uma vez que o modelo de classificagao tenha sido
calibrado, pode ser realizada a predicéao de uma amostra desconhecida como membro
de uma classe definida.

Para atingir a este propdsito, as técnicas de classificacdo trabalham com
variaveis qualitativas, como por exemplo uma classe de amostra, e define relacbes
matematicas entre essas variaveis e um grupo de variaveis descritivas, como a
absorcao de uma molécula na regido do infravermelho. Dessa forma, o modelo opera
uma decomposi¢ao bilinear dos espagos X (variaveis) e Y (classes), sob o
pressuposto de que existe uma relacao interna entre os dois espacos.

A analise discriminante dos quadrados minimos parciais (PLS-DA) € um
método de classificagao linear que combina as propriedades de uma regressao dos
quadrados minimos parciais com o poder de discriminacdo de uma técnica de
classificagao. Dessa forma, o método opera uma decomposicao bilinear dos blocos X
(variaveis — por exemplo dados espectrais) e Y (classes), sob o pressuposto de que
existe uma relacao interna entre os dois espagos. Essa decomposigédo dara origem as
variaveis latentes (VL), que sdo combinacdes lineares das variaveis originais, analogo
ao que ocorre na PCA. O algoritmo aplicado procura formar VLs com covariancia
maxima em relagao as variaveis em Y (BALLABIO; CONSONNI, 2013; SERRANTI et
al., 2013).
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Apos a formagao das VLs, € necessario selecionar o numero delas para
construir o modelo PLS-DA, assim como foi escolhido o numero PCs para o modelo
PCA. Quando o numero de VL € baixo e n&o representa adequadamente as variagoes
dos dados originais, ocorre a falta de ajuste do modelo, quando entdo informacgdes
uteis ficam de fora. Entretanto, pode ocorrer sobre ajuste do modelo quando é
escolhido um numero excessivo de VLs, com a inclusdo de ruidos espectrais ao
modelo.

Para selecionar o numero ideal de VLs nos modelos PLS-DA, as amostras
sao geralmente divididas em grupos de validagdo cruzada, usando por exemplo
venezianas (venetian blinds) ou blocos continuos (continuous blocks).

Nessas duas abordagens de validagéo, cada grupo de validagao cruzada é
removido do conjunto de calibracdo, um de cada vez. Cada vez, o modelo é calibrado
nas amostras de treinamento restantes e depois usado para prever amostras do grupo
de validagao cruzada.

Para definir o tamanho dos grupos de validagcédo cruzada é pratica comum
comparar diferentes estimativas da capacidade preditiva do modelo, que sao obtidas
usando um numero decrescente de grupos de validagdo cruzada, o que significa
condigdes de validagdo mais fortes. Quanto menor o valor da raiz da média quadratica
dos residuos de validagdo (RMSECV) melhor o ajuste do modelo.

O conjunto de calibrag&o ou treinamento € o conjunto que contém informacgdes
a priori conhecidas para construir o modelo de calibracdo. O modelo é entdo testado
usando um conjunto de amostras independentes com informagdes a priori conhecidas
para validar as propriedades preditivas do modelo antes de usa-lo em amostras
desconhecidas. Esta caracteristica explica por que os métodos baseados em PLS
geralmente tém melhor desempenho do que o PCA em problemas de previsao. (GAD
et al., 2013; MARTINS et al., 2015).

Portanto, as amostras de cada classe devem ser separadas em dois
conjuntos, conjunto de calibragao e conjunto de predi¢géo. Para compor o conjunto de
predicdo uma boa abordagem €& a remog¢ao de ao menos 30% das leituras das
amostras de forma aleatdéria de cada uma das classes. Assim, primeiramente é
montado o modelo de calibragdo com 70% dos dados empregando o mesmo pré-
tratamento definido para o modelo PCA.

A capacidade preditiva do modelo para o conjunto de calibragéo é comparada

por meio de sensibilidade e seletividade para cada tamanho de grupo. A sensibilidade
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descreve a capacidade do modelo de reconhecer corretamente as amostras
pertencentes a essa classe enquanto a seletividade descreve a capacidade do modelo
de rejeitar amostras de todas as outras classes.

Em um modelo de PLS-DA, uma amostra pertencente a classe 1 corretamente
classificada pelo modelo como sendo de classe 1, € chamada de amostra verdadeira
positiva (VP). Ja, quando uma amostra pertencente a classe 0 é classificada como
sendo pertencente a classe 1, essa amostra € chamada de falso positivo (FP). Por
outro lado, quando uma amostra pertencente a classe 0 é classificada corretamente
pelo modelo PLS-DA como sendo de classe 0, essa amostra € chamada de verdadeira
negativa (VN), ao passo que uma amostra pertencente a classe 1 classificada

erradamente como sendo de classe 0, € chamada de amostra falsa negativa (FN).

Sendo assim, a sensibilidade do modelo para uma determinada classe é
definida como a habilidade do modelo em corretamente reconhecer amostras

pertencentes aquela classe, sendo calculada utilizando a Equacéo 1.

Sensibilidade = VP/(VP+FP) (Equacéao 1)

Por outro lado, a seletividade do modelo para uma determinada classe € a
habilidade de rejeitar amostras de todas as outras classes, sendo calculada pela

Equacao 2.

Seletividade = VN/(VN+FP) (Equacéo 2)

Os valores de sensibilidade e seletividade do modelo para cada classe variam
de 0 a 1, quanto mais proximo a 1 mais bem ajustado o modelo se apresenta para

aquela classe.

Finalmente, apods a construcdo dos modelos PLS-DA, é importante realizar a
analise grafica da Variavel Importante na Projegcao (VIP). Esse grafico demonstra a
importancia de cada variavel original para a separagéo das classes. O objetivo dessa
avaliagdo € reconhecer essas variaveis importantes para uma analise critica da
separagao alcancada, além de permitir aumentar a eficiéncia do modelo ao eliminar
variaveis nao informativas. As variaveis com escores maiores que 1 sao consideradas

as principais variaveis do modelo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa seguiu duas etapas principais, assim denominadas: 1) Etapa

analitica; 2) Etapa estudo clinico.

FIGURA 6 — FLUXOGRAMA DAS ETAPAS SEGUIDAS NA PESQUISA
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4.2 AMOSTRAS VEGETAIS

Para a orientacdo, construcdo do modelo quimiométrico e preparo das
solugdes orais para condugao estudo clinico, foram utilizadas amostras das espécies
M. glomerata e M. laevigata obtidas do viveiro do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

No total foram obtidos 6 exemplares de M. glomerata e 18 exemplares de M.
laevigata. Exsicatas de todas as amostras estdo depositadas no Herbario da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN), ANEXO 1.

Para fins de introdugdo de maior variabilidade ao modelo quimiométrico
construido para diferenciagao entre as duas espécies de Mikania, foram adquiridas
amostras das plantas em ervanarios do estado do Parana, Sao Paulo, Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul, além de coletas em campo de amostras localizadas nos estados
de Santa Catarina, Parana e Sao Paulo, totalizando 49 amostras.

Folhas de outras espécies vegetais — Annona muricata L., Camellia sinensis
(L.) Kuntze, Malva sylvestris L., Mikania hirsutissima D.C. e Monteverdia ilicifolia (Mart.
ex Reissek) Biral (sin. Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek), totalizando 5 amostras,
foram adquiridas em ervanarios locais para desafiar o modelo de classificacdo

quimiomeétrico.

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS VEGETAIS

As amostras foram primeiramente selecionadas e separadas de materiais
estranhos ou partes indesejadas, como talos.

As folhas foram trituradas em moinho do tipo facas (modelo START FT-50—
Fortinox) e padronizadas em peneira com tamanho de particula inferior a 0,60 mm.

Para evitar a contaminag&o por micro-organismos e possiveis alteragdes nos
metabdlitos secundarios devido a reag¢des enzimaticas o p6 das folhas foi armazenado
em freezer (-30 °C) até o momento do uso para analise cromatografica,

espectrométrica ou preparo das tinturas para os medicamentos.
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4.4 CONSTRUGAO DO MODELO QUIMIOMETRICO PARA
IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE GUACO

4.4.1 Padrdes analiticos e reagentes para analise cromatografica

Padrées de acido clorogénico, acido 3,5 dicafeoilquinico e acido caurendico
foram fornecidos pela empresa PhytoLab, uma parte do acido caurenoico também foi
isolado e doado pelo CPQBA. Acido o-cumarico foi adquirido da empresa Sigma-
Aldrich, cumarina foi adquirida da empresa Chromadex. A acetonitrila grau CLAE foi
adquirida da empresa J. T. Baker, ja o acido fosforico, etanol 96% (v/v) e metanol

foram obtidos da empresa Reatec.

4.4.2 Analise por CLAE do p6 das plantas e validagdo do método analitico

As analises cromatograficas foram realizadas em um equipamento Agilent
1260 equipado com injetor automatico, termostato de coluna e detector de arranjo de
diodos (DAD), operado através do software OpenLab EZChrom. O método utilizado
foi o previamente descrito por Agostini-Costa e colaboradores (2016), a separagéo
cromatografica foi alcangada com uma coluna Ace C18, 250 x 4,6 mm — 5 ym de
tamanho de particula. As fases moveis utilizadas foram acido o-fosférico 0,1% em

agua e acetonitrila em gradiente, conforme TABELA 1.

TABELA 1 — GRADIENTE UTILIZADO NA SEPARACAO CROMATOGRAFICA

TEMPO (min) | FLUXO (mL/min) | ACIDO O-FOSFORICO 0,1% (%) | _ ACETONITRILA (%)

0 1,00 84 16
12 1,00 80 20
22 1,00 70 30
35 1,00 10 90
36 1,00 0 100
48 1,00 0 100
49 1,00 84 16
52 1,00 84 16

A deteccao dos metabdlitos secundarios foi realizada respeitando o maximo

de absorg¢ao de cada grupo quimico, derivados do acido cafeico foram monitorados
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em 330 nm, derivados do acido cindmico foram monitorados em 274 nm e diterpenos
do tipo caureno foram monitorados em 210 nm.

Os padrdes foram diluidos em metanol nas faixas de concentragdes
apresentadas no TABELA 2.

TABELA 2 — FAIXA DOS PADROES PARA AS ANALISES CROMATOGRAFICAS

SUBSTANCIA | FAIXA DE CONCENTRACAO (ug/mL) | DETECCAO (nm)
Acido clorogénico 1,0a 120 330
Acido 3,5 dicafeoilquinico 55a470 330
Cumarina 0,2 a200 274
Acido O-cumérico 0,2a 150 274
Acido caurendico 0,2 a 150 210

Foram construidas curvas de calibragdo externa para cada uma das
substancias de referéncia utilizadas e os respectivos picos de interesse observados
nas amostras foram calculados frente a essas curvas.

As amostras do p6 da planta foram preparadas para analise pela extracao de
500 mg com 50 mL de etanol 70% (v/v) por 20 min em ultrassom.

Todas as amostras e padroes analiticos foram filtrados em 0,45 ym por
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) previamente a inje¢do de 10 uL no
sistema cromatografico.

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com a legislagcao
brasileira vigente, RDC 166 de 24 de julho de 2017 (BRASIL. AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Os dados foram avaliados e tratados pelo software Minitab® 17.1.017 (LEAD

Technologies, Inc.).

4.4.3. Analise dos dados de teor para orientagdo do modelo quimiomeétrico

Para orientagdo dos modelos quimiométricos montados com os espectros de
infravermelho, os teores de cumarina e acido clorogénico das amostras de guaco
adquiridas no comércio e coletadas no campo foram comparados as amostras de M.
glomerata e M. laevigata obtidas do CPQBA (ALMEIDA et al., 2017; COSTA et al.,
2018).
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As amostras obtidas do CPQBA por sua vez foram divididas em dois grupos,
M. glomerata com identificagao botéanica (Gl) e M. laevigata com identificacdo botanica
(L.

Assim, a média dos teores em ftriplicata dessas moléculas para cada amostra
foi comparada através da analise de variancia (ANOVA) a média obtida para as
mesmas moléculas nos grupos Gl e LI. Os testes foram realizados separadamente
para cada molécula e em etapas.

Primeira etapa — Um primeiro teste ANOVA foi aplicado para comparar o teor
de cumarina de uma determinada amostra n&o identificada aos resultados obtidos
para cumarina do grupo Gl. Amostras com p <0,05 nesta primeira comparagao foram
alocadas diretamente em um grupo de amostras denominado M. laevigata sem
identificagdo botanica (LNI);

Segunda etapa — Amostras com p >0,05 no primeiro teste foram submetidas
a um segundo teste ANOVA. Esse foi realizado para comparar o teor de acido
clorogénico dessas amostras ao grupo Gl. Amostras com p >0,05 nessa comparagéo
foram alocadas no grupo M. glomerata sem identificagao botanica (GNI);

Terceira etapa — Amostras com p <0,05 no segundo teste foram submetidas
a um terceiro teste ANOVA. Esse ultimo teste foi realizado para comparar o conteudo
de cumarina dessas amostras ao grupo LlI. Amostras com p <0,05 nessa ultima
comparagao foram diretamente alocadas ao grupo GNI, caso contrario, entdo a
amostra foi alocada para o grupo LNI.

Os dados foram avaliados e tratados pelo software Minitab® 17.1.017 (LEAD

Technologies, Inc.).

4.4.4 Analise por infravermelho das amostras de guaco

A analise do p6 das folhas de cada amostra foi realizada em triplicata.

As analises de IV-médio foram realizadas em um equipamento Bruker modelo
Alpha-P, operado através do software OPUS e equipado com o mddulo de ATR
(attenuated total reflectance). Os espectros foram obtidos no modo de transmitancia
entre 4.000 e 375 cm™', a resolugao utilizada foi de 4 cm™' e taxa de 24 scans/espectro.

Foi realizado zero antes da leitura de cada replicata.
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As analises de IV-préximo foram realizadas em um equipamento Bruker
modelo TENSOR 37, operado através do software OPUS-Operator e equipado com o
modulo de reflectancia difusa. Os espectros foram obtidos no modo de absorbancia
entre 10.000 e 4.000 cm™, a resolugdo utilizada foi de 4 cm™” e taxa de 64

scans/espectro. Foi realizado zero antes da leitura de cada replicata.

445 Construcdo dos modelos quimiométricos para reconhecimento de

padroes / identificacdo das espécies

Os espectros obtidos por infravermelho médio e proximo foram primeiramente
avaliados de forma separada através de analise exploratéria por PCA.

Nessa etapa o pré-tratamento utilizado foi o GLSW, para o qual foi definido
um fator de atenuagéao (a) de 0,01 aplicado de forma automatica.

Na analise exploratoria dos dados foram avaliadas a distribuicdo das
amostras, verificada a presenca de outliers e observada a contribuicdo das variaveis
para separagao das amostras.

Os mesmos dados foram utilizados para montar um modelo de classificagao
e predi¢ao usando PLS-DA.

Nessa etapa os espectros de IV-médio foram utilizados em toda a faixa de
numero de ondas em que foram adquiridos - 4.000 a 375 cm, ja os espectros de IV-
proximo foram utilizados na faixa de 7.000 a 4.000 cm-'.

O pré-tratamento utilizado foi o GLSW, para o qual foi definido um fator de
atenuacao (a) de 0,01 aplicado no bloco X das classes.

As classes utilizadas para o modelo PLS-DA — M. glomerata (G) — 28
amostras, M. laevigata (1) — 57 amostras e outras espécies vegetais (O) — 5 amostras,
utilizadas para desafiar o modelo quimiométrico — foram orientadas pelas analises
quimicas por CLAE. Com excec¢ao da classe outras espécies que reuniu as amostras
de Mikania hirsutissima, Malva sylvestris, Maytenus ilicifolia, Annona muricata e
Camellia sinensis, para o agrupamento das demais amostras nas outras duas classes
foram utilizadas os resultados dos teores obtidos para cumarina e acido clorogénico
conforme explicado no item 4.4.3 (ALMEIDA et al., 2017; COSTA et al., 2018).

Assim, a classe M. glomerata reuniu as amostras que possuiam identificagao

botanica (Gl) e as amostras que n&o possuiam identificagdo botanica (GNI), mas que
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pela comparacdo dos teores de cumarina e acido clorogénico ao grupo Gl foram
similares a esse. Da mesma forma, na classe M. laevigata foram alocadas as amostras
que possuiam identificagcdo botanica (LI) e as amostras que n&o possuiam
identificacdo botanica (LNI), mas que pela comparagado dos teores de cumarina e
acido clorogénico ao grupo LI foram similares a esse.

Para os dois modelos construidos, foi realizada a validacao interna dos dados
utilizando o método venetian blinds com 5 grupos.

Foram removidas aleatoriamente 30% das amostras (81 espectros) de cada
uma das classes para validacdo externa do modelo PLS-DA, compondo assim o
conjunto externo de validagéo. Ja os 70% de amostras restante (189 espectros) foi
utilizado como conjunto de calibragéo.

O conjunto de calibragdo foi monitorado quanto a presenca de amostras
anbmalas através dos parametros estatisticos da influéncia ou alavancagem
(leverage) e residuo de Student. Para o residuo de Student foi adotado o intervalo
padrao de £ 2,0. Ja para o leverage critico foi considerado o numero de espectros do
conjunto de calibragéo, 189, para realizagdo do calculo conforme preconizado pela

Associagcao Americana de Testes e Materiais (ASTM, 2017).

Leverage critico = VLs x 3/n (Equacao 3)

onde:
VLs — numero de variaveis latentes definidas para o modelo;

n — numero de amostras do conjunto de calibragao.

Amostras que apresentaram valores no grafico residuos de Student Vs
leverage acima dos dois limites definidos foram removidas do modelo (FERREIRA,
2015).

Foram definidas duas variaveis latentes (VL) como numero adequado para o
melhor ajuste do modelo, para isso foram considerados os menores valores da raiz
da média quadratica de validagcéo cruzada (RMSECV).

Ja a capacidade preditiva do modelo foi avaliada considerando os valores de

sensibilidade e seletividade para cada classe.



64

Todas as analises quimiométricas foram realizadas utilizando PLS Toolbox
2.0 (Eigenvector Research, Wenatchee, WA, USA) operando no software Matlab 7.0.1
(Mathworks, Sherborn, MA, USA).

4.5 MATERIAIS PARA O ESTUDO CLINICO

4.51 Matérias-primas utilizadas na produgao das tinturas e solugdes orais

O alcool de cerais foi utilizado da empresa Reatec, a agua foi utilizada grau
farmacéutico, o sorbato de potassio foi utilizado da empresa Valdequimica, a

sucralose foi obtida da empresa M. Cassab e o sorbitol 70 utilizado da marca Volp.

4.5.2 Obtencao das tinturas de guaco

O preparo das tinturas a partir das duas espécies vegetais de guaco foi
realizado com uma relagao de 1 parte, em massa, de droga vegetal para obtengao de
5 partes, em volume, da tintura, conforme descrito pela Farmacopeia Brasileira VI
(2019) e monografia para M. laevigata presente na segunda edigdo do Formulario de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (2021).

Assim, 340 g do p6 de cada espécie foram extraidos com 1,7 L de etanol 70%
(v/v) em ultrassom por 20 min. Ao término da extragao a tintura foi centrifugada para
separar o po da planta da tintura e filtrada a vacuo por papel de filtro quantitativo. O
filtrado foi avolumado para 1,7 L com agua, tendo sido obtido ao final uma tintura com
52% (v/v) de etanol.

4.5.3 Obtencao das solugdes orais

As solugdes orais de guaco foram formuladas a partir das tinturas produzidas
com cada espécie M. glomerata e M. laevigata. Na TABELA 3 € apresentada a

composic¢ao centesimal de cada formulagao.
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TABELA 3 — COMPOSICAO DAS SOLUCOES ORAIS UTILIZADAS NO ESTUDO CLINICO

COMPONENTE | SOLUCAO ORAL M. glomerata (g) | SOLUCAO ORAL M. laevigata (g)
Tintura de M. glomerata 10 N.A.
Tintura de M. laevigata N.A. 10
Sorbato de potassio 0,3 0,3
Sucralose 0,06 0,06
Sorbitol 34,94 34,94
Agua 54,7 54,7
TOTAL 100 100

NOTA: N.A. — ndo aplicavel.

Os medicamentos formulados para o estudo clinico atenderam aos requisitos
farmacotécnicos definidos pelo compéndio nacional vigente com relagao a proporgéao
de tintura presente no medicamento (BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2021).

4.5.4. Analise por CLAE das tinturas, solugdes orais e validagao do método

analitico

A tintura de guaco foi preparada para analise através da diluicdo de 2 mL para
um volume final de10 mL com etanol 70% (v/v).
A solucao oral de guaco foi preparada para analise através da diluicdo de 6
mL para um volume final de10 mL com etanol 70% (v/v).
As analises cromatograficas foram realizadas conforme condi¢cdes descritas
no item 4.4.2.
A validacao do método analitico foi realizada para as solugdes orais de guaco
de acordo com a legislagao brasileira vigente, RDC 166 de 24 de julho de 2017
(BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).
Os dados foram avaliados e tratados pelo software Minitab® 17.1.017 (LEAD

Technologies, Inc.).

4.6 ESTUDO CLINICO

O estudo clinico foi submetido ao comité de ética numero 102, vinculado ao
Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana, sob o niumero de
registro 53741621.4.0000.0102 e aprovado com o parecer numero 5.294.041.
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4.6.1 Selecio dos voluntarios

Os voluntarios foram selecionados através de divulgacédo em redes sociais e
contato direto com potenciais candidatos ao estudo. Os critérios de incluséo e

exclusao adotados seguem listados abaixo.

1) Critérios de inclusao:
- Individuos do sexo masculino ou feminino;

- Idade entre 18 e 50 anos;

2) Critérios de exclusao:

- Histdrico de acidente vascular cerebral ou infarto agudo do miocardio nos
ultimos trés meses;

- Presenca de aneurisma de aorta;

- Pressao arterial sistolica > 200 mmHg e pressao arterial diastolica > 100
mmHg;

- Portadores de epilepsia;

- Pessoas incapazes de compreender o procedimento de realizagdo e
implicagdes do estudo;

- Mulheres gravidas ou em periodo de amamentagéo;

- Fumantes.

Aos voluntarios triados foram explicadas todas as etapas da pesquisa
incluindo os riscos e beneficios. Os voluntarios que concordaram em participar do
estudo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os voluntarios também foram informados de que a pesquisa nao possuia fins
lucrativos, apenas académicos, e que nao receberiam nenhum tipo de pagamento
pela sua participacéo.

O tamanho amostral foi estipulado de maneira a possibilitar a confirmacéo da
seguranca dos fitoterapicos, caso ela exista. O n foi calculado com base no estudo de
Soares e colaboradores (2006), que utilizou 24 participantes, resultando em
coeficiente de variagdo (CV) médio de 21% nos resultados reportados no estudo.
Assim, esse n de 24 e esse CV de 21% foram aplicados na equacgao abaixo (CHOW;
WANG, 2001).



67

2 2
n= [t(a, 2n-2)+t ((12_1-» 2n-2)] X (%) (Equacao 4)
onde:

a — nivel de significancia (0,05);

b — poder do teste (0,8);

CV - coeficiente de variagao (21).

Portanto, o numero alvo de individuos recrutados para o estudo foi de 15

voluntarios.

4.6.2 Desenho do estudo clinico

O estudo clinico foi dividido em duas etapas, a primeira etapa consistiu na
passagem do voluntario pelo primeiro grupo intervengao no qual foi randomicamente
inserido, ja a segunda etapa foi iniciada apds a troca do voluntario para o outro grupo

intervengao (crossover), conforme FIGURA 7.
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FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DA PESQUISA CLINICA
INICIO DO ESTUDO - ETAPA 1* @
Explicacdo do estudo / TCLE

M. glomerata M. laevigata
15 mL 2 x dia 15 mL 2 x dia

L J L 4

M. glomerata M. laevigata
30 mL 2 x dia 30 mL 2 x dia

Washout @
CROSSOVER -ETAPA 2

|
; |

M. laevigata M. glomerata
15 mL 2 x dia 16 mL 2 x dia
v ¥
M. laevigata M. glomerata
30 mL 2 x dia 30 mL 2 x dia
Washout
FIM DO ESTUDO

LEGENDA: *A partir do inicio, cada caixa representa 1 fase da pesquisa com duragdo de 1 semana.
Antes de cada fase e ao final do estudo os voluntarios foram ao laboratério para responder ao
questionario clinico (Anexo 3), medicédo da pressao arterial e coleta de sangue.

Para o inicio do estudo o voluntario selecionado foi convidado a se dirigir ao
laboratorio responsavel pelas coletas de sangue para iniciar a primeira etapa da
pesquisa. Na primeira visita cada voluntario respondeu aos questionarios de coleta de
dados dos voluntarios (Anexo 2) e ao questionario para avaliagao clinica do voluntario
(Anexo 3). Apos a resposta aos questionarios foi realizada a medigdo da pressao
arterial e coleta de sangue para analises laboratoriais, este foi denominado de tempo

zero da pesquisa (T0).
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Ap0s a coleta do sangue o voluntario foi incluido de forma randémica em um
dos dois grupos da pesquisa, intervengcdo 1 (Solu¢cdo oral de M. glomerata) ou
intervencao 2 (Solugao oral de M. laevigata). Para essa randomizagao foi utilizada a
funcdo ALEATORIOENTRE do Microsoft Excel 365. Quando a funcdo retornou o
numero 1 o voluntario foi alocado no grupo intervencéo 1, quando a fung&o retornou
0 numero 2 o voluntario foi alocado no grupo intervengéo 2. A partir desse momento
foi iniciado o uso da medicacgao.

O voluntario recebeu a solugao oral produzida a partir da espécie do grupo
intervencao no qual foi randomicamente alocado. Durante quatorze dias os voluntarios
fizeram o uso da solugao oral de guaco duas vezes ao dia, nos primeiros sete dias 15
mL a cada 12 h e nos sete dias finais 30 mL a cada 12 h.

Ao término dos primeiros sete dias de uso, os voluntarios retornaram ao
laboratério para realizar novamente a coleta de sangue, resposta ao questionario de
avalicao clinica e afericdo da presséo arterial, denominado tempo um (T1). A dose foi
aumentada conforme descrito no paragrafo anterior e o voluntario permaneceu
utilizando a medicagao. Apds sete dias o voluntario retornou ao laboratorio, para nova
coleta de sangue, resposta ao questionario de avaliagao clinica e afericdo da pressao
arterial, denominado tempo dois (T2). Nessa visita a utilizagao da medicagéo em teste
foi suspensa durante uma semana para permitir a completa eliminagdo dos
metabdlitos secundarios do guaco do organismo (washout), antes de ocorrer a troca
do usuario para o outro grupo da pesquisa (crossover).

Apds o tempo de washout, os voluntarios retornaram para nova visita ao
laboratério, denominado tempo trés (T3), foram avaliados para os parametros ja
citados como forma de avaliar se qualquer alteragdo ocorrida em algum dos
marcadores de sangue ou sinais clinicos voltaria ao normal, bem como servir de
parametros iniciais para o novo grupo que o voluntario foi alocado (TO).

Nessa quarta visita foi encerrada a primeira etapa da pesquisa e entdo o
voluntario foi trocado de grupo, se estava no grupo “intervengdo 1” passou para o
grupo “intervengao 2” e vice-versa, realizando assim o crossover dos grupos e inicio
da segunda etapa da pesquisa.

O uso da medicagéao foi retomado no mesmo esquema posologico descrito
anteriormente. Ao término de cada semana de uso, os voluntarios retornaram ao
laboratdrio, realizaram a coleta de sangue, resposta ao questionario e afericdo da

pressao arterial, tempos um e dois do segundo grupo que estavam inseridos (T1 e
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T2). Finalmente, na ultima semana o voluntario teve o uso da medicagao suspenso e

retornou apos sete dias para a ultima visita (sétima visita) quando entdo foram

avaliados conforme ja descrito e liberados da pesquisa, dando origem ao tempo trés

do segundo grupo (T3).

4.6.3 Monitoramento da segurang¢a do guaco

O monitoramento da seguranca das solugdes orais de guaco foi realizado

através de trés formas:

1)

2)

3)

Monitoramento de eventos adversos — realizado através de questionario
autoaplicavel em todas as visitas dos voluntarios ao laboratério (Anexo 3).
Avaliada a resposta dos voluntarios para o numero de eventos adversos
observados ao longo da semana de tratamento. Os eventos listados no
questionario tiveram como objetivo monitor a agdo do guaco sobre alguns
sistemas alvo no corpo humano conforme orientado pela OMS. Esses
sistemas compreendem:

- Neuroldgico;

- Pele;

- Musculoesquelético;

- Gastrointestinal;

- Cardiovascular.

Os voluntarios assinalaram no questionario se foi observado algum efeito
ao longo da semana em um dos sistemas descritos anteriormente, bem
como o numero de episédios observados. Esse mesmo questionario serviu
como registro para outros eventos adversos ocorridos durante o estudo
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2008);

Medicao da presséo arterial — realizada em todas as visitas dos voluntarios
ao laboratério. Utilizado medidor de presséao arterial de pulso homologado
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO);
Analises de sangue dos voluntarios — realizada em todas as visitas dos
voluntarios ao laboratorio. Avaliados parametros de sangue

hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos.
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Hematolégicos — hemograma completo e coagulograma para avaliar
eventuais efeitos toxicos no sistema hematopoiético.

Bioquimicos — ALT, AST, GGT, ALP, bilirrubina, creatinina, ureia,
albumina, proteina total, glicemia, colesterol, triglicerideos, sodio e
potassio. O objetivo foi monitorar possivel efeito téxico do guaco nos
sistemas alvo figado, rins e sistema enddcrino.

Imunolégico — histamina foi monitorada com o intuito de avaliar possivel
atividade anti-inflamatéria do guaco para direcionamento de estudo fase Il
Esse foi o unico parametro analisado somente nos TO e T2 das duas

etapas dos estudo clinico.

Todas as coletas de sangue e analise dos parametros mencionados foi
realizada no laboratério Laboran Analises Clinicas, tendo ocorrido em sete momentos
da pesquisa para cada voluntario, inicio do estudo, entre cada uma das etapas do

estudo e ao término dele.

4.6.4 Avaliagcao dos eventos adversos

Os eventos adversos registrados foram avaliados em duas etapas.
Primeiramente foram classificados em trés niveis de intensidade conforme
metodologia aplicada por Tavares (2005) e Selvi e colaboradores (2022):
1) Leves - voluntéario percebeu os sintomas ou sinais, porém foram facilmente
tolerados e nédo limitaram as atividades diarias;
2) Moderados - o desconforto do voluntario foi suficiente para causar
interferéncia nas suas atividades diarias normais;

3) Severo — voluntario foi incapacitado de realizar atividades normais.

Em seguida, foi estabelecido se havia ou ndo uma relagéo de causalidade dos

eventos adversos a intervencao realizada conforme descrito abaixo.

1) Atribuido — quando existiam evidéncias cientificas previamente reportadas
sobre o evento, 0 evento seguiu uma sequéncia temporal razoavel a partir
da administragcdo da intervengdo, houve melhora no estado clinico ao
suspender uso do medicamento e/ou reaparicdo dos sintomas apds nova

utilizagao;
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2) Provavel — quando existiam evidéncias cientificas previamente reportadas
sobre o evento, a relagdo temporal entre o evento e a administragao do
medicamento foi sugestiva, ndo existiram eventos alternativos que
poderiam ter ocasionado o evento adverso, houve melhora no estado
clinico ao suspender uso do medicamento, mas nao reaparicdo dos
sintomas apos nova utilizag&o;

3) Possivel — quando nao existiam evidéncias cientificas previamente
reportadas sobre o evento, ocorreu alguma relagdo temporal entre o
evento e a administragdo da intervengao, existiram eventos alternativos
que poderiam ter ocasionado o evento adverso, ndo houve melhora no
estado clinico ao suspender uso do medicamento e os sintomas nao
reapareceram apos nova utilizacao;

4) Nao atribuido — quando existiam provas suficientes para concluir que a
etiologia ndo estava relacionada ao medicamento, ndo ocorreu relagao
temporal entre o evento e a administracdo da intervengdo, existiram
eventos alternativos que poderiam ter ocasionado o evento adverso, nao
houve melhora no estado clinico ao suspender uso do medicamento e os

sintomas nao reapareceram apés nova utilizagao.

Essa ultima classificagdo permitiu a vinculagdo ou ndo do evento adverso as

solucdes orais de guaco.

4.6.5 Avaliacdo e tratamento dos dados de pressao arterial e analises do

sangue dos voluntarios

Os valores obtidos para os marcadores analisados no sangue dos voluntarios
e pressao arterial foram avaliados estatisticamente quanto a influéncia do tempo na
sua variacdo. Essa avaliagdo foi conduzida separadamente para cada espécie de
guaco investigada no estudo

Dentro de cada grupo intervengcdo os dados foram separados em quatro
tempos de analise:

TO — comparador inicial sem o uso da medicagao;

T1 — apds a primeira semana de uso da medicacéo 15 mL / 2 vezes ao dia;
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T2 — apds a segunda semana de uso da medicagdo 30 mL / 2 vezes ao dia;

T3 — apds uma semana da suspeng¢ao do uso da medicacéio.

Os resultados para os marcadores de seguranca de todos os voluntarios
dentro de um mesmo grupo intervenc&o nos tempos 0, 1, 2 e 3 foram comparadas
através do teste semiparamétrico GEE — Generalized estimating equations ou
equacgao de estimativa generalizada — aplicado para medidas pareadas repetidas (LI
et al., 2022; WANG, 2014).

Primeiramente as variaveis dependentes monitoradas, parametros do sangue
e medidas de pressao arterial, foram avaliadas quanto a medida de aderéncia para
medidas repetidas através do valor de QIC — Quasi-likelihood under independence
model criterion ou quasi-verossimilhanga sob o modelo de independéncia (WANG,
2014). As variaveis continuas foram avaliadas nos tipos de distribuicado linear, gamma
e tweedie. Ja as variaveis discretas foram avaliadas frente aos tipos de distribui¢ao
Poisson, gamma e tweedie.

O tipo de distribuicdo escolhido para a sequéncia do teste foi aquele que
apresentou o menor valor de QIC, sendo essa a distribuicdo para a qual a variavel
apresentou melhor aderéncia.

O modelo de distribuicdo que melhor representou o parametro foi entao
utilizado para avaliar o efeito do tempo, variavel independente, sobre os resultados do
parametro, variavel dependente.

A avaliacéo do efeito do tempo sobre o parametro foi realizada considerado o
valor de p para o efeito do tempo com um nivel de confianga de 95%, parametros que
apresentaram p < 0,05 demostraram sofrer influéncia do tempo e entdo foram
avaliados em uma segunda etapa.

A segunda etapa procurou verificar qual tempo apresentava variagdo em
relagdo ao TO, para isso foi avaliada a diferenga média entre os tempos do parametro
(B) e os respectivos intervalos de confiancga (IC), sendo considerado o valor de p das
comparagoes entre os tempos, todos com um nivel de confianga de 95%.

Além disso, nessa segunda etapa, foram conduzidos testes post roc de Sidak
para comparacao dos diferentes pares de resultados de tempo — TO/T1, TO/T2, TO/T3,
T1/T2, T1/T3, T2/T3. Novamente foi considerado o valor de p em um nivel de

significancia de 5% para comparacao dos pares de média.
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Para o parémetro imunologico histamina, foi utilizada uma segunda
abordagem para validar o resultado obtido pela avaliagdo através de GEE.
Considerando que existiam apenas dois tempos a serem comparados por espécie —
TO e T2, também foi realizada a avaliacdo das médias desses tempos pelo teste ¢
pareado considerado um nivel de significancia de 5%.

Todas as analises estatisticas foram efetuadas no software IBM SPSS
Statistics 20.0
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A revisdo de literatura realizada demonstrou a dificuldade atualmente
existente para a correta identificacdo das duas espécies de Mikania tradicionalmente
conhecidas como guaco, M. glomerata e M. laevigata. |sso remete a necessidade de
meétodos que permitam a correta e confiavel diferenciacao entres duas espécies, como
forma de favorecer que os estudos realizados com o guaco sejam adequadamente
orientados quanto a espécie utilizada, além de fomentar a comercializagdo e
consequentemente o uso pela populacao das espécies corretamente identificadas.

Além disso, os estudos apresentados na revisdo apontam para a importancia
da correta identificacdo dessas espécies considerando as diferencas no metabolismo
secundario e nas acdes farmacolégicas monitoradas. Logo, estudos clinicos sao
imprescindiveis para avaliar cada uma das espécies separadamente e determinar a
seguranca e eficacia de cada uma delas.

Os resultados desta sec¢ao sao apresentados de forma a detalhar no item 5.1
as analises quimicas realizadas para a criacéo de dois modelos quimiomeétricos para
a diferenciagao entre as duas espécies de guaco. Ja no item 5.2 sdo apresentados os
resultados obtidos para o estudo clinico desenvolvido como forma de avaliar a

segurancga das solugdes orais de M. glomerata e M. laevigata.

5.1 CONSTRUCAO DO MODELO QUIMIOMETRICO PARA
IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE GUACO

5.1.1 Validagcdo do método analitico para o teor dos metabdlitos

secundarios nas amostras de guaco

O método analitico utilizado foi o previamente reportado Agostini-Costa e
colaboradores (2016), no trabalho citado foi realizada a validagdo do método analitico
para os marcadores acido o-cumarico, cumarina e acido caurendico nas faixas de 0,2
a 200 pg/mL para a cumarina e 0,2 a 150 ug/mL para as duas outras moléculas.

Portanto para a matriz do p6 das folhas foram validados os marcadores

quantificados no presente trabalho, mas nao validados pelos autores citados.
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Desta forma, foi conduzida a validagédo do método para o acido clorogénico e
acido 3,5 dicafeoilquinico.

A validagdo conduzida procurou cobrir a faixa de variagcdo dessas duas
moléculas nas amostras analisadas das duas espécies de guaco. Assim, a faixa
validada do método cobriu 0,01 a 1,20% de acido clorogénico e 0,05 a 5,00% de acido
3,5 dicafeoilquinico na amostra.

No QUADRO 4 sao apresentados os parametros avaliados, os critérios de
aceitacdo e os resultados obtidos na validagdo do método analitico para as duas
moléculas.

Os critérios de aceitagcao definidos para os parametros avaliados tiveram
como base o Apéndice F das Diretrizes para requisitos de performance de método
padrao publicado pela AOAC (AOAC, 2016).

Os resultados apresentados demonstram a confiabilidade do método analitico
para quantificagao das moléculas acido clorogénico e acido 3,5 dicafeoilquinico, nas
amostras de guaco, além de cumarina, acido o-cumarico e acido caurendico
previamente validados pelos autores citados.

Esse resultado € importante pois até o0 momento n&do existe na literatura um
método analitico descrito capaz de quantificar por CLAE com detecgao por ultravioleta
as cinco moléculas utilizadas nesse trabalho.

O monitoramento dessas moléculas € necessario para fins de distingdo entre
as duas espécies de guaco, como sera discutido no préximo item, além de serem
moléculas com potencial agdo farmacoldgica conforme apresentado na revisado de

literatura.
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5.1.2 Resultados de teor dos metabdlitos secundarios nas amostras de

guaco

Todas as amostras de guaco utilizadas na pesquisa foram analisadas por
CLAE-DAD conforme método validado. Na FIGURA 8 e FIGURA 9 sao apresentados
os perfis cromatograficos obtidos para uma amostra da espécie M. laevigata e M.
glomerata respectivamente. Os perfis apresentados nas figuras foram obtidos de
amostras adquiridas junto ao CPQBA, possuindo, portanto, identificacao botanica.
Cada grupo de moléculas de interesse é apresentado no seu comprimento de onda
otimo, conforme descrito nos materiais e métodos, a identificacdo dos picos foi
estabelecida por similaridade dos tempos de retencao e perfis espectrais em relagcao

aos padrdes de referéncia auténticos.

FIGURA 8 — PERFIL CROMATOGRAFICO DE UMA AMOSTRA DE M. laevigata
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LEGENDA: 1 — 4cido clorogénico; 2 — acido 3,5 dicafeoilquinico; 3 — acido o-cumarico; 4 — cumarina;
5 — acido caurenaico.
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FIGURA 9 — PERFIL CROMATOGRAFICO DE UMA AMOSTRA DE M. glomerata
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LEGENDA: 1 — &cido clorogénico; 2 — acido 3,5 dicafeoilquinico; 4 — cumarina; 5 — acido caurendico.

A comparacdo dos dois perfis cromatograficos permite confirmar o ja
reportado por outros pesquisadores em trabalhos anteriores (ALMEIDA et al., 2017,
BERTOLUCCI et al., 2009, 2013a, 2013b; BORGHI; ALMEIDA; SAWAYA, 2019;
COSTA et al., 2018; DE MELO; SAWAYA, 2015; UENO; SAWAYA, 2019; VIEIRA et
al.,, 2020). Em 330 nm é possivel observar a maior intensidade dos picos dos
derivados do acido cafeico (acido clorogénico e acido 3,5 dicafeoilquinico) na espécie
M. glomerata em relagdo a M. laevigata. J& em 274 nm s&o observadas maiores
intensidades dos picos dos derivados do acido cindmico (acido o-cumarico e
cumarina) na espécie M. laevigata em comparagcao a M. glomerata. Ja o acido
caurenoico nao apresentou um perfil de diferenciagao nitido entre as duas espécies,
com as concentracdes dessa molécula variando de forma aleatéria entre as amostras.

O perfil descrito no paragrafo anterior foi observado para todas as amostras
com identificagdo botanica adquiridas do CPQBA e demonstra a diferengca no

metabolismo secundario das espécies conhecidas como guaco. Esses resultados
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ficam bastante claros na avaliagdo dos teores calculados para cada uma dessas
moléculas nas amostras com identificacado botanica (TABELA 4).

Como forma de preparagéo para a constru¢ao do modelo quimiométrico, as
amostras de M. glomerata dessa tabela foram reunidas em um grupo denominado Gl,
bem como as amostras de M. laevigata foram reunidas em um grupo denominado LI.

Optou-se por se realizar misturas binarias das amostras de M. glomerata para
obtencdo de novas amostras, uma vez que apenas seis amostras dessa espécie
foram obtidas junto ao CPQBA, enquanto 18 amostras da outra espécie foram
conseguidas do mesmo local. Essa abordagem procurou equilibrar 0 numero de
amostras das duas espécies no modelo quimiométrico, favorecendo que a estatistica
aplicada nao fosse prejudicada pelo menor numero de leituras de uma espécie em
detrimento da outra. Essas misturas estdo apresentadas na coluna de cédigos pela
representacdo da soma de dois codigos diferentes.

Na mesma tabela sdo apresentados os teores obtidos para as amostras de
outras espécies vegetais utilizadas para desafiar o modelo quimiométrico com relagéo
a distincdo de amostras que n&o pertencem as espécies de interesse do trabalho. As
espécies selecionadas para desafiar o modelo sao todas plantas medicinais utilizadas
pela populagéao brasileira, além disso as partes utilizadas sao as folhas assim como o
guaco, sendo uma delas, M. hirsutissima, pertencente ao mesmo género das espécies
de guaco.

Avaliando os resultados das outras espécies vegetais apresentadas na tabela,
apenas a espécie pertencente ao género Mikania apresentou um perfil semelhante
em relagdo as espécies de guaco para os metabdlitos secundarios monitorados no
trabalho. Ja as outras quatro espécies apresentaram perfis para esses metabolitos
muito diferentes em relagdo ao guaco, com a auséncia de todas as moléculas
analisadas na espécie M. ilicifolia. Essa caracteristica definiu esse grupo como
heterogéneo em relagdo ao perfil dessas moléculas, tendo sido, portanto, um grupo
de amostras interessante para desafiar a capacidade de diferenciacao das espécies
nos modelos quimiométricos construidos com os espectros no infravermelho do pé

das folhas das amostras.
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Para fins de classificacdo das espécies das amostras ndo identificadas de
guaco coletadas em campo ou adquiridas no comércio, os resultados das analises do
grupo Gl e LI para cumarina e acido clorogénico foram utilizados conforme descrito
no item 4.4.3. Essa abordagem foi utilizada considerando quatro trabalhos recentes
que empregaram modelos quimiométricos com padrées de diferenciacdo das
espécies. Em todos esses trabalhos foram utilizados os resultados de analises
cromatograficas para construg¢do dos modelos, com a consequente conclusao sobre
as moléculas que melhor identificavam M. glomerata e M. laevigata.

Almeida e colaboradores (2017) descrevem um modelo quimiométrico para o
qual a principal contribuicdo para um padrao de distribuicdo das amostras das duas
espécies foram cumarina, acido clorogénico e acido 3,5 dicafeoilquinico, sendo que a
primeira estava presente em maior quantidade em M. laevigata, enquanto os outros
dois em maior quantidade em M. glomerata.

Ja o trabalho de Costa e colaboradores (2018) apresentou um modelo
quimiométrico em que o0s principais marcadores responsaveis pelo padrdo de
distribuicdo das amostras das folhas das duas espécies nas componentes principais
foram, além das trés citadas anteriormente, também a molécula de melilotosideo. De
igual forma, a presenca das moléculas em cada espécie foi a mesma reportada pelo
estudo anterior, com o melilotosideo também presente em maior quantidade na M.
laevigata.

O trabalho de Ueno e Sawaya (2019) analisou compostos volateis nas folhas
de guaco e o modelo de distribuicdo das amostras nas componentes principais foi
fortemente influenciado pela cumarina, além de outras moléculas volateis analisadas,
mas n&o monitoradas neste trabalho.

Finalmente, Vieira e colaboradores (2020) apresentam um modelo
quimiométrico que possui o seu perfil de distribuicado significativamente orientado pela
cumarina com a mesma presencga dessa molécula nas espécies conforme reportado
nos estudos anteriores.

Considerando esses quatro estudos que demonstram em todos eles a
cumarina como molécula alvo para diferenciacéo das espécies, essa foi a molécula
de referéncia utilizada na orientagcdo das amostras sem identificagdo botanica, com o
auxilio do acido clorogénico descrito nos dois primeiros estudos citados para também
auxiliar nessa classificagdo. Os resultados obtidos para os teores dos analitos de

interesse nas amostras nao identificadas estao reportados na TABELA 5.
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Embora todas as amostras da tabela anterior tenham sido adquiridas com a
denominagéo de M. glomerata, apenas 10 amostras (GNI) foram classificadas como
essa espécie pela comparagdo dos metabdlitos secundarios, as demais 39 amostras
foram classificadas como sendo da espécie M. laevigata (LNI).

Esse fato pode ser atribuido a dificuldade na diferenciagdo entre as duas
espécies de guaco conforme apresentado na revisdo da literatura. Na FIGURA 10 é
apresentado grafico com a comparagao dos teores dos metabdlitos secundarios entre

os grupos formados.

FIGURA 10 — COMPARAGCAO DOS TEORES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS ENTRE OS
GRUPOS FORMADOS
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NOTA: Médias de cada metabdlito que ndo compartilham a mesma letra sao significativamente
diferentes através do teste de Tukey com 95% de confianca.

LEGENDA: LI — M. laevigata com identificagdo boténica; Gl — M. glomerata com identificacao
botanica; O — outras espécies; LNl — M. laevigata ndo identificada; GNI — M. glomerata nao
identificada; AC — acido clorogénico; AD — acido 3,5 dicafeoilquinico; OC. — acido o-cumarico; CU —
cumarina; CA — acido caurenaico.

Os grupos constituidos demonstram uma clara presenga mais abundante dos
derivados do acido cafeico nas amostras de M. glomerata em relagdo as amostras de
M. laevigata, ocorrendo o inverso em relagao aos derivados do acido cinamico. Nesse
ultimo grupo fitoquimico esta a diferenga mais significativa entre as duas espécies,

uma vez que para a cumarina ocorreu similaridade nas concentragdes entre Gl / GNI
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e LI/ LNI. Esses resultados permitem questionar os critérios oficiais atuais utilizados
no controle de qualidade e padronizacdo quimica da espécie M. glomerata, uma vez
que a cumarina nao € uma molécula com relevancia na composigao quimica da
especie.

Para o outro grupamento fitoquimico utilizado para a diferenciagdo das
especies de guaco, derivados do acido cafeico, a auséncia de similaridade dos teores
entre os grupos formados pode ser atribuida a variagcdo observada na produgéo
desses metabdlitos em fungao da sazonalidade, condigdes de crescimento e local de
cultivo conforme ja reportado por outros autores (AGOSTINI-COSTA et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2017; BERTOLUCCI et al., 2013a). Conforme apresentado na
TABELA 5, as amostras nao identificadas tiveram como procedéncia cinco estados
brasileiros localizados nas regides sul, sudeste e centro-oeste, apresentando clima,
composicao do solo e incidéncia de luminosidade bastante diferenciados entre si.

Ja o acido caurendico nao apresentou um perfil de diferenciagao entre as duas
especies, nao sendo, portanto, uma molécula de interesse para diferenciagcéo entre
ambas.

Com todas as amostras devidamente direcionadas para cada grupo, foi
possivel seguir com o modelo da classificacédo quimiométrico guiado pelas classes

formadas através das analises por CLAE.

5.1.3 Analise exploratoria por PCA para os espectros no infravermelho

A analise por PCA procurou avaliar de forma exploratéria a distribuicdo das
amostras com diferentes pré-tratamentos. Logo, os espectros obtidos por [V-médio e
[V-proximo foram submetidos aos pré-tratamentos centragem dos dados na média,
normalizagéo, autoescalamento, alisamento (Savitzky-Golay), corre¢do multiplicativa
de espalhamento (MSC), correcéo da linha de base (primeira e segunda derivadas) e
ponderacdo dos minimos quadrados generalizados (GLSW). Todos avaliados
individualmente e em diferentes combinacgdes.

Considerando as caracteristicas intrinsecas as amostras analisadas, o pré-
tratamento GLSW foi o mais adequado para atenuar diferengas existentes quanto a

procedéncia, condi¢cdes de colheita e secagem do material vegetal, além de atenuar
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variagdes existentes entre os dias de leitura dessas amostras que foram realizadas
em um intervalo de dois anos. Valores entre 0,0001 e 3 foram avaliados para o filtro
(a), utilizando como critérios para definicdo do melhor valor o reconhecimento de um
padrao de distribuicdo das amostras pelo grafico dos escores, a menor perda de
informag&o em relagdo aos dados originais e possibilidade de avaliar relagdo entre as
variaveis originais e os pesos atribuidos ao modelo.

Nas FIGURAS 11 e 12 sao apresentados os espectros em IV-médio e IV-
préximo respectivamente antes e apds o pré-tratamento GLSW. Nas imagens B, C e
D de cada figura é possivel observar a perda de informacao dos dados originais com
o aumento do poder do filtro.

Como descrito, esse foi um dos critérios utilizados para definigao do filtro
utilizado no pré-tratamento, uma vez que é indesejavel uma perda de informagéo

acentuada em relagao as variaveis originais para a construgdo do modelo.

FIGURA 11 — ESPECTROS IV-MEDIO ANTES E APOS PRE-TRATAMENTO COM GLSW
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LEGENDA: A — espectros sem pré-tratamento; B — espectros com a = 3,00; C — espectros com a =
0,01; D — espectros com a = 0,0001.
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Embora os dados no infravermelho préximo tenham sido adquiridos entre
10.000 a 4.000 cm™, entre as regides de 10.000 a 7.000 cm-! ndo foi observada uma
contribuicdo relevante do espectro para o modelo quimiométrico. Esse
comportamento é explicado devido a menor complexidade dos espectros de
infravermelho préximo em relagdo a outras regides do infravermelho. E conhecido que
espectros no IV-proximo possuem um menor numero de bandas, bem como bandas
mais alargadas, o que resulta em uma menor quantidade de informagao espectral
quando comparado, por exemplo, a espectros de infravermelho médio. Essa é uma
consequéncia de os sinais de absor¢cdao dessa regido serem sobretons ou
combinagdes das bandas tensao vibracionais fundamentais produzidas nas regides
de IV-médio, entre 3.000 a 1.700 cm™. Isso torna os dados da técnica mais faceis e
simples de serem utilizados junto a ferramentas estatisticas, como a quimiometria,
para a quantificacdo ou o reconhecimento de padrdes. Por outro lado, os espectros
no IV-meédio que apresentam um maior numero de bandas dentro do intervalo de
aquisicdo, devido a essa caracteristica, sdo empregados principalmente na
identificacdo estrutural de moléculas organicas e bioquimicas (SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2001).

Assim, conforme descrito por Ferreira (2015), variaveis que nao contribuem
significativamente para o modelo podem ser suprimidas, para simplificar os dados e
nao incluir ruidos desnecessarios que possam comprometer a classificacdo posterior
das amostras. Dessa forma, para os espectros de IV-proximo, foi utilizada faixa de
7.000 a 4.000 cm™! para a analise exploratéria dos dados e posterior construgéo do
modelo de classificagdo das amostras por PLS-DA.

Essas caracteristicas mencionadas nos dois paragrafos anteriores justificam
0 porqué de no presente estudo, a técnica de IV-proximo ter apresentado melhores
resultados, quando comparada a técnica de IV-médio, para os modelos

quimiométricos desenvolvidos de diferenciagdo das duas espécies de guaco.
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FIGURA 12 — ESPECTROS IV-PROXIMO ANTES E APOS PRE-TRATAMENTO COM GLSW

Absorbancia
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LEGENDA: A — espectros sem pré-tratamento; B — espectros com a = 3,00; C — espectros com a =
0,01; D — espectros com a = 0,0001.

Embora seja visivel um deslocamento nas leituras dos espectros de todas as
amostras analisadas, nenhuma leitura foi descartada tanto nos dados do IV-médio,
quanto nos dados do IV-proximo. Essa medida foi tomada para permitir que os
modelos contemplassem a maior variabilidade possivel de dados e para avaliar se o
pré-tratamento GLSW seria capaz de agrupar as amostras vencendo essas
distorgdes.

O a definido como 6timo para ambos os casos foi de 0,01, uma vez que esta
intensidade do filtro aplicado foi capaz de manter as informacdes dos espectros
originais e conduziu a um grafico de escores que apresentou um padréao de
distribuicdo das amostras.

Mesmo que intensidades do filtro menores que 0,01 tenham preservado em
maior quantidade as informagdes das variaveis originais, conforme imagens B das
figuras, os valores avaliados de a ente 0,02 a 3 ndo foram selecionados pois ndo
apresentaram um padrdo adequado de distribuicdo das amostras no grafico de

escores, esse fato pode ser explicado pela incapacidade do filtro em reduzir a
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variabilidade da amostra, com a manutencéo do deslocamento observado nos dados
originais.

Finalmente, filtros mais intensos em relagao a 0,01, entre 0,009 e 0,0001,
acabaram descaracterizando acentuadamente as contribuicdes das variaveis
originais, nao permitindo que as informagdes dos espectros no infravermelho fossem
utilizadas na avaliacdo do modelo, portanto ndo foram utilizados.

A FIGURA 13 e a FIGURA 14 apresentam todas as amostras das duas
espécies de guaco dentro do intervalo de confianga de 95% dos graficos dos escores,
aléem de estarem homogeneamente agrupadas em classes, isso eliminou a
necessidade de exclusdo de algum espectro por ter um comportamento de outlier,
esta avaliagdo cumpriu o primeiro objetivo da analise exploratéria prévia a construgéo

de modelos de classificacdo, detectar a presenca de outliers.

FIGURA 13 — ANALISE EXPLORATORIA POR PCA PARA OS DADOS DE IV-MEDIO
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NOTA: Linha pontilhada azul representa o intervalo de confianga de 95% para as amostras.
LEGENDA:* M. laevigata; ¥ M. glomerata;® Outras espécies; A — grafico de escores PC 1 Vs PC 2;

B — loadings para PC 1; C — loadings para PC 2.
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Também é possivel através do grafico de escores identificar um padréo de
distribuicdo para as trés classes utilizadas no modelo, M. glomerata; M. laevigata e
outras espécies, sendo que das trés apenas a terceira foi alocada fora do intervalo de
confianca do modelo. Esse € um excelente indicativo da robustez dos modelos, uma
vez que essas amostras foram utilizadas justamente no intuito de desafiar
posteriormente o modelo de classificagdo para discriminar espécies vegetais que nao
pertencam as duas espécies de guaco. Essa avaliagdo atendeu ao segundo objetivo
da analise PCA prévia ao modelo PLS-DA que é o reconhecimento de padrdes na

distribuicdo das amostras.

FIGURA 14 — ANALISE EXPLORATORIA POR PCA PARA OS DADOS DE IV-PROXIMO
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NOTA: Linha pontilhada azul representa o intervalo de confianga de 95% para as amostras.
LEGENDA:* M. laevigata; ¥ M. glomerata;® Outras espécies; A — grafico de escores PC 1 Vs PC 2;
B — loadings para PC 1; C — loadings para PC 2.

Finalmente, os graficos de loadings permitem confirmar a relagcédo existente

entre as variaveis, transmitancias lidas nos diferentes nimeros de onda do IV-médio
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e absorbancias lidas nos diferentes numeros de onda do IV-préximo, e os pesos de
cada uma delas na formagao dos seus respectivos modelos, atendendo ao terceiro
objetivo da analise exploratdria dos dados. Esta ultima confirmacéao atesta que o filtro
aplicado pelo pré-tratamento manteve a relevancia das informagdes originais das
variaveis sendo, portanto, adequado para a utilizacdo na construcdo dos modelos de
classificacdo PLS-DA para as duas técnicas de espectroscopia na regido do

infravermelho.

5.1.4 Modelo PLS-DA para identificacao das espécies de guaco por IV-

médio

Inicialmente o conjunto de amostras utilizadas para a calibragdo do modelo
foi avaliado quanto ao numero de variaveis latentes a serem utilizadas para melhor
ajuste do modelo bem como a presenca de amostras anémalas.

A definicdo do numero de VLs é importante considerando que a projecao dos
dados originais para outro plano para formagédo da VL conduz a uma compressao
desses mesmos dados com efeitos positivos como eliminacédo parcial do ruido da
matriz e reducdo da complexidade dos dados, por outro lado os dados se tornam
tendenciosos. Logo, é necessario um balango adequado entre a varidncia e a
tendéncia adicionadas pelas VLs para que ndo ocorra subajuste ou superajuste com
consequente erros na capacidade de previsdo do modelo.

Para ajuste do numero 6timo de variaveis latentes foi utilizado o valor da raiz
da média quadratica de validagao cruzada (RMSECYV), a partir do método venetian
blinds com 5 grupos.

A pratica comum para realizar a validag&o interna pelo método leave one out,
que consiste na selegdo de um numero de grupos de validagdo interna igual ao
numero de amostras — uma amostra de cada vez € incluida no conjunto de validagéao,
nao foi utilizada neste trabalho porque esse método geralmente superestima o poder
preditivo de um modelo e, portanto, ndo retorna um numero confiavel de variaveis
latentes (BALLABIO; CONSONNI, 2013).

O modelo de validagéo interna utilizado consistiu em remover grupos de
amostras do conjunto de calibracdo, um de cada vez. A cada vez, o modelo foi

calibrado nas amostras de treinamento restantes e depois usado para prever amostras
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do grupo de validagdo cruzada. Para definir o tamanho dos grupos de validagao
interna por venetian blinds, duas validagbes cruzadas foram realizadas nos modelos
de calibracdo PLS-DA, com 10 e 5 grupos de validacdo interna. E pratica comum
comparar diferentes estimativas da capacidade preditiva do modelo, que sao obtidas
usando um numero decrescente de grupos de validagdo interna, o que significa
condigdes de validacdo mais fortes, desta forma, melhores resultados foram
encontrados com 5 grupos que, consequentemente, foram definidos para o modelo.
Conforme FIGURA 15, para cada classe avaliada no modelo, a partir da
segunda VL nao houve reducéo significativa do valor de RMSECV, consequentemente

duas VLs foram definidas para constru¢ao do modelo de reconhecimento de padrdes.

FIGURA 15 — DEFINICAO DO NUMERO DE VL PARA PLS-DA IV-MEDIO
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LEGENDA: Azul — classe M. laevigata; Verde — classe M. glomerata; \Vermelho — classe outras
espécies.

Ja a avaliagado de amostras andmalas foi conduzida através do grafico de
alavancagem (leverage) versus residuo de Student. Os graficos para cada classe
sao apresentados na FIGURA 16.

O limite de aceitagao para o leverage foi calculado considerando o numero de
VLs definidas para o modelo, duas, multiplicados por trés e divididos pelo numero de
amostras do conjunto de calibragao, 189 (ASTM, 2017).
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FIGURA 16 — AVALIACAO DE AMOSTRAS ANOMALAS DO CONJUNTO DE CALIBRACAO PLS-DA
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Conforme observado através dos trés graficos apresentados, todas as
amostras da classe de outras espécies, utilizada para desafiar o modelo de
classificagdo, apresentaram leverage bastante elevado frente as 3 classes avaliadas.
Isso demonstra que o modelo foi capaz de distinguir essas amostras como anémalas

ou, em outras palavras, que essas amostras nao pertencem ao dominio de calibragao.
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Essa situacéo fica clara pela analise do grafico da FIGURA 17, nesse grafico de
escores todas as amostras da classe de outras espécies ficaram foram do intervalo
de confianga de 95% da regiéo de calibragdo do modelo, o que reforga a capacidade
de predicdo para as amostras das duas espécies de guaco. Caso essas amostras
fossem o objetivo da pesquisa, teriam sido removidas do conjunto da calibragao para
nao comprometer o ajuste do modelo, o que nao foi o caso.

Ja com relagdo as amostras das duas espécies de guaco, todas
apresentaram valores de leverage abaixo do limite maximo de aceitagcédo. Significa
qgue nenhuma delas teve um poder de alavancagem suficiente para influenciar na
estimativa dos coeficientes de regressdo. Quando isso ocorre, ha a distorcao do
coeficiente de regressdo na diregdo da amostra de alto /leverage com
comprometimento do modelo matematico de diferenciagéo.

Ja com relagdo aos residuos padronizados de Student, apenas uma das
amostras de M. glomerata apresentou residuo acima do limite de + 2,0 quando
avaliada dentro da sua classe. Como essa amostra n&o apresentou alto /everage, néo
foi removida do modelo, mesmo assim a orientagdo dessa amostra no grafico de
escores foi monitorada, bem como sua classificagdo pelo modelo, entretanto nao foi
observado erro de classificagdo dessa amostra o que assegurou a possibilidade da
sua manutencdo no modelo. Com relagdo a classe das outras espécies, quatro
amostras dessa classe, além de trés amostras de M. laevigata, apresentaram residuos
acima do limite definido, entretanto como esta ndo era a classe alvo do modelo de
classificagao, essas amostras nao foram excluidas do conjunto de calibragao.

Apos a validacao do conjunto de calibracao e selegao das VLs, o conjunto de
validacao, 81 amostras, foi adicionado ao modelo para avaliar a sua capacidade de
predicdo das duas espécies de guaco e consequentemente identificacdo das
amostras.

Nessa etapa, foram utilizados como critérios para confirmacao da adequacéao
do modelo a inspecgao visual do grafico de escores e os valores de seletividade e
sensibilidade.

A inspecdo do grafico de escores, apresentado na FIGURA 17, permite
confirmar o correto agrupamento de todas as amostras do conjunto de validagao
externo junto as suas respectivas classes. Todas as amostras de guaco ficaram
localizadas dentro do intervalo de confianga de 95% para a calibragcdo do modelo

(linha pontilhada). Para a classe M. laevigata cinco amostras permaneceram fora do
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intervalo de confianga de 95% para a classe (elipse verde), entretanto, este € um
resultado aceitavel uma vez que essas amostras permaneceram proximas ao grupo
das demais amostras e nao foram classificadas de forma errada pelo modelo.

Outro ponto importante a destacar na anadlise grafica € a auséncia de
interpolacao entre as elipses de cada uma das classes, o que configura um 6timo

ajuste para identificacdo de cada amostra na sua respectiva classe.

FIGURA 17 — GRAFICO DE ESCORES PLS-DA — IV-MEDIO
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LEGENDA: Conjunto de calibragao -* M. laevigata; ¥ M. glomerata; M Outras espécies; Conjunto de
validagdo - ¢ M. laevigata; + M. glomerata;A Outras espécies.

Para avaliar quais regides dos espectros do infravermelho mais contribuiram
para a classificagdo das amostras em cada classe, foram construidos os graficos de
VIP escores versus as variaveis, a FIGURA 18 apresenta os referidos graficos com

destaque para as regides mais importantes para a classificagao.
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FIGURA 18 — VIP ESCORES PARA MODELO IV-MEDIO
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A avaliacdo dos graficos de VIP escores permite evidenciar uma grande
semelhanga nas regides do espectro com relevancia para a formagcdo das duas
classes de guaco, caracterizadas no grafico por sinais acima da linha pontilhada de
threshold. Mesmo com essa grande semelhanga, as regides entre 1.050 a 1.350;
1.640 a 1.740; 2.020 a 2.030 e 2.340 a 2.380 cm™" apresentaram diferencas na
intensidade da influéncia de cada classe o que colaborou para a distingao das duas
espécies de guaco, conforme as apresentado nas quatro regides de destaque da
FIGURA 18.

Além disso, para as duas classes de guaco os numeros de onda de 2.500 a
4.000 cm™! poderiam ser eliminados do modelo e ndo afetariam a separagdo entre as
classes. Entretanto, foi optado por manter esta regido do espectro para evitar
tratamentos desnecessarios aos dados adquiridos e por esta regido apresentar
informacdes relevantes para a distingdo em relagcado a classe das outras espécies,
conforme a FIGURA 18-F. Para essa ultima classe, fica evidente que as regides do
espectro com impacto no agrupamento dessas amostras sao diferentes em relagéo
as espeécies de guaco, o que atesta a capacidade do modelo em reter a informagéo
original dos espectros para classificar as amostra.

Finalmente, a capacidade de predicao e ajuste do modelo foi avaliada através
das figuras de mérito sensibilidade e seletividade, a TABELA 6 traz as principais

figuras de mérito para avaliagdo do modelo.

TABELA 6 - PARAMETROS PARA AVALIACAO DO AJUSTE DO MODELO PLS-DA - IV-MEDIO

A CLASSE
PARAMETRO M. laevigata | M. glomerata | Outras espécies
RMSECV 0,6594 0,3674 0,1264
Sensibilidade - Calibragao 1,000 1,000 1,000
Seletividade — Calibragao 0,986 1,000 1,000
Sensibilidade — Predigao 1,000 1,000 1,000
Seletividade — Predigao 1,000 1,000 1,000

Os valores da tabela para sensibilidade e seletividade para os conjuntos de
calibracdo e predicédo sdo bastante elevados, quase todos muito proximos da unidade.
Especificamente os valores de sensibilidade e seletividade para o conjunto de
predicdo foram todos iguais a 1,000, isso demonstra que o modelo é capaz de prever
corretamente a classificacao de amostras nele incluidas para fins de diferenciacao das

espécies de guaco.
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Outra ferramenta usada para avaliar a capacidade de classificacdo do modelo
PLS-DA foram o grafico das curvas das caracteristicas de operagéo do receptor (ROC)
e o grafico dos limites (threshold) entre as classes do modelo, FIGURA 19.

A curva ROC representa a correlacdo entre seletividade e sensibilidade a
medida que o valor threshold muda, a curva é calculada individualmente para cada
classe. Como os dois eixos do grafico sao formados respectivamente por sensibilidade
(x) e seletividade (y) que possuem valor ideal 1, um método de classificagao perfeito
fornece um ponto no canto superior esquerdo do espago ROC, o que representa
maxima sensibilidade e seletividade (KUMAR et al., 2014; SITOE, 2019).

Pela avaliacdo do grafico, é possivel confirmar que a sensibilidade e a
seletividade consistem principalmente de linhas verticais e horizontais com uma area
proxima a um. Isto mostra que os valores y ndo sdo previstos aleatoriamente e o

modelo PLS-DA obtido é um classificador genuino.

FIGURA 19 — CURVAS ROC E GRAFICO DE THRESHOLD PARA MODELO IV-MEDIO
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LEGENDA: A — Curva ROC predito (threshold destacado pelo circulo vermelho); a1 — classe M.
laevigata; a2 — classe M. glomerata; a3 — classe outras espécies; B — Curva threshold respostas
previstas (threshold destacado pela linha vermelha pontilhada); b1 — classe M. laevigata; b2 — classe
M. glomerata; b3 — classe outras espécies.

Ja a curva do threshold demonstra os limites calculados através de estatistica
bayesiana para os valores de y que definem os limiares entre as classes. Os valores
dos limiares foram calculados de tal forma que os verdadeiros positivos (sensibilidade)

e verdadeiros negativos (seletividade) foram maximizados, ou seja, buscando valores
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de sensibilidade e seletividade proximos a 1,00, devido a isso a linha pontilhada
vermelha em cada grafico faz intersec¢gdo com as curvas vermelha (sensibilidade) e
azul (seletividade) nos pontos 6timos para cada classe. Os threshold calculados foram
-0,1252; 0,1348 e 0,5389 respectivamente para as classes M. laevigata, M. glomerata
e outras espécies.

Tanto os graficos de ROC, quanto threshold apresentaram seletividade e
sensibilidade proximas a 1,00 para as duas classes de guaco, ja para a classe das
outras espécies fica evidente uma menor sensibilidade, traduzida por uma menor
capacidade de detectar verdadeiros positivos da classe. Isso ndao constitui um
problema, uma vez que a classe foi adicionada com o objetivo de desafiar o modelo
na distingdo de outras espécies vegetais que ndo M. glomerata e M. laevigata. Logo,
a formagédo de uma classe homogénea com essas amostras, de tal forma que a
estatistica aplicada fosse capaz de alocar qualquer espécie vegetal que nao
pertencente ao guaco dentro deste grupo, nao foi o objetivo da constru¢gao do modelo
de classificacdo, embora, mesmo assim o resultado apresentado tenha sido bastante

satisfatorio para um conjunto heterogéneo como esse.

5.1.5 Modelo PLS-DA para identificagao das espécies de guaco por IV-

préximo

As figuras de mérito e os critérios adotados para a construgdo do modelo
PLS-DA de discriminagao das duas espécies de guaco através dos espectros de
infravermelho proximo, foram os mesmos discutidos no item anterior para o 1V-médio.

Dessa forma, nesse item serdo apresentados os resultados obtidos para esse
modelo, tendo como base as consideragdes e discussdes previamente apresentadas.

A FIGURA 20 apresenta o grafico de RMSECV versus o numero de variaveis
latentes empregado para a definicdo do numero de VLs utilizadas na construgao do
modelo PLS-DA. Assim como no modelo de IV-médio, o modelo construido para o V-
proximo nao apresentou redugdo significativa no valor de RMSECV a partir da
segunda VL para nenhuma das classes, logo duas VLs foram adotadas como o

numero ideal para construcdo do modelo de discriminagao das amostras vegetais.
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FIGURA 20 — DEFINICAO DO NUMERO DE VL PARA PLS-DA IV-PROXIMO
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LEGENDA: Azul — classe M. laevigata; VVerde — classe M. glomerata; Vermelho — classe outras
espécies.

Ja com relacdo a avaliagcdo das amostras anédmalas, mais uma vez a classe
de outras espécies apresentou valor de leverage acima do limite de 0,032 para todas
as amostras do conjunto de calibracdo. Sendo esse um resultado considerado
aceitavel conforme ja discutido. Também duas amostras da espécie M. glomerata
apresentaram residuo de Student acima do limite definido de 2,00 frente a sua classe,
entretanto, essas amostras nao foram excluidas do conjunto de calibragdo por
apresentarem baixa alavancagem, FIGURA 21.

Ja com relagao a classe das outras espécies, todas as amostras dessa classe,
além de duas amostras de M. laevigata, apresentaram residuos acima do limite
definido, mas como esta nao era a classe alvo do modelo de classificagao, essas

amostras nao foram excluidas do conjunto de calibragéo.
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FIGURA 21 — AVALIACAO DE AMOSTRAS ANOMALAS DO CONJUNTO DE CALIBRACAO PLS-DA
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NOTA: Linha pontilhada azul representa limite de aceitagdo para o leverage — 0,032.
LEGENDA: A — classe M. laevigata; B — classe M. glomerata; C — classe outras espécies; * M.
laevigata; Y M. glomerata;® Outras espécies.

Apos a avaliagao do conjunto de calibragdo, foi construido o grafico de
escores na presenga das amostras do conjunto de validagao externa, 81 amostras,
FIGURA 22.

A inspecéo visual do grafico confirma o correto agrupamento de todas as

amostras do conjunto de validag&do externo junto as suas respectivas classes. Todas
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as amostras de guaco ficaram localizadas dentro do intervalo de confianca de 95%
para a calibragdo do modelo (linha pontilhada). Para a classe M. laevigata, oito
amostras permaneceram fora do intervalo de confianga de 95% (elipse verde),
enquanto para a classe M. glomerata trés amostras permaneceram fora do intervalo
de confianga de 95% (elipse vermelha). Mesmo assim, esse € um resultado aceitavel
uma vez que essas amostras permaneceram proximas ao grupo das demais amostras
e nao foram classificadas de forma errada pelo modelo.

Mais uma vez, ndo ocorreu interpolacdo entre as elipses de cada uma das

classes, configurando bom ajuste para classificacdo de cada amostra na sua
respectiva classe.

FIGURA 22 — GRAFICO DE ESCORES PLS-DA — IV-PROXIMO
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Na FIGURA 23 sao destacadas quatro regides do espectro de infravermelho
proximo que contribuiram de forma mais pronunciada para a distincdo entre as duas
espécies de guaco. O grafico de VIP escores também permite confirmar a grande
semelhanga nas contribuicdes das variaveis para a formacado das classes das
espécies M. glomerata e M. laevigata, sendo, porém, bastante diferente as regides de

numero de onda com influéncia para a formacgéao da classe das outras espécies.
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FIGURA 23 — VIP ESCORES PARA MODELO IV-PROXIMO
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LEGENDA: A — VIP escores para as duas classes das espécies de guaco (Vermelho — M. laevigata;
Azul — M. glomerata); B, C, D e E — destaque das regides mais importantes do espectro para
distingcao das espécies de guaco; F — VIP escores para a classe outras espécies; linha pontilhada
vermelha — threshold para influéncia da variavel.
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Nas regides destacadas entre os numeros de onda 4.000 a 4.260; 4.430 a
4.520; 5.180 a 5.270 e 5.820 a 5.920 cm™ da FIGURA 23 foram observadas as
maiores diferencas nas variaveis que contribuiram para a formagao de cada classe
das duas espécies de guaco.

Ja na FIGURA 23-F é possivel confirmar que para a classe das outras
espécies, os numeros de onda responsaveis pela formacao da classe sao outros em
relacéo as espécies de guaco. Esses resultados confirmam que a regido selecionada
do infravermelho préximo de 7.000 a 4.000 cm™! foi suficiente para o reconhecimento
de padrdes das amostras utilizadas.

Como ultima etapa, a TABELA 7 compila as principais figuras de mérito para

avaliagao do modelo quimiométrico em IV-proximo.

TABELA 7 - PARAMETROS PARA AVALIACAO DO AJUSTE DO MODELO PLS-DA - IV-PROXIMO

A CLASSE
PARAMETRO M. laevigata | M. glomerata | Outras espécies
RMSECV 0,6743 0,3408 0,1470
Sensibilidade - Calibragéo 0,992 1,000 1,000
Seletividade — Calibragao 1,000 1,000 1,000
Sensibilidade — Predicéo 1,000 1,000 1,000
Seletividade — Predicao 1,000 1,000 1,000

Os valores da tabela demonstram que o modelo é capaz de prever
corretamente a classificacdo de amostras nele incluidas para fins de diferenciacao das
espécies de guaco, uma vez que os valores de sensibilidade e seletividade para o
conjunto de predi¢cao foram todos iguais a 1,000.

Além disso, os graficos da curva ROC, FIGURA 24-A, apresentam linhas
verticais e horizontais, para seletividade e sensibilidade respectivamente, com uma
area proxima a um. Esse resultado mostra que os valores y ndo séo previstos
aleatoriamente e o modelo PLS-DA obtido é um classificador genuino.

Ja os gréficos de threshold, FIGURA 24-B, apresentam o melhor ajuste da
estatistica bayesiana para a definicdo do limiar entre as classes. Os threshold
calculados foram -0,1256; 0,1878 e 0,5943 respectivamente para as classes M.
laevigata, M. glomerata e outras espécies.

Mais uma vez, tanto os graficos de ROC, quanto threshold apresentaram a
seletividade e sensibilidade proximas a 1,00 para as duas classes de guaco. Também
para o modelo quimiométrico PLS-DA para IV-préximo, a classe das outras espécies

apresentou menor sensibilidade, traduzida por uma menor capacidade na detecgao
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de verdadeiros positivos da classe. Entretanto, conforme discutido no item anterior,
isso ndo constitui um problema para o modelo de reconhecimento de padrdes para as

espeécies de guaco.

FIGURA 24 — CURVAS ROC E GRAFICO DE THRESHOLD PARA MODELO IV-PROXIMO
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LEGENDA: A — ROC predito (threshold destacado pelo circulo vermelho); a1 — classe M. laevigata;
a2 —classe M. glomerata; a3 — classe outras espécies; B — Respostas previstas (threshold destacado
pela linha pontilhada); b1 — classe M. laevigata; b2 — classe M. glomerata; b3 — classe outras
espécies.

5.2 ESTUDO CLINICO FASE |

5.2.1 Validagao do método analitico para o teor dos metabdlitos

secundarios nas solugdes orais de guaco

Considerando que os parametros de linearidade, LD e LQ para as cinco
moléculas avaliadas nas solucgdes orais ja haviam sido previamente avaliados nas
amostras de p6 das folhas de guaco, esses parametros nao foram realizados na
validagdo da matriz solugdo oral. Assim, os parametros seletividade, repetibilidade,
precisdo intermediaria e exatiddo foram avaliados para cada solucdo oral obtida a
partir das duas espécies de guaco, os resultados estédo reportados nos QUADRO 5 e
QUADRO 6.
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Os resultados apresentados nos QUADROS 5 e 6 confirmam a possibilidade
de aplicacdo do método analitico para a quantificacdo de todos os analitos de
interesse com exceg¢ao do acido 3,5 dicafeoilquinico. Para essa molécula os
resultados de recuperacdo no parametro de exatidao, para as trés concentracoes
avaliadas nas duas solugdes orais, foram abaixo do critério de aceitagao.

Considerando que o preparo da amostra utilizado foi apenas a diluicdo de 6
mL para 10 mL de etanol 70% (v/v) e que nao existiram etapas de extragao ou partigao
no preparo da amostra, a falha de recuperacao pode ser atribuida a precipitacdo da
molécula do acido 3,5 dicafeoilquinico quando na presenca dos excipientes da férmula
do medicamento, uma vez que a analise das tinturas que deram origem aos
medicamentos utilizados na validagdo apresentaram teores para essa molécula
compativeis com o obtido nas folhas de guaco. Logo, o teor dessa molécula na
solugdo oral através do método analitico desenvolvido ndao forneceu resultados
confiaveis e, portanto, ndo foi considerado para o restante da pesquisa.

O perfil de absor¢do na regido do ultravioleta para cada uma das moléculas

avaliadas comparado ao seu respectivo padrao esta apresentado na FIGURA 25.

FIGURA 25 — PERFIS DE ABSORGAO NA,REGIAO DO ULTRAVIOLETA DOS METABOLITOS
SECUNDARIOS DO GUACO
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LEGENDA: 1 — acido clorogénico; 2 — acido 3,5 dicafeoilquinico; 3 — acido o-cumarico; 4 — cumarina;
5 — 4cido caurendico.
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Ja na FIGURA 26 sao apresentados os perfis cromatograficos obtidos para

as duas solugdes orais de guaco a partir do método validado.

FIGURA 26 — PERFIL CROMATOGRAFICO DAS SOLUGOES ORAIS DE GUACO
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LEGENDA: A — Solugao oral M. laevigata; B — Solugdo oral M. glomerata; 1 — acido clorogénico; 2 —
acido 3,5 dicafeoilquinico; 3 — acido o-cumarico; 4 — cumarina; 5 — acido caurendico.

No cromatograma das duas solugdes orais € possivel identificar um pico com
grande intensidade em aproximadamente 19,5 min., tanto no comprimento de onda
de 274 nm quanto em 210 nm, que corresponde ao conservante utilizado na
formulacao, sorbato de potassio. Entretanto, este pico nao interferiu na quantificagao
dos demais analitos de interesse, como demonstrado pela comparagao dos perfis
espectrais dos picos na amostra em relagcao aos padroes, bem como pelos resultados
de pureza dos picos na amostra.

Finalmente, as intensidades dos sinais dos picos cromatograficos em 330 e
274 nm evidenciam as diferencas nas concentragcdes dos derivados dos acidos
cafeico e cinamico respectivamente nas solu¢des orais obtidas a partir de cada uma

das espécies de guaco, e que sera discutido no proximo item.
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5.2.2 Resultados de controle de qualidade para as solugdes orais

As solugdes orais produzidas para o estudo clinico foram analisadas frente
aos parametros de qualidade exigidos pela legislacédo brasileira. Na TABELA 8 s&o
apresentados os resultados obtidos no controle de qualidade dos medicamentos

utilizados no estudo clinico.

TABELA 8 — RESULTADOS DO CONTROLE DE QUALIDADE PARA AS SOLUCOES ORAIS

PARAMETRO RESULTADOS SOLUCAO ORAL
M. glomerata ‘ M. laevigata

pH 6,89 7,39
Densidade (g/mL) 1,08 1,08
Acido clorogénico (mg/mL) 0,062 0,024
Acido 3,5 dicafeoilquinico (mg/mL)* 0,147 0,008
Acido o-cumarico (mg/mL) 0,000 0,010
Cumarina (mg/mL) 0,004 0,120
Acido caurenoéico (mg/mL) 0,063 0,047
Contagem de bactérias (UFC/g) <10 <10
Contagem de bolores e leveduras (UFC/g) <10 <10
Enterobactérias (NMP/g) <10 <10
Pesquisa de Salmonella sp. (Aus/10g) Aus Aus
Pesquisa de E. coli (Aus/g) Aus Aus

NOTA: *Resultado apenas informativo devido a reprovacao na exatidao da validagao.
LEGENDA: Aus - auséncia

Os resultados da tabela demonstram que os medicamentos atenderam aos
parametros de seguranga para serem administrados aos voluntarios da pesquisa.
Além disso, demonstram as diferencas nas concentracdes dos derivados dos acidos
cafeico e cindmico que foram administrados aos voluntarios da pesquisa a partir de
cada solucéo oral.

Com relagao especificamente a cumarina, a solugao oral produzida a partir da
espécie M. glomerata, apresentou um resultado muito baixo e bem inferior ao obtido
para a espécie M. laevigata. Esse resultado reforga a necessidade da condugéo de
estudos clinicos a partir de espécies auténticas do guaco.

Considerando a posologia utilizada no estudo, 15 mL duas vezes ao dia na
primeira semana e 30 mL duas vezes ao dia na segunda semana, as quantidades de
cada metabdlito secundario que foram administradas aos voluntarios da pesquisa ao

longo de cada semana sao apresentadas na TABELA 9.
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TABELA 9 - QUANTIDADES DIARIAS DOS METABOLITOS SECUNDARIOS ADMINISTRADAS AOS
VOLUNTARIOS

, METABOLITO (mg/dia)
ESPECIE POSOLOGIA ‘

AC AD* oC cu | ca
M. glomerata 15mL—-2x 1,856 4,397 0,000 0,106 1,888
M. laevigata 15mL—-2x 0,719 0,254 0,310 3,595 1,418
M. glomerata 30mL-2x 3,713 8,793 0,000 0,213 3,777
M. laevigata 30 mL -2 x 1,438 0,507 0,621 7,190 2,835

NOTA: *Concentragbes apenas informativas devido a reprovagao na exatidao da validagao.
LEGENDA: AC - &cido clorogénico; AD — acido 3,5 dicafeoilquinico; OC. — acido o-cumarico; CU —
cumarina; CA — acido caurendico; N.A. — Nao aplicavel.

Os valores apresentados acima demonstram que durante a utilizagcdo da
solugéo oral de M. laevigata os voluntarios receberam 3,60 mg e 7,19 mg de cumarina
na primeira e segunda semana de uso respectivamente. Esse é um dado importante
considerando que a dose diaria preconizada pela Anvisa para o marcador do guaco
varia entre 0,5 e 5,0 mg, logo na segunda semana de tratamento os voluntarios
receberam uma dose 44% maior que a dose maxima orientada pela Agéncia
reguladora.

Por outro lado, para a solugéo oral de M. glomerata as quantidades diarias de
cumarina administradas para os voluntarios, 0,11 e 0,21 mg, foram inferiores ao
minimo preconizado pela Anvisa de 0,5 mg/dia. Esse é outro dado importante que
demonstra ndo ser a cumarina um marcador adequado para padronizagao da espécie
vegetal M. glomerata, bem como n&o ser adequada a sua utilizagdo para a definicdo
da posologia para a medicacado formulada a partir dessa espécie, em contrariedade
ao atualmente vigente na legislacdo brasileira (BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2014a). Conforme demonstrado nos resultados
apresentados para a constru¢gao dos modelos quimiomeétricos para distingdo das duas
especies vegetais, a cumarina € um metabdlito secundario minoritario da M.
glomerata, inexistente ou presente em baixas concentracdes na droga vegetal.

Embora nao existam limites definidos pela Anvisa para os demais marcadores
monitorados nos medicamentos, fica clara a diferenca quantitativa entres os
medicamentos formulados a partir de cada espécie de guaco. Quando séao
comparados os teores dos derivados do acido cafeico, acido clorogénico e acido 3,5
dicafeoilquinico, mesmo que para o segundo os dados ndo sejam exatos conforme

resultados da validagdo do meétodo analitico, as quantidades diarias desses
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marcadores administradas através da solugéo oral de M. glomerata foram entre 2,5 e
17 vezes maiores em relagdo as administradas com a solugéo oral de M. laevigata.
Essas sao informagdes relevantes e caracterizam, do ponto de vista quimico,
os medicamentos utilizados na pesquisa, tanto com relagcdo ao perfil, quanto a
quantidade dos principais metabdlitos secundarios do guaco administrados aos

voluntarios.

5.2.3 Perfil dos voluntarios selecionados para o estudo

Foram triados 26 possiveis voluntarios para a pesquisa, sete desses
individuos acabaram nao sendo selecionados por apresentarem um ou mais dos
critérios de exclusao da pesquisa. Os demais 19 voluntarios foram incluidos no estudo
e permaneceram ao longo de todas as etapas sem nenhuma desisténcia ter ocorrido.
Todas as etapas da pesquisa foram explicadas para os 19 voluntarios incluidos nela

e o TCLE foi assinado por cada um para que entao fosse iniciado o estudo.

QUADRO 7 — PERFIL DOS VOLUNTARIOS DA PESQUISA

PARAMETRO RESULTADO FAIXA
Total de voluntarios 19 N.A.
Sexo feminino 12 (63,2%)? N.A.
Sexo masculino 7 (36,8%)2 N.A.
Idade (anos) 347 +7,7° 19 a49
Peso (kg) 74,3 + 16,6° 52,0a110,0
Altura (m) 1,66 + 0,10° 1,50 a 1,90
IMC (kg/m?) 26,5 + 4,0° 21,0 a 38,1
Tipo sanguineo A+ 9 (47,4%)? N.A.
Tipo sanguineo A- 1(5,3%)2 N.A.
Tipo sanguineo B+ 2 (10,5%)2 N.A.
Tipo sanguineo AB+ 2 (10,5%)? N.A.
Tipo sanguineo O- 3 (15,8%)2 N.A.
Tipo sanguineo O+ 2 (10,5%) N.A.
Doengas cronicas® Asma I(-|2i)p;e|—l’|tlgr?;|é[3(())l(zI’IS)TISit():C)),rT-]I;:I(;L;;C(a'Ir)dIa (1) N.A.

NOTA: @2namero de voluntarios e o percentual em relagdo ao n = 19; ® média dos 19 voluntarios +
desvio padrao; ¢ Numero de vezes que cada doenca foi reportada.
LEGENDA: N.A. — Nao aplicavel.

O numero de voluntarios selecionados para o estudo atendeu ao minimo

definido para a pesquisa (N=15), QUADRO 7. Além disso, segundo Soares e
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colaboradores (2006) estudos clinicos de fase | sdo realizados em amostras pequenas
que podem variar de 20 a 80 ou 8 a 12 voluntarios saudaveis em estudos de doses
repetidas realizados em um intervalo minimo de 14 dias, como foi o caso do presente
estudo.

Embora um dos voluntarios tenha descrito ser portador de hipertenséo, ele
nao caiu no critério de exclusao pois nao apresentou pressao arterial sistélica > 200
mmHg e pressao arterial diastdlica > 100 mmHg. Todos os voluntarios que
descreveram serem portadores de alguma doenga cronica foram monitorados ao
longo da pesquisa quanto a uma eventual exacerbacéo do quadro clinico da doencga.

Um ponto a ser destacado em relagdo ao perfil dos voluntarios foi o maior
numero de mulheres em relagdo a homens, uma vez que nao foi conseguido um
equilibrio entre o numero de participantes em relacdo a este critério. Embora esse
perfil dos voluntarios conduza invariavelmente a um viés da pesquisa, nao pode ser
caracterizado como um problema para a avaliagdo dos resultados e conclusao sobre
os efeitos da toxicidade do guaco para o organismo humano frente aos parametros
avaliados. Considerando as particularidades médias do organismo feminino em
relagdo ao masculino, como menor volume corporal e clearance renal, taxa metabdlica
basal mais lenta e menor volume de sangue, os parametros de sangue e clinicos
avaliados podem ser afetados de forma mais significativa no organismo feminino no
caso de haver alguma toxicidade do guaco. Logo, a amostra permitiu avaliar de forma
confiavel a seguranca das duas espécies vegetais (VAHTER et al., 2007).

5.2.4 Avaliagao da seguranga de M. glomerata

O numero de eventos adversos reportados pelos 19 voluntarios da pesquisa
que passaram pela etapa de utilizacdo da solugdo oral de M. glomerata estao
sumarizados no QUADRO 8. Os eventos foram classificados conforme os critérios
apresentados nos materiais e métodos.

Dos eventos adversos relatados, os mais frequentes foram em ordem
decrescente dor de cabeca (29,5%), pirose (18,2%), dor nas articulagdes (15,9%) e
dor abdominal (12,5%), perfazendo esses quatro eventos adversos 76,1% do total de
eventos relatados ao longo das trés semanas do estudo com essa espécie. No total

foram 88 eventos adversos reportados em 21 dias de estudo, o que representou 4,2
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relatos por dia de estudo, considerando os 19 participantes séo 0,2 eventos por

participante por dia.

QUADRO 8 — EVENTOS ADVERSOS REPORTADOS SOLUCAO ORAL DE M. glomerata

T0 T1 T2 T3

EVENTO ADVERSO N I N I N I N I
Confusdo mental 0 N.A. 0 N.A. 0 N.A. 0 N.A.
Diarreia 0 N.A. 2 Leve 3 Leve 5 Leve
Dor abdominal 3 Leve 4 Leve 1 Leve 3 Leve
Dor de cabeca 10 Leve 2 Leve 9 Leve 5 Leve
Dor nas articulacbes 4 Leve 7 Leve 1 Leve 2 Leve
Manchas na pele 0 N.A. 0 N.A. 0 N.A. 0 N.A.
Pirose 2 Leve 2 Leve 7 Leve 5 Leve
Prurido 0 N.A. 2 Leve 1 Leve 3 Leve
Taquicardia 0 N.A. 1 Leve 0 N.A. 0 N.A.
Tonturas e vertigens 1 Leve 0 N.A. 1 Leve 2 Leve
TOTAL 20 N.A. 20 N.A. 23 N.A. 25 N.A.

LEGENDA: N — Numero de eventos reportados; | — Intensidade do evento; N.A. — Nao aplicavel.

Todos os eventos foram classificados como leves uma vez que em todos os
casos foram facilmente tolerados e nao limitaram as atividades diarias dos voluntarios.
Com relacao a causalidade, os efeitos adversos relatados na literatura para o uso
prolongado do guaco em altas doses sdo aumento da frequéncia dos batimentos
cardiacos, vomitos e quadros diarreicos, que desaparecem com a descontinuacgao da
terapia (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Logo, apenas os relatos descritos
de taquicardia e diarreia poderiam ser associados ao uso do medicamento como
atribuido ou provavel, conforme o critério de classificagdo adotado descrito nos
materiais e métodos.

Considerando a situacao descrita acima, associada aos dados apresentados
no QUADRO 8 que n&o evidenciam uma relagao temporal com o uso da medicagao
aos eventos adversos reportados, bem como ndo apresentam uma melhora na
reducao dos eventos nas semanas sem o uso da medicagao (TO e T3), os eventos
relatados n&o foram atribuidos ao uso da medicagéo de solugao oral de M. glomerata.
Ja os resultados obtidos para as medi¢cdes de presséo arterial e andlises do sangue
dos voluntarios ao longo do estudo para a solugao oral da espécie M. glomerata estao
sumarizados na TABELA 10. Todos os parametros monitorados foram avaliados
quanto a influéncia do tempo em relacédo aos resultados, esse foi o critério para se
determinar se a utilizacdo da solugédo oral de guaco exerceu algum efeito negativo e
por consequéncia apresentou algum efeito téxico para os sistemas alvo monitorados

— hematopoiético, enddcrino, hepatico, renal e cardiovascular.
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Para dois dos 32 parametros monitorados, percentual de baséfilos e a razdo
normalizada internacional (RNI) para o tempo de ativagdo da protrombina, nao foi
conduzida analise estatistica uma vez que os resultados dos voluntarios da pesquisa
foram os mesmos ao longo de todos os tempos da pesquisa.

Para os demais parametros, o tipo de distribuicdo que melhor explicou os
dados do parametro avaliado esta indicado pela letra sobrescrita ao valor de QIC na
tabela. A distribuicdo gamma foi a mais adequada para 23 dos parametros avaliados,
seguida da distribuicado linear, que assume distribuicdo normal para os dados, para
cinco dos parametros. Ja as distribuicdes tweedie e Poisson foram aplicadas em
apenas um parametro cada.

A selecao de um modelo de distribuicdo que melhor descreva os dados para
a posterior avaliagao estatistica € uma das vantagens do emprego da abordagem
semiparamétrica de GEE em relagao aos métodos tradicionais para medidas repetidas
paramétricos (por exemplo ANOVA) e nao paramétricos (por exemplo teste de
Friedman).

Quando a variavel de resultado é aproximadamente gaussiana, os métodos
estatisticos para dados longitudinais sao bem desenvolvidos, entretanto, 0 mesmo
nao vale para resultados ndo gaussianos. O GEE, originalmente proposto por Liang e
Zeger (1986), € uma ferramenta estatistica bastante ajustada para tratamento de
dados em estudos longitudinais de medidas repetidas n&o gaussianas.

As equagdes de estimativa generalizada foram desenvolvidas para produzir
estimativas mais eficientes e ndo viciadas para os parametros do modelo de regresséo
quando se lida com dados correlacionados, pois considera a estrutura de correlagao
entre as observacgdes. Além disso, permite tratar diferentes tipos de variaveis, binaria,
discreta, continua ou ordinal, sendo possivel, como citado anteriormente, ajustar o
modelo de regressdo em fungdo da forma de distribuicdo que melhor explica a
distribuicdo dos dados, através da avaliacdo da medida de aderéncia QIC
(AGRANONIK, 2009) .

Como consequéncia, essas caracteristicas tornam o GEE uma ferramenta
estatistica mais versatil e robusta, quando comparada as ferramentas estatisticas
tradicionais, para a avali¢do das correlagdes entre os dados de um estudo longitudinal.

Para nove dos 32 dos parametros monitorados, o teste estatistico resultou em
um valor de p < 0,05, significando que os resultados desses parametros sofreram

influéncia com o tempo do estudo. Para os demais parametros ndo houve evidéncia
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estatisticamente significativa de um efeito da utilizacdo da solugdo oral de M.
glomerata sobre o parametro.

Para o sistema hematopoiético e fatores de coagulagao, apenas na contagem
dos eritrocitos foi acusada variacédo estatisticamente significativa com o passar do
tempo. Para os demais parametros monitorados desse sistema ndo houve influéncia
do tempo. O resultado obtido para os fatores de coagulacao, tempo de ativagao de
protrombina, tempo de tromboplastina e RNI s&o particularmente importantes pois
demonstram a inexisténcia de acao anticoagulante da espécie em estudo tanto para
a via intrinseca, quanto para a via extrinseca de coagulagao. Esse resultado contraria
o previamente reportado por outras referéncias que descrevem a M. glomerata com
potencial efeito anticoagulante, devido a presenga de cumarinas (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2018; DOS SANTOS, 2005). Entretanto, conforme
demonstrado na primeira parte do projeto, a concentragcdo de derivados do acido
cinamico, dentre esses a cumarina, sdo muito baixos nessa espécie vegetal e,
consequentemente, ndo poderiam ser associados a essa suposta atividade, que fica
demonstrada n&o existir para a espécie em questao.

O parametro histamina foi monitorado para avaliar um eventual efeito
modulador das espécies de guaco sobre essa molécula. A histamina foi escolhida uma
vez que a principal alegagao para uso do guaco é como broncodilatador para o caso
de inflamacgdes das vias aéreas. (BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2014a). Essa alegagado é suportada pela existéncia de alguns trabalhos
publicados sobre a atividade anti-inflamatéria do guaco em diferentes modelos in vitro
e animais, como edema da pata, intraperitoneal e pleurisia em ratos. (ALVES et al.,
2009; DELLA PASQUA et al., 2019; SUYENAGA et al., 2002).

Além desses trabalhos, existem evidéncias também publicadas sobre o efeito
broncodilatador e anti-inflamatério do guaco em modelos de inflamagao das vias
aéreas simulando doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), asma e pneumonia
alérgica (DOS SANTOS et al., 2006; FREITAS et al., 2008; POSSEBON et al., 2018;
SOARES DE MOURA et al., 2002).

Logo, como algumas das inflamacgdes das vias aéreas, como o caso da asma,
possuem um forte componente alérgico significativamente mediado na sua resposta
precoce pela histamina, conforme apresentado por Goldsby, Kindt e Osborne (2002),
e que o trabalho de Della Pasqua e colaboradores (2019) conclui que a atividade anti-

inflamatdria do guaco esta provavelmente correlacionada a outros metabdlitos
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secundarios que nao apenas a cumarina, a histamina foi selecionada para
monitoramento no sangue dos voluntarios uma vez que um trabalho publicado por
Cho de colaboradores (2010) encontrou efeito inibitério de diterpenos do tipo caureno
provenientes das raizes de Aralia cordata na liberagao de histamina em um modelo
animal de asma em porquinhos da india. Desta forma, como o acido caurendico foi a
molécula dentre os metabdlitos secundarios com uma distribuicdo mais proporcional
entre as duas espécies de guaco investigadas (TABELA 9), foi optado por se investigar
a hipotese de uma eventual modulagdo pelo guaco sobre a histamina, mediador
quimico pro-inflamatoério, no sangue dos voluntarios da pesquisa com a finalidade de
orientar um futuro estudo de fase Il para avaliagao da eficacia do guaco na redugao
do processo inflamatério nas vias aéreas de pacientes asmaticos.

Conforme apresentado, a histamina nao foi apontada pelo teste estatistico
como tendo sofrido influéncia do tempo na sua variagao, para confirmar esse resultado
foi realizado o Teste t entre as médias do TO e T2, sendo encontrado o valor de p =
0,790, o que confirma que os resultados néo séo estatisticamente diferentes com 95%
de confianga. Na posologia avaliada, o resultado obtido ndo indica a possibilidade de
um efeito anti-inflamatério para a M. glomerata como sendo resultado da inibigao
sobre a liberagao de histamina na corrente sanguinea.

Finalmente, para os demais sistemas monitorados foram encontrados
parametros que sofreram efeito do tempo sobre o seu resultado, sendo que a
dimensao desse efeito e os resultados da comparagao de cada semana de estudo em

relagcdo ao TO estido tabulados na TABELA 11.
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TABELA 11 — DETALHAMENTO SOBRE OS PARAMETROS CLINICOS QUE SOFRERAM EFEITO
DO TEMPO — M. glomerata

0,
PARAMETRO | T % + 0% 5 Alxlg |95 A/\OLTO B (IC — 95%) p

0 4812:0,124 4575 5,061 NA. NA.

Eritrécitos 1 4752£0119 4524 4,991 -0,013 (-0,028 a 0,003) 0,105
(milhdes/ul) 2  4,836+0,123 4,602 5,083 0,005 (-0,008 a 0,018) 0,433
3 47760117 4,553 5010  -0,007 (-0,021a 0,007) 0,296

0 183,000+7,189 169,438 197,647 N.A. N.A.

Colesterol total 1 181,579+ 5,646 170,843 192,990  -0,008 (-0,056 a 0,041) 0,753
(mg/dL) 2 188421+6,879 175410 202,398 0,029 (-0,01820,076) 0,225

3 179,737 +6,863 166,777 193,704  -0,018 (-0,068 a 0,032) 0,480

0 61421+3279 55320 68,195 N.A. N.A.
Fosfatase 1 57211+3458 50,819 64,406  -0,071(-0,113a-0,029) 0,001*
alcalina (UIL) 2 62737 +3,668 55945 70,353 0,021 (-0,028 2 0,070) 0,399
3 61,316+3,632 54,595 68,864  -0,002 (-0,046 a0,042) 0,939

0 21,737+2573 17,236 27,413 N.A. N.A.
GGT (UIL) 1 19,947 £1,983 16,417 24237  -0,086 (-0,150 a-0,021)  0,009*
2 21,895:2479 17,538 27,334 0,007 (-0,036 2 0,050) 0,740

3 221582393 17,932 27,380 0,019 (-0,039a20,077) 0,516

0 22,842+3723 16,597 31,438 N.A. N.A.
ALT (UIL) 1 18,790 £2,081 15123 23,344  -0,195(-0,361a-0,029) 0,021*

2 19,421+2,093 15724 23987  -0,162(-0,346 a 0,022) 0,084
3 186322181 14,813 23435  -0,204 (-0,382a-0,025) 0,025*

0 7,311:0,087 7,142 7,483 N.A. N.A.
Proteinas totais 1 7,047 £+0,077 6,898 7200  -0,037 (-0,060 a-0,013)  0,002*
(g/dL) 2 7,068+0,097 6,880 7262  -0,034 (-0,063 a-0,005) 0,024*
3 7,153:+0,097 6,965 7,345  -0,022(-0,043 a-0,001)  0,039*

0 30,842+1,646 27,778 34,244 N.A. N.A.

Ureia (mgidl) | 294211719 26238 32991  -0,047(:0,14420050) 0,340
2 27,790+1,594 24835 31,096  -0,104 (-0,171a-0,037) 0,002*

3 31,105+1,794 27,781 34,828 0,008 (-0,08220,099) 0,854

0 139,053+0,390 138,290 139,819 N.A. N.A.
Sedio mEq/L) | 137.790+0456 136898 138,687  -0,009(-0,0162-0,003) 0,006*
2 138,053+0468 137,139 138,972  -0,007 (-0,015a0,001) 0,083

3 139,316+ 0,494 138351 140,287 0,002 (-0,007 a0,011) 0,689

Prosea 0 817901677 78568 85,143 N.A. N.A.
di;zts;?; 1  82,000+1,796 78,555 85596 0,003 (-0,022a0,027) 0,836
(mmtig) 2 84579+2018 80,714 88629 0,034 (0,011a0,057)  0,004*

3 83263+1783 79841 86,832  0,018(-0,01120,047) 0,229

NOTA: * p valor estatisticamente significativo com 95% de confianca

O efeito do tempo sobre os resultados para eritrécitos e colesterol total nao

resultou em um valor de p < 0,05 para diferenca média dos resultados () de nenhum

dos tempos quando comparados ao TO. No teste post hoc de Sidak foi observado na

comparacao entre os tempos T2 e T3 um valor de p = 0,050 e p = 0,064

respectivamente para os eritrocitos e colesterol total, o que explicaria o teste

estatistico ter retornado haver influéncia do tempo sobre o parametro. Assim, foi

alterado o tempo referéncia para o T3 para a comparacao dos demais tempos do

estudo no software estatistico. Com essa alteracao foi obtida uma 3 do T2 em relagao

ao T3 para os eritrocitos mais proxima da significancia, 0,013 (95% IC, 0,000 a 0,025,
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p = 0,053), porém ainda nao caracterizada como estatisticamente diferente. Ja o T2
para colesterol total apresentou diferenga estatisticamente significativa ao T3, 0,047
(95% IC, 0,011 a2 0,084, p = 0,011). Considerando esses resultados, o efeito do tempo
sobre esses dois parametros pode ser classificado como inespecifico e nao
correlacionado diretamente ao uso da solucéo oral de M. glomerata a variagao nos
seus resultados.

Com relacao aos parametros fosfatase alcalina e GGT, o valor de 3 de T1
para ambos apresentou significancia estatistica, p = 0,001 e p = 0,009
respectivamente, porém os demais tempos nao apresentaram a mesma significancia.
Esse resultado mais uma vez representou uma variacao inespecifica dos parametros
com a utilizacdo da solugao oral, principalmente considerando que no T2 a dose
utilizada do medicamento pelos voluntarios foi o dobro da utilizada no T1 e para ele
nao foi observada diferencga significativa em relacéo ao T0. Essa conclusao ficou mais
clara através da avaliagao do teste post hoc, o p valor para a comparagao dos pares
de médias para fosfatase alcalina resultou estatisticamente significativo apenas para
as comparacgdes de T1 em relacdo aos demais tempos, T1/TO — p = 0,003, T1/T2 - p
= 0,001 e T1/T3 — p = 0,002. De igual forma, para o parametro GGT a variagao ficou
restrita ao T1, com variagao estatisticamente significativa para os pares T1/T2 — p =
0,019 e T1/T3 — p = 0,009, e auséncia de significancia o par T1/T0 — p = 0,156.

A mesma conclusdo descrita no paragrafo anterior foi estendida aos
parametros ALT e sodio, essa conclusio foi fundamentada mais uma vez na auséncia
de significancia estatistica da variagado do parametro em T2 em relagao ao TO. Além
disso, o teste de Sidak para ALT nao apresentou significancia para nenhum dos pares
de tempos, ja para o sodio a significancia estatistica ficou restrita aos pares T1/T0 —
p=0,034e T1/T3-p=0,017.

Na FIGURA 27 sédo apresentados os graficos de barra de erro para as médias
e seus respectivos IC — 95% em cada tempo para os parametros anteriormente
discutidos. A visualizagdo dos graficos auxilia na confirmagdo da auséncia de
correlagao do uso da solugéo oral de M. glomerata a variagao dos resultados desses

parametros.
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FIGURA 27 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS SEM EFEITO
ASSOCIADO A SOLUCAO ORAL DE M. glomerata
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Finalmente, os parametros de proteinas totais, ureia e pressao diastdlica

foram indicados pela analise estatistica como tendo apresentado significancia

estatistica dos valores de B de T2 e/ou T1 em relacédo ao TO, o que evidencia

correlagao da alteracdo do parametro com o tempo e consequentemente a utilizacéo

da solugao oral de M. glomerata.
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Para os dois primeiros parametros citados no paragrafo anterior, a redugao
nos valores médios de T1 e T2 em relagdo ao TO e posterior aumento do valor médio
em T3 indicam uma correlagdo clara do uso da medicagdo com a consequente
alteracao dos resultados desses parametros.

Mesmo com as alteragdes identificadas e correlacionadas ao uso da
medicagao, apenas para o parametro ureia um dos voluntarios sofreu alteragdo com
dois resultados maiores do que o limite maximo aceitavel para o parametro no T1 e
T3, 45 e 47 mg/dL respectivamente. Os demais resultados ndo variaram para além
dos limites aceitaveis para individuos saudaveis. Além disso, as redugdes observadas
nos valores sdo de menor relevancia clinica quando comparadas, por exemplo, ao
aumento nos resultados desses dois parametros, sendo que a redugao geralmente é
associada a baixa ingestdo de proteinas na dieta ou aumento na excregao renal.
Esses dois ultimos fatos, associados ao fato de que todos os demais marcadores
hepaticos e renais monitorados — albumina, bilirrubinas, fosfatase alcalina, GGT, ALT,
AST, creatinina, potassio e sddio — ndo apresentaram alteragdes significativas durante
as duas semanas de utilizagdo da medicacao, contribuem para atestar a seguranca
da espécie M. glomerata para figado, rins e sistema enddcrino. Esse resultado
confronta o previamente reportado de que pacientes com problemas hepaticos podem
apresentar toxicidade com o uso prolongado da medicagao, sendo desaconselhavel a
utilizacdo da espécie M. glomerata nesses casos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

Ja para o parametro pressao diastélica, a diferenca média dos resultados em
T2 foi significativamente diferente da obtida em TO, p = 0,004, com a redugao do valor
meédio do parametro apos a suspensido do uso da medicagdo em T3. Embora esse
fato confirme um efeito do uso da medicacdo sobre o parametro, para a pressao
sistdlica dos voluntarios néo foi evidenciado o mesmo efeito do tempo / uso da
medicacdo sobre o parametro. Logo, os resultados encontrados para os dois
parametros de monitoramento da pressao arterial, pressao diastdlica e sistdlica,
quando associados entre si ndo confirmam um efeito de aumento da pressao arterial
ao uso da espécie M. glomerata por humanos.

A FIGURA 28 apresenta os graficos de barra de erro das médias e seus
respectivos IC — 95% em cada tempo para os parametros acima discutidos. A
visualizagao dos graficos auxilia na confirmagao da correlagdo do uso da solugao oral

de M. glomerata a variagédo dos resultados desses parametros.
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FIGURA 28 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS EFEITO
ASSOCIADO A SOLUCAO ORAL DE M. glomerata
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Consequentemente, embora tenham sido correlacionados efeitos da
utilizagao da solugao oral de M. glomerata sobre as proteinas totais e ureia no sangue,
além da pressao arterial diastdlica, esses efeitos ndo foram considerados toxicos e/ou
negativos para esses parametros.

Conforme previamente discutido, também nao foram atribuidos eventos
adversos ao uso da medicagao, bem como nao foi correlacionado efeito do seu uso
aos demais parametros monitorados no estudo. Desta forma é possivel afirmar sobre
a seguranca da solucao oral de M. glomerata dentro da posologia administrada e para
0s parametros monitorados no estudo.

Considerado que, conforme demonstrado na etapa analitica do trabalho, o
grupamento quimico majoritario do metabolismo secundario da espécie sao os
derivados do acido cafeico, os resultados acima apresentados estdo em concordancia
com estudos clinicos prévios conduzidos em espécies também ricas nessas
moléculas. Como exemplo, estudos clinicos conduzidos com a espécie Cynara

cardunculus L. (sin. Cynara scolymus L.), popularmente conhecida como alcachofra,
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que contém quantidades significativas de acido clorogénico e cinarina (acido 1,5
dicafeoilquinico), ndo relataram eventos adversos com relevancia, além de reportarem
auséncia de alteragdes significativas nos parametros de sangue monitorados nos
voluntarios da pesquisa (HOLTMANN et al., 2003; KIRCHHOFF et al., 1994).

5.2.5 Avaliacado da segurancga de M. laevigata

O numero de eventos adversos reportados pelos 19 voluntarios da pesquisa
que passaram pela etapa de utilizacdo da solucdo oral de M. laevigata estao
sumarizados no QUADRO 9. Assim como para a espécie anterior, os eventos foram
classificados conforme os critérios apresentados nos materiais e métodos.

Dos eventos adversos relatados, os mais frequentes foram em ordem
decrescente pirose (23,4%), dor de cabeca (20,7%), diarreia (18,0%) e prurido (9,9%),
perfazendo esses quatro eventos adversos 72,0% do total de eventos relatados ao
longo das trés semanas do estudo com essa espécie. No total foram 111 eventos
adversos reportados em 21 dias de estudo, o que representou 5,3 relatos por dia de

estudo, considerando os 19 participantes sé&o 0,3 eventos por participante por dia.

QUADRO 9 — EVENTOS ADVERSOS REPORTADOS SOLUCAO ORAL DE M. laevigata

EVENTO T0 T1 T2 T3
ADVERSO N I N I N I N I

Confusdo mental 0 N.A. 0 N.A. 0 N.A. 0 N.A.
Diarreia 10 Leve 6 Leve 4 Leve 0 N.A.
Dor abdominal 6 Leve 0 N.A. 1 Leve 1 Leve
Dor de cabecga 4 Leve 7 Leve 9 Leve 3 Leve
Dor nas articulacdes 3 Leve 2 Leve 0 N.A. 4 Leve
Manchas na pele 0 N.A. 0 N.A. 0 N.A. 0 N.A.
Pirose 10 Leve 10 Leve 3 Moderado 3 Leve
Prurido 4 Leve 4 Leve 3 Leve 0 N.A.
Taquicardia 5 Leve 2 Leve 2 Leve 0 N.A.
Tonturas e vertigens 2 Leve 2 Leve 0 N.A. 1 Leve
TOTAL 44 N.A. 33 N.A. 22 N.A. 12 N.A.

LEGENDA: N — Numero de eventos reportados; | — Intensidade do evento; N.A. — Nao aplicavel.

Um evento de pirose ocorrido na segunda semana de utilizagdo da solugao
oral foi classificado como moderado, uma vez que foi reportado ocorrer sempre na
primeira tomada de 30 mL do medicamento no dia, persistindo seus sintomas ao longo
da manha com intensidade para interferir nas atividades diarias. Desta forma, o

voluntario foi orientado a dividir esta primeira tomada da manha em duas porgdes de
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15 mL ingeridas com um intervalo de ao menos 3 h entre elas. A alteragdo na
administragdo do medicamento eliminou o sintoma e permitiu ao voluntario concluir a
segunda semana de uso da medicagdo. Esse voluntario declarou no inicio da
pesquisa fazer uso diario de dexlansoprazol, um medicamento bloqueador da bomba
de protons que reduz a producdo de acido e consequentemente o pH estomacal,
empregado no tratamento de esofagite e refluxo gastroesofagico (GRADY et al.,
2019). Consequentemente esse voluntario ja apresentava histérico de pirose e o
evento reportado foi classificado com provavel em associa¢cao ao uso da solugao oral
de M. laevigata, mesmo n&o existindo relatos prévios em literatura para este evento.

Os demais eventos foram classificados como leves uma vez que em todos os
casos foram facilmente tolerados e nao limitaram as atividades diarias dos voluntarios.
Ja com relagao a causalidade, tendo em vista o previamente discutido para a espécie
M. glomerata, apenas os relatos de taquicardia e diarreia poderiam ser associados ao
uso do medicamento como atribuido ou provavel, devido a apresentarem descri¢ao
em literatura publicada.

Logo, embora os dados apresentados no QUADRO 9 demonstrem uma
relagado de temporalidade com o uso da medicagao para o evento de dor de cabecga,
este foi classificado como possivel de associagdo ao uso da solugao oral devido a nao
existirem relatos prévios que relacionem o evento ao uso da espécie e a existéncia de
eventos alternativos que podem explicar o efeito observado. Os demais eventos
relatados por carecerem de relatos prévios, bem como nao terem apresentado uma
melhora na redug¢ao dos eventos nas semanas sem o uso da medicacéo (TO e T3),
foram considerados como nao atribuiveis ao uso da medicagao de solucio oral de M.
laevigata.

Na TABELA 12 estdo compilados os resultados obtidos para as medicdes de
pressao arterial e analises do sangue dos voluntarios ao longo do estudo para a
solugdo oral de M. laevigata. Os mesmos critérios ja apresentados e discutidos para
a espécie M. glomerata foram também utilizados na avaliagdo destes dados. Assim, a
influéncia do tempo em relacao aos resultados foi avaliada através do valor de p obtido
no teste estatistico para se determinar se a utilizagdo da solugdo oral de guaco
exerceu algum efeito negativo e por consequéncia apresentou algum efeito toxico para

os sistemas hematopoiético, enddcrino, hepatico, renal e cardiovascular.
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Mais uma vez, os resultados dos voluntarios da pesquisa para os parametros
percentual de basdfilos e razdo normalizada internacional (RNI) para o tempo de
ativagao da protrombina foram os mesmos ao longo de todos os tempos da pesquisa,
dessa forma nao foi conduzida a analise estatistica desses parametros.

Considerando que os parametros avaliados para fins de determinacdo da
segurancga nas duas espécies de guaco foram os mesmos, as distribuicbes que melhor
descreveram os dados para cada um dos parametros avaliados através de GEE foram
as mesmas das previamente reportadas para a espécie M. glomerata, conforme letras
sobrescritas em cada um dos valores de QIC da tabela.

Para 16 dos 32 dos parametros monitorados, o teste estatistico resultou em
um valor de p < 0,05, significando que os resultados desses parametros sofreram
influéncia com o tempo do estudo. Para os demais parametros ndo houve evidéncia
estatisticamente significativa de uma influéncia do tempo sobre a variagdo do
parametro e consequentemente de um eventual efeito da utilizagdo da solugao oral
de M. laevigata sobre o parametro.

O parametro histamina, avaliado para investigar uma eventual modulagao da
medicacao sobre este mediador quimico do processo inflamatério, ndo foi apontado
pelo teste estatistico como tendo sofrido influéncia do tempo na sua variagédo. Para
confirmar esse resultado foi realizado o Teste t entre as médias do TO e T2, sendo
encontrado o valor de p = 0,426, confirmando que os resultados ndo sao
estatisticamente diferentes com 95% de confianga. Na posologia avaliada, o resultado
obtido ndo indica a possibilidade de um efeito anti-inflamatério para a M. laevigata
como sendo resultado da inibicdo sobre a liberacdo de histamina na corrente
sanguinea.

Em todos os sistemas monitorados foram encontrados parametros que
sofreram efeito do tempo sobre o seu resultado. Assim a dimensao desses efeitos foi
avaliada através da comparacao de cada semana de estudo em relagao ao TO para
se confirmar uma eventual correlagdo da utilizacdo da medicacdo a alteragdo no

parametro, os resultados dessa avaliagao estédo tabulados na TABELA 13.
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TABELA 13 — DETALHAMENTO SOBRE OS PARAMETROS CLINICOS QUE SOFRERAM EFEITO
DO TEMPO — M. laevigata

(continua)
p _ IC —95%
PARAMETRO | T Xt oz BAIXO | ALTO B (IC —95%) p
0 4,837 £ 0,109 4,628 5,056 N.A. N.A.
Eritrocitos 1 4,683 £ 0,126 4,444 4,936 -0,032 (-0,054 a -0,010)  0,004*
(milhdes/pL) 2 4,721 £ 0,111 4,508 4,945 -0,024 (-0,042 a -0,007) 0,006*
3 4,745 £ 0,123 4,510 4,992 -0,019 (-0,035 a -0,003) 0,018*
0 14,347 £ 0,232 13,900 14,810 N.A. N.A.
Hemoglobina 1 13,932 + 0,227 13,494 14,383  -0,029 (-0,052 a -0,007) 0,010*
(g/dL) 2 13,905+ 0,226 13,470 14,355  -0,031 (-0,051 a-0,012) 0,002*
3 14,042 +£ 0,254 13,554 14,548  -0,022 (-0,041 a-0,002) 0,030*
0 42,084 +0,692 40,749 43,463 N.A. N.A.
Hematocrito 1 41,084 £ 0,698 39,738 42,476  -0,024 (-0,047 a-0,001) 0,044*
(mL/dL) 2 40,932 +0,630 39,716 42,185  -0,028 (-0,044 a-0,011) 0,001*
3 41,537 +0,771 40,054 43,075 -0,013 (-0,031 a 0,005) 0,162
Neutrsfilos 0 56,842+ 1,648 53,702 60,166 N.A. N.A.
segmentados 1 56,737 + 1,853 53,219 60,488 -0,002 (-0,041 a 0,037) 0,926
(%) 2 56,316 £ 1,774 52,944 59,902 -0,009 (-0,03 a 0,011) 0,370
3 54,737 £1,741 51,430 58,257  -0,038 (-0,063 a -0,013)  0,003*
0 7,316 £ 0,342 6,676 8,017 N.A. N.A.
Monécitos (%) 1 6,947 + 0,311 6,364 7,585 -0,052 (-0,143 a 0,040) 0,269
2 6,632 + 0,351 5,979 7,356 -0,098 (-0,195 a -0,001) 0,047*
3 7,474 + 0,367 6,787 8,230 0,021 (-0,065a0,108) 0,628
Tempo de 0 11,053 +0,063 10,930 11,177 N.A. N.A.
atividade de 1 11,047 + 0,059 10,932 11,164 0,000 (-0,009 a 0,008) 0,913
protrombina (s) 2 10,921 +£0,014 10,894 10,949  -0,012 (-0,022 a -0,002) 0,025*
3 11,058 +0,072 10,917 11,201 0,000 (-0,013a0,014) 0,944
Tempo de 0 33,990+ 0,640 32,758 35,268 N.A. N.A.
tromboplastina 1 32,047 £ 0,470 31,140 32,981 -0,059 (-0,083 a -0,035)  0,000*
parcial ativada 2 32,263 £ 0,557 31,191 33,373  -0,052 (-0,083 a-0,021) 0,007*
(s) 3 32,147 £ 0,681 30,841 33,509  -0,056 (-0,093 a -0,018) 0,004*
0 4,516 £ 0,042 4,435 4,598 N.A. N.A.
Albumina (g/dL) 1 4,390 £ 0,062 4,269 4,513 -0,028 (-0,052 a -0,005) 0,019*
2 4,395 + 0,052 4,293 4,499 -0,027 (-0,048 a -0,007)  0,009*
3 4,416 £ 0,042 4,335 4,498 -0,022 (-0,038 a -0,007)  0,005*
0 114,790+ 13,15 91,699 143,695 N.A. N.A.
Triglicerideos 1 114,105+ 14,33 89,205 145,956  -0,006 (-0,151a0,139) 0,936
(mg/dL) 2 106,474+10,25 88,165 128,584 -0,075(-0,167 a0,017) 0,110
3 101,684 +11,71 81,141 127,429 -0,121(-0,228 a-0,014) 0,027*
0 63,0563+3,973 55,728 71,340 N.A. N.A.
Fosfatase 1 57,211 £ 3,576 50,614 64,667  -0,097 (-0,139 a -0,056) 0,000*
alcalina (U/L) 2 60,053 + 3,676 53,264 67,706  -0,049 (-0,067 a -0,031) 0,000*
3 59,526 + 3,655 52,777 67,139  -0,058 (-0,098 a -0,017)  0,006*
0 21,842+2,193 17,940 26,593 N.A. N.A.
GGT (UIL) 1 20,737 £ 2,181 16,874 25,485  -0,052 (-0,081 a-0,023) 0,000*
2 21,263 +£2,339 17,139 26,380 -0,027 (-0,085 a 0,031) 0,367
3  21,053+2,155 17,225 25,731 -0,037 (-0,093 a 0,019) 0,197
0 7,284 + 0,085 7,119 7,453 N.A. N.A.
Proteinas totais 1 6,953 + 0,132 6,699 7,216 -0,047 (-0,076 a -0,018)  0,002*
(g/dL) 2 6,905 + 0,098 6,716 7,100 -0,053 (-0,076 a -0,031)  0,000*
3 7,100 + 0,074 6,956 7,247 -0,026 (-0,043 a -0,008) 0,003*
0 31,842+1,882 28,359 35,753 N.A. N.A.
Ureia (mg/dL) 1 29,316 + 1,524 26,477 32,460 -0,083 (-0,167 a 0,001) 0,054
2 28,211+1,435 25,534 31,168  -0,121 (-0,179 a-0,063)  0,000*
3 30,421 +1,831 27,036 34,231 -0,046 (-0,122 a2 0,031) 0,242
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TABELA 13 — DETALHAMENTO SOBRE OS PARAMETROS CLINICOS QUE SOFRERAM EFEITO
DO TEMPO — M. laevigata
(concluséo)

A _ IC — 95%
PARAMETRO T Xt oz BAIXO | ALTO B (IC —95%) p
0 4,921 + 0,069 4,788 5,058 N.A. N.A.
Potassio 1 4,758 + 0,068 4,626 4,894 -0,034 (-0,061 a -0,006) 0,017~
(mEg/L) 2 4,790 + 0,061 4,672 4,910 -0,027 (-0,048 a -0,006) 0,010
3 4,811 + 0,058 4,698 4,926 -0,023 (-0,050 a 0,005) 0,106
0 139,105+ 0,42 138,284 139,932 N.A. N.A.
Sédio (MEg/L) 1 137,895+ 0,414 137,086 138,708 -0,009 (-0,015a-0,003) 0,003*
2 138,474+0,282 137,922 139,028 -0,005 (-0,008 a -0,001) 0,019*
3 139,421 +0,484 138,475 140,373 0,002 (-0,006 a 0,011) 0,602
Pressdo 0 124,895+3,436 118,339 131,814 N.A. N.A.
sistolica 1 119,158 £+ 3,344 112,781 125,895 -0,047 (-0,075a-0,019) 0,001*
2 121,158 +£3,106 115,221 127,401 -0,03 (-0,065 a 0,004) 0,084
(mmHg) 3

117,684 + 3,537 110,952 124,825 -0,059 (-0,106 a -0,013) 0,011*
NOTA: * p valor estatisticamente significativo com 95% de confianga

Os dados apresentados na TABELA 13 permitem distinguir os parametros em
duas categorias principais, aqueles que sofreram influéncia caracteristica e
significativa em relagdo com o tempo e que, consequentemente, podem ser
correlacionados com o uso da medicagcdo e aumento na sua dose, aqueles que
sofreram influéncia do tempo de forma inespecifica e, dessa forma, que ndo podem
ser correlacionados ao uso da medicacdo e aumento da sua dose. Nessa ultima
categoria foram considerados os parametros de contagem dos neutréfilos
segmentados, dosagem de triglicerideos, GGT e pressao arterial sistélica.

Para os dois primeiros parametros citados, € possivel observar que os valores
de p que apresentaram significancia estatistica para a diferenga média dos resultados
estdo localizados no T3, quando ja havia sido suspenso por uma semana a
medicacédo, além disso, o teste de Sidak apresenta para os neutréfilos segmentados
apenas os pares T0/T3 e T2/T3 com médias estatisticamente diferente, p = 0,015 e p
= 0,045 respectivamente. Ja para o parametro dos triglicerideos, o teste post hoc nao
apresentou nenhum par de tempos avaliados com diferenca nas médias
estatisticamente significativa.

Ja o parametro GGT apresentou significancia estatistica apenas para 3 de T1
quando comprado ao T0, ndo ocorrendo alteragdes significativas no parametro com o
aumento da dose em T2. Igualmente, o teste de Sidak apresentou significancia para
as diferencas nas médias apenas do par T0/T1, com p = 0,000.

Finalmente, para o parametro de presséo arterial sistdlica, a variagéo

apontada pelo teste estatistico também foi considerada n&o correlacionada ao uso da
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medicacao considerando que a significancia apontada pelo GEE foi circunscrita ao T1
e T3, ndo envolvendo T2 quando foi atingida a dose maxima diaria do medicamento
utilizado pelos voluntarios. O teste post hoc também apresentou diferenga
estatisticamente significativa entre as médias apenas para o par TO/T1, p = 0,007, o
que demonstra uma variagdo nao correlacionada ao uso da medicagao. Esse ultimo
resultado € particularmente importante uma vez que, associado a auséncia de
significancia estatistica para a variagdo da pressao arterial diastélica, descarta um
efeito da utilizagdo da solugao oral da espécie M. laevigata sobre a pressao arterial
dos voluntarios, o que comprova a segurancga da espéecie para esse parametro.

A FIGURA 29 apresenta os graficos de barra de erro das médias e seus
respectivos IC — 95% em cada tempo para os parametros anteriormente discutidos. A
visualizagao dos graficos auxilia na confirmag¢ao da auséncia de correlagado do uso da

solucao oral de M. laevigata a variagao dos resultados desses parametros.

FIGURA 29 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS SEM EFEITO
ASSOCIADO A SOLUCAO ORAL DE M. laevigata
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Ja para os demais parametros da TABELA 13, conforme ja descrito, foi
considerado como correlacionado ao uso da medicagao a variagao nos resultados
observados ao longo do tempo do estudo.

Primeiramente, para os trés parametros da série do eritograma — eritrécitos,
hemoglobina e hematocrito — os dois tempos avaliados durante o uso da medicagéo,
T1 e T2, foram indicados como apresentando diferengca média estatisticamente
diferente ao TO com 95% de confianga. Sendo que, essa diferenca média foi reduzida
no T3, com a suspenc¢ao do uso da medicacao, o que no parametro do hematécrito
levou esse tempo a deixar de apresentar diferenga com significancia estatistica ao TO.
Para os dois ultimos parametros o teste post hoc aplicado evidenciou um valor de p
significativo apenas para as meédias do par TO/T2, p = 0,009 e p = 0,007
respectivamente para hemoglobina e hematdcrito. Ja para os eritrocitos, a
significancia estatistica foi apontada para as médias dos pares TO/T3 e T2/T3, p =
0,015 e p = 0,045 respectivamente. Esses resultados sugerem um efeito do uso da
espécie M. laevigata sobre as células vermelhas do sangue, entretanto, apenas para
0 parametro eritrocitos um dos voluntarios sofreu alteracdo com dois resultados
ligeiramente maiores do que o limite maximo aceitavel para o parametro no T1 e T3,
6,12 e 6,20 milhdes/uL respectivamente. Os demais resultados n&do variaram para
além dos limites aceitaveis para individuos saudaveis.

Com relagdo aos mondécitos, foi observada um claro aumento na diferenca
meédia dos resultados dos tempos T1 e T2 em relacdo ao TO com reducéo do valor de
B apos a interrupgao do uso do medicamento. Embora o GEE tenha apontado o T2
com diferenga significativa em relagdo ao T0, o teste de Sidak identificou diferencga
apenas o par T2/T3, p = 0,022. Mais uma vez nao foram encontrados resultados dos
voluntarios para além dos valores de referéncia.

Para os dois parametros de coagulagdo sinalizados como tendo sofrido
influéncia do tempo sobre seus resultados, os dados apresentados na TABELA 13
sdo particularmente importantes. Embora Leite e colaboradores (2019) tenham
publicado em seu trabalho resultado indicando ag&o anticoagulante do extrato de M.
laevigata sobre as vias intrinseca e extrinseca de coagulagdo do sangue, através de
avaliagao in vitro dos tempos de atividade de protrombina e tempo de tromboplastina,
os resultados do presente trabalho demonstram que a agdo ndo € a mesma da

observada in vitro quando o medicamento € avaliado em humanos.
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Em um estudo sobre o efeito anticoagulante do extrato de Pelagonium
sidoides DC, espécie vegetal rica em cumarinas hidroxi e metoxiladas, como
escopoletina e uncalina, os autores discutem que para que as cumarinas apresentem
agao anticoagulante é necessaria a presenga de um grupo hidroxila e um grupo nao
polar respectivamente nas posi¢cdes quatro e trés da estrutura geral dessas moléculas,
como o observado nas cumarinas varfarina e femprocumona, FIGURA 30. Cumarinas
gue ndo apresentem na sua estrutura quimica os grupamentos indicados nas posigdes
sinalizadas nao possuiriam agao anticoagulante. Portanto, concluem os autores do
estudo que, como as estruturas quimicas das cumarinas de P. sidoides ndo possuem
essas caracteristicas, nao haveria a possibilidade do extrato dessa espécie influenciar

nos fatores de coagulacéo do sangue humano (KOCH; BIBER, 2007).

FIGURA 30 — ESTRUTURA QUIMICA DA CUMARINA E ACAO ANTICOAGULANTE
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NOTA: Derivados do acido cinamico presentes no guaco — cumarina, dihidrocumarina e acido o-
cumarico; Cumarinas com agéo anticoagulante — femprocumona e varfarina.

Logo, como as cumarinas presentes nas duas espécies de guaco, e em maior
concentragdo especialmente em M. laevigata, n&do apresentam na sua estrutura os
grupos quimicos nas posigdes citadas no paragrafo anterior, os resultados observados
no presente estudo para a agdo anticoagulante da solugao oral corroboram com a
literatura publicada.

Conforme os dados obtidos, para os dois fatores de coagulacdo houve
significancia estatistica na diferengca média do T2 em relagdo ao TO, sendo que para
o tempo de tromboplastina também foram identificadas diferencas para T1 e T3.
Entretanto, as médias observadas para os tempos de ativacao dos fatores, nos dois

tempos durante a utilizacdo da medicagao, sao inferiores ao T0O, o que nao sugere um
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efeito anticoagulante da espécie, mas sim seguranca em relagado a esse parametro.
Com relacao ao teste post hoc, para protrombina ndo houve diferenca significativa
para as médias dos pares dos tempos do estudo, ja para o tempo de tromboplastina
os valores de p foram significativos, p < 0,000, p = 0,007 e p = 0,021 para os pares
TO/T1, TO/T2 e TO/T3 respectivamente.

O resultado demonstra a importancia da conducao de estudos clinicos para
confirmar ou refutar a extrapolagao de resultados encontrados em estudos in vitro ou
in vivo para o organismo humano e, consequentemente, garantir a segurangca e
eficacia da utilizagao de fitoterapicos pela populagao.

Nos trés parametros monitorados para a fungao hepatica e sinalizados
sofrendo efeito do tempo, albumina, fosfatase alcalina e proteinas totais, os resultados
da diferenca média dos tempos T1 e T2 foram estatisticamente diferentes em relagao
ao T0, com a média do T3 tendendo a retornar a se aproximar do valor de TO, embora
a diferenca média entre esses dois tempos, nos trés parametros, ainda tenha
apresentado significancia estatistica. As alteracbes nesses trés parametros
associados sugerem uma interferéncia do medicamento na funcéo hepatica, embora
nao tenham sido encontrados resultados para nenhum dos voluntarios fora da
referéncia definida para individuos saudaveis. Entretanto, € importante ressaltar que
outros parametros relacionados a fungao hepatica, ALT, AST e bilirrubina total, ndo
sofreram alteragao associada ao uso da medicagao, o que caracteriza o medicamento
como seguro para este 6rgéo alvo.

Finalmente, os trés parametros monitorados mais associados a fungao renal,
ureia, potassio e sodio, apresentaram significancia estatistica de B do T2 em relagao
ao TO0. Nos trés casos ocorreu reducédo dos valores medios durante a utilizagdo da
medicagao por parte dos voluntarios, conforme dados de T1 e T2, com tendéncia de
retorno da média dos resultados para proximo do TO com a suspensao do uso da
medicacao o que é evidenciado pela auséncia de significancia estatistica na diferencga
meédia em T3.

A reducao dos niveis de ureia no sangue possuem menor relevancia clinica
isoladamente, uma vez que a reducido dos niveis séricos da ureia esta associada a
maior eliminagao renal ou a menor produg¢ao da molécula pelo figado (WILLIAMSON;
SNYDER, 2015). Portanto, o resultado pode ser associado aos demais parametros
hepaticos discutidos anteriormente corroborando para um indicativo que sugere

interferéncia do medicamento no metabolismo hepatico. Entretanto, esses resultados
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associados ndo suportam a afirmacdo de que pacientes com problemas hepaticos
podem apresentar toxicidade com o uso prolongado de M. laevigata (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Isso porque, apenas para o parametro ureia um
voluntario apresentou resultado em T2, 12 mg/dL, ligeiramente abaixo do limite
minimo aceitavel para o parametro.

Embora a aplicagao do GEE tenha resultado em significancia estatistica para
o fator 3 de T1 e T2 em relacdo ao TO nos parametros potassio e sddio, as médias
dos resultados nos tempos T1 e T2 ndo demonstraram uma relacdo dose dependente
com o uso do medicamento. Essa afirmacao é corroborada pelo teste post hoc que
para potassio ndo demonstrou significancia estatistica na comparagao dos pares de
meédias dos tempos do estudo, enquanto para os valores de sodio apresentou p =
0,019 e p = 0,002 apenas para os pares de média TO/T1 e T1/T3 respectivamente.
Em nenhum dos parametros foi encontrada diferencga estatisticamente significativa na
meédia do resultado do T2, semana com maior ingestao da solugao oral, em relacéo
as outras semanas do estudo.

Além disso, para o parametro potassio, os voluntarios que apresentaram
resultados fora da faixa de referéncia para individuos saudaveis, ja apresentavam
esses valores no T0, ou seja, sem a utilizagcdo da medicagdo. Ja para o sodio foram
apenas dois resultados abaixo da faixa de referéncia para individuos saudaveis,
ambos de 135 mEg/L. Assim, mesmo que as variagdes observadas nesses dois
parametros tenham sido correlacionadas ao uso da medicagao, as modificagdes foram
consideradas de menor impacto e nao indicam toxicidade da solugéo oral de M.
laevigata para os rins.

A FIGURA 31 apresenta os graficos de barra de erro das médias e seus
respectivos IC — 95% em cada tempo para os parametros acima discutidos, eles
auxiliam na confirmagéo da correlagdo do uso da solugdo oral de M. levigata a

variagao dos resultados desses parametros.
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FIGURA 31 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS COM EFEITO
ASSOCIADO A SOLUCAO ORAL DE M. laevigata
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FIGURA 31 — GRAFICOS DE BARRA DE ERRO DOS PARAMETROS CLINICOS COM EFEITO
ASSOCIADO A SOLUCAO ORAL DE M. laevigata
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Conforme ja discutido, a correlagao das variagdes observadas nos resultados

dos parametros albumina, fosfatase alcalina, proteinas totais e ureia sugerem que a

solucao oral M. laevigata interfere no metabolismo hepatico. Todavia, esse efeito ndo
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pode ser considerado toxico e/ou negativo para esses parametros, uma vez que
apenas para o parametro ureia os resultados de dois voluntarios figuraram fora dos
parametros de aceitagdo para individuos saudaveis, cada um deles em um tempo da
pesquisa, sendo um deles no TO.

Além dos efeitos acima, um evento adverso de pirose relatado foi classificado
como provavel em associagao ao uso da solucao oral de M. laevigata, embora tenha
sido correlacionado ao disturbio gastrico do qual o voluntario era portador.

Nao foram atribuidos outros eventos adversos ao uso da medicagao, bem
como nao foi correlacionado efeito do seu uso aos demais parametros monitorados
no estudo. Desta forma é possivel afirmar sobre a auséncia de toxicidade e,
consequentemente, a seguranga da solugao oral de M. laevigata dentro da posologia
administrada e para os parametros monitorados no estudo.

Finalmente, considerado que, conforme demonstrado na etapa analitica do
trabalho, o grupamento quimico majoritario do metabolismo secundario da espécie
sao os derivados do acido cinamico, os resultados acima apresentados estdo em
concordancia com estudos clinicos prévios conduzidos em espécies também ricas
nessas moléculas. Como exemplo, estudos clinicos conduzidos com a espécie P.
sidoides nao relataram eventos adversos com relevancia, além de reportarem
auséncia de alteragdes significativas nos parametros de sangue monitorados nos
voluntarios da pesquisa (CHUCHALIN; BERMAN; LEHMACHER, 2005; KAMIN et al.,
2010; MATTHYS et al., 2003, 2010).
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6 CONCLUSAO

As analises cromatograficas das plantas possuindo identificagdo botanica
demonstraram diferenga quantitativa significativa entre as espécies M. glomerata e M.
laevigata para os metabdlitos secundarios avaliados no estudo.

Os resultados obtidos para a cumarina permitem questionar a escolha desta
molécula como marcador de controle de qualidade e padronizagcdo quimica da espécie
M. glomerata.

Os modelos quimiométricos desenvolvidos com os espectros de IV-médio e
IV-proximo, ambos guiados pelas analises cromatograficas, foram capazes de
corretamente classificar as amostras pertencentes a cada uma das espécies de guaco
sendo, portanto, uma alternativa para a identificagdo inequivoca das espécies
estudadas.

O estudo clinico foi conduzido com medicamentos quimicamente
padronizados e que reproduziram o que foi obtido na analise da droga vegetal, uma
diferenca significativa na composigcao quimica entre as duas espécies de guaco.

A baixa concentracdo de cumarina em M. glomerata ndo permitiu que no
estudo clinico da espécie fosse atendida a posologia definida pela ANVISA para esse
marcador. Ja com a medicacdo de M. laevigata foi possivel atender e exceder a
posologia para essa molécula. Esses resultados sugerem que a cumarina é viavel
para definicdo de posologia para uso humano de medicamentos da espécie M.
laevigata, entretanto ndo € o marcador adequado para a mesma definicdo em
medicamentos da espécie M. glomerata.

Os resultados clinicos obtidos pela primeira vez comprovaram a auséncia de
toxicidade, logo a seguranga para a utilizagdo das duas espécies vegetais em
humanos. Para a espécie M. glomerata, diferente do previamente reportado, nao
foram encontrados efeitos sobre os fatores de coagulagdo do sangue, o que
demonstrou a espécie nao ter acao anticoagulante em humanos. Também n&o foram
encontrados efeitos significativos do uso do medicamento sobre os marcadores da
funcdo hepatica monitorados e pressao arterial. Além disso os eventos adversos
reportados pelos voluntarios da pesquisa nao foram associados ao uso da medicagao
dessa espécie.

Para a espécie M. laevigata de igual forma nao foi identificado efeito

anticoagulante da espécie no sangue dos voluntarios, além da auséncia de efeitos
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sobre a pressao arterial dos voluntarios. Entretanto, foram observados um maior
numero de efeitos sobre os parametros hematopoiéticos e da funcdo hepatica
monitorados em relagéo a espécie M. glomerata. Os efeitos foram associados ao uso
da medicagdo, entretanto ndo foram mudancas que levaram a uma alteracéo
significativa nos resultados laboratoriais desses parametros em relagdo aos valores
de referéncia para individuos saudaveis.

A histamina monitorada no sangue dos voluntarios nao sofreu alteragao ao
longo do estudo para nenhuma das espécies. Esse resultado ndo indica uma agao
anti-inflamatéria do guaco através da inibicao sistémica deste mediador quimico da
inflamacao.

Os resultados da caracterizagdo quimica das espécies associado aos
resultados clinicos de seguranga permitem questionar a intercambialidade do uso
atualmente aceito entre M. glomerata e M. laevigata.

Finalmente, como perspectiva futura para novos estudos, um dos voluntarios
da pesquisa fez o seguinte relato por escrito no questionario para avaliagéo clinica do
voluntario: “Gostaria de relatar que com o xarope utilizado na primeira etapa da
pesquisa, em especial com a dose de 15 mL, percebi, uma melhora em minha
capacidade respiratoria, reduzindo o uso de salbutamol. O mesmo nao ocorreu com o
xarope da segunda etapa”. Esse voluntario € portador de asma e faz uso diario de
corticoide para controle da inflamacgao das vias aéreas, associado ao salbutamol como
medicacdo de resgate para os episodios diarios de falta de ar, ele recebeu solugéo
oral de M. laevigata na primeira etapa do estudo. Portanto, estudos adicionais sao
necessarios para demonstrar a eficacia de cada uma das espécies de guaco, de forma
a que seja definido para a populagédo qual das duas espécies deve ser efetivamente

utilizada como um medicamento fitoterapico.
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ANEXOS

ANEXO 1 - DEPOSITOS DAS EXSICATAS DE GUACO
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CcODIGO NUMERO DO DEPOSITO (CEN) ESPECIE
RFV2448 88429 Mikania glomerata
RFV2456 88428 Mikania glomerata
RFV2532 88338 Mikania glomerata
DBS96 84431 Mikania glomerata
RBNS50 102498 Mikania glomerata
DBS98 88430 Mikania glomerata
RFV2400 88371 Mikania laevigata
RFV2501 88437 Mikania laevigata
DBS99 88372 Mikania laevigata
DBS97 88374 Mikania laevigata
RBN58 88433 Mikania laevigata
RFV2502 88343 Mikania laevigata
RFV2457 88434 Mikania laevigata
RBN35 88365 Mikania laevigata
RFV2531 88440 Mikania laevigata
RFV2429 88438 Mikania laevigata
RBN48 88435 Mikania laevigata
RFV2498 88432 Mikania laevigata
RFV2440 88370 Mikania laevigata
RFV2499 88441 Mikania laevigata
RFV2458 88439 Mikania laevigata
DBS80 88442 Mikania laevigata
RFV924 88295 Mikania laevigata
DBS119 88431 Mikania laevigata




ANEXO 2 - QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS DOS VOLUNTARIOS

Data: / /

1. Dados pessoais:

Cddigo do voluntario (preenchido pelo pesquisador):
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Nome:

Sexo (M/F):___ Peso (kg): ___ Altura(m): __ Data de nascimento: /

RG: CPF:

Endereco:

Bairro: Cidade:

Cep: Fone:

Profisséo:

2. Informacées:

Pressao arterial (SIS/DIA — mmHg):

Tipo sanguineo (A/B/AB/O).___ Fator Rh (+/-):___

Responda as perguntas abaixo marcando uma das duas opg¢oes:
PERGUNTA SIM | NAO

1 — Teve ataque do coragao ou derrame cerebral nos ultimos trés

meses?

2 — Tem presséo alta?

3 — Teve aneurisma de aorta?

4 — Esta gravida ou amamentando?

5 —Vocé é fumante?

6 — Vocé é epilético?

7 — Possui algum diagnéstico de doenca crbénica (diabetes, asma,

entre outras)?*

*Caso tenha respondido sim, descrever qual doenga nas observagoes.

Liste as medicacdes que faz uso de forma continua. Ex: remédios para pressao,

coracao, diabetes.

Pratica exercicios fisicos? **Sim () Nao( )
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**Quais e com qual frequéncia?

Observagdes:

Assinatura
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ANEXO 3 - QUESTIONARIO PARA AVALIAGAO CLINICA DO VOLUNTARIO

Data: / / Cddigo do voluntario (preenchido pelo pesquisador):

Nome:

Etapa do Estudo:
() Primeira visita/ ( ) Segunda visita/ ( ) Terceira visita/ ( ) Quarta visita /

() Quinta visita/ () Sexta visita / ( ) Sétima visita

Pressao arterial (SIS/DIA — mmHg):

Marque com um “X” uma das opgoes para as perguntas abaixo:

NA ULTIMA SEMANA, O PACIENTE TEVE:

PERGUNTA RESPOSTA* NUMERO DE EPISODIOS
NA SEMANA
Tonturas ou vertigens? ( )Sim ( )Néao
Confusao mental? ( )Sim ( )Nao
Dores de cabecga? ( )Sim ( )Nao
Dores abdominais? ( )Sim ( )Nao
Diarreia? ( )Sim ( )Nao
Pirose (azia / queimacgéao)? ( )Sim ( )Nao
Dores nas articulagdes? ( )Sim ( )Nao
Manchas na pele? ( )Sim ( )Nao
Prurido (coceira)? ( )Sim ( )Nao
Taquicardia? ( )Sim ( )Nao

*Caso tenha respondido sim para alguma das perguntas, informe o niumero de episddios na semana
na ultima coluna da tabela

Liste as medicacdes que usou nos ultimos trés dias, com excecgao das que relatou
que ja faz uso continuo. Exemplo: remédios para rinite, inflamacgao, dor, alergias,

entre outros.

Realizou exercicio fisico fora do habitual na ultima semana? **Sim (  )Nao( )
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**Qual e com que duragéo?

Ingeriu bebida alcéolica nas ultimas 24 horas? Sim( )Nao( )



