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RESUMO

Compondo a extensa flora da América do Sul, Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek)
Biral, popularmente conhecida como espinheira-santa (Celastraceae), € reconhecida
por seus diversos efeitos terapéuticos. A popularizacdo desta espécie favoreceu a
adulteragao/falsificagado, mas pouco contribuiu para o estudo e comprovacgao de suas
propriedades medicinais. O presente estudo teve como objetivo realizar uma revisao
de escopo para mapear as evidéncias em relacdo aos aspectos fitoquimicos,
farmacoldgicos e tecnolégicos envolvendo Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek)
Biral. Foi também desenvolvido um método quimiométrico e de aprendizado de
maquina (machine learning), para sua identificagdo e discriminagcdo de espécies
morfologicamente similares. A revisdo abordou estudos pré-clinicos, clinicos e
perspectivas tecnoldgicas, visando responder a questao “Quais sao as evidéncias
cientificas sobre M. licifolia com relacdo aos seus aspectos fitoquimicos,
farmacoldgicos e tecnoldgicos?”. A pesquisa foi conduzida seguindo as diretrizes JBI
(Instituto Joanna Briggs) e recomendagdes do PRISMA-ScR. Os artigos foram
buscados nas plataformas PubMed, Scopus e Web of Science. As patentes foram
extraidas das plataformas Google Patents, Espacenet, Derwent Innovations Index, e
The Lens. Os estudos foram avaliados conforme os critérios de inclusdo e exclusao
estabelecidos. Artigos e patentes aprovados passaram por uma etapa de extragao de
informacdes, enquanto aqueles que ndo se adequaram foram excluidos, com os
motivos de remocao justificados. Um total de 13 artigos e 3 patentes foram aprovados.
Estes estudos indicam que M. ilicifolia pode ser utilizada na forma de extratos
aquosos, alcodlicos e hidroalcodlicos, formulados como gel, creme, gel-creme e
solugdes parenterais, com doses de 0,1 a 500 mg/kg, uma a cinco vezes no dia, sendo
segura até 3000 mg/kg. Suas propriedades terapéuticas incluem atividades
antimicrobiana, antiulcerativa, espasmolitica, antidiarreica, anti-inflamatdria,
natriurética, diurética, hipotensiva e antimutagénica, sem sinais de toxicidade ou
teratogeneicidade. Esses efeitos foram atribuidos aos metabalitos triterpenos, taninos,
flavonoides, acido galico e cafeico, e outros compostos polifendlicos. Este trabalho
também abordou o desenvolvimento de um método quimiométrico realizado de forma
exploratdria, por meio da Analise de Componentes Principais (PCA), e discriminatoria,
pela Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA). O estudo foi
baseado em dados na forma de espectros de infravermelho médio com transformada
de Fourier das folhas, pos e extratos de M. ilicifolia e espécies semelhantes utilizadas
como adulterantes. Todas as espécies vegetais foram individualmente identificadas
pelo método PCA, e a discriminagao pelo PLS-DA foi mais eficiente para amostras de
extrato, demonstrando sensibilidade, especificidade e acuracia superiores (94, 100 e
99%, respectivamente) aos demais modelos; apesar disso, os métodos também foram
satisfatérios para analise de pds e folhas. Complementando a quimiometria, um
modelo machine learning foi desenvolvido pela metodologia Random Forest e
validagao cruzada 10 Fold. Os resultados foram promissores, com alta acuracia para
todas as formas de apresentagao, baixo numero de falsos positivos e excelentes
resultados para as métricas de acuracia, Recall, preciséo, F1 Score, indice Kappa e
Coeficiente de Correlagao de Matthews (MCC). Os modelos criados apresentam
potencial de utilizacdo em amostras comerciais, identificando adulteragdes e
falsificacdes de produtos a base de espinheira-santa.

Palavras-chave: Monteverdia ilicifolia; Maytenus ilicifolia; Monteverdia aquifolium;
Sorocea bonplandii; falsificagcdo botanica; autenticagdo por
quimiometria, machine learning.



ABSTRACT

Present on the extensive flora of South America, Monteverdia ilicifolia (Mart. ex
Reissek) Biral, popularly known as espinheira-santa (Celastraceae), is recognized for
its broad-spectrum healing effects. The popularization of this plant species has led to
it becoming a target of adulteration/falsification, while contributing less to the study and
validation of its medica properties. This study aimed to conduct a scoping review to
map the evidence on the phytochemical, pharmacological, and technological aspects
of Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral, as well as to develop a chemometric
and machine learning method for its identification and differentiation from
morphologically similar species. The review covered pre-clinical and clinical uses, and
technological perspectives, with the aim of answering the question "What are the
scientific evidence on M. ilicifolia in terms of its phytochemical, pharmacological, and
technological aspects?". The research was conducted following the Joanna Briggs
Institute guidelines and the recommendations of PRISMA-ScR. Articles were searched
for in the PubMed, Scopus and Web of Science databases. Patents were extracted
from the Google Patents, Espacenet, Derwent Innovations Index and The Lens
databases. The studies were assessed according to the established inclusion and
exclusion criteria. Approved articles and patents underwent an information extraction
stage, while those that did not fit were excluded, with the reasons for their removal
justified. 13 articles and 3 patents were approved and indicated that M. ilicifolia can be
used in the form of aqueous, alcoholic and hydroalcoholic extracts, gel, cream, gel-
cream and parenteral solutions, at doses of 0.1 to 500 mg/kg, one to five times a day,
with up to 3000 mg/kg being safe. Its therapeutic properties include antimicrobial,
antiulcer, spasmolytic, antidiarrheal, anti-inflammatory, natriuretic, diuretic,
hypotensive and antimutagenic activities, with no signs of toxicity or teratogenicity.
These effects were attributed to the metabolites triterpenes, tannins, flavonoids, gallic
and caffeic acid, and other polyphenolic compounds. In a second approach, this work
presents chemometric analysis, which carried out in an exploratory way, using
Principal Component Analysis (PCA), and in a discriminatory way, using Partial Least
Squares Discriminant Analysis (PLS-DA). The study was based on data in the form of
Fourier transform mid-infrared spectra of the leaves, powders and extracts of M.
ilicifiolia and similar species used as adulterants. All plant species were individually
identified by the PCA method, and the discrimination by PLS-DA was much more
efficient for extract samples, showing higher sensitivity, specificity and accuracy (94,
100 and 99%, respectively) than the other models; despite this, the method were also
satisfactory for powders and leaves. Complementing the chemometrics approach, the
machine learning model was developed using the Random Forest methodology and
10 Fold cross-validation. The results were promising, with high accuracy for all forms
of presentation, a low number of false positives and excellent results for the metrics of
accuracy, recall, precision, F1 Score, Kappa index and Matthews Correlation
Coefficient (MCC). The models created have the potential to be used in commercial
samples, identifying adulteration and counterfeiting of products based on espinheira-
santa.

Key-words: Monteverdia ilicifolia; Maytenus ilicifolia; Monteverdia aquifolium;
Sorocea bonplandii; botanical adulteration; authentication by
chemometrics; machine learning;
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1.  INTRODUGAO

A espécie vegetal Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral, também
conhecida como espinheira-santa (Celastraceae), € uma planta encontrada
principalmente na regido sul do Brasil e em paises vizinhos como Paraguai, Uruguai
e Argentina, sendo extremamente difundida para fins medicinais (Simoes et al., 2017).
Seu nome popular é originado da presenca de espinhos na borda de suas folhas aliado
a seus efeitos curativos promissores. As partes usadas da espinheira-santa sao as
raizes, cascas e principalmente as folhas que estdo descritas em monografia
individual presente na Farmacopeia Brasileira 62 Edic&o. E utilizada principalmente na
forma de infusdo. Esta espécie vegetal também pode ser encontrada na forma de
capsulas, tinturas, emulsoes, entre outros (Brasil, 2019; Silva et al., 2023). Os efeitos
terapéuticos caracteristicos da espinheira-santa s&o antiulcerativo, cicatrizante, anti-
inflamatorio e analgésico. Todas essas fungdes s&o atribuidas aos principais
metabdlitos encontrados na espécie vegetal, que consistem de taninos, triterpenos e
flavonoides (Jorge et al., 2004; Simoes et al., 2017).

Por conta de sua popularidade, a espinheira-santa se tornou alvo de
falsificacbes e/ou adulteragdes visando vantagens econdmicas e a sua extensa
exploracdo compromete a preservagao das espécies nativas. Como consequéncia, a
espinheira-santa acaba sendo substituida por outras espécies sem eficacia
terapéutica comprovada e/ou aparéncia semelhante, sdo exemplos de adulterantes
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral, Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger et al.,
Citronella gongonha (Mart.) R.A.Howard, Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek,
Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel (Castro; Ramos, 2003; Bochner et al., 2012; Antunes
et al., 2023a).

A espinheira-santa é comercializada na forma de fitoterapicos e plantas
medicinais. Os fitoterapicos obtidos a partir de plantas medicinais tém origem
industrial ou magistral. As formulagdes industriais devem, obrigatoriamente, possuir
registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), enquanto os magistrais
nao tém essa exigéncia, mas seu local de producdo deve cumprir com as boas
praticas de manipulagdo de medicamentos. Atualmente, existem 24 produtos
registrados a base de espinheira-santa, dos quais 6 encontram-se em situagao

regular, mas apenas 4 sao comercializados. A Resolugdo de Diretoria Colegiada
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(RDC) n°. 14, de 31 de margo de 2010, regulamenta esta classe de medicamentos,
estabelecendo seus requisitos minimos de seguranca, eficacia e comercializagado. As
plantas medicinais, na forma de droga vegetal, por sua vez, sdo de uso tradicional,
mas n&o apresentam registro, padronizagdo de dosagem, nem forma de
administracdo estipulada. Em convergéncia com as dificuldades anteriormente
mencionadas, nota-se que no Brasil ha falta de rigor na fiscalizagdo dos locais de
aquisicao destas plantas medicinais, os ervanarios. A crescente comercializacdo de
produtos sem eficacia comprovada e sua baixa qualidade resultam no insucesso de
tratamentos a base da espinheira-santa e de outras plantas medicinais. Além disso,
ha uma escassez de literatura cientifica que comprove a eficacia e seguranga da
espinheira-santa, sendo seu uso frequentemente baseado na etnofarmacologia,
proveniente dos povos originarios do Brasil, e em evidéncias clinicas fracas. A falta
de padronizagédo dos medicamentos a base dessa espécie vegetal também amplia as
dificuldades relacionadas a fiscalizacdo dos diversos produtos comercialmente
disponiveis. Tendo em vista o panorama atual é necessario um rigoroso controle sobre
o processo de producdo de fitoterapicos, seus respectivos registros e locais de
comercializagdo das espécies vegetais (Brasil, 2010; Hasenclever, 2017; Brasil,
2022a).

Considerando a existéncia de falsificagdes e adulteracbes destaca-se a
importancia de métodos analiticos para a identificacao e diferenciacdo da espinheira-
santa de outras plantas utilizadas na falsificacdo. Este desafio pode ser contornado
com a utilizagdo da espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(MIR-FTIR) aliada a quimiometria. Esta técnica caracteriza-se por ser uma
metodologia rapida, eficiente, verde, capaz de diferenciar a composigdo quimica de
diferentes amostras em funcao dos espectros obtidos quando estas sdo submetidas
a radiacao infravermelha nas diversas frequéncias (Biancolillo; Marini, 2018;
Veerasingam et al., 2020). A quimiometria é a ciéncia que relaciona a matematica e
estatistica a quimica para extrair informagdes relevantes a partir de dados gerados
por diferentes métodos de anadlise. Estas informacdes sido obtidas a partir da
construcdo de modelos matematicos de natureza empirica (Biancolillo; Marini, 2018;
Ferreira, 2015; Kowalczuk et al., 2015; Lopes; Neto, 2018).

A técnica de aprendizado de maquina (machine learning) tem como base a

evolucdo constante de algoritmos matematicos, alimentado continuamente por novos
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dados. Os algoritmos de aprendizado de maquina podem ser aplicados para
complementar a quimiometria na identificagdo de espécies vegetais buscando
métodos ainda mais robustos. Esta metodologia facilita o entendimento de matrizes
de resultados complexas, transformando-as em um modelo preciso e eficaz,
permitindo predi¢cbes e associacdes de dados adicionados posteriormente a matriz
(Janiesch; Zschech; Heinrich, 2020; Nichols; Chan; Baker, 2018; Sarker, 2021).

Com este trabalho buscou-se identificar e discriminar M. ilicifolia (espinheira-
santa oficial) das espécies Monteverdia aquifolium, Sorocea bonplandii, Citronella
gongonha, e Jodina rhombifolia e Zollernia ilicifolia, as quais sao consideradas
espécies vegetais adulterantes, n&o reconhecidas como espinheira-santa pela
Farmacopeia Brasileira 62 edi¢cdo. Para isso, utilizou-se uma técnica considerada
verde, a espectroscopia de infravermelho médio com transformada de Fourier (MIR-
FTIR). Os espectros gerados passaram por estudo estatistico com aplicagdo da
quimiometria a nivel exploratério, utilizando a Analise de Componentes Principais
(PCA) e discriminatorio por meio da Analise Discriminante por Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA), identificando e distinguindo as espécies a nivel analitico.
Algoritmos de aprendizado de maquina também foram aplicados visando
complementar os modelos quimiométricos, e permitir a predi¢cao e classificacao de

amostras comerciais.

23



2.

OBJETIVOS

Mapear as evidéncias em relagéo aos aspectos fitoquimicos, farmacolégicos e

tecnologicos envolvendo Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral, e construir um

método quimiométrico e de aprendizado de maquina para identifica-la e distingui-la de

adulterantes.

2.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma revisdo de escopo a cerca dos aspectos fitoquimicos,
farmacolodgicos, pré-clinicos e clinicos de M. ilicifolia, por meio da busca de
artigos e patentes;

Buscar e registrar os atuais avangos tecnologicos que envolvem a espinheira-
santa por meio de patentes, informando suas formas de apresentacéo e fins
terapéuticos em desenvolvimento;

Coletar e preparar amostras representativas das espécies de espinheira-santa
e espécies contaminantes mais comuns para analise por espectroscopia MIR-
FTIR;

Desenvolver métodos de identificagcao e discriminacdo baseados na técnica
quimiométrica (PCA e PLS-DA) e aprendizado de maquina;

Validar os métodos propostos e aplica-los para a analise de amostras

comerciais de espinheira-santa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ESPINHEIRA-SANTA

3.1.1. Caracteristicas gerais

Celastraceae € o nome dado a familia botanica que agrega cerca de 100
géneros. Desses, 22 podem ser encontrados no Brasil, com destaque a Monteverdia.
A familia Celastraceae se destaca por agregar 1410 espécies que se encontram
distribuidas em regides com clima tropical e subtropical, com diversas dessas
apresentando significancia fitoterapéutica (Nunez et al., 2024).

O género Monteverdia agrega cerca de 120 espécies, com algumas destas
ainda em processo de transi¢do de nomenclatura, passando do género Maytenus para
este em questdo. As espécies vegetais de Monteverdia sdo amplamente distribuidas
ao longo de regides com clima neotropical, como a Mata atlantica, Cerrado, Savana,
entre outros. Dentro desse género, destaca-se a Monteverdia ilicifolia (Mart. ex
Reissek) Biral, de sinonimia Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, conhecida
popularmente como espinheira-santa e cangorosa. Usada na medicina tradicional
principalmente na forma de infusdo a partir de suas folhas, é classificada como uma
espécie nativa, mas ndao endémica do Brasil. Pode ser encontrada nos biomas de
Mata Atantica, Pampa, Cerrado e Pantanal, habitando os estados de Goias, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso, Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(Biral et al. 2017; Biral, Lombardi, 2024).

Morfologicamente, essa espécie vegetal apresenta ramos multicarenados e
angulosos, com folhas pecioladas e em formato helicoidal e com 5 a 15 proje¢des
pontiagudas distribuidas, geralmente, em ambos os lados da lamina (Figura 1),
caracteristica responsavel pela nomenclatura desta espécie vegetal junto aos seus
efeitos curativos (Brasil, 2019; Simdes et al., 2017).

Microscopicamente, sua folha apresenta mesofilo dorsiventral, com estématos
laterociticos e epiderme uniestratificada coberta por cuticula espessa. O parénquima
palicadico apresenta células alongadas, enquanto o parénquima esponjoso possui
células mais compactadas. Na nervura principal é possivel verificar um feixe vascular

unico, colateral e circundado por uma bainha parenquimatica. As células epidérmicas
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comuns contém cristais de oxalato de calcio, prismaticos retangulares e estiloides.
Quanto ao p6 dessa espécie sao encontrados fragmentos da epiderme, com as
paredes das células anticlinais retas cobertas por cuticulas lisas e calibrosas que
apresentam estruturas como cristais piramidais, prismaticos e estiloides. Verifica-se
também a presenca de estdmatos anomociticos e fragmentos de parénquima
palicadico de duas a trés camadas. Esses fragmentos apresentam braquiesclereides,
idioblastos fendlicos e cristais de oxalato de calcio em diferentes formas, como
estiloides na forma de diamante, cristais hexagonais e bipiramidais. Vale ressaltar
que, mesmo permitindo a distingdo da Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral de
diversas plantas de morfologia macroscopica similar, a microscopia nao é capaz de
discriminar essa espécie do contaminante Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral (Brasil,
2019; Antunes et al., 2023b).

Figura 1 - Aparéncia das folhas de Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral (A,
B) e sua distribuicao geografica (C)

Fonte: Trap Hers (2021); Daniel (2021); Catalogue of Life Checklist (2017)
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3.1.2. Composicgao fitoquimica

Rica em metabdlitos secundarios da classe dos taninos, triterpenos e
flavonoides, a espinheira-santa serve como coadjuvante ou protagonista de diversos
tratamentos por meio de seus efeitos anti-inflamatérios, antiulcerogénicos,
antitumorais, entre outros (Araujo Junior et al., 2013; Moura et al., 2021; Duarte;
Debur, 2005).

3.1.2.1 Taninos

Com elevado peso molecular (entre 500 e 3000 Da), os taninos s&o os
metabdlitos mais abundantes nas folhas da espinheira-santa. Este grupo de moléculas
pode ser dividido em hidrolisaveis e condensados, sendo estes ultimos
predominantes. Sua estrutura basica consiste de duas a trés hidroxilas fendlicas

ligadas a um fenol, como ilustrado na Figura 2 (Okuda; Ito, 2011).

Figura 2 — Estrutura quimica dos taninos hidrolisaveis e condensados

A) OH B)
HO OH

HO O
OH

OH
Legenda: A) Tanino hidrolisavel, acido galico; B) Tanino condensado, procianidina;
Fonte: O autor (2024)

Os taninos condensados prevalentes na espinheira-santa séo principalmente
monomeéricos e diméricos. O mecanismo de acao desses metabdlitos varia conforme
seus efeitos benéficos. Como anticarcinogénico, os taninos atuam bloqueando ou
retardando a formacao de tumores, enquanto como antioxidantes sua acdo vem do
alto grau de hidroxilacédo presente no anel que os compde. Além disso, esses
compostos demonstram efeitos anti-helminticos, antivirais, antimutagénicos, anti-

inflamatodrios, entre outros. A maioria de suas fungdes decorre da capacidade dessas
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moléculas de se ligarem a proteinas, precipita-las e complexar ions metalicos.
(Monteiro; Brandelli, 2017; Sharma et al., 2019).

A Relagédo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) estabelece que
produtos fitoterapicos contendo espinheira-santa devem conter entre 60 e 90 mg de
taninos totais em sua composic¢ao, calculados como pirogalol. Este composto fendlico,
encontrado em diversas espécies vegetais, possui agao antioxidante, antipsoriatica e
inibitéria de enzimas. Sua estrutura molecular consiste em 1,2,3-trihidroxibenzeno,

conforme ilustrado na Figura 3. (Shin; Park; Lee, 2019; Sarikaya, 2015).

Figura 3 — Estrutura quimica do pirogalol

OH
HO OH

Fonte: O autor (2024)
3.1.2.2 Triterpenos
Incluidos no grupo dos terpenos, os triterpenos (Figura 4) sdo formados pela
condensacao de seis unidades de isopreno, uma molécula de cinco unidades de
carbono e que serve como base para a formacao dos diversos tipos de terpenos.
Outras classificagdes deste grupo incluem monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos,

entre outros (Jackson, 2008).

Figura 4 - Estrutura molecular basica dos terpenos

2

Fonte: O autor (2023)

28



Nas plantas, estes metabdlitos inibem o crescimento das raizes, protegem
contra herbivoros e favorecem a propagacao da espécie (Monteiro; Brandelli, 2017).
Estudos realizados por Jorge e colaboradores (2004) confirmam que, em seres
humanos, os triterpenos auxiliam significativamente a epitelizagdo e deposi¢ao de
colageno nos tecidos, ajudando no tratamento de Ulceras e outros danos teciduais

semelhantes.

3.1.2.3 Flavonoides

Os flavonoides constituem um enorme grupo de polifendis com nucleo
fundamental de 15 carbonos, composto por dois anéis aromaticos ligados por uma
ponte de trés carbonos a uma estrutura aromatica central que contém um atomo de
oxigénio. Uma representacao grafica desta estrutura pode ser encontrada na Figura
5.

Figura 5 — Estrutura quimica basica de um flavonoide

Fonte: O autor (2023)

Com mais de cinco mil polifenodis diferentes, os flavonoides séo diversificados
e oferecem beneficios tanto para as plantas quanto para seres humanos. Em espécies
vegetais, esses compostos proporcionam protecdo contra organismos agressores
(insetos e virus) e incidéncia de raios UV, além de atrair agentes polinizadores
essenciais. Nos humanos, esses compostos atuam como anti-inflamatdrios,
antialérgicos, anticarcinogénicos, antivirais, antibacterianos, combatem doencas
cardiovasculares e auxiliam na absorg&o de vitamina C. Essas propriedades provém
de sua capacidade de complexar metais, remover radicais livres e se ligar com

especificidade a proteinas (Alzand; Mohamed; 2012; Simbes et al., 2017).
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Inclusas neste grupo de compostos estdo as catequinas, comumente
encontradas em chas medicinais. Na espinheira-santa, a epicatequina € a principal
representante deste grupo, com formula molecular C1sH140s6 € crescente relevancia.
Esta molécula é reconhecida no método de identificacdo descrito na FB 62 edicdo para
garantia da procedéncia de M. ilicifolia (SIMOES, et al., 2017).

Classificada como uma catequina de configuracdo 2R, 3R, a epicatequina
(Figura 6) ¢ principalmente encontrada em vinhos e chas verdes. Produtos a base de
cacau também contém quantidades relevantes dessas moléculas, um dos motivos
pelos quais chocolates estao associados a saude vascular. Este metabdlito age como
quelantes de ions metalicos e neutralizador de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Sua capacidade antioxidante o torna um potencial fitoterapico para diabetes do tipo 2,
enfermidades neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer. A conexao
epicatequina-mitocéndria se mostrou bastante relevante devido a capacidade do
metabdlito de proteger contra a disfungdo mitocondrial, reduzindo a produgéo
excessiva de ROS, nocivos ao ser humano (Bernatoniene; Kopustinskiene, 2018;

Daussin; Heyman; Burelle, 2020).

Figura 6 — Estrutura quimica da epicatequina

OH
OH

HO O L

OH
Fonte: O autor (2023)

3.1.3 Efeitos farmacoloégicos

Varios estudos etnofarmacolégicos comprovaram o uso de folhas de M. ilicifolia
para fins como anti-inflamatério, antiulcerogénico, antimutagénico, anticarcinogénico,

entre outros. Os principais usos incluem o tratamento de toxicidade provocada pela
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administracao de indometacina e alcool, prevencédo de tumores, entre outros. Além
desta espécie vegetal ser bastante eficaz para esses tratamentos, estudos também
nao identificaram efeitos toxicos agudos ou cronicos ao longo dos anos de uso.
Pesquisas mostram que a eficacia da espinheira-santa é comparavel aquelas
alcangadas com o uso do farmaco cimetidina. M. ilicifolia € empregada em diversas
partes do mundo, mas tem como caracteristica ser uma planta medicinal tipica da
medicina tradicional do Brasil, (Filho; Zanchett, 2020).

Como citados anteriormente, os principais compostos bioativos responsaveis
pelos efeitos farmacolégicos de M. ilicifolia sao os flavonoides, taninos e triterpenos.
A combinacgao dos trés compostos confere a infusdo da planta uma gama de efeitos
terapéuticos através de diversos mecanismos diferentes. Entre esses mecanismos
estdo a inibicdo da bomba H*, K*-ATPase, a qual promove a reducédo de lesbes
gastricas; reducao da pressao arterial e risco de eventos cardiovasculares, resultante
da abertura dos canais de potassio, produgao de 6xido nitrico e ativagdo da guanilato-
ciclase, ocasionando uma vasodilatacao significativa; desaceleracao da proliferagao
de células tumorais por meio de varios mecanismos; e efeito anti-inflamatério pela
reducao de fatores pro-inflamatoérios como a IL-6, IL-1 e TNF-a (Veloso et al., 2017;
Filho; Zanchett, 2020). No entanto, ao buscar sobre esta espécie vegetal em diversas
bases de dados disponiveis, nota-se uma escassez de estudos clinicos que
comprovem esses mecanismos € seus respectivos efeitos terapéuticos, criando uma
lacuna de informacgdes significativas.

Ao se tratar da espécie vegetal, os metabdlitos secundarios exercem a
funcao de protecao, evitando ataques de espécies agressoras ao mesmo tempo que
atraem polinizadores, favorecendo a propagagdo da espécie. Os compostos
flavonoides, taninos e triterpenos sao responsaveis pela popularizagao da espinheira-

santa, atribuindo-lhe um potencial comercial significativo.

3.1.4 Produtos disponiveis no mercado

A espinheira-santa possui 6 produtos com registro valido, mas apenas 4 desses
sdo atualmente comercializados, incluindo duas na forma farmacéutica de capsula,
mas tambeém tintura e extrato fluido. Como produtos magistrais, as capsulas contendo

0 po6 da planta sdo as formas mais comumente encontradas, mas também existem as
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tinturas, folhas secas, sachés contendo o po e infusées (Almeida et al., 2012). Essas
diferentes apresentagdes oferecem ao paciente a escolha da forma que se adapta as
suas necessidades, com os principais fins terapéuticos sendo o tratamento de ulceras
e regulacao da fungao gastrica.

A RENAME, constituida a partir da Portaria GM/MS n° 533, de 28 de margo de
2012, inclui essa espécie vegetal e a reconhece como uma alternativa para diversos
tratamentos no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS), recomendando a dose de
60 — 90 mg de taninos totais expressos em pirogalol, como apresentado no Quadro 1
(Brasil, 2022b).

Quadro 1- Formas farmacéuticas reconhecidas pela RENAME para tratamentos com
Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral

Forma
Espécie vegetal | Concentragcao/Composicao o Componente
farmacéutica
Capsula
o 60 a 90 mg taninos totais Tintura
Espinheira-santa . .
o expressos em pirogalol (dose | Suspensao Basico
(M. ilicifolia) o
diaria) oral
Emulséo oral

Fonte: O autor (2023). Adaptado de: RENAME (2022)

3.1.5 Espécies vegetais usadas como adulterantes de Monteverdia ilicifolia
(Mart. ex Reissek) Biral

A espinheira-santa possui caracteres botéanicos préprios, mas existem espécies
morfologicamente similares, o que a torna suscetivel a falsificacdo. A adulteragao
também é favorecida pela nomenclatura popular, pois existem varias espécies
conhecidas popularmente como espinheira que sao utilizadas para esse fim

A falsa espinheira-santa, nome popular para a espécie M. aquifolium, é a
espécie mais comum encontrada em produtos comerciais, seguida de S. bonplandii,
C. gongonha, J. rhombifolia e Z. ilicifolia que também s&o espécies comumente
utilizadas para fins de adulteragao, intencional ou ndo (UFSC, 2020).

Monteverdia ilicifolia e os adulterantes citados, foram objetos de estudo

morfoanatdmico de Antunes et al. (2023a), sendo que esses autores afirmam que é
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possivel a identificacdo de M. ilicifolia e a diferenciagao desta das demais espécies
utilizando caracteres macro e microscopicos em amostras inteiras e rasuradas.
Contudo esses mesmos autores, indicam a necessidade de analises quimicas quando
a amostra estiver pulverizada (Antunes et al., 2023b).

A falsificacdo de produtos a base das folhas secas s6 €& visualmente
identificavel em situagdes que a folha se encontra integra, no entanto, a similaridade
entre as espécies pode ser suficiente para que nem nesse cenario seja possivel
distingui-las. Além disso, em apresentagées como extratos hidroalcodlicos, capsulas
e sachés, essa discriminacéao € inviavel, exigindo metodologias especificas e precisas
para identificar as diversas formas farmacéuticas disponiveis.

Espécies adulterantes trazem consigo problemas relacionados a saude e ao
comércio. No espectro da saude, o emprego de outras plantas, com diferencas
metabdlicas relevantes, compromete o tratamento e o torna ineficaz. Os principais
grupos fitoquimicos afetados com essa troca s&o os taninos e catequinas, ambos
devendo atender aos valores minimos preestabelecidos pela FB 62 edi¢ao. Do ponto
de vista econdmico, a substituicdo por espécies de menor custo promove uma
competicao desleal e proporciona vantagens ilegais ao detentor do produto alterado.

As principais espécies utilizadas como adulterantes de produtos a base da

Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral podem ser encontrados na Tabela 1.
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A dimensao continental do Brasil, aliada a diversidade ambiental, confere-lhe
um potencial imensuravel no ramo dos fitoterapicos. Esta classe de medicamentos
teve seu uso aprovado no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) a partir da
Portaria n° 971, de 3 de maio de 2006, um marco importante, mas controverso.
Enquanto diversos especialistas vém na fitoterapia um alicerce para diversos
tratamentos, muitos ainda acreditam que espécies vegetais devem ser apenas
utilizadas como meétodos alternativos e complementares, na forma de plantas
medicinais (Brasil, 2006; Figueredo; Gurgel; Gurgel Junior, 2014).

O uso de fitoterapicos, no entanto, cresce ano apds ano, e o registro destes
produtos é regulado pela RDC n°. 26, de 13 de maio de 2014. Esta resolugao
estabeleceu que o relatério técnico de seguranca e eficacia do produto pode ter suas
informagdes baseadas em quaisquer dos seguintes pontos: ensaios pré-clinicos e
clinicos; conhecimento em literatura técnico-cientifica; presenca na "Lista de
medicamentos fitoterapicos de registro simplificado" da Instrugdo Normativa (IN) n° 2,
de 13 de maio de 2014, e suas atualizagdes; e tradicionalidade de uso, comprovada
por diversas alternativas, como o uso popular e seguro documentado por mais de 30
anos, e a utilizagdo em episodios e/ou para enfermidades de baixa gravidade. Este
ultimo ponto traz consigo problemas quanto ao que se deve considerar como
fitoterapico, abrindo espagco para dezenas de produtos sem real eficacia e
normalizando o emprego de espécies vegetais para fins a que ndo sado destinados.
Ocorre também uma normalizacdo do uso abusivo de fitoterapicos devido a falsa
premissa de que, por serem “naturais”, nao causam efeitos colaterais. Aliado a isso, a
presenca de produtos sem registro ou notificacdo na ANVISA e a fiscalizagdo com
baixo rigor abrem espaco para falsificagdes e adulteragdes. Sdo necessario mudangas
em duas frentes distintas: ampliar as evidéncias cientificas sobre a seguranca e
eficacia, com base em estudos consistentes, e desenvolver metodologias capazes de
detectar possiveis desvios de qualidade nestes produtos (Santos et al., 2011; Brasil,
2014a; Brasil, 2014b; Figueredo; Gurgel; Gurgel Junior, 2014).

A problematica apresentada, quanto a identificagdo e diferenciacédo da
espinheira-santa de espécies morfologicamente similares, aliada ao fato de sua
distribuicao territorial consistir basicamente na América do Sul, mostra a falta atencao
da sociedade cientifica para tal problema e destaca a importancia de se desenvolver
métodos que sejam eficazes de garantir a autenticidade destas espécies.
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3.1.6 Métodos de identificagao

A identificagdo da espinheira-santa, por meio de método estabelecido pela FB
62 edicao, ocorre em nivel macro e microscopico, e quimico. O método macroscopico
envolve a analise das folhas, avaliando a coloracédo, tamanho, presenca de peciolo,
caracteristicas morfoldgicas foliares e presencga de projegcbes pontiagudas no bordo
foliar. Na microscopia, sdo verificados os marcadores anatdmicos como epiderme
contendo cristais de oxalato de calcio, mesofilo dorsiventral, formato da nervura
central e do peciolo em secgao transversal, sendo que os pds também passam por

analise microscopica (Beltrame et al., 2012; Brasil, 2019; Antunes et al. 2023b).

Figura 7 — Caracteristicas macro e microscopicas de folhas de Monteverdia ilicifolia
(Mart. ex Reissek) Biral

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 Edigao (2019)

O método analitico de identificagdo consiste na cromatografia em camada
delgada (CCD), onde a banda apresentada pela amostra é comparada com uma
epicatequina de referéncia (Brasil, 2019). Além da identificagdo, a espinheira-santa
deve ser submetida a um método de quantificagao para aprovagao quanto ao controle
de qualidade da matéria-prima vegetal. O metabdlito protagonista para identificacéo
da espécie, a epicatequina, € um alvo do doseamento, realizado por cromatografia

liquida de alta eficiéncia, junto aos taninos totais. A FB 62 edigdo reconhece que a
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espinheira-santa deve conter, no minimo, 2,0% de taninos totais e 0,28% de
epicatequinas. Ambos os compostos sao cruciais para a atividade fitoterapica e
identificacdo da espécie vegetal.

Diferentes técnicas cromatograficas séo a base da identificacdo e doseamento
dos metabdlitos secundarios em M. ilicifolia. No entanto, a desvantagem dessas
metodologias esta no impacto ambiental devido ao excesso de solvente utilizados.
Nas diversas bases de dados disponiveis, ndo existem estudos que combinem
eficiéncia com quimica verde, evidenciando a necessidade do surgimento de
metodologias inovadoras (Lopes et al., 2010).

Uma técnica em potencial para essa finalidade, ainda pouco explorada, é a
espectroscopia por infravermelho. Esse método é uma alternativa viavel para a analise
de diversas espécies vegetais e compostos em geral, pois a radiagao no infravermelho
interage com moléculas que possuem momento dipolar associado a suas ligagdes
covalentes, as quais estdo presentes em praticamente todas as estruturas quimicas,
permitindo identificar diferentes grupos funcionais e compostos (Pavia et al., 2015;
ICNIRP, 2013).

3.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

E uma técnica espectroscépica que utiliza a regido do espectro eletromagnético
entre 780 nm e 1 mm (Figura 8) baseada na medi¢ao da radiacao infravermelha
absorvida por uma amostra. Classificado como um método nao-destrutivo e custo-
eficiente, a espectroscopia de infravermelho € amplamente empregada nas industrias
alimenticia, farmacéutica, petrolifera, entre outras. Duas das principais funcoes
atribuidas a esta metodologia s&o a quantificagdo de concentragdes e a detecgéo de
adulteragdes em diversos produtos (Capuano; Ruth, 2016; Panikuttira; O’Donnell,

2018; Subramanian; Prabhakar; Rodriguez-Saona, 2016; Veerasingam et al., 2020).

38



Figura 8 - Regido do espectro magnético contendo o infravermelho
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Fonte: Pavia e colaboradores (2015)

A radiacao infravermelha atua identificando a estrutura de diversos compostos,
pois diferentes moléculas podem atingir um estado excitado ao absorver essa
radiacdo em frequéncias especificas, na ordem de 8 a 40 kJ/mol. A medi¢cado da
vibracdo dos atomos que compdem a estrutura molecular, nos diferentes
comprimentos de onda, gera os chamados espectros, que sao representagdes
graficas e o objeto de estudo desse método. Devido a natureza especifica da
absorcdo, duas moléculas distintas ndo produzem o mesmo espectro, permitindo a
identificacao individual de cada uma (Pavia et al., 2015).

Como vantagens da espectroscopia de infravermelho pode ser citada a elevada
especificidade de identificacdo associada a quimica verde, resultando em uma
reduzida geracao de residuos e uma diminuta necessidade de reagentes e amostras.
A rapida realizagcado e pouca exigéncia de treinamento também tornam esta técnica
uma referéncia para a identificacdo de amostras (Capuano; Van Ruth, 2016).

A faixa de comprimentos de onda que a radiagao infravermelha (IR) engloba
pode ser dividida em trés tipos: IR-A (infravermelho préximo, cobrindo os
comprimentos de onda de 800 a 2400 nm), IR-B (infravermelho médio,
compreendendo 2,4 até 30 ym) e IR-C (infravermelho longo, o mais distante da luz
visivel, englobando 30 ym e 1 mm). Em cada comprimento de onda, a energia

absorvida pela amostra permite identificar as ligacbes presentes na estrutura
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molecular em questado. A consequéncia dessa interagao é a geragao do fingerprint da
amostra (IFSC, 2013).

No caso do estudo de espécies vegetais, as principais ligacbes detectadas sao
CH, OH, NH, SH e CO. A riqueza metabdlica das plantas se traduz em bandas que
representam simultaneamente essas ligagdes, porém de forma e concentragao
diferentes em cada espécie (Oliveira et al., 2018).

Os espectros adquiridos, por si s6, podem nao fornecer informacdes suficientes
para diferenciar espécies vegetais com constituicido semelhante. Uma investigagéo
mais aprofundada se torna possivel pelo uso de métodos estatisticos capazes de
avaliar minuciosamente as bandas detectadas. As andlises estatisticas relevantes
para este estudo incluem tanto a analise exploratdria, que busca identificar as
espécies, quanto a analise discriminatéria, que visa diferencia-las. A quimiometria, um

ramo do estudo analitico, é capaz de atender a essas necessidades.
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CAPITULO 1: ESPINHEIRA-SANTA, ASPECTOS FITOQUIMICOS, CLINICOS E
TECNOLOGICOS: UMA REVISAO DE ESCOPO
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4 CAPITULO 1

41 DESCRIGCAO GERAL

Com destaque dentro das classes dos fitoterapicos, a espinheira-santa é
reconhecida por conta de seus efeitos cicatrizante, anti-inflamatério, antiulcerogénico,
analgésico, entre outros. Ocorre, no entanto, uma extensa utilizacdo desta espécie
vegetal para fins ndo comprovados cientificamente (uso off-label), colocando em risco
a populagéo.

Uso off-label é a utilizagdo de produtos farmacéuticos para fins que nao seguem
as indicagdes comprovadas e homologadas, sendo empregados para outros
propaositos sem a devida comprovacgao, servindo como uma alternativa sem seguranca
elou eficacia, mas possivelmente util (FDA, 2018). O impacto desta pratica nao
engloba apenas medicamentos sintéticos, mas também os fitoterapicos, como é o
caso dos produtos a base da espinheira-santa.

Com o passar de geragdes e culturas, muitos foram os usos de M. ilicifolia. A
difusdo destes conhecimentos ocasionou equivocos do ponto de vista farmacéutico,
tornando popular a aplicacdo desta planta para fins diferentes daqueles com
evidéncias pré-clinicas. Usos como promotor de espermatogénese, anticarcinogénico,
prevencao de ototoxicidade, entre outros, sdo alguns exemplos (Araujo Junior et al.,
2013; Jorge et al. 2004; Kasse et al. 2008; Montanari; Carvalho; Holder, 1998). Vale
ressaltar como essa promogéao de conhecimentos nao se limita ao efeito, mas também
a apresentacao do produto, com dezenas de preparagcdes que podem ser ineficientes
quanto ao uso previsto e otimizado.

Dentro deste contexto € que se insere a revisao de escopo. O levantamento de
evidéncias, sua sintese e resposta a questdo norteadora definida para o estudo
servem de base para o avanco cientifico. A sintese das informagdes disponibilizadas
nas bases de dados permite agregar conhecimentos a partir de pontos de vista
diferentes. A execucgao da revisdo de escopo sintetiza as descobertas relacionadas a
um determinado assunto, 0 que possibilita visualizar aspectos que precisam ser
aprofundados, e assim orienta estudos futuros (Mak; Thomas, 2022; Silva et al., 2018).

Buscando conhecer as lacunas de informacéo sobre aspectos tecnoldgicos, de

seguranca e eficacia relacionados ao uso da espinheira-santa foi conduzida uma
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revisdo de escopo com enfoque na parte fitoquimica, farmacoldgica e tecnolégica de
formulagdes inovadoras contendo essa espécie.

Como resultado procura-se conhecer para quais finalidades a espinheira-santa
pode ser utilizada, as principais formas farmacéuticas, concentracées de uso, as
formas como a planta foi utilizada (folha, pd, extrato), toxicidade, entre outros, e

apontar lacunas para futuras pesquisas ou desenvolvimentos tecnoldgicos.
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4.2 OBJETIVOS

Realizar uma revisdo de escopo a partir de artigos e patentes envolvendo as
perspectivas fitoquimicas, farmacoldgicas e inovagdes tecnoldgicas da espinheira-
santa, buscando responder a seguinte pergunta: “Quais séo as evidéncias cientificas
sobre a Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral com relagdo aos seus aspectos

fitoquimicos, farmacolégicos e tecnologicos?”

4.2.1 Objetivos especificos

e Desenvolver uma estratégia de busca que compreenda estudos e inovagdes
envolvendo a espinheira-santa;

e Manejar artigos e patentes a partir do gerenciador de referéncias Rayyan,
excluindo estudos duplicados e que n&o se adequem ao tema.

e Extrair as informacgdes relevantes dos estudos que se adequem aos critérios de
inclusao propostos;

e Correlacionar os aspectos fitoquimicos, farmacolégicos e tecnoldgicos

encontrados para a espinheira-santa.
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43 METODOLOGIA

Este estudo foi conduzido seguindo as diretrizes do Instituto Joanna Briggs
(JBI) e os dados foram reportados conforme a extensao “Preferred Reporting ltems
for Systematic Reviews and Meta-Analyses” para revisao de escopo (PRISMA-ScR)
(Tricco et al., 2018; Peters et al., 2015). O protocolo da revisao foi registrado na base
de dados OSF (Zein et al., 2023, October 18. Espinheira-Santa phytochemical, clinical
and technological aspects: A scoping review.
https://doi.org/10.17605/0OSF.I0/ZSPU2).

As pesquisas se deram a nivel de artigos e patentes. Para a busca dos artigos,
termos relacionados a estudos fitoquimicos, farmacoldgicos e conhecimento técnico-
cientifico, nomenclatura cientifica e popular atual ou anteriormente relacionado a
espinheira-santa foram utilizados. Esses termos foram pesquisados por titulo, resumo
e/ou palavras-chave, e adaptados para as plataformas de busca PubMed, Scopus e
Web of Science a partir dos operadores Booleanos “AND” e “OR”. (Tabela 2). Uma

busca manual também foi conduzida.

Tabela 2 — Estratégia de busca para os artigos

Plataforma de busca

Queries

PubMed

(((("Maytenus ilicifolia"[Title/Abstract]) OR ("Monteverdia
ilicifolia"[Title/Abstract])) OR ("espinheira-santa"[Title/Abstract])) OR
("espinheira santa"[Title/Abstract])) OR ("M. ilicifolia"[Title/Abstract])

((((("folk medicine"[Title/Abstract])) OR ("traditional
medicine"[Title/Abstract)])) OR ("technological
approach"[Title/Abstract])) OR ("pharmacological"[Title/Abstract])) OR
("clinical trial"[Title/Abstract])

((((("Maytenus ilicifolia"[Title/Abstract]) OR ("Monteverdia
ilicifolia"[Title/Abstract])) OR ("espinheira-santa"[Title/Abstract])) OR
("espinheira santa"[Title/Abstract])) OR ("M. ilicifolia"[Title/Abstract]))
AND ((((("folk medicine"[Title/Abstract)])) OR ("traditional
medicine"[Title/Abstract])) OR ("technological
approach"[Title/Abstract])) OR ("pharmacological"[Title/Abstract])) OR
("clinical trial"[Title/Abstract])

Scopus

( TITLE-ABS-KEY ( "maytenus ilicifolia" ) OR TITLE-ABS-KEY (
"monteverdia ilicifolia" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "espinheira-santa" ) OR
TITLE-ABS-KEY ( "espinheira santa" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "m.
ilicifolia" ) )
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( TITLE-ABS-KEY ( "folk medicine" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "traditional
medicine”" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "technological approach” ) OR
TITLE-ABS-KEY ( "pharmacological") OR TITLE-ABS-KEY ( "clinical
trial" ) )

( ( TITLE-ABS-KEY ( "maytenus ilicifolia" ) OR TITLE-ABS-KEY (
"monteverdia ilicifolia" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "espinheira-santa" ) OR
TITLE-ABS-KEY ( "espinheira santa" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "m.
ilicifolia" ) ) ) AND ( ( TITLE-ABS-KEY ( "folk medicine" ) OR TITLE-
ABS-KEY ( "traditional medicine" ) OR TITLE-ABS-KEY (
"technological approach" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "pharmacological" )
OR TITLE-ABS-KEY ( "clinical trial" ) ) )

Web of Science

((((TS=("Maytenus ilicifolia")) OR TS=("Monteverdia ilicifolia" )) OR
TS=("espinheira-santa")) OR TS=("espinheira santa")) OR TS=("M.
ilicifolia")

((TS=("folk medicine")) OR TS=("traditional medicine")) OR
TS=("technological approach”)) OR TS=("pharmacological")) OR
TS=("clinical trial")

((((TS=("Maytenus ilicifolia")) OR TS=("Monteverdia ilicifolia" )) OR
TS=("espinheira-santa")) OR TS=("espinheira santa")) OR TS=("M.
ilicifolia")  AND  ((((TS=("folk medicine")) OR TS=("traditional
medicine")) OR TS=("technological approach")) OR
TS=("pharmacological")) OR TS=("clinical trial")

Fonte: O autor (2023)

Para pesquisa das patentes buscou-se os termos “Maytenus ilicifolia” e

“Monteverdia ilicifolia’ nas plataformas de busca Google Patents, Espacenet, Derwent

Innovations Index e The Lens (Tabela 3).

Tabela 3 — Estratégia de busca para as patentes

Base de dados Termos pesquisados

Google Patents

Espacenet

Maytenus ilicifolia/Monteverdia ilicifolia

Derwent Innovations Index

The Lens

Fonte: O autor (2023)
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4.3.1 Critérios de elegibilidade

Os critérios de inclusdo e exclusao para ambos artigos e patentes foi similar, e
buscou delimitar a pesquisa, direcionando o estudo para que respondesse a seguinte
questédo norteadora: “Quais sao as evidéncias cientificas sobre a M. ilicifolia com

relacdo aos seus aspectos fitoquimicos, clinicos e desenvolvimentos tecnolégicos?”

4.3.2 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusao foram estabelecidos com base no acrénimo PCC,
sendo P, populagado, estudos que utilizaram a M. ilicifolia para fins medicinais, C,
conceito, estudos que identificaram e correlacionaram o perfil fitoquimico, atividades
farmacoldgicas e perspectivas tecnoldgicas envolvendo a M. ilicifolia, e C, contexto,
artigos e patentes que exploraram aspectos pré-clinicos, clinicos e inovagdes

envolvendo a M. ilicifolia.

4.3.3 Critérios de exclusao

Estudos publicados em caracteres ndo-romanos; Revisdes narrativas, revisdes
de escopo, revisdes sistematicas, estudos do tipo caso-controle; Artigos cientificos
baseados em espécies vegetais que ndao a M. ilicifolia ou que ndo a tenham relagao
com a atividade biolégica, aspecto fitoquimico e formas farmacéuticas foram

excluidos.
4.3.4 Gerenciamento dos resultados

Todos os artigos e patentes encontrados foram adicionados a plataforma de
gerenciamento de referéncias Rayyan. Foram identificadas e excluidas as duplicatas,

enquanto os trabalhos restantes foram verificados quanto a adequagdo ao tema

proposto.
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4.3.5 Processo de selegao

Apo6s a remocéao das duplicatas, cada estudo foi analisado individualmente, a
nivel de titulos e resumos, por dois revisores (AKEZ e JTE). Com os estudos elegiveis
selecionados, a proxima etapa foi revisar na integra os artigos e patentes restantes.
Em ambos os momentos, todas as incoeréncias quanto ao julgamento dos revisores
passaram por uma analise adicional por um terceiro revisor (RELL). Artigos e patentes
gue nao se adequaram a proposta foram excluidos, com sua identificagao e razao de
exclusao registrados. Estudos aprovados passaram por uma etapa de extragdo dos

dados, visando extrair e agrupar informacgdes pertinentes ao tema.

4.3.6 Extracao dos dados

Ambos os revisores responsaveis pela elegibilidade dos estudos também
conduziram a extracdo de dados. A metodologia de extracdo consistiu em obter as
informacdes de artigos e patentes julgadas relevantes para o presente estudo e as
inserir em planilhas do programa Excel (versdao 2306, 2016). Os dados extraidos
nessa etapa foram: 1) Dados de publicagdo: Titulo do artigo/patente, autores, data de
publicagdo (ano, més e dia), localizagdo (pais, estado, cidade), tipo de publicagao, e
orgao fundador. Il) Detalhes do estudo: Tipo de estudo, objetivos, critérios de
elegibilidade (inclusdo e exclusdo), forma farmacéutica na qual a espinheira-santa foi
empregada, metodologia de produgao, concentragdo da planta na formulagéo,

desfechos, e conclusdo quanto a espécie vegetal e produto.
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4.4

RESULTADOS E DISCUSSOES

Um total de 115 artigos foram encontrados nas bases de dados propostas

(Fluxograma 1). Inicialmente, 52 estudos foram excluidos por se tratarem de

duplicatas. Os 63 restantes prosseguiram para a leitura de titulos e resumos, dos quais

40 foram excluidos por ndo se enquadrarem na proposta de pesquisa, restando 23

artigos para analise integral, ressaltando a baixa quantidade de evidéncias cientificas

sobre essa espécie vegetal. Apenas 13 estudos se adequaram aos critérios propostos

e tiveram suas informacgdes extraidas (Baggio et al., 2009; Ducat et al., 2011; Ecker et
al., 2017; Ferreira et al., 2004; Horn; Vargas, 2003; Jorge et al., 2004; Kohn et al.,
2012; Oliveira et al., 1991; Queiroga et al., 2000; Leme et al., 2013; Schindler et al.,
2021; Tabach; Duarte-Almeida; Carlini, 2017; Wonfor et al., 2017).

[ Identificagao ]

Fluxograma 1 - Fluxograma para revisdo de escopo (artigos)

Triaaem

Registros identificados em:
PubMed (n = 21)
Scopus (n = 56)

Web of Science (n= 38)
Total (n = 115)

v

Registros examinados
(n=63)

A4

Registros procurados para

recuperagao

(n=23)

Reports avaliados quanto a
elegibilidade

(n=23)

A4

Incluidos

Estudos incluidos nesta reviséo
(n=13)

Registro de estudos incluidos
(n=13)

Registros removidos antes da
triagem:
Duplicatas removidas
(n=52)
Registros removidos por
demais razdes (n = 0)

Registros excluidos
(n =40)

Registros n&o recuperados
(n=0)

Registros excluidos:
Foco em plantas diferentes
da M. ilicifolia (n = 1)
Desfecho (n = 4)
Desenho de estudo (n = 5)

Fonte: O autor (2024)
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Para as patentes foram encontrados 268 registros (Fluxograma 2). 152 destas
foram excluidas na sequéncia por se tratarem de duplicadas. As 116 patentes
restantes seguiram para a etapa de leitura do titulo e resumo, dos quais foram
incluidos 18 registros, e excluidas 95 patentes, constando também trés registros n&o
recuperados. Apos leitura na integra dos registros aprovados, constatou-se que
apenas trés registros prosseguiriam para extracao de informagdes, com as demais
patentes (15) ndo se adequando ao critério de inclusdo (Nakamura et al., 1997,
Nakamura et al., 1997; Salvador et al., 2020).

Fluxograma 2 - Fluxograma para revisdo de escopo (patentes)

Registros identificados em: Registros removidos antes da
o Google Patents (n = 44) tri :
S Es t(n =51 riagem: '
O pacenet (n )
© . Duplicatas removidas
o Derwent Innovations Index - (n = 152)
b (n=20) . .
€ R
S| | Teies-) ot oo o
) Total (n = 268)
——
e \4
Registros examinados > Registros excluidos
(n=116) (n=95)
\ 4
Registros procurados para Registros ndo recuperados
c recuperagao —> (n 23) P
@ (n=21)
=)
&
S
: '
Reports avaliados quanto & Reglijstros ﬁXC(;UI'd051 do (n=1)
elegibilidade —> esenho de estudo (n =
(n=18) Alvo do estudo incorreto
(n=2)
Auséncia da M. ilicifolia
(n=2)
Caracteres ndo-romanos
-/ (n = 2)
Patentes pendentes (n = 4)
) Patentes descontinuadas
2 Estudos incluidos nesta reviséo (n=4)
= (n=3)
% Registro de estudos incluidos
= (n=3)

Fonte: O autor (2024)
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441 Inovagoes cientificas

Foi encontrada uma tendéncia com relagdo a regido de publicagdo dos 13
estudos aprovados, sendo 11 deles publicados no Brasil (11/13, 84,6%, Baggio et al.,
2009; Ducat et al., 2011; Ecker et al., 2017; Ferreira et al., 2004; Jorge et al., 2004,
Kohn et al.,, 2012; Oliveira et al., 1991; Queiroga et al., 2000 Leme et al., 2013;
Schindler et al., 2021; Tabach; Duarte-Almeida; Carlini; 2017), e os dois restantes no
Reino Unido (2/13, 15,4%, Horn; Vargas, 2003; Wonfor et al., 2017) (Figura 9). Os
efeitos estudados nos artigos incluiam antimicrobiano (1/13, 7,70%, Ducat et al,,
2011), antiulcerogénico (2/13, 15,4%, Ferreira et al., 2004; Queiroga et al., 2000),
hipoglicémico (1/13, 7,70%, Schindler et al., 2021), antiviral (1/13, 7,70%, Kohn et al.,
2012), anti-inflamatério (2/13, 15,4%, Jorge et al., 2004; Wonfor et al., 2017),
antimutagénico (1/13, 7,70%, Horn; Vargas, 2003), diurético/hipotensivo (1/13, 7,70%,
Leme et al., 2013), atividade gastrica (1/13, 7,7%, Baggio et al., 2009), fertilidade
(1713, 7,70%, Ecker et al., 2017) e avaliagao de seguranga (2/13, 15,4%, Oliveira et
al., 1991; Tabach; Duarte-Almeida; Carlini, 2017)) (Figura 9). Os anos de publicagao
compreenderam 1991 a 2021, sendo 2017 o ano com o0 maior numero de estudos
selecionados, sendo trés registros (Ecker et al., 2017; Tabach; Duarte-Almeida;
Carlini; 2017; Wonfor et al., 2017) (Figura 9). O Quadro 2 descreve as principais
caracteristicas dos estudos. A agua foi o principal solvente usado para preparar o
extrato da folha (4/13; 30,8%), seguida pelo etanol (3/13; 23,1%), uma mistura de
diferentes solventes, como hexano, cloroférmio, acetato de etila etc. (3/13; 23,1%),
agua e etanol individualmente (2/13; 15,4%) e apenas hexano (1/13; 7,7%) (Figura
9). Nove dos 13 estudos utilizaram modelos in vivo (9/13, 69,2%, Baggio et al., 2009;
Ecker et al., 2017; Ferreira et al., 2004; Jorge et al., 2004; Oliveira et al., 1991,
Queiroga et al., 2000; Leme et al., 2013; Schindler et al., 2021; Tabach; Duarte-
Almeida; Carlini, 2017), sendo um deles um estudo clinico (Tabach; Duarte-Almeida;
Carlini, 2017), enquanto os outros quatro foram baseados em modelos in vitro (4/13,
31,8%, Ducat et al., 2011; Horn; Vargas, 2003; Kohn et al., 2012; Wonfor et al., 2017)
(Figura 9). Todos os estudos usaram folhas como seu principal farmacdgeno e

extratos/infusbes em formulacdes farmacéuticas.
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Figura 9 — Caracteristicas dos artigos incluidos no estudo

>
w
O

} : 10-
4 15 69.2%

30,8%

Nuamero de artigos
Nimero de artigos
Numero de artigos

N D OO N AD AN In vivo In vitro
NN
B S S S S

Ano de publicagao

Antimicrobiano (Ducat et af., 2011)
Antiulcerogénico (Ferreira et al. 2004;
Queiroga et al. 2000)

Antihiperglicémico (Schindler et al, 2021)

- Agua Antiviral {Kohn et al. 2012)
Soivente == Etanol Atividade Anti-inflamatério (Jorge et al, 2004;
extrator == Agua e etanol terapéutica Wonfor et al., 2017)
= u?::-":‘: Antimutagénico (Horn, Vargas, 2003)
istu

Diurético/hipotensivo (Leme et ai., 2013)
Gastrico (Baggio et al., 2009)
Fertilidade (Ecker et a/., 2017)

Toxicologico (Oliveira et al., 1891; Tabach,
Duarte-Almeida, Carlini, 2017)

Legenda: A = Numero de artigos publicados ao longo dos anos; B = Numero de artigos por
regido de publicacao; C = Principal modelo experimental utilizado nos estudos; D = Principal solvente
de extragao utilizado nos estudos; E = Fim terapéutico para cada um dos estudos.

Fonte: O autor (2024)

O crescente numero de artigos publicados com o passar dos anos pode ser
resultado da conscientizacdo sobre a importancia do monitoramento de produtos
naturais e da necessidade de coloca-los em evidéncia. Observa-se que o Brasil é o
centro de estudos sobre a M. ilicifolia, fato condizente com a tradicionalizacdo da
espécie vegetal no pais. Os artigos demonstraram como esta espécie vegetal
apresenta um amplo espectro de agao, servindo como opgao para tratamentos
diversos. Os modelos in vivo sédo o foco principal dos estudos com a M. ilicifolia, pois
esta espécie faz parte de muitos tratamentos e nao apresenta efeitos adversos
importantes. Todas essas informacgdes, além do principal solvente extrator e
conclusdes encontradas, foram registradas no Quadro 2.
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As finalidades terapéuticas trabalhadas nos artigos puderam ser
correlacionadas com os principais metabdlitos secundarios extraidos da planta. Os
dominios fitogeograficos de todos os exemplares de M. ilicifolia também foram
registrados, uma vez que bioma onde a planta teve seu crescimento pode ter um
impacto significativo no perfil e nas concentracées de seus metabdlitos secundarios.
A técnica usada para a extracdo desses compostos foi registrada, permitindo um
entendimento de quais metodologias devem ser usadas para a otimizagdo da
extracdo. Todas as classes de metabdlitos secundarios e seus efeitos correlatos

podem ser encontrados na Quadro 3.
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Os metabdlitos secundarios mais relevantes, de acordo com os artigos, para

os efeitos de M. ilicifolia tiveram suas estruturas quimicas evidenciadas na Figura 10.

Figura 10 - Estrutura molecular dos principais metabdlitos secundarios presentes na
espinheira-santa

CH, CHy

Legenda: A) = Esqualeno (Schindler et al., 2021) B) = Friedelan-3-8-ol (Queiroga et al., 2000);
C) = Friedelina (Queiroga et al., 2000); D) = Catequina (Baggio et al., 2009; Ecker et al., 2017; Leme
et al., 2013); E) = Epicatequina (Baggio et al., 2009; Ecker et al., 2017; Leme et al., 2013); F) =
Epiafzelequina (Baggio et al., 2009; Leme et al., 2013); G) = Afzelequina (Baggio et al., 2009; Leme et
al., 2013); H) = Galocatequina (Leme et al., 2013); |) Epigalocatequina (Leme et al., 2013); J) =
Quercetina (Baggio et al., 2009; Ecker et al., 2017; Leme et al., 2013); K) = Kaempferol (Baggio et al.,
2009; Ecker et al., 2017; Leme et al., 2013); L) = Rutina (Baggio et al., 2009; Ecker et al., 2017); M) =
Quercitrina (Baggio et al., 2009).

Fonte: O autor (2024)
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4.4.1.1 Efeitos gastricos

Como uma das protagonistas da medicina popular, a espinheira-santa é eficaz
para diversos tratamentos. A razao desta capacidade se encontra nos metabdlitos que
compde as folhas desta planta, como os triterpenos. Dentro deste grupo um destaque
€ dado ao friedelan-3--ol e friedelina, compostos caracteristicos de M. ilicifolia com
reconhecida eficiéncia no tratamento de ulceras e gastrites estomacais, além de
marcadores para certificacdo de veracidade da espécie vegetal (Mariot; Barbieri,
2006; Nossack et al., 2000). Neste contexto, Queiroga e colaboradores
desenvolveram uma metodologia para isolar e avaliar a eficacia antiulcerogénica de
ambos estes compostos. Extratos de baixa polaridade a base de folhas de espinheira-
santa foram obtidos e comparados a outras alternativas de tratamento, como ranitidina
a 50 mg/kg, cimetidina a 100 mg/kg, com a concentragéo de friedelan-3-8-ol a 10, 30
e 100 mg/kg e friedelina a 12,5; 25 e 100 mg/kg. Analises por cromatografia gasosa
acoplada a um espectrdmetro de massas evidenciaram a presencga destes triterpenos
em extratos a base de hexano. Os modelos in vivo demonstraram que ambos
triterpenos friedelan-3-G-ol e friedelina ndo foram capazes de inibir as lesdes,

independente da concentracdo utilizada (Queiroga et al., 2000) (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeitos da administracao de friedelan-3-3-ol e friedelina

Tratamento Dose (mg/kg) n ULI (média* S.E.M) Inibigao ULI (%)

Salina - 5 36.1 1+ 10.1 -
Ranitidina 50.0 5 4.3 +1.6* 88.9
Cimetidina 100.0 5 25+04* 92.3

Friedelan-3-8-ol 10.0 5 46.2 +11.8 -
Friedelan-3-8-ol 30.0 5 444 +12.6 -
Friedelan-3-8-ol 100.0 5 33.8+8.0 -
Friedelina 12.5 4 38.8+11.9 -
Friedelina 25.0 4 35.3+£10.8 -
Friedelina 50.0 4 36.5+14.8 -
Mistura de 1 + 2* 300.0 5 32684 -

Legenda: *p<0.05: Teste ANOVA seguido de teste de Duncan. n = Numero de cobaias testadas;
ULI = Indice de lesao ulcerativa; 1 - Friedelan-3-8-ol; 2 - Friedelina.
Adaptado de: Queiroga et al., 2000.

68



Concluiu-se que os compostos em questao ndo sao os responsaveis pelo efeito
antiulcerogénico da espinheira-santa. Uma alternativa para aprimorar o estudo seria
o desenvolvimento de um extrato a base de raizes de M. ilicifolia, uma vez que 0s
triterpenos em questao sao produzidos nas folhas, mas tendem a se translocar até as
regides mais baixas da planta, onde sao transformados em maitenina e pristimerina
(Mariot; Barbieri, 2006).

Ainda no tema da atividade antiulcerogénica da espinheira-santa, Ferreira e
colaboradores investigaram a agcado de um extrato aquoso liofilizado (LAEMIL) sobre a
secrecao gastrica de sapos (Ferreira et al., 2004). A adicao do LAEMIL a superficie
serosa da mucosa gastrica foi capaz de reduzir a secre¢ao de ions H+ nesta regiao,
mas também reduziu a secrecéo basal de acido de forma rapida quando adicionada
na superficie luminal, na ordem de 5.9 +0.3 para 3.9 0.2 yEq.g"' em 15 minutos. Além
do efeito bloqueador, o extrato foi capaz de reduzir a secrecédo de acido estimulada
por farmacos como a histamina. A secrecao acida basal nao foi reduzida de forma
significativa com o LAEMIL (7 mg%) aplicado em baixas doses e individualmente, no
entanto, quando administrado em conjunto com cimetidina (10 IM), o efeito é
acentuado, indicando uma possivel similaridade quanto ao mecanismo de inibicao de
ambos. E atribuida a presenca de constituintes fenélicos, como taninos condensados,
a atividade antiulcerogénica e redutora de secregao das folhas de espinheira-santa.
O extrato liofilizado apresentou significativo efeito de redug¢ao gastrica concentragao-
dependente. Mesmo com o desconhecimento do mecanismo de agao do LAEMIL, o
presente estudo indica que a rota de inibigdo da secregao acida se assemelha ao de
farmacos como a cimetidina, além de uma atividade antagonista aos receptores de
histamina H2 (Ferreira et al., 2004).

Monteverdia ilicifolia tem sido empregada na medicina popular como uma
alternativa para tratamento de disturbios gastrointestinais. Investigando a influéncia
qgue o uso desta planta traz sobre a motilidade desta fungéo, Baggio e colaboradores
baseiam seus resultados em modelos in vivo compostos por ratos Swiss. O estudo
empregou uma purificagdo bioguiada com um extrato primordial rico em flavonoides a
base de folhas da espinheira-santa, a fim de identificar os principais compostos ativos
da planta. Formaram-se diversas fragdes a partir do solvente empregado, sendo eles
o cloroférmio (CF), acetato de etila (EAF), butanol (BuF) e agua (AgF). A porcao EAF,
quando tratada com 20 mL de acetato de etila, gerou mais duas fragcdes também
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estudadas, uma insoluvel (insF) e outra soluvel (solF). Uma investigagdo quimica a
partir da espectrometria de massas permitiu estabelecer o perfil metabdlico desses
extratos, os quais se apresentaram ricos em taninos na forma de catequina,
epicatequina, afzelequina e epiafzelequina, além de flavonoides glicosidicos de uma
a quatro unidades de monossacarideos, com quercetina e kaempferol como porgao
aglicona, flavonoides diglosidicos (rutina e quercitrina) e triglicosidicos. Os extratos
produzidos apresentavam concentragdo de 10 a 100 mg/kg. O tratamento com estas
solugdes promoveu o esvaziamento gastrico de forma mais significativa que farmacos
anticolinérgicos como a atropina a 3 mg/kg e metoclopramida a 30 mg/kg (Tabela 5).
O transito intestinal ndo demonstrou alteracao pela administracdo da metoclopramida,
porém os extratos apresentaram mudancgas a nivel de 45 + 4%, valor acima dos 38%
encontrados para a atropina. A solugcdo CF nado demonstrou impacto para estes
parametros, porém para os extratos AqF (40 mg/kg), BuF (28,1 mg/kg) e EAF (19,3
mg/kg), encontrou-se, respectivamente, 75 e 67%, 63 e 76%, e 58 e 72%. A fragéo
solF (9,6 mg/kg) nao apresentou influéncia sobre os fatores estudados, enquanto a
fracdo insF promoveu o esvaziamento gastrico e reduziu o transito intestinal em 56 e
59%, respectivamente, demonstrando uma relevante eficiéncia quanto a dose-
concentragdo empregada. Todas as fragbes se mostraram superiores a atropina e
metoclopramida. Os achados do estudo corroboram para uma reducao potente da
motilidade gastrointestinal por mecanismos de antagonismo muscarinico (Baggio et
al., 2009).

Tabela 5 — Efeito comparativo das fragdes solF e insF quanto a motilidade
gastrointestinal das cobaias

Grupo de Dose Transito intestinal Esvaziamento gastrico
tratamento (mg/kg) (% do efeito) (% do efeito)
Controle - 48.1 £ 5.1 57.6 £ 4.1
solF 9.6 359+8.6 722 +9.7
insF 9.7 24.4 + 4 4% 26.7 £ 7.6%
Atropina 3 242 +21* 32.5 + 3.6%
Metoclopramida 30 541 +1.7* 79.5+6.3"

Legenda: *Andlise da variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni (p <0,05).
Adaptado de: Baggio et al. (2009)
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E possivel deduzir que os mecanismos envolvidos em outras fungdes da planta,
como aumento da secrec¢ao gastrica e antiulcerativo, sado distintos do objeto de estudo
deste artigo. O extrato também mostrou efeito vasodilatador dependente do 6xido
nitrico. Efeitos espasmoliticos e anti-diarreicos também puderam ser percebidos,
exigindo maiores estudos para comprovacéao. A fracao insF apresentou cerca de 11
vezes mais quercetina quando comparado ao extrato rico em flavonoides do qual teve
origem, enquanto o valor de taninos e demais flavonoides se mostrou reduzido. Esta
reducdo ndao impactou a capacidade de acdo do insF, o que permite deduzir a
importancia exclusiva da quercetina neste quesito. Estudos demonstram que este
composto age a partir do relaxamento da musculatura gastrica lisa por meio de canais
K+ATP e independe da via do oxido nitrico para tal, tendo um mecanismo ainda a ser
elucidado (Modzelewska et al., 2021).

4.4 1.2 Atividade antimicrobiana e antiviral

Existe uma errbnea concepg¢ao que tratamentos a partir de fitoterapicos se
resumem a elucidagdo de alguma enfermidade sem a possibilidade de danos ao
usuario no processo. Neste contexto, Ducat e colaboradores viram na composi¢ao
metalica das plantas uma alternativa de estudo, buscando a quantificagdo de ions
metalicos a fim de garantir a seguranga pela auséncia de compostos téxicos como
chumbo e cadmio. A riqueza de metabdlitos das folhas também foi estudada a partir
dos flavonoides e compostos fendlicos, ambos responsaveis por proporcionar efeitos
antibidticos, os quais n&o se apresentaram totalmente elucidados. Ressalta-se como
os ions metalicos também sao reconhecidos por agirem em sinergia com esta classe
de farmacos, sendo importante verificar o potencial desta combinacgao. Foi empregada
a quimiometria na forma de Analise de Componentes Principais (PCA) para
correlacionar os aspectos e similaridades entre as amostras testadas. O estudo se
deu pelo uso de extratos etandlicos feitos a base das folhas da planta e apresentaram
proporcao de 70 e 95% (V/V), denominadas ES70 e ES95, respectivamente. A solugcéo
de 70% permitiu uma extragdo mais eficiente dos ions metalicos por conta de sua
polaridade mais acentuada, porém, quantidades superiores de flavonoides e
compostos fendlicos foram isoladas com o extrato ES95. Nao foram encontrados os
ions chumbo, cadmio, ferro, cromo e manganés em nenhum dos extratos. Constatou-

se que a ES70 foi a unica capaz de inibir o Staphylococcus aureus, com sua
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concentracao bactericida minima (MBC) sendo de 25 mg/mL. A concentragao inibitoria
minima (MIC) desta solugao foi de 0,25 mg/mL. Ambos os extratos foram eficientes
para a Klebsiella pneumoniae, sendo o MIC semelhante aquele encontrado para a S.
aureus. O MBC encontrado para esta bactéria, utilizando o extrato ES95, também foi
de 0,25 mg/mL. Nao se identificou atividade antimicrobiana contra os microrganismos
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Listeria monocytogenes ATCC 19111,
Candida albicans (clinicamente isolada). O modelo quimiométrico de PCA foi capaz
de identificar corretamente os extratos ES95 e ES70 com um total de 94,73% da
variancia capturada dividida entre duas componentes principais (Ducat et al., 2011).

O resultado dos estudos in vitro demonstrou que a associagao dos ions
metalicos aos metabolitos secundarios da M. ilicifolia dao aos extratos uma atividade
antimicrobiana em potencial. Metais tendem a se complexar e formar quelatos na
presencga de antibiéticos, ampliando sua agéo. Alguns dos ions mais conhecidos por
realizar essa atividade sdo o magnésio, calcio, cobre, aluminio e zinco, todos
encontrados na metodologia proposta pelo estudo. E provavel que os metais
presentes na planta serviram como facilitadores para a agao dos compostos fendlicos,
enquanto os flavonoides se complexaram aos ions pois sao capazes de reduzir sua
toxicidade (Khurana; Pulicharla; Brar, 2021; Seeder; Agarwal, 2010; Sutradhar et al.,
2023).

Seguindo a linha de enfermidades infecciosas, a espinheira-santa apresenta
terpenos, flavonoides, compostos fendlicos, proteinas e outros metabdlitos que
possuem potencial reconhecido e tem sido utilizada para confecgédo de antivirais. O
desenvolvimento de alternativas como essa vem da necessidade de contornar
situagbes como resisténcia viral, recidivas e aprimorar tratamentos com elevados
efeitos colaterais (Kohn et al., 2012). Kohn e colaboradores realizaram estudos in vitro
avaliando a atividade da Monteverdia ilicifolia contra herpesvirus bovino tipo 5 (HBV-
5) e metapneumovirus aviario, infecgbes virais de consequéncias extremamente
prejudiciais. As folhas da planta foram utilizadas para sintese de um extrato etandlico
de 25 pg/mL de concentragdo. A formulagdo demonstrou 99% de atividade inibitéria
para o HBV-5, com um potencial de 90% de inibicdo no estagio de adsorgéo do virus
por meio do bloqueio dos receptores responsaveis por sua adesdo, e nenhuma
atividade no estagio de replicagcdo. A concentragao necessaria para alcancar 50% de
citotoxicidade viral foi proxima a 100 pg/mL. O mecanismo de inibigdo nao foi
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totalmente elucidado. Nao foi identificada atividade durante a replicagao viral contra
parvovirus, betacoronavirus (MHV-3) ou virus sincicial respiratério bovino (BRSV).
Além da eficiéncia contra organismos virais, o extrato também apresentou baixa
citotoxicidade e estabilidade (Kohn et al., 2012). A espinheira-santa tem um potencial
antiviral expressivo, porém, estudos adicionais sdo necessarios para identificar seu
mecanismo de agdo, sendo a sua riqueza de flavonoides glicosidicos uma
possibilidade, por conta da capacidade desta classe compostos de inibirem a entrada,

replicacéo e translagao de proteinas virais (Badshah et al., 2021; Silva et al., 2020).

4.4 1.3 Atividade anti-inflamatoria

Além da influéncia sobre o sistema digestivo e potencial antiviral, os flavonoides
contidos nas folhas da espinheira-santa tém uma relagdo direta com reacdes
inflamatadrias, principalmente no sistema gastrico. Compostos como a quercetina e
kaempferol pertecem a esta classe e protegem o organismo por inibir a secrec¢ao de
enzimas e citocinas pro-inflamatérias como as lisoenzimas, B-glucoronidase,
interleucina-1B, interleucina-6 e TNF- a, além de regular a expressao de genes que
promovem este efeito (Al-Khayari et al., 2022; Ginwala et al., 2019). A luz do exposto,
Jorge e colaboradores ampliaram o espectro da busca para os efeitos anti-
inflamatdrio, antinociceptivo e inibitério quanto a lesdes gastricas da espinheira-santa
(Jorge et al., 2004). A investigagcdo desses trés efeitos se deu por conta da
composi¢cao da planta que compreende os taninos condensados, triterpenos e
flavonoides, trio de metabdlitos relacionados com efeitos analgésico, anti-inflamatério,
e antiulcerogénico, com eficacia equiparavel a cimetidina. A partir das folhas da M.
ilicifolia e com os solventes hexano e acetato de etila foram produzidos extratos de
80, 160, 320 e 640 mg/kg de concentracdo. Ambas as solugdes tiveram seus efeitos
comparados aqueles gerados pela indometacina a 20 mg/kg e cimetidina a 100 mg/kg
em ratos Wistar e camundongos Swiss. Todas as solu¢des foram administradas de
forma oral. Notou-se uma diferenca relevante entre os tipos de extrato desenvolvidos
quanto ao perfil fitoquimico: enquanto a formulacédo a base de hexano se viu rica em
triterpenos, o extrato com acetato de etila apresentou principalmente compostos
polifendlicos, taninos condensados e flavonoides. O modelo de nocicepcédo utilizado
consistiu de edemas induzidos pela aplicacdo subcutinea de formaldeido a pata de
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camundongos, reagao controlada principalmente pela formulacdo de hexano a 640
mg/kg. Extratos a base deste solvente, na concentragao de 320 e 640 mg/kg, foram
mais eficientes na reducdo do edema em relacdo as outras formulagdes, com a
primeira produzindo uma inibicdo das lesbes de severidade 1+, 2+ e 3+, superior a
préopria indometacina. Esta eficiéncia ndo se manteve para as lesdes de mucosas, as
quais se apresentaram em quantidade similar ao dos animais tratados com cimetidina.
As solugdes de hexano e acetato de etila reduziram os traumas em, respectivamente,
71,30% e 57,13%, quando comparados ao controle, enquanto a indometacina ampliou
este valor em 25,27%. Ambos os extratos na concentragao de 320 mg/kg aumentaram
o pH e o volume gastrico em relagéo ao controle e a indometacina. A cimetidina amplia
a basicidade do estémago de forma semelhante, no entanto, ndo aumenta o volume
gastrico de forma significativa como os extratos foram capazes. Os extratos nesta
mesma concentracdo demonstraram potencial anti-inflamatério e antinociceptivo.
Solugcbes a base de hexano com concentragdo de 640 mg/kg exibiram efeito
nociceptivo superiores aquelas de 320 mg/kg, no entanto, a dose mais baixa também
se mostrou anti-inflamatdria, tornando-a mais indicada para o tratamento de ulceras

gastricas (Figura 11) (Jorge et al., 2004).

Figura 11 — Efeito dos extratos de M. ilicifolia a base de hexano e acetato de etila
sobre o edema induzido em cobaias
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Legenda: Os asteriscos (*) indicam diferenga significativa com o grupo controle (p <0.05).
Adaptado de: Jorge, et al. (2004)
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O estudo do potencial anti-inflamatério também foi o objeto de estudo de
Wonfor e colaboradores, os quais avaliaram esta atividade para extratos a base de
hexano da M. ilicifolia (Wonfor et al., 2017). Solu¢gdes de concentragédo 12,5; 25, 50,
100 e 200 pg/mL foram testadas utilizando células Caco-2, verificando suas
toxicidades, influéncia sobre a expressao de genes associados a cascata do receptor
toll-like 2 (TLR2) e capacidade anti-inflamatéria apos desafio com acido lipotecéico
(LTA). A toxicidade foi determinada pela medigdo da resisténcia elétrica transepitelial
(TEER) a partir de uma monocamada diferenciada. A aplicagéo da solugao produzida
manteve a integridade total da monocamada, demonstrando-se atéxica. Verificou-se
que a expressao do TLR2 foi dose-dependente. Solu¢des de concentragcéo 50 pg/mL
tenderam a reduzir este gene, enquanto uma significativa diminui¢ao foi identificada
com a aplicacao de extratos de 100 e 200 ug/mL para células sem LTA. Para células
com o acido o resultado foi semelhante, sendo a formulagéo de 100 ug/mL suficiente
para criar uma tendéncia a redugdo da expressao do gene. Quando a 200 ug/mL
verificou-se uma diminuicao significativa, ao passo que aumenta a expressao do gene
CXCL8. A secrecao de interleucina-8 (IL-8) foi avaliada para determinagdao do
potencial anti-inflamatério da espinheira-santa. Em células tratadas com LTA, os
extratos de concentracdo 12,5; 25, 50 pg/mL ampliaram a secregao da citocina,
enquanto nas solugdes de 100 e 200 pg/mL este parametro n&o apresentou diferengas
significativas. Considerando todos os resultados, a M. ilicifolia apresentou um efeito
anti-inflamatério relevante e com baixa toxicidade. As células Caco-2 séo naturais do
intestino humano e o fato dos extratos atuarem sobre elas vai de acordo com estudos
sobre a influéncia positiva que a espinheira-santa tem sobre o sistema digestivo. No
entanto, é necessario avaliar o grau da agao anti-inflamatéria desta planta em outros
sistemas do organismo (Souza; Freitas; Storpirtis, 2007; Wonfor et al., 2017).

Os triterpenos, presentes nas folhas de espinheira-santa, tem capacidade de
inibir a expressao de citocinas pro-inflamatoérias como a éxido-nitrico sintase induzivel
(iINOS), ciclooxigenase-2 (COX-2) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF- a), com
mecanismos de acao variados de acordo com a cadeia e substituintes que compde o
metabdlito. A riqueza deste composto no extrato com hexano o torna um alvo de
estudos futuros a fim de verificar sua viabilidade terapéutica e importancia clinica
(Almeida et al., 2019; Rios et al., 2000; Miranda et al., 2022).
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4.4.1.4 Efeito hipoglicemiante

A M. ilicifolia tem seu uso tradicional para diversas fungdes e, junto a funcao
anti-inflamatéria, este tem se expandido para o controle glicémico. Explorando o
potencial hipoglicémico de extratos etandlicos das folhas da planta, Schindler e
colaboradores utilizaram de dois acessos introduzidos em ratos Wistar machos
(Schondler et al., 2021). O grupo de estudo utilizou uma solugéo de tween a 1% como
controle negativo, glipizida a 10 mg/kg como controle positivo e os extratos da planta
(MIA e MIB, sigla para “M. ilicifolia” com a ultima letra representando qual o acesso
utilizado) em concentragdes de 150, 300 e 600 mg/kg. Os resultados alcancados
indicam que os extratos foram efetivos para reduzir a glicemia dos ratos testados.
Dentro de 60 minutos apds sobrecarga de glicose, os animais tratados com 300 e 600
mg/kg de ambos os extratos tiveram seus niveis de glicose reduzidos em relacdo ao
grupo hiperglicémico sem tratamento. Apés 180 minutos da sobrecarga de glicose,
animais tratados com o extrato MIB a 300 mg/kg ainda apresentaram uma redugao

significativa da glicose sanguinea.

Figura 12 — Niveis de glucose sanguinea (mg.dl-1) em ratos hiperglicemicos apés
tratamento com diferentes doses de extratos etandlicos de M. ilicifolia
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Legenda: Niveis de glucose (mg.dL-" ) em ratos hiperglicémicos apds o tratamento com diferentes
doses dos extratos de M. ilicifolia. MIA: M. ilicifolia no acesso A; MIB: M. ilicifolia no acesso B. Os
resultados séo apresentados como media * erro padrao e foi analisado por teste ANOVA de duas
vias, seguido por teste pds-hoc de Bonferroni. *p < 0.05; #p < 0.01; $p < 0.001; &p < 0.0001
comparado ao grupo hiperglicémico normal do respectivo tempo (n = 6).
Adaptado de: Schindler et al. (2021).

Consta-se que ambas as formulagdes em dose de 150 mg/kg foram capazes
de reduzir substancialmente os niveis de glicogénio hepatico das cobaias. O
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glicogénio muscular e a atividade de dissacarideos ndo puderam ser reduzidos por
nenhum dos extratos. Nao foi possivel definir o mecanismo de acdo destas
formulagdes. Quanto ao perfil lipidico, o colesterol total das cobaias ndo apresentou
mudancas. Os extratos MIA 300, MIB 150 e 300 ocasionaram aumento nos
triglicerideos e VLDL, ao passo que as solugdes MIA e MIB 300 ampliaram o colesterol
HDL. Estas solugdes também foram capazes de reduzir os niveis de TBARS e ampliar
os tiois da regido do figado, agindo como um agente antioxidante. Danos ao figado e
rins ndo foram verificados. Os extratos em doses de 600 mg/kg podem ter influéncia
indireta para predisposi¢cao de diabetes mellitus tipo 2 por conta do desequilibrio de
agentes antioxidantes no pancreas. Estudos adicionais a fim de explicar o mecanismo
dessas atividades s&o necessarios, além de relacionar estes a composi¢ao da planta
e quais os limites seguros para uma terapia plena (Schindler et al., 2021).

4.4.1.5 Atividade antimutagénica

Um dos principais causadores de mutagdes no corpo humano € o estresse
oxidativo, fenébmeno provocado pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS)
em tecidos e células do corpo. O acumulo destes compostos € conhecido por provocar
disfungdes em varias atividades fisioldgicas, inclusive no DNA. O dano ao codigo
genético ocasiona as chamadas mutagdes, eventos representados por alteragdes na
sequéncia do DNA que provocam mudangas de resultado variado no organismo,
sendo desde reagdes imperceptiveis a carcinomas. Diversos compostos tem sido
estudados visando a interrupcdo deste processo danoso e/ou impedimento da
formagdo dos ROS, sendo alguns deles a vitamina E, metabolitos polifendlicos e,
fazendo parte da composicéo natural da espinheira-santa, os flavonoides (Clancy,
2008; Page, 2022; Pizzino et al., 2017; Poetsch, 2020). Dentro deste contexto, a
capacidade antimutagénica de uma infusdo de folhas de M. ilicifolia foi o objeto de
estudo de Horn e Vargas. Para fins de comparacédo também se avaliou o extrato de
Peltastes peltatus (Vell.) Woodson, verificando o sinergismo entre ambas. Os
resultados se basearam na capacidade dos extratos de minimizar a atividade de
agentes promotores de mutagdes a partir de compostos como flavonoides e taninos.
Uma significativa inibigdo da mutagenicidade pdde ser percebida por ambas as

infusdes no teste com Salmonella/microssomo, utilizando placas com bactérias
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totalmente desenvolvidas. No entanto, extratos a base de M. ilicifolia apresentaram
melhores resultados por conta de uma superior protecdo a danos ao DNA e maiores
inativagdes quimicas. Este extrato apresentou tanto flavonoides quanto taninos,
enquanto o extrato de P. peltatus apenas taninos, fator que influenciou na eficiéncia
dos produtos. Quando aplicadas junto a 4-oxide-1-nitroquinoline (4ANQO), as infusdes
apresentaram efeito co-mutagénico sinérgico, gerando lesdes no material genético e
citotoxicidade, enquanto na presenga de outros agentes a inibicdo dos danos néo foi
significativa. Quando aplicadas separadamente, notou-se que a infusdo de M. ilicifolia
apresenta a melhor capacidade de inibicao para diversos mutagénicos, em diferentes
concentragdes, como 125 ou 375 mg/placa para 2-nitrofluorene (2NF) e 500 mg/placa
para azida de sodio (AZS) (Horn; Vargas, 2003). Uma comparagéao entre o perfil dose-
resposta dos extratos de M. ilicifolia e P. Peltatus pode ser encontrado na Figura 13.

Figura 13 — Resultados dos ensaios de antimutagenicidade em revertantes/placa a
partir de M. ilicifolia e P. peltatus contra mutagénicos conhecidos sem ativagao
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Legenda: 4NQO = 4- oxide-1-nitroquinoline; 2NF = 2-nitrofluorene; AZD = Azida de sddio.
Adaptado de: Horn, Vargas (2003).

Identificou-se um potencial significativo do extrato das plantas envolvidas,
principalmente quanto & M. ilicifolia, para o combate a danos ao codigo genético. E

possivel deduzir que, pelo extrato da espinheira-santa ter apresentado um efeito
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superior, 0s responsaveis pela protegdo oxidativa foram os flavonoides. Citados
anteriormente, a quercetina e o kaempferol sdo dois integrantes desta classe que tem
efeito sobre esta valéncia, atuando, respectivamente, ampliando a apoptose de
células e replicagcdo de antioxidantes, e estimulando a atividade dos antioxidantes
naturais do corpo contra os radicais livres. Efeitos gerais também atribuidos aos
flavonoides sao a inibicdo enzimas, quelacao de células capazes de gerar os ROS e

eliminacdo dessas substancias (Roy et al., 2022, Ullah et al., 2020).

4.4.1.6 Efeito anti-hipertensivo

A hipertensdo € uma enfermidade de carater crbnico caracterizada pelo
aumento da pressao arterial. Os medicamentos diuréticos tiazidicos sao de primeira
linha para este quadro devido a sua elevada eficiéncia que, no entanto, é
acompanhada de efeitos adversos como disfungdes de érgéos e células, desequilibrio
eletrolitico, entre outros. Uma estratégia que vem sendo empregada para contornar
esse problema € a utilizagao de diuréticos naturais produzidos a partir de plantas. A
espinheira-santa tem sido utilizada na medicina tradicional para este fim, porém nao
existem estudos que realmente coloquem esta atividade em evidéncia (Brasil, 2023;
Reinhart et al., 2023). Considerando este fato, Leme e colaboradores realizaram
testes in vivo a fim de avaliar a atividade diurética aguda de infusdes etandlicas
(Fr.EtOAc) e aquosas (Fr.H20) a base de folhas de M. ilicifolia. O estudo investigou o
mecanismo de agado e uma possivel fungao hipotensiva dos extratos. Enquanto a
infusdo Fr.H20 nao apresentou potencial diurético, o extrato Fr.EtOAc foi capaz de
alterar significativamente a fungao renal dos modelos testados. Ao analisar as fragbes
do sobrenadante etandlico da infusdo, notou-se que a porcdo Fr.H20 apresentou
principalmente flavonoides glicosilados, enquanto na Fr.EtOAc se encontrou uma
grande quantidade de proantocianidinas como a catequina, epicatequina, afzelequina,
epiafzelequina, galotequina e epigalotequina. Nesta fracdo também foram
encontrados glicosideos de quercetina e kaempferol. Uma dose de Fr.EtOAc nas
concentragdes de 30 e 100 mg/kg foi capaz de aumentar a diurese apds oito horas,
aléem de ampliar a excrecédo de sodio na urina, agindo em grau semelhante a
hidroclorotiazida (HCTZ). O Fr.EtOAc foi o unico com efeito poupador de potassio e

cloro, sem alterar parametros como pH, condutividade, densidade, creatinina, ureia,
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sodio e potassio no plasma. O mecanismo de acao do extrato Fr.EtOAc demonstrou
ter base na via prostaglandina/AMPc, uma vez que a administragdo intravenosa de
antidiuréticos como a indometacina e a 2',5'-dideoxyadenosine (DDA) reduziu a
hipotensao produzida em cerca de 80%, enquanto a administracdo oral a restringiu
totalmente. Pode-se concluir que extratos de espinheira-santa possuem compostos
responsaveis por efeitos natriuréticos, diuréticos e hipotensores, sem toxicidade e de
mecanismo semelhante a outros compostos ja presentes na literatura (Leme et al.,
2013). Mesmo com a auséncia do mecanismo de agao do extrato, é possivel deduzir
que os efeitos diuréticos sao provenientes de taninos condensados e flavonoides.
Estudos com catequinas e epicatequinas catalogam ambas como diuréticas a partir
da interacdo com mediadores de vasodilatadores enddgenos, inibicao da atividade da
CYP3A4 e epoxido hidrolase soluvel, e modulagdo do metabolismo do acido
araquidénico. Estudos com o flavonoide quercetina também chegaram a um efeito
hipotensor relevante, porém sem elucidagdo de seu mecanismo de agao (Elbarry;
Jones; Ung, 2022; Larson; Symons; Jalili, 2012; Mariano et al., 2018).

4.41.7 Fertilidade

O foco de uso da espinheira-santa se encontra nas regides onde essa planta
tem crescimento natural, como na Argentina e Paraguai. Dentro destes paises, a M.
ilicifolia também teve seu uso popularizado para diversos fins sem reais evidéncias
cientificas e clinicas. Um exemplo seria a fungdo emenagoga, abortiva e contraceptiva
da planta, a qual é explorada pelas mulheres a fim de evitar gestagées (Montanari,
Carvalho, Dolder, 1998). Por conta deste fato, Ecker e colaboradores exploraram a
influéncia de extratos aquosos e etandlicos, desenvolvidos a partir das folhas de M.
ilicifolia, sobre a fertilidade de ratos Wistar machos e fémeas e desenvolvimento
neuronal dos filhotes. A dose administrada dos extratos foi a nivel supraterapéutico,
com concentragdo de 1360 mg/kg/dia. Uma analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia evidenciou a presenca dos metabdlitos epicatequina, catequina, acido
galico, acido cafeico, rutina, quercetina e kaempferol nos extratos. Nao foram
identificados efeitos toxicos significativos nas cobaias. Uma redugao no peso dos ratos
machos foi verificada, mas sem alteragdo na massa dos orgaos. Ocorreu um

aparecimento de hepatdcitos eosinofilicos com vacuolos citoplasmaticos nas cobaias.
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Anadlises fisicas e neurocomportamentais dos ratos demonstraram conduta
semelhante ao esperado e auséncia de mudangas morfolégicas do hipocampo. Nao
foram identificadas alteracbes na histoarquitetura do 6rgao reprodutor,
espermatogénese e nem nos espermatozoides em si. Manifestagdes clinicas em ratas
gestantes foram ausentes. A administragao dos extratos nao influenciou as fungdes
reprodutivas das cobaias (Ecker et al., 2017). A gestagao das cobaias nao foi afetada,
assim como os filhotes provenientes desta, indicando que a administracdo de
espinheira-santa € segura nestes estagios. Este estudo define que a aplicagéo
tradicional de M. ilicifolia como um método contraceptivo ndo tem eficacia, sendo

necessaria a reeducacao popular.

4.4.1.8 Avaliacao da segurancga

O uso de fitoterapicos e seu controle sdo aspectos bastante negligenciados
pois se criou um mito que a administragao de produtos naturais nao apresenta riscos
a saude. Neste escopo € importante determinar quais as reagdes adversas e limites
de seguranga relacionados com a administracdo de formulagdes disponibilizadas no
mercado. Sendo assim, Tabach e colaboradores (2017) buscaram estabelecer a dose
diaria segura maxima de um extrato aquoso a base de M. ilicifolia. A formulagao foi
administrada de forma oral em 24 voluntarios saudaveis, com idade entre 20 e 40
anos, avaliando possiveis mudancgas em suas fungdes psicomotoras. A administracao
foi feita semanalmente, com um aumento gradativo da dose, por um intervalo de seis
semanas. Ao longo do estudo, amostras de sangue e urina foram obtidas dos
voluntarios a fim de se observar possiveis alteracbes. O extrato seco apresentou
metabdlitos polifendlicos e taninos, os quais representaram aproximadamente 59,53%
de seu conteudo. O produto testado ndo provocou mudancas significativas quanto ao
estado de alerta, parametros hematoldgicos e bioquimicos (niveis de creatinina,
glucose, colesterol total, HDL, VLDL, LDL, triglicerideos, ureia, enzimas de fungéo
renal, potassio e albumina). Os testes de reagao visual simples, velocidade e acuracia
tiveram a alteracao de seus desfechos explicados pelo processo de aprendizado da
tarefa a ser cumprida, uma vez que a realizagao de forma mais veloz e eficiente das
atividades ndo sofreu influéncia do extrato. Nenhum dos pacientes necessitou

interrupgdo do tratamento por conta de eventos adversos graves, sendo comuns a
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poliuria, observada em cinco pacientes, e xerostomia, observada em quatro pacientes.
Ambas estas reagdes sao consideradas de baixa gravidade e resolvidas de forma
espontanea. Determinou-se que a utilizagdo do extrato em doses até 2000 mg/dia é
segura, com baixa toxicidade e efeitos adversos de severidade minima (Tabach;
Duarte-Almeida; Carlini, 2017).

A avaliagao pré-clinica da farmacologia e toxicologia de M. ilicifolia também foi
o objeto de estudo de Oliveira e colaboradores. Empregando extratos aquosos, com
concentragdo de uma a 50 vezes de 6,8 mg/kg, em ratos Swiss, foram analisados
efeitos agudos, cronicos e teratogenicidade da planta. Averiguou-se os efeitos agudos
por triagem observacional, atividade locomotora, indugdo de analgesia, capacidade
anticonvulsivante, dose letal mediana (LD50) e teste de desempenho rota-rod.
Nenhum destes quesitos apresentou mudancgas significativas apds administragcao da
formulagcdo em diversas concentragdes. Nao foi identificada toxicidade dos extratos.
A Unica alteracéo percebida ocorreu no teste de potenciagao do tempo de sono com
pentobarbital, na qual as trés doses mais altas testadas se apresentaram
estatisticamente diferentes do grupo controle. As formulagbes ndo impactaram no
ganho de peso, nivel de glucose e nem temperatura corporal das cobaias. Fatores
hematolégicos e quantificacbes séricas também nao apresentaram mudangas
significativas, com exce¢ao da ureia e potassio, os quais se encontraram aumentados.
A analise dos 6rgaos demonstrou auséncia de alteragdes. A ingestao de fluidos das
cobaias seguiu inalterada. Efeitos teratogénicos se mostraram ausentes. O numero
de filhotes por gestagao, numero e duragcdo das gestagbes, e malformagdes
congénitas seguiram sem alteragdes. Os filhotes se apresentaram saudaveis e sem
alteracdes de peso, reflexos, deambulagao e abertura de olhos. A espinheira-santa se
demonstrou segura nos estudos pré-clinicos, sendo praticamente ausente de efeitos
toxicos em doses equivalentes a até 400 vezes aquelas utilizadas por humanos.
Percebe-se que a M. ilicifolia demonstra seguranga quanto ao seu uso diario aliada a
diversos efeitos de eficacia pré-clinica e uso popular documentado, fatores estes que
podem ter contribuido para o uso desta planta na medicina tradicional (Oliveira et al.,
1991).
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4.4.2 Prospeccao tecnolégica

De forma semelhante aos artigos, as patentes relevantes para este estudo
tiveram suas publicacdes limitadas ao Brasil e Reino Unido, no entanto, enquanto o
territério brasileiro apresentou apenas um registro (1/3, 33,3%, Salvador et al., 2020),
a nagéao europeia teve dois (2/3, 66,7%, Nakamura, 1997a; 1997b) (Figura 14). As
invengdes exploraram os efeitos antiulcerativo (1/3, 33,3%, Nakamura, 1997a),
analgésico, anti-inflamatério (1/3, 33,3%, Nakamura, 1997b) e antioxidante (1/3,
33,3%, Salvador et al., 2020) (Figura 14). Os anos de publica¢ao se limitaram a dois
registros em 1997 (2/3, 66,7% Nakamura, 1997a; 1997b) e outro em 2020 (1/3, 33,3%,
Salvador et al., 2020) (Figura 14). Duas patentes estudaram o uso de formulagdes na
forma de extrato (2/3, 66,7%, Nakamura, 1997a; 1997b), enquanto a outra teve sua
inovacao voltada ao desenvolvimento de géis/cremes/gel-creme (1/3, 33.3%, Salvador
et al., 2020) (Figura 14). Das trés patentes, duas utilizaram de modelos in vivo para o
desenvolvimento de suas metodologias (2/3, 66,7%, Nakamura, 1997a; 1997b)
enquanto o modelo in vitro foi utilizado apenas uma vez (1/3, 33.3%, Salvador et al.,
2020) (Figura 14). Todas as inovagdes utilizaram as folhas da planta como

farmacdgeno. As informagdes principais das patentes foram descritas na Tabela 6.
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Figura 14 - Caracteristicas dos artigos incluidos no estudo

A B C
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== Antioxidante

== Extrato

Forma Atividade

farmacéutica = GeliCreme/Gel-creme terapéutica

Legenda: A = Numero de patentes publicadas ao longo dos anos; B = Numero de patentes por regiao
de publicagédo; C= Principal modelo experimental utilizado nas inovagdes; = Forma farmacéutica
desenvolvida nas patentes; E = Principal atividade bioldgica explorada na patente.

Fonte: O autor (2024)

Nota-se, no entanto uma grande distancia entre o periodo de publicagéo de
ambos, demonstrando uma possivel reemergéncia de terapias fitoterapicas como
alternativas de tratamentos. O desenvolvimento de patentes no Reino Unido pode
estar relacionado com o fato de que esta regido se apresenta como um polo inventivo
de maior impacto que o territério brasileiro, sendo constituido também de diversos
paises. Modelos in vivo foram mais comuns, uma vez que o objetivo destas inovagdes
€ o desenvolvimento de produtos fitoterapicos para humanos, com a maioria das
patentes se encontrando nos ultimos estagios de concepgao. O extrato da espinheira-
santa se mostrou a principal e mais versatil forma farmacéutica desenvolvida pelos
estudos, sendo importante até para as formulagdes em gel/creme/gel-creme, servindo
como componente para esta confecgao. As quatro fungdes terapéuticas que alvejaram
os produtos sao usos tradicionais da espinheira-santa, complementando as formas de

administragao disponiveis.
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No primeiro registro, Nakamura e colaboradores desenvolveram um extrato a
base de folhas secas e pulverizadas de M. ilicifolia buscando um produto
antiulcerativo. As partes aéreas passaram por processos de extracdo com solventes
alcoodlicos e agua, alcangando uma substancia verde escura e oleosa. O principal
componente da formulagcao foi o friedelan-3-3-ol, composto responsavel pelo efeito
terapéutico. Os produtos desenvolvidos podem sem encontrados nas formas de po,
granulos, drageas, capsulas ou preparacdes liquidas, sendo essa ultima administrada
peroralmente, parenteralmente, entre outras. A forma parenteral pode ser introduzida
ao organismo por injegcdes subcutaneas, intravenosas, intramuscular e até intranasal.
Com doses na faixa de 0,1 a 500 mg/kg, dependendo de fatores como idade, sexo,
sintomas, etc, a administragao do produto deve ser realizada até cinco vezes por dia,
alcangando uma dose maxima de 3000 mg/kg, a qual ndo demonstrou toxicidade. A
abundancia de friedelan-3-B-ol conferiu a formulacdo um efeito antiulcerativo
significativo aliado a um potencial anti-inflamatorio, analgésico, intensificador de
fatores protetivos, sem quaisquer efeitos adversos, tornando-o apto a atender as
expectativas estipuladas (Nakamura, 1997a).

Seguindo a invengédo anterior, Nakamura e colaboradores também utilizaram a
espinheira-santa para produzir extratos com efeito analgésico-anti-inflamatoério. O
principal componente deste produto foi a quercetin-3-0-glucoside. A composi¢ao da
formulagdo também contou com friedelina, friedelan-3-a-ol ou friedelan-3-p-ol,
compostos extraidos durante o processamento das folhas e também responsaveis
pelo efeito desejado. A administracao da formulagdo se mostrou segura até 3000
mg/kg, recomendando-se a ingestdo de 0,1 até 500 mg/kg, de uma até cinco vezes
ao dia. A formulagao teve enfoque na preparagao liquida para aplicagcao parenteral
subcutanea, intravenosa, intramuscular e/ou intranasal. O produto foi capaz de reduzir
dores de cabega, abdominais, neuralgias, dores causadas por canceres, entre outras.
Além da fungao analgésica-anti-inflamatéria, foi identificada uma acao antiulcerosa,
sugerindo um potencial para o tratamento simultaneo de diversas enfermidades. Vale
ressaltar que o produto teve o foco em associar um efeito potente com a reducéo de
efeitos adversos caracteristicos de medicamentos referéncia da classe dos anti-
inflamatorios ndo esteroidais e analgésicos (Nakamura, 1997b).

O extrato seco das folhas de M. ilicifolia foi utilizado por Salvador e
colaboradores (2020) para desenvolver uma formulagao farmacéutica topica e capilar
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inédita para essa espécie vegetal, com capacidade antioxidante e anti-inflamatoria.
Constituido principalmente por terpenos e compostos fendlicos, o produto foi
processado a fim de padronizar o teor de catequinas, epicatequinas e rutinas, trés
compostos de efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios. Para desenvolver a
formulagcao empregou-se a técnica de secagem em leito de jorro e o adjuvante diéxido
de silicio coloidal em propor¢des de 40, 60 ou 80% (Mi40, Mi60 e Mi80). O extrato
fluido teve sua concentrag&o padronizada em 2,6% (m/m). Desenvolveu-se as formas
farmacéuticas de creme, gel e gel-creme para aplicagéo na regidao da pele e cabelos.
A preparacao hidroalcoolica demonstrou auséncia de toxicidade. A atividade
antioxidante foi testada a partir de ensaios in vitro como a avaliagao de reducao do
radical DPPH, quantificacdo de componentes fendlicos totais, ensaio ORACFL e ensaio
CCDC com B-caroteno. Dentre todas as concentragdes de didxido de silicio coloidal,
os resultados para Mi40 aliado a 10% do extrato seco foram os mais promissores e
uniram uma maior capacidade antioxidante a maior concentracdo de compostos
fendlicos, principalmente quando incorporado ao gel (Salvador et al. 2020).

Em ambos os registros, Nakamura e colaboradores (1997) buscaram
desenvolver produtos de administracdo parenteral com enfoque na acdo dos
metabdlitos quercetin-3-0-glucoside, friedelina, friedelan-3-a-ol e friedelan-3-p-ol. Por
sua vez, Salvador e colaboradores exploraram a possibilidade de confecgcdo de um
gel/creme de propriedades curativas para aplicagdo capilar e cutanea, forma inédita
de apresentacdo e nao registrada como uma alternativa na RENAME atualmente
(Brasil, 2022b). Ambos os autores focaram em extragcao hidroalcodlica, visando
completo reaproveitamento dos metabdlitos secundarios responsaveis pelos efeitos
desejados, os flavonoides, taninos e triterpenos. Todas as patentes obtiveram
resultados positivos quanto a producao de suas formulacdes e expandiram as formas

de apresentacao e fins terapéuticos a qual M. ilicifolia € destinada.
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4.5 CONCLUSAO

A busca por ensaios clinicos e desenvolvimentos tecnologicos envolvendo a M.
ilicifolia indicou uma auséncia de diversas informacdes. Apesar de ser uma espécie
vegetal presente na medicina tradicional, varias fungdes desta ainda ndo foram
elucidadas.

Por meio dos artigos foi possivel rastrear seus efeitos e correlaciona-los com
os principais metabdlitos secundarios encontrados na planta. Triterpenos como
friedelan-3-B-ol, friedelina e esqualeno foram associados principalmente as atividades
antiulcerogénica, anti-hiperglicémica e anti-inflamatéria. Os flavonoides catequina,
epicatequina, galocatequina, epigalocatequina, epiafzelequina, kaempferol,
quercetina, rutina e quercitrina foram os principais relacionados a atividades antivirais,
antimutagénicas e antimicrobianas, além de n&o se apresentarem danosos ao
desenvolvimento neuronal e fertilidade. Por sua vez, os taninos resultaram em efeitos
como diurético, antimutagénico e melhora na atividade gastrointestinal. Nenhum
estudo encontrou toxicidade nem teratogenicidade nos extratos da espécie vegetal.
As patentes indicaram a versatilidade em termos de preparacbes a base de
espinheira-santa, explicitando o processo de produgéo de géis, cremes, gel-creme e
liguidos para aplicagdo parenteral, combinados com fins terapéuticos como
analgésico, anti-inflamatério, antioxidantes e agentes antiulcera. Estes registros
servem como respaldo cientifico para futuras inovagdes contendo M. ilicifolia.

Embora na literatura sejam encontradas evidéncias promissoras quanto as
atividades bioldgicas da espinheira-santa, diversos mecanismos de agéo ainda sao
desconhecidos e existe uma lacuna sobre o desenvolvimento de formulacdes para o
uso clinico da espécie vegetal. E importante observar que a M. ilicifolia ainda requer
mais estudos e pesquisas para gerar evidéncias cientificas de qualidade, evitando se
basear apenas no uso popular tradicional. O reduzido numero de patentes também
destaca a necessidade de se realizar mais pesquisas a fim de entender

completamente o potencial da espinheira-santa.
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CAPITULO 2: ESTUDO QUIMIOMETRICO DA ESPINHEIRA-SANTA E ESPECIES
SIMILARES
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5 CAPITULO 2

5.1 DESCRICAO GERAL

5.1.1 Quimiometria

A classificacdo e distincdo da espinheira-santa de outras espécies
morfologicamente similares comumente utilizadas para falsificagcdo tornam-se
possiveis pela ferramenta baseada na unido interdisciplinar entre matematica,
estatistica e quimica: a quimiometria (Ferreira, 2015). Essa técnica consiste da
selecao e otimizacao de informacdes provenientes de analises diversas, o que permite
extrair resultados de forma légica e garantir sua relevancia. Seu principal objetivo é
selecionar as informagdes mais uteis em um conjunto de dados e retrata-las de forma
mais pontual, manipulando os resultados até que dezenas de relagcdes possam ser
estabelecidas. Essa correlagdo entre as variaveis analisadas € um dos principais
atrativos do método, uma vez que permite associar conhecimentos diversos em
grandes conjuntos de dados (Vékey; Telekes; Vertes, 2008; Castro, 2022).

Divide-se a quimiometria em duas categorias principais: reconhecimento de
padrdes e calibracdo multivariada. Estudos também sao divididos em supervisionados
e nao supervisionados. O primeiro se classifica como qualitativo e se enquadra dentro
do grupo de reconhecimento de padrdoes, sendo essencial para a construgdo de
modelos focados na identificacdo e discriminagdo. Por sua vez, modelos n&o
supervisionados s&o mais simples, e ndo exigem conhecimento prévio das classes
envolvidas no estudo pelo software, baseando-se apenas nos dados contidos na
matriz. A Analise de Componentes Principais (PCA) € o método protagonista desse
tipo de estudo. Trata-se de uma abordagem exploratéria que permite uma aprimorada
analise dos dados, identificando padrées na matriz por meio da reducdo de
dimensionalidade e deteccdo de outliers. O PCA é ideal para a classificagcao de
amostras sem conhecimento prévio. No contexto de analises por espectroscopia de
infravermelho, os modelos PCA identificam as regides mais relevantes do espectro e
as utilizam para classificar as amostras que compde uma matriz de dados (Ferreira,
2015; Sarker; Nahar, 2015; Lima; Barbosa, 2019).
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Em um conjunto de dados com classes previamente definidas e diversas,
destaca-se a Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA). Esta
metodologia discriminatéria supervisionada baseia-se no popular modelo de
regressdo Minimos Quadrados Parciais (PLS), o qual relaciona uma variavel alvo
(matriz Y) com uma variavel mensuravel (matriz X). O objetivo do PLS-DA é
discriminar as classes dos dados que compdem uma matriz e determinar a qual grupo
novas amostras pertencem. A aplicagcdo prévia do método PCA auxilia no
reconhecimento das classes e facilita o desenvolvimento do PLS-DA. (Lavine;
Rayens, 2009; Singh et al., 2013; Ferreira, 2015; Lima; Barbosa, 2019).

A quimiometria € aplicada de varias formas no ramo farmacéutico,
especialmente através da espectroscopia por infravermelho, auxiliando na
interpretacéo de dados. Outros métodos em que esta ferramenta € aplicada incluem
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC), espectrometria de massas,
estudos de dissolucdo e avaliagao de outras caracteristicas de medicamentos, como
fluidez de pds, entre outros (Singh et al., 2013).

Retratadas como organismos vivos, as plantas possuem um metabolismo
complexo e de rica composigdo quimica. Dentro do contexto clinico, o protagonista
deste arranjo sdo as folhas, 6rgdos vegetais especializados e responsaveis por
diversas funcdes da planta por conta de seus metabdlitos secundarios, estruturas
quimicas variadas que servem como base para a atividade de plantas medicinais. A
garantia da veracidade dessas plantas é dificultada por conta da existéncia de
espécies com aparéncia foliar semelhante e microscopia similar, em determinadas
formas farmacéuticas. Torna-se necessaria a criagcado de métodos analiticos capazes
de individualizar estas espécies, estabelecendo um fingerprint. A espectroscopia é
uma metodologia empregada para alcangar este fim, produzindo espectros dentro de
faixas de comprimento de onda previamente definidas. A dificuldade deste recurso
reside na impossibilidade de interpretacdo integra da resposta gerada ao olho
humano, sendo necessario o uso de ferramentas estatisticas para tal. Mesmo com
todos esses empecilhos, a quimiometria € capaz de suprir essa demanda através da
criacao de diversos modelos.

Diante do exposto, o presente trabalho consistiu na aplicagédo da quimiometria,

associada a inteligéncia artificial, para a constru¢do de um método inovador capaz de
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identificar a espécie M. ilicifolia e distingui-la de espécies de morfologia foliar similar,
utilizando, respectivamente, modelos do tipo PCA e PLS-DA.

A técnica quimiométrica englobou toda a cadeia de processamento das plantas.
Cada uma das espécies contidas no estudo foi analisada por espectroscopia de
infravermelho médio com transformada de Fourier (MIR-FTIR) nas formas de folha
integra, po e extrato. Para cada matriz de dados foi desenvolvido modelos de PCA e
PLS-DA, com o objetivo de construir métodos robustos e de elevada acuracia,
capazes de detectar falsificacbes/adulteracdes em fitoterapicos a base de espinheira-
santa, independente da forma de apresentagdo. Esses métodos foram desenvolvidos
a fim de serem aplicaveis aos diversos produtos disponiveis no mercado, uma vez
que, embora seja possivel processar as folhas para obter as forma de p6 e extrato, o

processo inverso nao e viavel.

5.1.2 Machine Learning

Ha uma crescente tendéncia mundial sobre o uso de tecnologia, e uma que
evoluiu exponencialmente nos ultimos anos foi a inteligéncia artificial, especialmente
0 machine learning, termo em inglés que se refere ao aprendizado de maquina. Essa
ferramenta auxilia no gerenciamento de dados, permitindo a extragdo eficiente de
informacdes de diferentes tipos de matrizes disponiveis. Sua nomenclatura se baseia
na evolugao constante e progressiva da maquina a medida que mais informagdes séo
fornecidas (Sarker, 2021).

Esta metodologia se baseia na criagdo de modelos analiticos, chamados
algoritmos, os quais sao inicialmente treinados com uma matriz de dados complexa,
porém com relagdes conhecidas, para estabelecer a logica pela qual a maquina deve
seguir. O resultado é um sistema inteligente capaz de realizar predi¢des, estabelecer
ligacbes entre os objetos de estudo e interpretar padrdes observados (Janiesch;
Zschech; Heinrich, 2020).

A versatilidade do machine learning permite a criacdo de dezenas de modelos
diferentes para uma mesma matriz de dados. No entanto, é essencial selecionar
aquele que melhor se adeque ao objetivo do estudo. Alguns pontos relevantes para
essa escolha incluem a natureza dos dados disponiveis, o tamanho da matriz de

dados e o desfecho desejado. Esse carater multifacetado do aprendizado de maquina
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o torna apto a atender demandas de diversos ramos, incluindo a identificagéo e
discriminagao de produtos variados, como espécies vegetais (Nichols; Chan; Baker,
2018).

O uso desta tecnologia se estende a dezenas de areas, como a clinica, com o
desenvolvimento de métodos computacionais de deteccao de metastases, tratamento
de enfermidades cardiovasculares e descoberta de novos medicamentos. Essa
técnica ndo tem sua utilidade limitada ao campo farmacéutico, também sendo
empregada nas areas de ciberseguranca, agricultura, nanotecnologia e economia
(Pugliese; Regondi; Marini, 2021).

No contexto deste estudo, a metodologia de aprendizado de maquina segue a
técnica quimiométrica em termos de progressdo. A medida que mais testes e
predi¢cdes sao realizados, tanto a analise quanto a eficiéncia de ambos melhoram. A
aplicacdo conjunta dessas metodologias visa investigar suas similaridades e
complementaridades, aprimorando a qualidade do uso de inteligéncia artificial para a

determinacao de amostras vegetais.
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5.2 OBJETIVOS

Desenvolver e validar um método integrado baseado em MIR-FTIR combinado
com técnicas de quimiometria e aprendizado de maquina para a identificagdo da

espinheira-santa e provaveis contaminantes.

5.21 Objetivos especificos

e Coletar amostras representativas de espinheira-santa e seus contaminantes e
transforma-las em p6 e extratos hidroalcdéolicos;

e Analisar as folhas integras, os pos e os extratos das espécies por MIR-FTIR;

e Desenvolver metodologia quimiométrica para identificagdo (PCA) e
discriminagao (PLS-DA) das espécies vegetais;

e Complementar a técnica quimiométrica a partir de algoritmos de machine
learning;

e Realizar a validagdo dos métodos propostos, avaliando métricas como

precisao, sensibilidade e especificidade.
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5.3 MATERIAIS E METODOS

5.3.1 Amostras para o desenvolvimento do modelo quimiométrico

O desenvolvimento metodoldgico pela quimiometria foi realizado pela analise
de seis espécies vegetais distintas: Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral (E1),
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral (E2), Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger et
al. (E3), Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard (E4), Jodina rhombifolia (Hook &
Arn.) Reissek (E5) e Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel (E6). Todas essas espécies
apresentam similaridades morfologicas. A espécie E1 foi obtida de trés localidades
distintas, enquanto E2 foi adquirida de dois locais diferentes (Tabela 7). A espécie E3,
por sua vez, foi obtida da mesma localidade, porém de dois lotes diferentes, sendo
necessario dividir ambos para evitar altera¢des provenientes do tempo de colheita. As
analises foram realizadas em trés formas: folha integra, triturada (pd) e extrato seco.
O estudo foi realizado utilizando diferentes apresentagdes das plantas, a fim de

representar todas as formas disponiveis no mercado.

Tabela 7 - Numero de amostras para cada espécie analisada

Numero Cédido
Espécie de herbégrio Localizagao
amostras
ECT9000 Ponta Grossa, PR
Monteverdia ilicifolia (Mart. 3 BGE107 Esmeralda, RS
ex Reissek) Biral
BGE105 Vacaria, RS
Monteverdia aquifolium ECT9001 Ponta Grossa, PR
(Mart.) Biral 2
BGES106 Esmeralda, RS
Sorocea bonplandii (Baill.)
W.C. Burger et al. 2 ECT0008979 Pelotas, RS
Citronella gongonha
1 UPCB 30838 Curitiba, PR

(Mart.) R.A. Howard
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Jodina rhombifolia (Hook &

Arn.) Reissek 1 ECT0008978 Pelotas, RS

Zollernia ilicifolia (Brongn.)

1 MBM 568533 Antonina, PR
Vogel

Fonte: O autor (2023)

Todas as espécies utilizadas foram cedidas pela Universidade Estadual de
Ponta Grossa a partir de colegcdes reconhecidas. Os espécimes foram identificados
pelo taxonomista Dr. Gustavo Heiden. A autenticacdo e controle de qualidade das
espécies vegetais incluidas no estudo foi também realizada pela equipe da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, liderada pela Professora Doutora Jane
Manfron. A identificagdo das espécies foi realizada por uma sequéncia de
procedimentos que envolveram a analise morfolégica das folhas e caules, microscopia
optica e eletronica de varredura, analises histoquimicas e espectroscopia de energia
dispersiva com raios X (Antunes et al. 2023b). O acesso ao material botanico foi
aprovado e licenciado pelo Conselho de Gestao do Patriménio Genético (CGEN)/
Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético (SISGEN) e registrado sob o
codigo AE6D3C6.

5.3.2 Preparagao das folhas

As espécies vegetais passaram inicialmente por um processo de sele¢do das
folhas. As folhas foram acomodadas, de forma independente, em bandejas plasticas,
para procedimento de secagem por 72 horas, em estufa a 40 °C (Nova Etica). Apds a
secagem, as estruturas vegetais foram acondicionadas em tubos do tipo Falcon de 25
mL. Os tubos foram identificados com a espécie presente e vedados com insulfilm,
evitando a entrada de umidade externa. O armazenamento dos tubos foi realizado em
local com auséncia de luz e temperatura ambiente, reduzindo a influéncia de fatores

externos.
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5.3.3 Preparacgao dos pos

Os pos foram obtidos a partir da trituracdo das folhas previamente secas.
Utilizando um moinho de facas (IKA A11 basic), as folhas foram trituradas
separadamente até atingirem tamanho de particula uniforme, verificado por um tamis
de 32 mesh. Apos a trituragcédo, cada amostra de p6 foi armazenada em tubos Falcon
de 25 mL, identificados com a respectiva amostra e selados com insulfilm para evitar
a entrada de umidade externa. Os tubos foram armazenados em ambiente de baixa

umidade, sem insolagdo e mantidos a temperatura ambiente controlada.

5.3.4 Preparacao dos extratos

Para a extracdo dos principais metabdlitos secundarios da espinheira-santa,
1,0 g de cada amostra, na forma de po, foi pesada e armazenada em tubo Falcon de
25 mL. Essa massa foi solvatada em uma mistura agua:etanol 70% (proporcao 1:1
v/v) até completar 10 mL. As amostras foram deixadas em maceragao por um dia,
permitindo a extracdo dos compostos pela fase aquosa. Apds 24 horas, as amostras
foram submetidas a banho ultrassom por mais 30 minutos, finalizando a maceracao.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (5810 R, Eppendorf) por 30
minutos, separando o liquido sobrenadante contendo os produtos de extracdo do po
restante. O sobrenadante de cada planta foi transferido a tubos Falcon de 15 mL, de
forma independente. Esses tubos foram entdo alocados em secador centrifugo
CentriVap (Acid-Resistant CentriVap Concentrator, LABCONCO) a 30 °C por 24
horas, concentrando as amostras.

Apos o processo de secagem, as amostras resultaram em um gel viscoso,
consistente e escurecido. Os tubos contendo as amostras foram selados com insulfilm
e armazenados em local de baixa umidade, protegidos da luz e mantidos a

temperatura ambiente controlada.

5.3.5 Espectroscopia por infravermelho

A metodologia utilizada para analise das espécies vegetais foi a espectroscopia
por infravermelho com transformada de Fourier, em nivel médio (MIR-FTIR). As
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analises foram realizadas utilizando espectrometro Alpha-P Bruker com um cristal de
diamante no modo ATR (Bruker OPTIK GmbH, Ettlingen, BW, Alemanha). As folhas
de cada uma das espécies vegetais foram submetidas a 500 varreduras na regido do
infravermelho médio (4000 a 400 cm™"), com 24 scans compondo cada varredura, em
software OPUS. As estruturas foliculares foram retalhadas horizontalmente em trés
partes, e cada fragmento foi analisado separadamente, tanto na face anterior quanto

posterior, a fim de identificar distingbes (Figura 15).

Figura 15 — Método de corte para analise completa da folha de espinheira-santa

Fonte: O autor (2023). Adaptado de: Farmacopeia Brasileira 62 edigdo (2019)

As amostras foram acomodadas sobre o cristal de diamante do equipamento,
e, em seguida, pressionadas por um pistdo, garantindo a passagem de luz pela
estrutura vegetal.

Para as espécies vegetais M. ilicifolia (E1), M. aquifolium (E2) e S. bonplandii
(E3), as quais apresentavam mais de uma localizagao ou tempo de colheita, o nUmero

de espectros foi dividido igualmente visando um total de 500 espectros (Quadro 4).
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Quadro 4 - Estratégia de analise das folhas e pds para plantas adquiridas em mais
de uma localidade

Identificagao da Divisao das varreduras de acordo com as diferentes
amostra amostras

E1 166 167 167

E2 250 250

E3 250 250

E4 500

E5 500

E6 500

Fonte: O autor (2023)

Seguindo a metodologia aplicada as folhas, foram obtidos 500 espectros de
cada espécie a partir dos poés. A divisdo das amostras E1, E2 e E3 também foi
semelhante ao método utilizado para as folhas. Uma espatula foi utilizada para aplicar
0s p6s no equipamento, analisando-se tanto a porgao superior quanto inferior do tubo,
garantindo a representatividade integra da amostra. Os p6s foram acomodados sobre
o cristal de diamante e pressionados contra ele por meio de um pistdo, de forma
semelhante ao procedimento para as folhas integras.

Para a analise dos extratos, a metodologia foi semelhante a empregada para o
estudo das folhas e pds, com um total de 100 varreduras realizadas para cada
espécie. O numero reduzido de varreduras foi determinado por conta da natureza mais
concentrada do extrato, tornando desnecessaria a aplicagdo de um numero
extremamente alto de analises para extracdo de informacdes. A estratégia para as
espécies E1, E2 e E3 também foi ajustada para se adequar ao novo numero de

analises (Quadro 5).
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Quadro 5 - Estratégia de analise dos extratos para plantas adquiridas em mais de
uma localidade

Identificagao da Divisao das varreduras de acordo com as diferentes
amostra amostras

E1 33 33 34

E2 50 50

E3 50 50

E4 100

E5 100

E6 100

Fonte: O autor (2023).

Os extratos foram analisados de forma semelhante as folhas e pés, colocando-
os sobre o cristal de diamante e pressionando com o pistdo. A matriz de dados para
as amostras na forma de folhas integras e p6s foi composta por 3000 dados, enquanto

a matriz dos extratos contou com 600 resultados.

5.3.6 Analise dos espectros obtidos

Os resultados obtidos foram organizados utilizando o software Origin (verséao
9.6.5.169, 2019b) para torna-los compativeis com o software MatLab (verséo
7.5.0.342; R2007b, 2007), o qual foi empregado para o desenvolvimento dos modelos
quimiométricos. O software MatLab, capaz de suportar uma variedade de estudos
quimiométricos, permitiu a interpretacdo e multiprocessamento dos resultados pelos

meétodos exploratorio PCA e discriminatério PLS-DA.

5.3.7 Desenvolvimento do método quimiomeétrico

Empregando o software MatLab, foram desenvolvidos os modelos

quimiométricos exploratorios (PCA) e discriminatorios (PLS-DA), em sequéncia. O
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software foi alimentado com os dados dos espectros, de forma independente, apos
tratamento e processamento destes. Os dados adicionados ao software foram
submetidos a diferentes tipos de tratamentos para torna-los aptos para estudos
futuros. O conjunto de processos aplicados aos dados buscou corrigir deslocamentos
da linha de base, aumentar a razao sinal/ruido, precisdo e exatidao, aprimorar a
capacidade de interpretagao dos resultados, entre outros.

Para desenvolver o método PCA que melhor agrega cada uma das espécies,
diversos tipos de pré-tratamentos foram testados. Esses foram aplicados de forma
individual e/ou combinada e puderam sem divididos em: transformagodes, sendo
aplicadas as amostras (linhas da matriz X), como o Smoothing e derivadas de
primeira e segunda ordem; e pré-processamento, aplicaveis as variaveis (colunas
da matriz X) como Mean center, Autoscale, e GLS Weighting (com diferentes
valores de alfa). Em situagdes de combinagdo, os pré-tratamentos foram
experimentados em diferentes sequéncias, visando a otimiza¢cao dos dados.

Embora apresentem diversas similaridades com o PCA, os modelos PLS-DA
nao sao necessariamente interpretados corretamente com os mesmos tratamentos.
Para o estudo discriminatorio, aplicou-se a mesma lista de pré-tratamentos, porém
com outras combinacdes. Aliado disso, foi estabelecida a aplicacdo da cross-
validation a partir das seguintes metodologias:

1. Leave one out
Venetian blinds
Contiguous block

Random subsets

O KN D

Custom

Os métodos de cross-validation foram aplicados a fim de se testar o modelo,
dividindo parte dos resultados para calibragao (70%, equivalente a 2100 dados da
matriz) e o restante para validagéo (30%, equivalente a 900 dados da matriz) para as
folhas e pds. No caso dos extratos, a calibracdo e a validagao foram feitas com um
numero reduzido de dados (respectivamente, 70%, equivalente a 420 dados, e 30%,
equivalente a 180 dados). A escolha da metodologia levou em consideragao fatores

como numero de amostras, divisdo dos dados, numero de iteragdes, entre outros.
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5.3.8 Critérios de avaliagao para os modelos

A certificacdo da qualidade dos modelos foi realizada por meio da avaliagao
das amostras que compdem a matriz e resultados dos estudos estatisticos. Os dados
foram analisados utilizando o grafico Scores Plot, baseando-se em duas componentes
principais. Estabeleceu-se um intervalo de confianga de 95% para as amostras serem
validas para inclus&o no estudo. Espectros fora deste limite foram considerados como
andémalos, sendo removidos a fim de se garantir maior precisdo dos modelos.

Para o PCA, os métodos desenvolvidos foram avaliados com base no numero
de componentes principais a serem selecionadas, na capacidade do modelo de
explicar a matriz de dados (%variance cumulative) e na separagao das espécies a
nivel tridimensional. Além disso, o grafico Variables/Loadings também fez parte dos
critérios de aceitagdo do modelo.

A avaliagdo do PLS-DA considerou a selegao do numero de variaveis latentes,
a disposicao tridimensional dos dados no grafico Sample/Scores Plot, o grafico
Variables/Loadings e capacidade do modelo de explicar a matriz de dados (%variance
cumulative). Todas essas variaveis culminaram em diferencas nos resultados
estatisticos para cada coluna do bloco Y, representadas pelos valores de
especificidade e sensibilidade a nivel de calibragao, cross-validation e predigédo, além
dos valores de Root Mean Square Error of Calibration (RMSEC), Root Mean Square
Error of Cross-Validation (RMSECV) e Root Mean Square Error of Prediction
(RMSEP).

5.3.9 Machine learning

Complementando o estudo quimiométrico, foram desenvolvidos métodos de
classificagao utilizando aprendizado de maquina. Os dados de MIT-FTIR adquiridos
anteriormente foram organizados em formato tabular, garantindo uma estrutura
adequada para analise.

Para desenvolver os modelos de machine learning, os dados foram inicialmente
divididos em conjuntos para treinamento (70% da matriz de dados) e validagao (30%

da matriz de dados). Em seguida, foram criados 40 algoritmos diferentes para
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classificar as diversas espécies incluidas no estudo, utilizando para isso a biblioteca
LazyPredict da linguagem Python.

ApOs essa etapa, selecionou-se 0 melhor modelo entre aqueles testados, com
base nos valores de acuracia, F1 Score, indice Kappa e tempo de treinamento. O
algoritmo que apresentou o melhor resultado passou por uma otimizagcdo de seus
hiperparametros e validacdo cruzada utilizando 10 conjuntos de validagao
(metodologia 10 fold).

O ambiente PyCaret em linguagem Python foi configurado para auxiliar na
construgcdo dos modelos, automatizando o processo, e especificando a variavel alvo,
M. ilicifolia (espinheira-santa verdadeira) e op¢des do pré-tratamento. Esta etapa é
crucial para garantir a qualidade dos resultados durante o treinamento dos modelos
de machine learning.

Durante a configuragdo do ambiente, foram aplicadas técnicas de preé-
tratamento, incluindo a normalizacédo dos dados para reduzir variagdes na escala das
caracteristicas, a selegao de caracteristicas para identificar as mais relevantes para a
classificagao, e balanceamento de classes para lidar com desequilibrios no numero
de amostras entre as espécies vegetais envolvidas no estudo.

ApOs a configuracdo do ambiente, foram visualizados e comparados 40 tipos
diferentes de modelos, buscando determinar o mais adequado para a matriz de dados
disponivel. Estes testes foram realizados utilizando a biblioteca LazyPredict da
linguagem Python. A escolha do melhor modelo foi baseada em métricas como
acuracia, F1 Score, indice Kappa e tempo de treinamento.

Com o modelo escolhido (Random Forest), a avaliagéo da capacidade preditiva
do algoritmo foi realizada utilizando validagdo cruzada com metodologia de 10
conjuntos de validagao (10 Fold), fornecendo os resultados nas métricas de acuracia,
Recall, precisédo, F1 Score, indice Kappa e Coeficiente de Correlagdao de Matthews
(MCC). Gréaficos de Area sob Curva ROC (AUC ROC), classification report, class
prediction error, validation curve, learning curve e a matriz de confusao foram gerados
para o compreender o desempenho preditivo do melhor modelo. Por fim, graficos das
variaveis (numeros de ondas) mais importantes foram construidos a partir da
otimizacao do melhor modelo, visando entender quais grupos funcionais contribuem

na diferenciagdo das espécies vegetais.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa do estudo quimiométrico consistiu na analise do padréo
espectroscopico gerado para cada uma das formas de apresentagdo da planta,
comparando-as. O estudo se iniciou com as folhas integras, estruturas de elevada

complexidade. (Figura 16).

Figura 16 — Padrao espectroscépico de folhas integras de M. ilicifolia
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Fonte: O autor (2023)

As folhas de M. ilicifolia apresentam um perfil com diversas regides de
relevancia mesmo com a padronizagdao de seus cortes e areas de visualizacdo. A
distribuicdo do espectro demonstrou-se deveras heterogénea na regido anterior aos
1800 cm-'. Diversos picos importantes foram encontrados e suas presencgas sdo
essenciais para caracterizagao da espécie. Na regido inicial do espectro e proximo a
500 cm-! se encontram os compostos aromaticos e halogénios que comp&e a amostra.
A regido de 1100 cm™' teve bastante destaque e condiz com a deformagdo C-H de
anéis aromaticos. Por sua vez, a regido de 1700 cm™ estd relacionada com o
estiramento C=0 de grupamentos éster que compde os taninos hidrolisados, e a 2300
cm™' esta relacionada com a presenca de alquinos (C=C). A 2900 cm™" - 2800 cm™’

tém-se os picos indicativos do grupamento CHO, constituindo um aldeido, e o
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estiramento assimétrico C-H dos grupamentos —CHz, estiramentos simétricos C-H
dos grupamentos —CHs presente em moléculas de agucares, e 0s grupamentos
alifaticos, como -C-H, -C-H2 e —C-Hs. Apds este numero de onda, a tendéncia do
espectro foi permanecer homogéneo, com picos de menor intensidade quando
comparados aqueles no inicio (Alves et al., 2024; Martins, 2020; Shurvell, 2006).

Apos a trituragao das folhas, foi realizada a analise dos pés (Figura 17).

Figura 17 — Padrao espectroscopico dos pos de M. ilicifolia
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Fonte: O autor (2023)

Para os pos, as regides de maior destaque foram similares as das folhas, porém
no nimero de onda de 1700 cm™' notou-se um pico de proporgdes muito superiores,
novamente remetendo ao estiramento C=0 encontrado nas folhas. A area inicial do
espectro (entre 400 a 1700 cm™') se mostrou rica em picos, de forma semelhante as
estruturas foliares anteriores. Dentro desta regido, alguns dos pontos mais
importantes incluiram a faixa de aproximadamente 0 a 750 cm-', regido voltada aos
compostos aromaticos e halogénios identificados, e um novo destaque ao pico em
1250 cm, relacionado a grupamentos éter, alcoois e aglcares por conta de
grupamentos como C-0O-C, C-OH e estiramentos C-O proveniente de anéis pirano,
caracteristicos de moléculas da classe dos flavonoides. Novamente destaca-se a
regido de 1100 cm™' com a deformagdo C—-H de anéis aromaticos, e a 2900 cm™' -

2800 cm™' os picos dos grupamentos CHO, estiramentos assimétricos C-H dos
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grupamentos —CH2, simétricos C-H dos grupamentos —CHs, além os grupamentos
alifaticos -C-H, -C-Hz e —C—-Hs. (Alves et al., 2024; Martins, 2020; Shurvell, 2006).

Houve um aumento coletivo na intensidade dos picos para as amostras em po
em relagao as folhas. Esse fato se deve a diferente interagdo com a luz infravermelha
de cada tipo de amostra, uma vez que o po € mais homogéneo, possui maior
superficie de contato e oferece menor impedimento a passagem de luz em
comparacgao a estrutura foliar.

O ultimo grupo de espectros a ser analisado foi o dos extratos (Figura 18),

originados apos a passagem dos pos pelos processos de maceracgao e extracao.

Figura 18 — Padrao espectroscopico os extratos de M. ilicifolia
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Fonte: O autor (2023)

O perfil espectral dos extratos demonstrou picos de elevada intensidade e mais
bem definidos que aqueles apresentados para folhas e pds. Diferentemente dos
demais, os extratos apresentaram uma distribuicdo homogénea ao longo de toda a
regidao do infravermelho médio. O processo de extragdo concentra a amostra,
reduzindo a influéncia de possiveis interferéncias por contaminantes e estruturas sem
valor para o estudo, fato que contribui para um perfil mais uniformizado. Destacam-se
os picos nas regides de, aproximadamente, 500 cm™ a 750 cm, relacionados a
grupos aromaticos e halogénios, de 1000 a 1750 cm™', os quais incluem diversos
estiramentos diferentes, como as ligagbes C-O, C=C-H, C=0, englobando ésteres,

aldeidos, alcoois, agucares, alcanos, alcenos, entre outros, tornando essa regiao
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crucial rica nos grupamentos que compde as principais classes de metabdlitos da
espinheira-santa, os flavonoides e taninos. Em 2900 cm™' a 2800 cm™' repete-se os
estiramentos assimétricos C-H dos grupamentos -CH2, simétricos C-H dos
grupamentos —CHs, grupamentos CHO e alifaticos (-C-H, -C-H2 e —-C-Hs). Ja a
regido de 3500 cm™' esta bastante relacionada com a presencga de ligagdbes O-H
provenientes da presenca de agua absorvida na amostra, alcool e grupamentos
fenadlicos (Alves et al., 2024; Martins, 2020; Shurvell, 2006).

O perfil espectroscépico de cada uma das formas de apresentagao pode ser

comparado a partir de sua sobreposicao (Figura 19).

Figura 19 — Sobreposicéo do perfil espectral das formas de apresentagao estudadas
para M. ilicifolia
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Fonte: O autor (2023)

Comparando os espectros originados de cada uma das apresentacdes
estudadas, nota-se uma ampliacéo na transmitancia ao passo que mais processada
se encontra a amostra. O perfil espectral dos extratos permitiu uma analise mais
precisa de quais sao os estiramentos relevantes encontrados em M. ilicifolia,
destacando-se a porcdo média e final do espectro, além de contar com o aparecimento
de uma elevada banda na regido de 3000 a 3500 cm-', oriunda do processo de
maceragao.
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A analise dos espectros de cada uma das apresentag¢des da espinheira-santa
€ crucial, pois esses sdo o0s objetos de estudo para a criacdo dos modelos. A
quimiometria partiu do PCA, visando a identificagdo da espinheira-santa dentre todas
as espécies vegetais contaminantes testadas, para entdo seguir ao PLS-DA, um

modelo discriminatério e facilitado pela construgao prévia do PCA.

5.41 Modelo PCA

5.4.1.1 Folhas

A etapa de criacdo dos modelos de PCA teve inicio com as amostras na forma
de folha. Primeiramente, os modelos foram tratados centrando os dados na média
(mean center) e autoescalonamento (autoscale), mas os resultados ndo foram
satisfatérios devido ao afunilamento das amostras, impedindo a separacdo das
especies.

Em seguida, aplicou-se um pré-processamento mais especifico e que
apresentou real capacidade corretiva. A aplicacao do GLS W visa melhorar a precisao
das analises estatisticas, corrigindo variagbes sistematicas e estabelecendo
correlagdes entre os dados que compdem a matriz (SILVA, et al. 2018). Para a
construcdo do atual modelo, essa metodologia se mostrou adequada quando
aplicados valores de alfa abaixo de 0,01. O melhor modelo de classificagao foi
alcangado utilizando GLS W com alfa de 0,0075.

O numero de componentes principais para este pré-processamento foi
escolhido baseado na % de variancia cumulativa. O grafico expresso na Figura 20
demonstra que 3 componentes principais sdo responsaveis pela maior variancia dos
dados, totalizando 27,88% da varidncia cumulativa, corroborando com a

complexidade das folhas.
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Figura 20 - Analise grafica da escolha do numero de componentes principais
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Fonte: O autor (2023)

A escolha do numero de componentes principais se da pela relacéo entre o
total de variancia que pode ser explicada por cada componente principal (Eigenvalues,
eixo Y) e o numero de componentes principais propriamente dito (eixo X). Para gerar
um modelo de qualidade, € importante otimizar esses parametros, buscando uma boa
explicagdo dos dados da matriz sem introduzir viés. Quando o numero de
componentes principais é excessivo, 0 modelo perde credibilidade devido a utilizagao
de informagdes redundantes, como o ruido do equipamento em que se realizou as
analises. Por outro lado, um numero reduzido de componentes principais oferece uma
janela restrita para explicar as informacgdes, limitando a divisdo da variédncia do modelo
entre as componentes principais e, por consequéncia, reduz sua capacidade de
identificacdo (Ferreira, 2015). Essas componentes principais carregam consigo
informacdes cruciais para a interpretacdo do modelo e classificagdao das amostras.
Apos aplicacdo das trés componentes principais, foi possivel estabelecer uma

representacéao tridimensional deste modelo, a qual pode ser encontrada na Figura 21.
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Figura 21 - Representagao tridimensional do modelo PCA desenvolvido para folhas
integras
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Legenda: Tridngulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger
et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina
rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Tridngulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)

A representacdao tridimensional aponta que toda as espécies foram
classificadas de forma significativamente distinta. Além disso, notou-se que alguns
espectros da espécie M. aquifolium foram identificados na mesma regido que a
espinheira-santa oficial, com alguns pontos sobrepostos. Vale ressaltar que este
contaminante se trata do adulterante mais comum da espinheira-santa, sendo
frequentemente encontrado em amostras comerciais. Por sua vez, a amostra
Citronella gongonha foi a que mais se aproximou da espécie oficial; com uma
quantidade minima de pontos sobrepostos com a espinheira-santa, o que também
indica uma diferenciacao efetiva de ambas as espécies,

As amostras das espécies Citronella gongonha, Sorocea bonplandii, Jodina
rhombifolia e Zollernia ilicifolia apresentaram-se identificadas de forma totalmente
distinta das demais, demonstrando diferenca significativa em suas estruturas quando
analisadas pelo método de infravermelho. A epicatequina, flavonoide base para
métodos de referéncia de identificacdo da espinheira-santa, € um metabdlito

encontrado em quantidades reduzidas nessa espécies, fator que torna esse
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componente bastante relevante para analises discriminatorias. Vale ressaltar que a
diferenca entre os componentes das amostras nao se limita apenas a este metabdlito,
mas a um complexo conjunto quimico, sendo a epicatequina a protagonista por atual
atribuicdo como referéncia de M. ilicifolia. Por sua vez, a espécie M. aquifolium se
apresenta similar a M. ilicifolia quanto a epicatequina, mas também foi discriminada
pelo modelo, reforgcando a importancia do perfil fitoquimico completo para distingéo
das espécies. Analises fitoquimicas geram dados complexos que englobam diversas
substancias e suas interagdes, 0 que torna vantajosa a aplicagdo de um modelo
multivariado, uma vez que esse torna possivel a analise simultanea de multiplas
variaveis, possibilitando a extragcdo de uma grande quantidade de informacdes da
matriz de dados, como neste caso, que permitiu a identificacdo das espécies vegetais
(Ferreira, 2015).

O grafico Loading Plots tem elevada importancia para o estudo pois permite
identificar quais as regides dos espectros foram mais relevantes para correta
classificagdo de cada espécie. A Figura 22 demonstra que existe um grau de
importancia em praticamente toda a faixa do infravermelho médio, sendo necessaria

sua avaliagdo como um todo para a identificacdo das espécies.

Figura 22 — Grafico variaveis/Loading Plots para as folhas integras
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Fonte: O autor (2023)

Amostras vegetais sdo complexas e apresentam diferengas macro e
microscopicas entre si, fato evidenciado pelo panorama obtido no infravermelho das
folhas integras. A importancia de cada numero de onda pode ser explicada por essa
complexidade, sendo necessaria a andlise de todas as regides espectrais para

identificacdo de cada espécie.
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5.4.1.2 Pos

Em relagdo aos poés, os pré-tratamentos aplicados foram, simultaneamente, o
mean center, a aplicagao de alisamento com janela de 15 dados associado a primeira
derivada e uma polinomial, e GLS W com alfa de 0,02. O mean center é um dos
tratamentos mais convencionais aplicados a variaveis e tem o objetivo de centralizar
os dados em um valor médio calculado para cada um dos eixos que compdem uma
matriz de dados, sem alterar o tamanho e estrutura desses dados. A utilizacdo dessa
técnica permite melhorias a nivel de colinearidade, interpretagao e estabilizagao dos
resultados (Ferreira, 2015).

Por sua vez, o alisamento dos dados e aplicacdo da primeira derivada séo
métodos frequentemente combinados. O smoothing (alisamento) melhora a razéo
sinal/ruido ao suavizar variagdes randémicas nos espectros, baseando-se em uma
faixa impar de nimeros de onda. E crucial aplicar essa técnica com cuidado a fim de
nao superalisar os dados, tornando-os inadequados para analise. Como parte das
técnicas de corre¢ao da linha de base, as derivadas ajustam os espectros deslocando-
0os para o zero de absorbancia, usando o método polinomial de primeira ordem
(Ferreira, 2015). E importante ressaltar que todos os pré-tratamentos foram aplicados
na sequéncia mencionada, pois a aplicacdo em ordens diferentes acaba alterando os
sucessivos calculos e modificagdes da matriz de dados, impactando no resultado final
do modelo. A selecdo de componentes principais se deu da mesma forma que nas
folhas (Figura 23), onde 3 componentes principais foram escolhidas por representar

69,35% de variancia cumulativa dos dados.

Figura 23 - Analise grafica para a escolha do niumero de componentes principais
para o modelo PCA dos pés
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Fonte: O autor (2023)
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A representacgao tridimensional promovida pelas trés componentes principais
selecionadas pode ser encontrada na Figura 24 a seguir.

Figura 24 - Representagao tridimensional do modelo PCA desenvolvido para os pos
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Legenda: Tridngulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger
et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina
rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Triangulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)

A representacgéao grafica dos pos, dentre todas as formas de apresentagdo das
plantas, foi a que demonstrou menor uniformidade nos seus espectros, com
resultados distribuidos em uma ampla faixa. A espécie E1 foi efetivamente separada
das demais, com apenas alguns dados apresentando contato com a espécie E2,
considerada o principal contaminante.

O grafico Loading Plots para os modelos dos pos mostrou-se mais seletivo do
que o apresentado para o modelo das folhas. Notou-se que os numeros de onda de
maior relevancia estéo faixa de 1750 cm™" a 500 cm™', com um impacto menor também
presente no intervalo aproximado de 3000 cm™' a 2800 cm-'. As regides entre 1800 e

2800 cm™', além da faixa de 3000 cm-', mostraram menor influéncia no modelo (Figura
25).
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Figura 25 - Grafico variaveis/Loading Plots para os pos
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Fonte: O autor (2023)

5.4.1.3 Extratos

Os extratos foram submetidos a combinacao dos pré-tratamentos mean center,
alisamento com janela de 15 pontos e GLS W com alfa de 0,005. Diferentemente dos
modelos anteriores, 0 numero de componentes principais empregado foi de cinco, o

que permitiu ao modelo cobrir com precisao 96,36% da matriz dos dados (Figura 26).

Figura 26 - Analise grafica para escolha do numero de componentes principais para
o modelo PCA dos extratos
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Fonte: O autor (2023)

A analise tridimensional dos dados permitiu verificar diferengas na classificagcédo

de cada uma das espécies (Figura 27).
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Figura 27 - Representagao tridimensional do modelo PCA para os extratos
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Legenda: Triangulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger
et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina
rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Triangulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)

Neste modelo, todas as espécies apresentaram variagdes intra-amostral
baixas, evidenciando uma maior uniformidade dos dados. Cada espécie foi
classificada de forma isolada, com uma maior proximidade entre a espinheira-santa
oficial e a espécie E2, mantendo o mesmo padrao observado para os pds e para as
folhas integras.

O gréfico Loading Plots para os extratos sugere a presenca de diversas regides
importantes para sua definigdo ao longo dos numeros de onda que compdem o
infravermelho médio. Destaca-se a faixa dos 1750 cm™ até 750 cm™ e a regido
préxima aos 3000 cm™', com outras faixas do espectro também demonstrando

importancia, porém em menor magnitude (Figura 28).
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Figura 28 - Grafico variaveis/Loading plots para os extratos
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Fonte: O autor (2023)

Cada uma das formas de apresentacdo das folhas demonstrou um perfil
diferente do grafico Loading plots, indicando como o modelo previu a identificacdo das
especies a partir de comprimentos de onda distintos. Essa variagao pode ter diversas
origens, como a perda e surgimento de compostos relevantes durante os
procedimentos de trituragdo, extragdo e secagem por for¢ca centrifuga, além de
interferéncias provenientes do proprio equipamento para cada tipo de amostra,

mesmo que a metodologia de analise tenha sido semelhante.

5.4.2 Modelo PLS-DA

5.4.2.1 Folhas

O modelo de discriminacdo da espinheira-santa de seus contaminantes
também foi desenvolvido inicialmente com amostras das folhas. Para criar o modelo
PLS-DA, é necessario dividir a matriz de dados em duas por¢cdes: uma para
calibragao, contendo 70% dos dados, e outra para validagdo, com os 30% restantes.
Como o PLS-DA é complementar ao PCA, a matriz utilizada para criar ambos os
modelos foi a mesma.

Dados de calibracdo tém a fungido subsidiar o desenvolvimento e treinar o
modelo a partir de uma frag&o representativa da matriz de dados que se deseja usar
para as predi¢cdes/decisdes. Por se tratar da criacdo do modelo, a parcela de dados

para esta etapa deve ser superior aquela reservada para a avaliagdo da capacidade
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preditiva do modelo gerado, a por¢ao de validacdo. Este julgamento se baseia no
conhecimento prévio de cada uma das classes e sua apresentagdo ao software, o
qual ndo possui essa experiéncia, tentando designar esses dados as classes
estipuladas no momento de criacdo do modelo (aplicagdo dos dados de calibragdo)
(Ferreira, 2015; Peris-Diaz; Kre zel, 2021; Westad; Marini, 2015).

Assim como no modelo PCA, é necessario escolher o numero de componentes
principais para o PLS-DA. Contudo, nessa categoria de experimentos, essas
componentes s&o referidas como variaveis latentes. Essas variaveis tém a capacidade
de relacionar a explicagéo da variancia (bloco de dados X) com a propriedade de
interesse (bloco de dados Y), maximizando a covariancia entre ambos.
Diferentemente das componentes principais no PCA, a sele¢gdo do numero otimizado
de variaveis latentes esta relacionada com as medidas de erro de previsdo nos
modelos, representadas pelo Root Mean Square Error of Cross-Validation (RMSECV)
e Root Mean Square Error of Calibration (RMSEC) (Figura 29). Ambas estas medidas
de erro estao relacionadas com a variancia explicada pelo bloco de dados X, a qual
dita a construgcao do modelo. Essas métricas se encontram elevadas quando o numero
de variaveis latentes é reduzido, indicando um subajuste do modelo. Por outro lado,
um numero excessivo de variaveis latentes pode levar ao sobreajuste, ambos os
fendbmenos sendo prejudiciais para a predicdo do modelo. Assim, € necessario
selecionar variaveis latentes que contenham informacgdes suficientes para a criagcao

de um modelo efetivo, evitando tanto o subajuste quanto sobreajuste (Ferreira, 2015).

Figura 29 — Grafico de avaliagao das variaveis latentes para amostras de folhas
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Fonte: O autor (2023)
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Selecionou-se cinco variaveis latentes (Figura 29), as quais foram suficientes
para maximizar a covariancia sem sub ou sobreajustar o modelo. Essa escolha
equilibra a complexidade do modelo e a precisdo das predigdes, garantindo um
desempenho robusto. Os pré-tratamentos para criacdo deste modelo foram
autoescalonamento, GLS W com alfa de 0,07 e alisamento com janela de 9 pontos.
Cerca de 82,5% da variancia pode ser capturada pelo modelo a partir desse numero
de variaveis latentes.

A partir da selecéo de variaveis latentes é possivel avaliar a presenca de dados
andmalos na matriz, também chamados de outliers. Resultados deste tipo devem ser
excluidos, uma vez que nao fornecem informacgdes representativas da amostra
estudada, podendo ter sido alterados por erros sistematicos ou aleatorios. A incluséo
desses dados na criagdo dos modelos pode distorcer as previsbes devido a seus
valores extremos (Santos, 2020).

A deteccao e remocao de outliers para o modelo PLS-DA foi realizada utilizando

o grafico Student Residual, encontrado na Figura 30.

Figura 30 — Grafico Student Residual para amostras na forma de folhas
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Legenda: Triangulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger
et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina
rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Triangulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)

Este grafico ilustra a relagdo entre duas medidas de predigdo: o Student
Residual e o Leverage. O Student Residual representa a diferenga padronizada entre
os valores reais e os preditos para uma mesma observagao, podendo ser quantificado
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a partir da razao entre o residuo comum e seu desvio padrao estimado. Um valor de
Student Residual superior a 2,5, positivo ou negativo, € geralmente considerado como
indicador de outlier. Por outro lado, o Leverage mede o potencial de influéncia que
uma observagdo especifica exerce sobre o modelo de regressdo. Para esse
parametro calcula-se o Leverage critico para o modelo de calibragdo a partir da
seguinte equacao: (ASTM, 2017; PENN STATE, 2018; Greenwood, 2023).

Leverage critico = VLs x 3/n

Legenda: VLs — numero de variaveis latentes definidas para o modelo; n — numero de amostras

do conjunto de calibragao.

Amostras que apresentarem Leverage superior ao valor critico devem ser
investigadas com maior cautela, pois representam observagdes de grande influéncia
na matriz de dados, podendo se tratar de outliers. Os dados apresentaram Student
Residual entre -2 e 2, e Leverage critico de 0,007, valor ndo alcangado por nenhuma
observacao. Optou-se por ndo remover nenhum dado da matriz, uma vez que nao
houveram resultados com grande impacto sobre a média do modelo de regressao
(ASTM, 2017).

A capacidade discriminatéria do modelo PLS-DA pode ser avaliada de forma
individual para cada uma das classes de amostras por meio do grafico Y predito, o
qual ilustra a precisdo das predicdes para cada classe de amostras. Na Figura 31
pode-se observar como o modelo distingue as diferentes classes com base nos dados
preditos.

O grafico Y predito permite identificar se o modelo esta adequadamente
capturando as variagdes entre as classes e se faz predi¢cdes precisas para cada uma
delas. Esta etapa é crucial para garantir que o0 modelo seja util em aplicagdes praticas,

como a discriminacao entre a espinheira-santa e seus contaminantes.
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Figura 31 — Grafico Y predito para avaliacdo da capacidade discriminatéria do
modelo para as folhas, com foco em M. ilicifolia
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Legenda: Tridngulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger
et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina
rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Triangulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)

Ao longo do eixo das abcissas, estdo alocadas, sequencialmente, todas as
varreduras realizadas, com cada espécie vegetal sendo representada por uma cor
distinta. A parcela de varreduras destinada a calibracdo do modelo esta a esquerda
do grafico, enquanto aquelas destinadas a validagdo se encontram na direita. Os
dados de M. ilicifolia foram o foco deste grafico, uma vez que esta é a espécie a ser
discriminada das demais, representada pela cor vermelha. A linha horizontal que
cruza o centro do grafico, chamada de threshold, tem a funcdo de delimitar as
decisdes do modelo. Amostras acima dessa linha sdo reconhecidas como o alvo do
estudo, M. ilicifolia, enquanto aquelas que se encontram abaixo foram identificadas
como espécies vegetais distintas.

Observou-se que, para os dados do modelo de calibragao, todas as varreduras
de M. ilicifolia foram corretamente identificadas. No entanto, para os dados de
validacdo, diversas amostras dessa classe se apresentaram abaixo do threshold. Por
outro lado, o numero de amostras contaminantes identificadas como espinheira-santa
foi zero. A partir do grafico Y predito foi possivel estabelecer a relagdo de espécies

correta e incorretamente identificadas pelo modelo (Quadro 6).
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Quadro 6 — Avaliagao das amostras do grafico Y predito do modelo PLS-DA para as

folhas

Espinheira-santa

Demais espécies

Identificado como

espinheira-santa

Verdadeiro positivo
(VP) = 415

Falso positivo
(FP)=20

Identificado como

contaminante

Falso negativo
(FN) =85

Verdadeiro negativo
(VN) = 2480

Fonte: O autor (2023)

A precisdao da identificacdo do modelo permite o calculo de métricas
fundamentais para avaliar o desempenho do modelo, sendo elas a sensibilidade,

especificidade e acuracia (Quadro 7).

Quadro 7 - Calculo das métricas de qualidade do modelo para as folhas

- VP
Sensibilidade VP+EN 83%
e VN
Especificidade VN+EP 99,2%
. . VP+VN
Acuracia TOTAL 96,5%

Fonte: O autor (2023)

A sensibilidade indica a capacidade do modelo de identificar corretamente a M.
ilicifolia (verdadeiros positivos), enquanto a especificidade se resume na capacidade
de uma identificagdo acertada de amostras nao pertencentes ao grupo alvo
(verdadeiros negativos). Por sua vez, a acuracia consiste na medida geral de
desempenho do modelo, considerando tanto os verdadeiros positivos quanto os
negativos (Chu, 1999).

O modelo PLS-DA desenvolvido demonstrou uma excelente capacidade de
deteccdo de amostras contaminantes dentro da matriz dados, apresentando um valor
de especificidade bastante elevado. A acuracia do modelo também se apresentou
bastante positiva, evidenciando um desempenho preditivo notavel. A sensibilidade,

que se refere a capacidade do modelo de predizer a classe de amostras de M. ilicifolia,
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apresentou resultados positivos, embora reduzido em comparagdo as demais
métricas. O modelo desenvolvido possui resultado comparavel aos modelos de
discriminacao de Vieira et al. e Zhao et al., por exemplo, os quais também utilizaram
a espectroscopia de infravermelho e quimiometria para distinguir, respectivamente,
amostras de llex paraguariensis St. Hil e Gentiana rigescens Franch. ex Hemsl.
Ambos os estudos culminaram em técnicas aptas a utilizacdo em amostras
comerciais, alcangando sensibilidade, especificidade e acuracias entre 80 e 100%
para modelos de predicao, resultado também encontrado para M. ilicifolia. A aplicacao
de uma matriz de dados de validagdo mais ampla pode ser uma alternativa para
aumentar os valores de todas as métricas, aprimorando ainda mais o modelo para a
forma de folhas (Vieira et al., 2019; Zhao et al., 2015).

Além desses resultados, foi possivel realizar uma analise detalhada das
variaveis de maior impacto para a discriminagdo das espécies vegetais a partir do
grafico VIP (Varible in Importance Prediction). Em uma metodologia baseada na
espectroscopia de infravermelho, as principais variaveis correspondem aos picos
caracteristicos de cada espécie vegetal ao longo do espectro de 4000 a 400 cm™".
Neste grafico, a linha de threshold, em vermelho e paralela ao eixo das abcissas,
delimita as regides importantes para discriminagao (picos acima essa faixa) daquelas

de menor relevancia (picos abaixo deste limite) (Figura 32).
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As regides demarcadas por retangulos azuis foram interpretadas como as de
maior importancia para discriminar as amostras. As diferentes cores dos picos
representam as regides relevantes para cada classe avaliada. Observa-se que, para
as amostras na forma de folhas, a discriminagdo das espécies vegetais utilizou de
diversos pontos do espectro, com destaque para a regido entre 2300 a 1500 cm™'. No
entanto, € necessaria uma avaliacdo do perfil espectroscopico completo para a
distinguir as espécies vegetais de forma eficiente. O perfil individual encontrado para

a M. ilicifolia pode ser encontrado na Figura 33.

Figura 33 — Perfil VIP individual para folhas de M. ilicifolia
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Fonte: O autor (2023)

O perfil individual encontrado para M. ilicifolia apresenta algumas diferengas
em comparagao ao grafico VIP para todas as espécies vegetais combinadas. A regiao
de maior impacto esta situada, aproximadamente, no nimero de onda 3600 cm™' e a
faixa de 2300 a 1700 cm™".

5.4.2.2 Pos

A criagcao do modelo PLS-DA dos pds seguiu uma metodologia similar ao das
folhas, iniciando com a divisdo dos dados em porgdes para calibragao e validagéo. Os
pré-tratamentos utilizados foram GLS W com alfa de 0,06 e alisamento com janela de
9 pontos. O numero otimizado de variaveis latentes, baseado nas medidas de erro,

para o modelo dos pos foi de cinco. (Figura 34).
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Figura 34 — Grafico de avaliagcao das variaveis latentes para amostras em po
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Fonte: O autor (2023)

Foi possivel observar, no entanto, uma distincdo entre os valores de RMSEC e
RMSECV, com o primeiro sendo inferior ao RMSECV no nivel de variaveis latentes
selecionadas. A variancia capturada pelo modelo a partir da aplicagao desse numero
de variaveis latentes foi de 71,4%.

O fenbmeno de sobreajuste do modelo € evidenciado pelo aumento da medida
de erro da predicao devido a adigcdo excessiva de informacgdes, o que reduz sua
efetividade. No presente caso, utilizar um numero maior de variaveis latentes deixaria
o0 modelo muito préximo do sobreajuste durante a etapa de validagado cruzada.
Portanto, cinco variaveis latentes foram consideradas o numero otimizado para evitar
esse fendbmeno, ao mesmo tempo em que reduz o RMSEC.

Os dados destinados a criacédo e treinamento do modelo passaram por uma
triagem usando grafico Student Residual para identificar e excluir outliers da matriz
(Figura 35).
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Figura 35 — Grafico Student Residual para identificacao de outliers para as amostras
na forma de pé
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Legenda: Tridngulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger
et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina
rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Triangulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)

Considerando os valores de Student Residual inferiores a -2,5 e superiores a
2,5, além de um Leverage critico de 0,007, foi possivel identificar resultados anémalos
dentro da matriz de dados. Esses outliers foram devidamente retirados para evitar
alteragdes indesejadas no modelo proposto. Os outliers ndo se limitaram a apenas
uma classe, estando distribuidos pelas seis classes que compuseram a matriz de
dados.

A capacidade preditiva do modelo PLS-DA para os pos foi analisada a partir do
grafico Y predito, focando na discriminacao da M. ilicifolia (representada cor vermelha)
das demais espécies contaminantes (representadas por outros grupos coloridos)
(Figura 36).
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Figura 36 — Grafico Y predito com foco em M. ilicifolia, avaliando capacidade
preditiva do modelo para amostras em pé
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Legenda: Tridngulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —

Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger

et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina

rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Triangulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)

As amostras foram alocadas ao longo do eixo X, com cada classe sendo

representada por uma cor diferente. Assim como no modelo das folhas, as amostras

acima da linha de threshold foram reconhecidas como M. ilicifolia, enquanto as abaixo

da linha foram identificadas como contaminantes. Os resultados obtidos permitem o

calculo das métricas de sensibilidade, especificidade e acuracia (Quadro 8).

Quadro 8 — Avaliagao das amostras do grafico Y predito do modelo PLS-DA para os

pos

Espinheira-santa

Demais espécies

Identificado como

Verdadeiro positivo

Falso positivo

espinheira-santa (VP) =484 (FP) =127
Identificado como Falso negativo Verdadeiro negativo
contaminante (FN)=16 (VN) = 2373

Fonte: O autor (2023)
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Para o modelo dos pods, os valores de sensibilidade, especificidade e acuracia
foram de, respectivamente, 96,8%, 94,9% e 95,2%. A partir da matriz de dados, o
software construiu um modelo de elevada sensibilidade, especificidade e acuracia.
Todas as amostras puderam ser corretamente discriminadas da M. ilicifolia. Em
comparagao ao modelo das folhas, o algoritmo dos pds apresentou uma sensibilidade
superior (83% para folhas a 96,8% para os pds), enquanto teve uma especificidade e
acuracia semelhantes (99,2% e 96,5% para as folhas, e 94,9% e 95,2% para os pos,
respectivamente) demonstrando uma elevada capacidade de detectar a espinheira-
santa e interpretar a amostra como tal.

O grafico de VIP também demonstrou um perfil distinto para as variaveis de

maior impacto nos pos com relagéo as folhas, como pode ser visto na Figura 37.
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As regides de maior impacto para a discriminagcdo das amostras incluem,
aproximadamente, 3750 a 3500 cm™', 2900 cm-', 2400 a 2000 cm-' e, como area de
maior importancia, 1800 a 400 cm-'. Este grafico apresentou perfil distinto daquele das
folhas, demonstrando como o software utiliza de diferentes regiées do espectro para
distinguir as amostras de acordo com a forma apresentada.

Por sua vez, o grafico VIP individual para M. ilicifolia se mostrou similar ao
encontrado para todas as amostras, explicitando sua influéncia na representacao

geral das amostras simultaneamente (Figura 38).

Figura 38 — Perfil VIP individual para M. ilicifolia em pos
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (1/cm)

Fonte: O autor (2023)

Para as amostras em p6, 500 varreduras por amostra também se mostraram
suficientes para a criagdo de um modelo com alta sensibilidade, especificidade e
acuracia. Foram identificados outliers em todas as classes de amostras, e o niumero
de variaveis latentes, conciliando a otimiza¢ao dos valores de RMSEC e RMSECV, foi
determinado como cinco. O modelo gerado demonstrou potencial para aplicagao
comercial e implementacdo como método de referéncia para discriminacao de

amostras.

5.4.2.3 Extratos

Complementando o estudo pela técnica quimiométrica, a metodologia de
desenvolvimento do modelo PLS-DA para os extratos seguiu 0 mesmo procedimento
aplicado para folhas e pds. Os pré-tratamentos aplicados foram o mean center,

alisamento com janela de 9 pontos e GLS W com alfa de 0,04.
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A selecdo do numero de variaveis latentes foi similar aos modelos PLS-DA

anteriores, com um valor otimizado para ambas as métricas de erro (RMSEC e

RMSECV) de cinco variaveis. O modelo foi capaz de capturar um total de 98% da

variancia a partir desse numero de variaveis latentes (Figura 39).

Figura 39 — Grafico de avaliagao das variaveis latentes para amostras em extratos

RMSECV 1, RMSEC 1

0.35

e
@

e

n

o
1

=
[
|

=

o

w
1

e
o

0.05—

&

5 Latent variables

—
——RMSECV
——RMSEC

1 |
8 10 12
Latent Variable Number

Fonte: O autor (2023)
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A primeira etapa na criagao do algoritmo envolveu a verificacdo de outliers,

buscando sua presenca e subsequente exclusdo. (Figura 40).

Figura 40 - Student Residual para identificacao de outliers para as amostras na

Student Residual

forma de extratos

Student Residual
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= N. aguifolium
= S. bonplandii

C. gangonha 1

o J. rhombifolia

Z. ilicifolia

x-axis zero
y-axis zero

0.008

0.01 0.012 0.014
Leverage

0.016

0.018 0.02

Legenda: Tridngulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —

Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger

et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina

rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Triangulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)
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A partir das referéncias adotadas anteriormente (Student Residual > 2,5 e
Leverage critico de 0,035), pode-se inferir que ndo existiram valores andmalos dentro
da matriz de calibracdo. Portanto, para a fragcdo destinada a calibragdo, nenhum
resultado foi removido.

Avaliando-se a capacidade de discriminar a espécie vegetal alvo (M. ilicifolia,
representada pela cor vermelha) das demais, o grafico Y predito foi gerado (Figura
41).

Figura 41 — Grafico Y predito com foco em M. ilicifolia, avaliando capacidade
preditiva do modelo para amostras em extrato
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Legenda: Tridngulo vermelho — Monteverdia ilicifolia (Mart. Ex. Reissek) Biral; Asterisco verde —
Monteverdia aquifolium (Mart.) Biral.; Quadrado azul escuro — Sorocea bonplandii (Baill.) W.C. Burger
et al.; Cruz azul clara — Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard; Losango branco — Jodina
rhombifolia (Hook & Arn.) Reissek; Triangulo preto — Zollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel.

Fonte: O autor (2023)

Todas as amostras contaminantes foram representadas por diferentes cores ao
longo do eixo das abcissas. Observa-se a auséncia dessas amostras contaminantes
para regides acima do threshold estabelecido, ilustrando a precisao do software em
predizer corretamente quais amostras nao pertenciam a espécie-alvo do estudo. Por
sua vez, as amostras da classe da espinheira-santa ficaram sobre a faixa limite, com
excecgao de seis dados da porgédo de validacédo, erroneamente identificados como
contaminantes. Com base nessas caracteristicas, foram realizados os seguintes

calculos (Quadro 9).
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Quadro 9 — Avaliagao das amostras do grafico Y predito e o calculo das métricas de
qualidade do modelo PLS-DA de extratos

Espinheira-santa

Demais espécies

Identificado como

Verdadeiro positivo

Falso positivo

espinheira-santa (VP) =94 (FP)=0
Identificado como Falso negativo Verdadeiro negativo
contaminante (FN)=6 (VN) =500

Fonte: O autor (2023)

Os resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia encontrados para o
modelo de extratos foi de 94%, 100% e 99%, respectivamente, demonstrando os
melhores resultados entre todas as apresentagdes testadas. Devido a sua capacidade
de discriminar corretamente todas as amostras contaminantes, encontrou-se uma
especificidade ideal (100%) para o modelo proposto. As métricas de sensibilidade e
acuracia também foram altamente satisfatorias, ndo atingindo um valor ideal devido
apenas as seis amostras da espinheira-santa identificadas como contaminantes. A
natureza das amostras nesta forma de apresentagao, devido ao processo de extragao
que concentra os compostos presentes na espécie vegetal, permitiu o
desenvolvimento de um modelo de qualidade elevada, sendo a forma mais adequada
para o estudo de amostras comerciais pelo método quimiométrico.

Além das métricas de especificidade, sensibilidade e acuracia, o modelo para
os extratos também revelou um perfil conciso no grafico VIP. Para as amostras nesta
forma de apresentacdo, as principais regides de impacto mostraram-se mais

focalizadas, como representado na Figura 42.
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A luz do exposto, as regides do espectro de maior impacto para discriminacéo
das espécies vegetais estdo localizadas nos numeros de onda aproximados de 3900
a 3700 cm™', 2350 cm™ e a faixa de 1750 a 600 cm-'. As regides mais importantes do
espectro isolado de M. ilicifolia mostraram-se semelhantes aquelas encontradas para

0 conjunto das espécies, e pode ser encontrado na Figura 43.

Figura 43 — Perfil VIP individual para M. ilicifolia em extratos
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Fonte: O autor (2023)

Ao comparar os graficos VIP para todas as formas de apresentacéo, € possivel
identificar diferengas significativas nas regides utilizadas pelo modelo para discriminar
as amostras em cada uma delas, principalmente entre as folhas e demais
apresentacdes. A quantidade de numeros de onda relevantes para definicdo dos
algoritmos foi proporcional a complexidade das amostras. As estruturas foliares em
sua forma integra apresentaram uma ampla variedade de regides relevantes. No
entanto, ao longo de seus processamentos e concentragdo da amostra, o numero de
regides foi reduzido. Essa caracteristica destaca a importancia de desenvolver
modelos para cada uma das formas de apresentacao e a necessidade de planejar
para extrair o maximo de informagao possivel de cada uma delas.

O modelo PLS-DA para os extratos apresentou elevados valores de
sensibilidade e acuracia, juntamente com uma medida ideal de especificidade. O
numero de variaveis latentes foi o mesmo para as trés formas de apresentacgao.
Nenhum outlier foi encontrado nos dados de calibragédo. A quantidade de varreduras
suficiente para a criacdo do modelo foi de 100, sendo que analises acima deste

numero nao contribuiram para a qualidade do modelo.
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5.4.3 Machine Learning

A quimiometria € uma ferramenta difundida no ramo de vigilancia em saude por
conta de sua capacidade exploratéria e discriminativa. No entanto, essa metodologia
apresenta limitagdes para alguns tipos de amostra, como espécies vegetais, as quais
demonstram uma elevada complexidade quanto a sua composigao, sendo necessario
complementar suas analises com outros métodos mais flexiveis e robustos, como o
machine learning.

O machine learning € o ramo da ciéncia que busca fazer predicbes e tomar
decisdes com base em informagdes fornecidas por matrizes de dados. Esse objetivo
€ alcangado através da construcdo de algoritmos e modelos estatisticos que
aprendem e melhoram sua performance conforme mais dados sédo fornecidos ao
modelo. A caracteristica marcante dessa metodologia é sua capacidade de evoluir
continuamente a medida que novas informagdes sobre a amostra sao incorporadas
ao algoritmo durante o treinamento. Ao aplicar diversas instancias de treino, na forma
de diferentes matrizes de dados, o modelo se aprimora, dando ao machine learning
uma capacidade de utilizacdo a longo prazo. A medida que novas amostras s&o
analisadas e adicionadas ao modelo, a precisao preditiva também se eleva. Essa
adaptabilidade nao apenas aprimora o desempenho do modelo, mas também
assegura que ele se mantenha relevante e eficaz em um ambiente de constante
mudancga (Janiesch; Zschech; Heinrich, 2020).

Embora os resultados pelo método quimiométrico tenham sido bastante
positivos para as trés formas de apresentagao estudadas (folhas, pos e extratos), o
machine learning pode oferecer uma capacidade preditiva ainda maior e/ou
complementar os modelos previamente construidos, elevando ainda mais sua
qualidade (Sarker, 2021; Shinde; Shah, 2018).

O modelo que se destacou foi o Random Forest, uma metodologia de
classificagado que utiliza a decisdo conjunta de multiplos classificadores na forma de
arvores de decisdo. Essas estruturas sao construidas de forma aleatéria a partir dos
dados da matriz, o que amplia a capacidade preditiva do modelo ao reduzir a
correlacdo entre as arvores. O Random Forest € uma das mais convencionais
metodologias para o desenvolvimento de modelos por aprendizado de maquina por
conta de sua eficiéncia, robustez, aplicabilidade em diversas matrizes de dados,
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capacidade de lidar com sobreajuste e habilidade para identificar e tratar outliers (Ali;
Khan; Ahmad, 2012; Breiman, 2001).

Apos a selecdo e validagdo do modelo, foram extraidos os resultados do
desempenho preditivo, incluindo métricas como acuracia, precisdo, coeficiente de
correlagdo de Matthews (MCC), recall, indice Kappa e escore F1. Essas métricas
permitem avaliar o quao bem o modelo faz previsdes precisas sobre as diferentes
espécies vegetais com base nos dados disponiveis. Além destas, sdo gerados os
graficos: area sob a curva ROC, classification report, class prediction error, validation
curve, learning curve, confusion matrix, todos destinados a entender o desempenho
preditivo do melhor modelo. Por fim, os graficos das variaveis, neste caso os niumeros
de onda, mais importantes foram gerados a partir dos modelos otimizados,
demonstrando quais grupos funcionais mais contribuiram para a diferenciagcao das

espécies vegetais
5.4.3.1 Folhas
O desenvolvimento dos modelos de machine learning comegou com as

amostras na forma de folhas. Primeiramente, foi avaliada a acuracia do modelo para

calibracao e validacao (Figura 44).
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Figura 44 — Progresséo da acuracia da calibragao e validagao do modelo machine
learning para amostras na forma de folha
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Legenda: A - Progressao da acuracia da calibragao do modelo; B - Progressao da acuracia da
validagao do modelo
Fonte: O autor (2024)

Ao longo das 10 instancias de treino do modelo (eixo X), percebe-se que a
acuracia (eixo Y) aumenta de forma gradual, estabilizando ao final da aplicagdo de

todos os dados. Observa-se uma area de coloragao verde clara a qual engloba todos
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os resultados de acuracia encontrados até aquele momento pelas arvores de decisédo
formadas. A acuracia geral do modelo, representada pelos circulos verdes ao longo
do gréfico, € a média de todos esses valores. Inicialmente, a acuracia do modelo foi
de 87%, evoluindo para 94% apds a aplicacao de todas as instancias de treino.

Para os dados de validagcédo cruzada, a mesma analise foi realizada, também
empregando 10 instancias de calculo da metodologia 10 fold. Inicialmente, a acuracia
para esse conjunto de dados foi de 33%, progredindo significativamente até alcangar
uma meédia de 93%. Acompanhando a faixa de crescimento em ambos os graficos,
encontra-se uma linha chamada de fraining score, a qual apresenta a progressao dos
resultados em situagdes ideais, onde a acuracia final seria de 100%.

Tanto para os dados de calibracdo quanto para a validagao cruzada, a acuracia
encontrada foi elevada e similar. A combinagao desses resultados indica uma acuracia
geral do modelo extremamente positiva para os dados apresentados, demonstrando
uma capacidade preditiva de alto desempenho para este tipo de amostra.

O estudo com aprendizado de maquinas prosseguiu com a construgao da
matriz de confusdo dos dados, visando identificar a relagdo entre resultados
verdadeiramente positivos e falsos positivos. Para as folhas, as classes envolvidas no
estudo foram:

e C(Classe 0 - Citronella gongonha;

e (lasse 1 - Jodina rhombifolia;

e C(lasse 2 — Monteverdia aquifolium.;

e Classe 3 — Monteverdia ilicifolia (espinheira-santa);
e (lasse 4 — Sorocea bonplandii;

e C(Classe 5— Zollernia ilicifolia.

A matriz de confusao em si pode ser encontrada na Figura 45.
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Figura 45 — Matriz de confusdo do modelo machine learning para amostras na forma
de folha

RandomForestClassifier Confusion Matrix
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Fonte: O autor (2024)

A interpretacdo da matriz € feita observando como as amostras destinadas a
validac&o foram classificadas, levando em consideragao sua classe real (True Class
— eixo Y) e para qual grupo essas amostras foram alocadas (Predicted Class — eixo
X). As amostras corretamente identificadas sdo representadas em células de
coloragdo verde escura e escrita branca, correspondendo ao grupo das amostras
verdadeiramente positivas. Os valores restantes apresentados em cada coluna ao
longo da linha de cada classe verdadeira formam o grupo dos falsos positivos,
representadas nas células de cor verde clara e escrita preta. Células de coloragao
branca e mais opacas sdo aquelas que se mostraram ausentes de resultados falsos
positivos.

Como 30% das 500 varreduras representam 150 amostras para cada classe, o
valor verdadeiramente positivo pode ser encontrado subtraindo-se este total de 150
pelo numero de falsos positivos encontrados para cada classe.

O numero de falsos positivos encontrados para cada classe foi:

e C(Classe 0 - Citronella gongonha = 10 resultados;
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e C(Classe 1— Jodina rhombifolia = 3 resultados;

e C(Classe 2 — Monteverdia aquifolium = 7 resultados;

e C(Classe 3 — Monteverdia ilicifolia (espinheira-santa) = 12 resultados;
e C(Classe 4 — Sorocea bonplandii = 4 resultados;

e C(Classe 5— Zollernia ilicifolia = 10 resultados.

O perfil de identificagdo para cada uma das classes também é apresentado de
forma visual por meio do grafico de erro de classificacdo, com cada classe sendo
representada por uma cor. Em situacdes de falso positivo, as extremidades da coluna
de uma determinada amostra apresentam coloragdes diferentes da sua original, sendo

a cor distinta aquela que representa a espécie vegetal contaminante (Figura 46).

Figura 46 — Grafico de erro de classificacdo para a amostra de folhas
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Legenda: Classe 0 — Citronella gongonha; Classe 1 — Jodina rhombifolia; Classe 2 — Monteverdia
aquifolium.; Classe 3 — Espinheira-santa (Monteverdia ilicifolia); Classe 4 — Sorocea bonplandii;
Classe 5 — Zollernia ilicifolia.

Fonte: O autor (2024)

A taxa de verdadeiros e falsos positivos também é expressa por meio do grafico
da curva ROC, cuja area foi calculada para avaliar da capacidade preditiva do modelo.

Esse grafico se encontra na Figura 47.
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Figura 47 — Area sob a curva ROC para a amostra de folhas
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Fonte: O autor (2024)

Todas as classes séo dispostas em linhas e representadas no plano pelas
mesmas cores que no grafico do erro de classificagdo. No centro do grafico tém-se a
linha de threshold, a qual divide o grafico em duas metades. A localizagao de cada
classe no grafico baseia-se na relagao entre verdadeiros e falsos positivos em relagao
ao total de dados dessa classe. Abaixo do threshold ficam alocadas todas as amostras
que apresentam predominantemente resultados falsos positivos, enquanto aquelas
com a maioria de verdadeiros positivos ficando acima desse limite. Quanto mais
proximo do vértice superior esquerdo, mais proxima de 1 é a area sob a curva ROC,
resultado que indica uma predigao ideal do modelo. Observa-se que todas as classes
estudadas estdo bem préximas ao ponto de valor 1, indicando uma excelente
capacidade preditiva do modelo e corroborando com resultados encontrados pela
matriz de confus&o, ou seja, poucos resultados falsos positivos e uma quase totalidade
de resultados verdadeiros positivos.

Para a classificagao das amostras na forma de folha, também foram calculadas
as métricas de Acuracia, Recall, Precisdo, F1 Score, indice Kappa e Coeficiente de
Correlagédo de Matthews (MCC). Cada uma dessas métricas foi calculada 10 vezes,

para cada instancia da metodologia 10 fold (Quadro 10).
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Quadro 10 — Métricas calculadas para o método machine learning das folhas

Instancia | Acuracia | Recall | Precisao F1 Kappa | MCC
1 0.9381 0.9381 | 0.9387 | 0.9379 | 0.9257 | 0.9259
2 0.9429 0.9429 | 0.9433 | 0.9425 | 0.9314 | 0.9317

3 0.9333 0.9333 | 0.9334 | 0.9331 | 0.9200 | 0.9201
4 0.9381 0.9381 0.941 0.9378 | 0.9257 | 0.9264
5 0.9381 0.9381 | 0.9405 | 0.9374 | 0.9257 | 0.9264
6 0.9000 0.9000 | 0.9022 | 0.9000 | 0.8800 | 0.8805
7 0.9333 0.9333 | 0.9347 | 0.9333 | 0.9200 | 0.9203
8 0.9429 0.9429 | 0.9462 | 0.9426 | 0.9314 | 0.9322

9 0.9667 0.9667 | 0.9674 | 0.9668 | 0.9600 | 0.9601
10 0.9476 0.9476 | 0.9488 | 0.9477 | 0.9371 | 0.9373
Mean 0.9381 0.9381 | 0.9396 | 0.9379 | 0.9257 | 0.9261
Std 0.0156 0.0156 | 0.0154 | 0.0157 | 0.0188 | 0.0187
CV (%) 1.6692 1.6692 | 1.6397 | 1.6708 | 2.0281 | 2.0192

Fonte: O autor (2024)

Destacados em amarelo estao os valores médios para cada uma das métricas
estudadas. Enquanto a acuracia ja foi comentada, as demais grandezas nao foram
elucidadas no estudo. A medida de Recall, também conhecida como sensibilidade,
refere-se a capacidade do modelo de corretamente predizer amostras
verdadeiramente positivas, considerando amostras verdadeiramente negativas para
seu calculo. A precisdo do modelo também avalia a capacidade preditiva do modelo
para amostras positivas, no entanto, considera apenas amostras de carater positivo,
sejam elas verdadeiras ou falsas positivas. O F1 Score é entendido como a média
harmdnica entre as medidas de precisdo e Recall. Todas essas métricas, para os
modelos de machine learning, tem valores que vao de 0 a 1, sendo desejado que
todas cheguem o mais proximo possivel de 1, a qual representa uma medicao perfeita
do modelo. Por sua vez, o indice Kappa relaciona-se com o grau de concordancia
entre um valor real e aquele alcangado pelo modelo de classificacdo. O Coeficiente
de Correlacédo de Matthews (MCC) serve como uma medida de qualidade da
classificagao binaria e multiclasse a partir dos valores verdadeiros, e falsos positivos

e negativos, sendo bastante utilizado para matrizes de dados desbalanceadas. Ambas
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as ultimas meétricas apresentam valores que vao de -1 a 1 e, assim como as grandezas
anteriores, quanto mais proximo do maximo valor positivo, mais eficiente foi a
capacidade preditiva do modelo (Ben-David, 2008; Bartholomew; Knott; Moustaki,
2011; Cormanich; Freitas; Rittner, 2011; Powers, 2011; Ferreira et al., 2019; Chicco;
Jurman, 2020; Zhu, 2020; Chicco; Warrens; Jurman, 2021; Humphrey et al., 2022).

O valor médio encontrado para todas as métricas ficou em torno de 0,93, valor
bem proximo ao ideal (1,0). Além disso, o coeficiente de variagédo (CV%) pode ser
encontrado na porcédo final do quadro e refere-se a proximidade dos resultados de
cada uma das métricas ao longo das 10 instancias de calculos. Resultados de CV%
abaixo de 2,0 sao ideais pois indicam a proximidade dos valores encontrados ao longo
da validagdo. Para o modelo das folhas, o CV% ficou em torno de 1,7% para todas as
métricas, com excecao do indice Kappa e Coeficiente de Correlacdo de Matthews, os
quais se apresentaram em torno de 2,0%.

Estes resultados demonstram como o modelo apresentou elevada capacidade
preditiva, ao passo que nao apresentou alteragdes bruscas das métricas utilizadas
para avaliacdo de sua qualidade ao longo do procedimento de validagao cruzada. Os
resultados de precisédo, Recall, e F1 Score para cada uma das seis classes de plantas
usadas para a validacdo do modelo podem ser ilustrados a partir da construcéo do

grafico do relatorio de classificacédo (Figura 48).

Figura 48 — Grafico do relatério de classificagdo para a validagdo do modelo para
amostras na forma de folha
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Fonte: O autor (2024)
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Abrangendo todas as varreduras destinadas a validacdo de cada uma das seis
classes, este grafico demonstra a qualidade dos resultados em relagdo a uma escala
de 0 a 1. A proximidade com o valor mais alto dessa faixa € o desejado para todas as
métricas, e essa proximidade é representada a partir da cor da célula em que o
resultado esta inserido no grafico. Quanto mais préximo do valor ideal, mais
avermelhada fica a célula, com resultados extremamente préximos a 1 apresentando
esta coloracdo de forma mais destacada. Percebe-se que todas as métricas foram
representadas por esta cor avermelhada, demonstrando uma elevada habilidade
preditiva do modelo.

Assim como nos modelos PCA e PLS-DA, a metodologia machine learning
também permite identificar as principais regides dos espectros responsaveis pela
diferenciacao das espécies. O software fornece os 10 numeros de ondas do MIR-FTIR
que foram mais importantes nesta discriminagao, atribuindo também um grau de

importancia (eixo X) para cada um desses valores encontrados (Figura 49).

Figura 49 — Numeros de onda mais importantes na classificacdo das diferentes
espécies vegetais na forma de folha
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Fonte: O autor (2024)

Para o modelo das folhas, a maquina atribuiu as regides iniciais do espectro a

maior importancia, com a regido de 3987,7 cm-! a mais relevante para discriminar as
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espécies, apresentando uma importancia cerca de 34% superior ao préximo numero
de onda. Dentre os 10 numeros de onda destacados, o unico que diverge dos demais
€ 4449 cm™', demonstrando como a porgdo final do espectro também teve sua
influéncia quanto a discriminagao.

O modelo construido para folhas apresentou uma boa progressao da acuracia
de calibragao e validagcdo ao longo das 10 instancias de treino do modelo, subindo,
respectivamente, de 87% a 94% e 33% a 93%. Pela matriz de confusédo, foi
identificado um numero reduzido de falsos positivos para o modelo, resultado
reforcado pelo perfil da curva ROC, a qual teve sua area calculada e também
demonstrou bom desempenho do modelo. As métricas de acuracia, Recall, precisao,
F1 Score, indice Kappa e MCC foram utilizadas para avaliar a capacidade preditiva
do modelo, e todas apresentaram resultados bastante positivos, com valores em torno
de 0,93, o que as coloca proximo ao considerado ideal (1,0). O valor das métricas de
precisao, Recall e F1 Score foi avaliado para cada uma das classes de espécie vegetal
a partir do relatério de classificagcao, atribuindo uma coloragao a célula conforme sua
proximidade do valor encontrado com 1,0. Essas métricas apresentaram resultados
imediatos ao ideal, demonstrando bom desempenho preditivo para todas as classes.
As regides iniciais do espectro foram as mais relevantes para a discriminagdo da
espécie pela maquina, principalmente na regido de 4000 a 3700 cm'. No entanto, ndo
se pode descartar as porgdes finais do espectro, uma vez que o numero de onda de

4449 cm' também apresentou elevada importancia.
5.4.3.2 Pos

Seguiu-se para a aplicagao da estratégia de aprendizado de maquina para as
amostras em pos, a qual teve sua construgao realizada de forma semelhante ao

modelo das folhas. Inicialmente avaliou-se a evolugdao acuracia da calibragao e

validagdo do modelo ao longo das 10 insténcias de treino (Figura 50).
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Figura 50 — Progresséo da acuracia da calibragao e validagdo do modelo machine
learning para amostras na forma de pé
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Fonte: O autor (2024)

Da mesma forma que no modelo para folhas, as arvores de decisao formaram

uma area que agrega todos os resultados encontrados, e sua média representa o valor
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de acuracia para o modelo como um todo. A acuracia para a calibragao (Figura 49 A)

apresentou valor inicial de 95%, sendo elevada até um total de 98% apéds aplicagao

de todos os dados disponiveis. Por sua vez, a acuracia para validacao teve inicio com

32%, sendo ampliada até 98%. Ambos os resultados sdo extremamente positivos e

indicam uma excelente capacidade preditiva do modelo.

O estudo segue com a construgao da matriz de confuséao, visando identificar as

espécies erroneamente classificadas pelo modelo. As classes foram organizadas da

mesma forma que para o modelo de pos:

Classe 0 — Citronella gongonha;

Classe 1 — Jodina rhombifolia;

Classe 2 — Monteverdia aquifolium.;

Classe 3 — Monteverdia ilicifolia (espinheira-santa);
Classe 4 — Sorocea bonplandii;

Classe 5 — Zollernia ilicifolia,

A matriz de confusao podendo ser encontrada na Figura 51.

Figura 51 — Matriz de confus&o do modelo machine learning para amostras na forma

de po
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Fonte: O autor (2024)
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Em relacdo ao modelo para folhas, observa-se uma reducao significativa no

nuamero de falsos positivos, os quais se mostraram em uma quantidade extremamente

reduzida. O numero de falsos positivos de cada classe foram os seguintes:

Classe 0 — Citronella gongonha = 2 resultados;

Classe 1 — Jodina rhombifolia = 2 resultados;

Classe 2 — Monteverdia aquifolium; = 0 resultados;

Classe 3 — Monteverdia ilicifolia (espinheira-santa) = 4 resultados;
Classe 4 — Sorocea bonplandii = 2 resultados;

Classe 5 — Zollernia ilicifolia = 5 resultados.

A representacao visual deste perfil de identificacdo para cada uma das classes

também foi desenvolvida, e pode ser encontrada no grafico de erro de classificacao,

encontrado na Figura 52.

Figura 52 — Grafico de erro de classificacdo para a amostra de p6
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Legenda: Classe 0 — Citronella gongonha; Classe 1 — Jodina rhombifolia; Classe 2 — Monteverdia

aquifolium.; Classe 3 — Espinheira-santa (Monteverdia ilicifolia); Classe 4 — Sorocea bonplandii;

Classe 5 — Zollernia ilicifolia.
Fonte: O autor (2024)

A curva ROC também foi gerada para analise da acuracia do modelo e

disposicao das classes ao longo do grafico (Figura 53).
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Figura 53 — Area sob a curva ROC para a amostra de pd
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Fonte: O autor (2024)

As classes estao representadas no grafico com as mesmas cores utilizadas no
grafico do erro de classificagdo. Todas as classes estao praticamente sobrepostas ao
vértice superior esquerdo do grafico, indicando que pouquissimos resultados falsos
positivos foram encontrados. Consistente com resultados anteriores, a analise da
curva ROC também demonstra um desempenho preditivo praticamente perfeito do
modelo desenvolvido, onde as amostras foram classificadas corretamente com um
minimo de erros. A area sob a curva ROC encontrada esta muito préxima de 1, valor
ideal e que indica uma capacidade preditiva perfeita do modelo.

Para avaliar a qualidade do modelo foram calculadas as métricas de acuracia,
Recall, precisdo, F1 Score, indice Kappa e MCC foram calculadas 10 vezes, cujos

resultados sdo apresentados na Quadro 11.
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Quadro 11 — Métricas calculadas para o método machine learning dos pos

Instancia | Acuracia | Recall | Precisao F1 Kappa | MCC
1 0.9810 0.9810 | 0.9819 | 0.9811 | 0.9771 | 0.9773
2 0.9905 0.9905 | 0.9910 | 0.9905 | 0.9886 | 0.9887
3 0.9857 0.9857 | 0.9868 | 0.9858 | 0.9829 | 0.9830
4 0.9810 0.9810 | 0.9815 | 0.9809 | 0.9771 | 0.9772
5 0.9810 0.9810 | 0.9813 | 0.9810 | 0.9771 | 0.9772
6 0.9857 0.9857 | 0.9862 | 0.9858 | 0.9829 | 0.9829
7 0.9952 0.9952 | 0.9954 | 0.9952 | 0.9943 | 0.9943
8 0.9667 0.9667 | 0.9680 | 0.9667 | 0.9600 | 0.9603
9 0.9905 0.9905 | 0.9906 | 0.9905 | 0.9886 | 0.9886
10 0.9714 0.9714 | 0.9723 | 0.9713 | 0.9657 | 0.9659
Mean 0.9829 0.9829 | 0.9835 | 0.9829 | 0.9794 | 0.9795
Std 0.0083 0.0083 | 0.0080 | 0.0083 | 0.0100 | 0.0099
CV (%) 0.8444 0.8444 | 0.8134 | 0.8444 | 1.0210 | 1.0107

Fonte: O autor (2024)

Destacada em amarelo, a média das métricas estudadas ficou em torno de
0,98, um valor extremamente proximo ao ideal de 1,0. O CV%, por sua vez,
demonstrou-se muito reduzido, indicando uma constancia das métricas calculadas ao
longo das instancias de célculo propostas para o modelo. A combinagao destes dois
fatores aponta para um modelo eficiente e robusto, com alto desempenho preditivo
para amostras verdadeiras e falsas, positivas e negativas.

Complementando este estudo, as métricas de precisdo, Recall, e F1 Score
foram calculadas para cada uma das classes de plantas, cujos resultados estao

representados no grafico do relatorio de classificacado (Figura 54).
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Figura 54 — Grafico do relatério de classificagao para a validagao do modelo para
amostras na forma de po6
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Para todas as classes estudadas, as métricas avaliadas mostraram-se
préximas ao valor ideal de 1, como indicado pela coloracdo vermelha das células
correspondentes no grafico, conforme a referéncia cromatica encontrada na lateral do
relatério. O elevado valor encontrado para cada classe é consistente com resultados
anteriores, demonstrando como a capacidade preditiva do modelo abrange nao
apenas a M. ilicifolia, mas todas as espécies envolvidas.

Finalizando o modelo dos pés foram verificadas quais as principais regides do
espectro que o software utilizou para discriminar as amostras. Diferentemente do
resultado encontrado para as folhas, o modelo dos pés ndo destacou nenhum numero
de onda especifico. A maquina indicou uma importancia geral do espectro, sem
regides especificas para discriminagcao das espécies. Este perfil € congruente com o
que foi observado nas amostras em pés durante o PCA e PLS-DA, revelado uma
forma de apresentacdo mais variavel, porém capaz de fornecer informacoes
importantes que permitem diferenciar as espécies vegetais em questao.

O modelo para os pds apresentou acuracias bastante positivas e de evolugao
significativa tanto na fase de calibragédo (de 95% a 98%) quanto na validacéo (de 32%
a 98%). O numero de falsos positivos foi reduzido em comparacgao ao de verdadeiros

negativos, conforme demonstrado pela matriz de confusdo e confirmado pela curva
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ROC, cuja area calculada se aproximou de 1. Para avaliar a qualidade do modelo,
foram calculadas a acuracia, Recall, precisao, F1 Score, indice Kappa e MCC, todas
com valor médio bastante elevados, proximo a 0,98. Entre essas métricas, a precisao,
Recall e F1 Score foram avaliadas para todas as classes, e os resultados também
indicaram um excelente desempenho preditivo do modelo, com todos préximos ao
ideal. Com relagao aos numeros de onda mais importantes, ndo houve destaque para
nenhum em particular, sugerindo que o software considerou todo o espectro para a

discriminagao das espécies vegetais.

5.4.3.3 Extratos

Como ultimo modelo desenvolvido para a metodologia de aprendizado de
maquina tém-se os extratos, o qual apresentou os melhores resultados pela técnica
quimiométrica. O desenvolvimento de seu modelo seguiu 0 mesmo padrao dos
anteriores, iniciando pela avaliagcdo da progressdao da acuracia ao longo das 10

instancias de treino, tanto para calibracdo quanto validagao (Figura 55).

Figura 55 — Progresséo da acuracia da calibragéo e validagdo do modelo machine
learning para amostras na forma de extrato
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Validation Curve for RandomForestClassifier
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Legenda: A - Progressao da acuracia da calibragdo do modelo; B - Progresséo da acuracia da
validagdo do modelo
Fonte: O autor (2024)

Analisando a curva da calibragao (Figura 55 A), observamos que inicialmente
a acuracia média encontrada pelas arvores de decisao foi de 90%, aumentando para
98% ao longo das instancias de treino. Para os dados de validacao, essa evolugao
também foi perceptivel, porém com uma diferenga: sua acuracia inicial foi de 65%, o
que representa a menor progressdo da acuracia em comparagao aos modelos
anteriores, pois partiu de um valor inicial mais elevado, alcangando também 98% ao
final das iteragdes. Ambos esses resultados contribuem para um modelo de elevado
desempenho preditivo.

Na classificagdo das amostras e identificacdo de resultados falsos positivos, a
matriz de confusao para o modelo de extratos foi desenvolvida. Em contraste com as
metodologias anteriores, foram interpretadas de forma distinta as classes propostas
para o estudo, dividindo em grupos diferentes aquelas espécies vegetais de multiplas
localidades. Sendo assim, para o0 modelo dos extratos, as classes foram as seguintes:

e C(lasse 0 - Citronella gongonha;
e C(Classe 1 - Jodina rhombifolia;
e C(Classe 2 — Monteverdia aquifolium A,

e C(Classe 3 — Monteverdia aquifolium B;
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e C(lasse 4 - Monteverdia ilicifolia (espinheira-santa);
e C(Classe 5— Sorocea bonplandii X;

e C(Classe 6 — Sorocea bonplandii Y;

e C(Classe 7 — Zollernia ilicifolia.

A matriz de confusado pode ser encontrada na Figura 56.

Figura 56 — Matriz de confusdo do modelo machine learning para amostras na forma
de extrato

RandomForestClassifier Confusion Matrix
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Fonte: O autor (2024)

Foram identificados apenas dois resultados erroneamente interpretados pelo
modelo, ambos a mesma classe, que representa a espinheira-santa original. Como a
matriz dos extratos foi construida com base em 100 varreduras, apenas 30 resultados
foram utilizados para a validagao, resultando em um numero reduzido de verdadeiros
positivos em comparagao com os modelos de folhas e pds. Para as classes 2e 3,e 5
e 6, devido a diferenciacéo detectada em relagdo a localidade de origem e tempo de
colheita, respectivamente, apenas 15 resultados de validagado foram alocados para
cada uma delas, destacando que nenhum resultado falso positivo foi encontrado para

ambas as espécies, mesmo com a separagao detalhada realizada pelo software.

155



O perfil de identificacdo das amostras falsas positivas pode ser visualizado no

grafico de erro de classificagédo, na Figura 57.

Figura 57 — Grafico de erro de classificacdo para a amostra de extrato
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Legenda: Classe 0 — Citronella gongonha; Classe 1 — Jodina rhombifolia; Classe 2 — Monteverdia
aquifolium A; Classe 3 — Monteverdia aquifolium B; Classe 4 - Espinheira-santa (Monteverdia
ilicifolia); Classe 5 — Sorocea bonplandii X; Classe 6 — Sorocea bonplandii Y; Classe 7 — Zollernia
ilicifolia.

Fonte: O autor (2024)

Também correlacionando a acuracia do modelo com o numero de falsos

positivos encontrados, tém-se a curva ROC, presente na Figura 58.

Figura 58 — Area sob a curva ROC para a amostra de extrato
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Fonte: O autor (2024)
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Da mesma forma que nos modelos anteriores, as classes estao representadas
pelas mesmas cores que no grafico do erro de classificagao. Como praticamente todas
as classes nao apresentaram resultados faltos positivos, elas estdo, em sua maioria,
no vertice superior esquerdo do grafico, apresentando uma area sob a curva ROC de
1. No entanto, para a classe da espinheira-santa, representada pela cor amarela, dois
resultados errbneos foram encontrados, tornando-a a unica distanciada do vértice.
Nota-se, contudo, que esse distanciamento € minimo, pois apenas dois resultados
falsos positivos foram computados, resultando em uma area sob a curva ROC para
essa classe também proxima a 1. Esses resultados indicam uma elevada capacidade
preditiva do modelo.

A qualidade do modelo foi avaliada a partir das métricas: acuracia, Recall,
precisao, F1 Score, indice Kappa e MCC. Cada uma dessas foi calculada em 10

instancias, e ao fim suas medias foram computadas (Quadro 12).

Quadro 12 — Métricas calculadas para o método machine learning dos extratos

Instancia | Acuracia | Recall | Precisao F1 Kappa | MCC
1 0.9762 0.9762 | 0.9821 | 0.9770 | 0.9724 | 0.9730
2 0.9762 0.9762 | 0.9792 | 0.9753 | 0.9723 | 0.9729
3 0.9762 0.9762 | 0.9792 | 0.9761 | 0.9723 | 0.9730
4 0.9762 0.9762 | 0.9821 | 0.9755 | 0.9723 | 0.9730
5 0.9762 0.9762 | 0.9821 | 0.9770 | 0.9724 | 0.9730
6 1.0000 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
7 0.9762 0.9762 | 0.9810 | 0.9766 | 0.9724 | 0.9730
8 0.9762 0.9762 | 0.9792 | 0.9753 | 0.9723 | 0.9729
9 0.9286 0.9286 | 0.9315 | 0.9284 | 0.917 | 0.9176
10 1.0000 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
Mean 0.9762 0.9762 | 0.9796 | 0.9761 | 0.9723 | 0.9729
Std 0.0184 0.0184 | 0.0178 | 0.0185 | 0.0214 | 0.0213
CV (%) 1.8848 1.8848 | 1.8170 | 1.8953 | 2.2010 | 2.1893

Fonte: O autor (2024)

O resultado encontrado para cada uma das métricas foi bastante elevado, com

suas medias, destacadas pela coloragdao amarela, proximas a 0,97, indicando

157



proximidade ao valor ideal de 1,0. O CV% foi calculado e apresentou resultados que
variam de 1,8% a 2,2%, indicando que foram pequenas as variagdes de cada uma das
métricas ao longo das 10 instancias de treino. Esses resultados reforgam a eficiéncia
do modelo em predizer corretamente todas as amostras.

As métricas de precisao, Recall, e F1 Score foram novamente avaliadas, desta
vez para cada uma das classes de espécies vegetais estudadas, resultando na

construgéo o grafico do relatorio de classificagéo (Figura 59).

Figura 59 — Grafico do relatério de classificacdo para a validagdo do modelo para
amostras na forma de extrato
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Fonte: O autor (2024)

Enquanto para a construgdo da matriz de confusdo e curva ROC o software
diferenciou as amostras de localidades distintas, esse mesmo tratamento n&o foi
aplicado no relatério de classificagdo das amostras. Assim, a classe 1 compreende
completamente a espécie Monteverdia aquifolium, enquanto a classe 3 engloba
totalmente Sorocea bonplandii. Comparando os resultados encontrados para cada
classe com o gradiente colorimétrico a direita do grafico, percebe-se que todos os
resultados foram proximos ao ideal e bastante positivos, com a totalidade dos valores

representados em células com a coloragao vermelha caracteristica do relatorio. Esta
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avaliagdo complementa os resultados anteriores e aponta para um modelo de
predicao excelente.

As regides do espectro interpretadas como mais importantes na discriminagao
das espécies, para o modelo de extratos, foram estabelecidos. Os 10 numeros de

onda de maior impacto se encontram na Figura 60.

Figura 60 — Numeros de onda mais importantes na classificacdo das diferentes
espécies vegetais na forma de extrato
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Fonte: O autor (2024)

O resultado encontrado para o modelo de extratos por machine learning foi
consistente com o do modelo PCA, ambos apontando a regido de 1750 cm™' como a
principal discriminadora das espécies envolvidas no estudo. Observa-se que todas as
10 regides de maior impacto se encontram em numeros de onda adjacentes,
englobando a area de 1729 cm'a 1695 cm™', com destaque maior para 1708,6 cm-' e
1701,5 cm™.

A criagdo do modelo machine learning para os extratos como metodologia
complementar ao PLS-DA apresentou resultados promissores. A progressdo da
acuracia de calibragao e validagao foi perceptivel ao longo das 10 instancias de treino,
com a acuracia evoluindo, respectivamente, de 90% a 98%, e 65% a 98%. O numero
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de falsos positivos foi avaliado a partir da matriz de confusdo, a qual demonstrou uma
divisdo das classes diferente dos demais modelos, separando aquelas que
apresentaram mais de uma localidade de origem e tempo de colheita. Apenas dois
resultados falsos positivos foram encontrados, fato também em evidéncia pelo perfil
da curva ROC que, apesar dessa ocorréncia, apresentou areas sob a curva de 1 ou
valores extremamente proximos ao ideal.

A avaliagdo por meio das métricas de acuracia, Recall, precisao, F1 Score,
indice Kappa e MCC indicou um elevado desempenho preditivo do modelo, com as
medias para essas métricas em torno de 0,97 e CV% préximo a 2,0%. O estudo das
métricas de precisao, Recall, F1 Score também foi realizado para cada uma das
classes envolvidas no estudo, e os resultados encontrados foram positivos, com todos
os valores se aproximando do ideal e representados pela coloragdo vermelha tipica
do grafico de relatério de classificacédo. Esses resultados refletem uma elevada
qualidade e capacidade preditiva do modelo de extratos. As principais regides de
discriminagéo das espécies no espectro foram a faixa de 1729 cm-'a 1695 cm!, com

0s numeros de onda de 1708,6 cm™ e 1701,5 cm™ sendo os mais relevantes.
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5.5 CONCLUSAO

Com a atual escassez de métodos analiticos capazes de identificar e
discriminar a espinheira-santa de espécies similares, o presente estudo propés um
meétodo inovador utilizando a quimiometria e machine learning, criando modelos de
elevada eficiéncia para identificar corretamente a espécie vegetal em questao.

No ambito da quimiometria, o método PCA demonstrou resultados satisfatérios
para todas as formas de apresentacao incluidas no estudo. Para as folhas e seus pés,
foram utilizadas trés componentes principais para explicar o modelo, enquanto para
os extratos foram selecionadas cinco. Mesmo com diferentes perfis de apresentacao
das espécies na representacgao tridimensional, uma caracteristica bastante positiva foi
a capacidade do modelo de discriminar ndo apenas a espinheira-santa das demais
espécies, mas também todas as plantas entre si. Enquanto o perfil dos extratos se
mostrou mais homogéneo, o dos pds apresentou as amostras dispostas em longas
faixas, indicando uma heterogeneidade entre os dados da matriz. Os principais
nameros de onda para identificacdo das espécies mostraram semelhancas para os
extratos e pds, porém, o perfil das folhas se mostrou mais inespecifico, indicando a
necessidade de uma analise integral de seu espectro para identificagdo eficaz da
especie vegetal.

O PLS-DA apresentou resultados satisfatorios para as trés formas de
apresentacado, mas o destaque foi o modelo desenvolvido para os extratos. Com
sensibilidade, especificidade e acuracia, de 94%, 100% e 99%, respectivamente, sem
outliers e cinco variaveis latentes, este modelo também apresentou resultados
semelhantes quanto aos numeros de onda relevantes ao modelo PCA. Os modelos
desenvolvidos para os pos e folhas também apresentaram resultados positivos, mas
com uma menor capacidade preditiva quando comparados ao extrato.

Dada a Ilimitacdo da quimiometria em lidar com matrizes de dados
extremamente grandes e complexas, aplicou-se o machine learning, buscando
complementar os estudos prévios. Utilizando a metodologia Random Forest, os
resultados para as trés formas de apresentacdo foram similares e de elevada
eficiéncia. Todas as amostras demonstraram uma evolugao significativa da acuracia
ao longo das 10 insténcias de treinamento do método 10 Fold, tanto para calibragao
quanto para validagao. A média dessas acuracias para os trés tipos de amostra foi de
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96,7% e 96,3%, respetivamente. De acordo com as matrizes de confusao construidas,
o numero de falsos positivos foi bastante reduzido em todos os modelos, corroborando
com o resultado da area sob a curva ROC, cujo resultado encontrado para todas as
amostras foi extremamente préxima ao valor ideal de 1. Para avaliar a capacidade
preditiva do modelo, foram verificadas as métricas de acuracia, Recall, precisado, F1
Score, indice Kappa e MCC, além do CV% para todas. O resultado dessas métricas
foi bastante elevado para as trés formas de apresentacdo, com todas se aproximando
de seus respectivos valores ideais. Além disso, observou-se uma constancia dos
resultados para cada métricas ao longo das 10 instancias de treino, indicando uma
elevada regularidade dos dados que compuseram o modelo. O grafico do relatdrio de
classificagao utilizou da precisdo, Recall e F1 Score para avaliar a capacidade
preditiva do modelo para cada uma das espécies envolvidas. Partindo de uma
referéncia colorimétrica, observou-se que, para todas as amostras, os resultados
foram representados pela coloracdo vermelha das células que os continham,
demonstrando proximidade com o valor ideal. Finalmente, as principais regides do
espectro responsaveis pela discriminacao das espécies foram registradas. Enquanto
alguns resultados remeteram aos perfis anteriormente obtidos, como o dos extratos e
folhas, a principal diferenca se deu nos pos, no qual o modelo indicou a necessidade
de uma analise integra para discriminagao.

A criacdo dos modelos quimiométricos e de machine learning mostrou-se
complementar e indica ser um método inovador para identificacdo de
adulteragoes/falsificagbes no ambito comercial. A metodologia desenvolvida neste
estudo passara por analises futuras com amostras comerciais a fim de aprimorar ainda
mais sua robustez e eficiéncia, dado seu potencial de evolugao constante. Os modelos
construidos apresentam potencial de aplicagdo em diversas valéncias analiticas e

podem se tornar uma referéncia para metodologias futuras.
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