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RESUMO

Calophyllum brasiliense (C. brasilense) é uma planta tradicionalmente utilizada na medicina
popular para tratar diversas doencgas, por tal, tem sido extensamente estudada e documentada
devido aos seus constituintes quimicos e bioatividade. O extrato hexanico da entrecasca do caule
de C. brasiliense e sua fracdo em diclorometano s&o ricos em cromanonas que possuem
propriedades gastroprotetora e cicatrizante de Ulceras gastricas em roedores, bem como atividade
anti-Helicobacter pylori, principal agente etiol6gico da ulcera péptica humana. No entanto, até o
momento, nenhum estudo abordou o impacto da origem do local de coleta das folhas e galhos de
C. brasiliense em relacdo a sua atividade anti-H. pylori biomonitorada com o perfil quimico dos
respectivos extratos. Nesse sentido, coletou-se partes da planta em cinco regides do estado de
Mato Grosso, e apds técnicas extrativas e cromatograficas, testou-se a atividade in vitro anti-H.
pylori dos extratos etandlicos e em diclorometano, empregando o ensaio de microdiluicdo em
caldo para determinar os valores da concentracao inibitéria minima (CIM). Além disso, o estudo
avaliou o perfil fitoquimico utilizando o monitoramento do biomarcador acido isobrasiliénsico
nos extratos através de analise por HPLC. Os resultados permitiram observar diferencas na
composicao quimica dos extratos de diferentes localidades, principalmente aqueles cujas partes
da planta foram coletadas em Poconé, pois constatou-se maiores concentracdes desse
biomarcador e maiores atividades antibacterianas nestes. Os resultados deste estudo indicam que
o local de coleta e a parte da planta utilizada interferem na composicdo quimica dos extratos e
consequentemente nas propriedades anti-H. pylori de C. brasiliense.

Palavras-chave: planta medicinal, helicobacter pylori, fitoquimica, quimiotaxonomia, perfil
quimico.

ABSTRACT

Calophyllum brasiliense (C. brasiliense) is traditionally used in folk medicine to treat various
diseases, and as such, it has been extensively studied and documented for its chemical
constituents and bioactivity. The dichloromethane extract of C. brasiliense inner stem bark and
its fractions rich in chromones exhibit gastroprotective and ulcer-healing properties in rodent
gastric ulcers, as well as anti-Helicobacter pylori activity, the main etiological agent of human
peptic ulcers. However, to date, no study has addressed the impact of the origin of the collection
site of C. brasiliense leaves and branches regarding its anti-H. pylori activity, monitored by the
chemical profile of the respective extracts. In this regard, plant parts were collected from five
municipalities in the state of Mato Grosso, and after extraction and chromatographic techniques,
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the in vitro anti-H. pylori activity of ethanol and dichloromethane extracts was tested using the
broth microdilution assay to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) values.
Additionally, the study evaluated the phytochemical profile by monitoring the biomarker
isobrasilenic acid in the extracts through HPLC analysis. The results revealed differences in the
chemical composition of extracts from different locations, particularly those whose plant parts
were collected in Poconé, as higher concentrations of this biomarker and greater antibacterial
activities were observed in these extracts. The results of this study indicate that the collection site
and the plant part used interfere with the chemical composition of the extracts and consequently
with the anti-H. pylori properties of C. brasiliense.

Keywords: medicinal plant, helicobacter pylori, phytochemistry, chemotaxonomy, chemical
profile.

RESUMEN

Calophyllum brasiliense (C. brasilense) es una planta utilizada tradicionalmente en la medicina
popular para tratar diversas enfermedades, por lo que ha sido ampliamente estudiada y
documentada debido a sus constituyentes quimicos y bioactividad. El extracto hexanico de la
corteza del tallo de C. brasiliense y su fraccion de diclorometano son ricos en cromanonas que
tienen propiedades gastroprotectoras y cicatrizantes de las Ulceras gastricas en roedores, asi como
actividad anti-Helicobacter pylori, principal agente etioldgico de las Glceras pépticas humanas. .
Sin embargo, hasta la fecha, ningun estudio ha abordado el impacto del origen del sitio de
recoleccion de hojas y ramitas de C. brasiliense en relacion con sus propiedades anti-H. pylori
biomonitoreados con el perfil quimico de los respectivos extractos. En este sentido, se
recolectaron partes de la planta en cinco regiones del estado de Mato Grosso, y luego de técnicas
extractivas y cromatogréaficas, se identificaron in vitro anti-H. pylori a partir de extractos
etandlicos y diclorometanicos, utilizando el ensayo de microdilucién en caldo para determinar
los valores de concentracion minima inhibidora (CIM). Ademas, el estudio evalu6 el perfil
fitoquimico mediante el seguimiento del biomarcador &cido isobrasilienseico en los extractos
mediante analisis HPLC. Los resultados permitieron observar diferencias en la composicion
quimica de extractos de diferentes localidades, especialmente aquellos cuyas partes de plantas
fueron recolectadas en Poconé, ya que en ellos se encontraron mayores concentraciones de este
biomarcador y mayor actividad antibacteriana. Los resultados de este estudio indican que el sitio
de recoleccion y la parte de la planta utilizada afectan la composicion quimica de los extractos y
consecuentemente el efecto anti-H. pylori de C. brasiliense.

Palabras clave: planta medicinal, helicobacter pylori, fitoquimica, quimiotaxonomia, perfil
quimico.

1 INTRODUCAO

A Ulcera péptica é uma doenca de evolugdo cronica, caracterizada pela presenga de
inflamacdo e lesdes mucosas de origem multifatorial e complexa. Helicobacter pylori (H. pylori),
uma bactéria gram-negativa que infecta mais de 50% da populacdo mundial, embora 80%

permanecerdo assintomaticos, é o principal agente etiolégico da Ulcera péptica humana e
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responde por cerca de 90% dos casos de cancer gastrico - adenocarcinoma gastrico e linfoma de
MALT (Delchier, 2008; Malfertheiner et al., 2023).
O tratamento padrdo da Ulcera péptica consiste na terapia triplice, composta por um

inibidor de bomba de prétons (ex. omeprazol) e dois antibiodticos (claritromicina e amoxicilina)
ou alternativamente metronidazol como substituto de um dos antibiéticos. Apesar da grande
eficacia, reacdes adversas e principalmente, o aparecimento de cepas de H. pylori resistentes a
antibioticoterapia tém exigido a pesquisa por novos farmacos anti-H. pylori (Malfertheiner et al.,
2007, 2023). As plantas medicinais constituem a fonte mais antiga de medicamentos, incluindo
aquelas usadas para o tratamento de transtornos gastrintestinais, como Ulcera péptica e infeccdes
(De Jesus et al., 2009; Neto, 2006).

Entre as diversas plantas nativas do Brasil utilizadas na medicina tradicional para o
tratamento de Ulcera gastrica, destaca-se a Calophyllum brasiliense Cambess. (C. brasiliense).
Pertencente a familia Calophyllaceae, esta arvore frondosa pode atingir até 43 m de altura e 1-3
m de diametro, sendo encontrada em florestas tropicais que se estendem do Brasil até 0 México.
No Brasil, € popularmente conhecida como guanandi, olandi ou jacarelba, entre outros nomes
vernaculares, e estad presente em diferentes dominios fitogeogréficos, incluindo a Amazonia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Cabral, [s.d.]).

A infuséo da casca do caule de C. brasiliense é utilizada para inflamag6es e também no
tratamento de reumatismo, varizes, hemorroidas e Ulceras crénicas (Gasparotto Jr. et al., 2005;
Guarim-Neto, 2006; Jesus et al., 2009). O latex exsudado da casca tem uso no tratamento da dor,
inflamacdo, diabetes, hipertensdo, herpes e reumatismo (Reyes-Chilpa et al., 2006). No México,
a infusdo do cerne é usada para limpeza do Utero apds o parto, e 0 6leo das sementes € usado para
0 clareamento e cicatrizacdo da pele. Na Colémbia, o latex exsudado do caule é aplicado
topicamente para a cicatrizacdo do umbigo de recém-nascidos (Gomez-Verjan et al., 2014).

No género Calophyllum, a presenga de cromanonas é considerada uma caracteristica
distintiva (Wang et al., 2011). Algumas cromanonas ja foram identificadas em C. brasiliense,
como os isdbmeros 4&cidos isobrasiliénsico e brasiliénsico, &cido inofildidico e &cido
caloverticilico (Lemos et al., 2017; Sartori et al., 1999).

Para o &cido brasiliénsico sdo descritas as atividades anticancer (Yimdjo et al., 2004),
antibacteriana in vitro (Pretto et al., 2004) e anti-H. pylori in vitro e reparadora do epitélio

gastrico (Lemos et al., 2017) e antinociceptiva e anti-inflamatoria (Klein-Janior et al., 2017).
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Mais recentemente, foi mostrado que essa cromanona acida apresenta baixissima citotoxicidade,

sem aparente genotoxicidade ou parada do ciclo celular in vitro, bem como a auséncia de
toxicidade aguda in vivo. Em estudo in silico de modelagem molecular foi mostrado que o &cido
brasiliénsico interage melhor com o fator de viruléncia CagA do H. pylori, que a interacdo com
abomba de Na*,K* - ATPase se da por ligacdes fracas, no cancer gastrico as interacdes ocorreram
nos bolsos de ligagéo dos alvos proteicos e a energia de ligacdo mais negativa foi observada com
0 VEGFR-2 (Lemos et al., [s.d.]).

Como visto, esta espécie é altamente estudada e bastante reportada em artigos cientificos,
porém, até agora, poucos trabalhos demonstram a influéncia do local de coleta no perfil quimico
das folhas e caules de C. brasiliense. Este ramo de estudo é importante, pois pode demonstrar
quantitativamente a variacao nas proporcdes de compostos da planta, ja que a origem geogréafica
e as condicBes ambientais (como clima, solo, infec¢do por patdgenos e infestacdo por pragas) sao
fatores notaveis que afetam a composicdo quimica, pois as plantas adaptam-se as diferentes
condicdes por meio de alteracdes genotipicas e fenotipicas, alterando entdo as vias biossintéticas
(Bayona et al., 2020; Raskar et al., 2022; T. Wang et al., 2018; Xu et al., 2022).

Um dos trabalhos usando essa tematica foi publicado em 2017, onde Mancera e cols.
demonstraram o estudo da anatomia foliar de C. brasiliense de duas localidades no México, pois
observaram que duas populagdes de C. brasiliense de diferentes locais diferem no perfil quimico
de suas folhas, onde em uma populacdo contém cumarinas do tipo mammea, enquanto a outra
populacdo produz cromanonas e calanolidos, sendo que apenas a segunda foi ativa contra HIV-
1(Huerta-Reyes et al., 2004; Reyes Chilpa & Huerta Reyes, 2009; Zavaleta-Mancera et al., 2011).
As diferencas quimicas encontradas neste trabalho podem estar relacionadas a um processo de
adaptacdo da rota biossintética da planta de acordo com a localidade, como disponibilidade de
agua ou luz solar para a espécie.

Partindo desse pressuposto, 0 objetivo desse trabalho € utilizar uma abordagem
exploratoria com relacéo a variagdo quimica de C. brasiliense, através da realiza¢do da coleta em
diferentes locais do estado de Mato Grosso, e da aplicacdo de técnicas de extracdo, separagdo e
andlise de metabolitos, buscando identificar padrdes de variacdo quimica especificos associados
aos diferentes habitats e condi¢bes climaticas. Nesse sentido, rastrear como a variagdo da
localizacdo geogréfica influencia na composicdo quimica das partes da planta dessa importante
espécie, monitorado pela acdo anti-H. pylori dos diferentes extratos. O entendimento resultante
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desse estudo fornece informacdes valiosas para a pesquisa de novos produtos naturais e suas

respectivas propriedades farmacologicas, contribuindo para o desenvolvimento de terapias

alternativas e mais sustentaveis.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Para avaliar a variagdo do perfil quimico de C. brasiliense, suas folhas e galhos foram
coletados em 5 municipios do estado de Mato Grosso em outubro de 2022. As regides de
amostragem foram selecionadas a fim de capturar uma variedade de diferentes tipos de habitat,
sendo escolhidas as seguintes localidades no estado: Pirizal (-16.2753540, -56.4903710),
Rondondpolis (-16.3803670, -54.7217800), Nova Brasilandia (-15.0130810, -55.0666370),
Chapada dos Guimardes- Rio da Casca (-15.5013890, -55.4043890) e Sinop (-11.8555550, -
55.4970230). No local de coleta, as amostras frescas foram congeladas em N liquido e
transportadas para 0 Campus UFMT, em Cuiab4, onde foram armazenadas no laboratorio em
biofreezer -86 °C. As exsicatas foram autenticadas por um parabotanico e estdo depositadas no
Herbario da Universidade Federal de Mato Grosso, sob os numeros de registro UFMT 45509,
45508, 45507, 45506 e 45505. O acesso ao patrimobnio genético e ao conhecimento tradicional
associado foi cadastrado (n® AC45263) no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético

e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sistema eletrénico auxiliar do CGen/MMA.

2.2 PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Para extracdo do material vegetal, as amostras congeladas foram divididas em duas
porcdes de 20 g, logo uma porcdo foi triturada e extraida com etanol grau HPLC LiChrosolv® e
a outra em diclorometano grau HPLC LiChrosolv® (Alemanha), ambas empregando um
dispersor/nomogeneizador Ultra Turrax (IKA® - T25 Digital, Alemanha) com 18.000 rpm/min.
Entdo, as amostras foram filtradas com auxilio de uma bomba a vicuo (BUCHI®- V850, Suica)
e concentradas em rotaevaporador (BUCHI®-R210, Suica) a 40 °C. Ap0Os concentracao, as
amostras foram liofilizadas em um liofilizador (J J Cientifica ®, modelo LJJ02, Brasil) com

objetivo de remover a 4gua do extrato.
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2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-HELICOBACTER PYLORI
A concentracdo inibitdria minima (CIM) dos extratos de C. brasiliense frente ao H. pylori

foi determinada utilizando-se da técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com as
especificacbes da CLSI (M7-A6, 2003), com modificacBes. Para o ensaio foi usada uma cepa de
H. pylori (ATCC 43504), cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, mantida
a-70°C em criotubos de 2 mL, com meio skim Milk. A reativacdo foi feita atraves da semeadura
em placas com meio &gar Mueller Hinton, suplementado de sangue de carneiro desfibrinado
estéril (New Prov®, Brasil). Em sequéncia, as placas foram incubadas a 37 °C, em condicdes de
microaerobiose (12% de CO2) e 95% de umidade relativa, por 72 h. Apos o tempo de incubagéo,
as bactérias foram inoculadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Sigma-Aldrich, Merck®,
Alemanha) por suspensio de culturas e ajustados a 0,5 na escala MacFarland (1x10°® UFC/mL)
(Malfertheiner et al., 2023).

Para realizar o teste, utilizou-se placas estéreis, descartaveis e com 96 pocos. A cada poco
da microplaca adicionou-se 100 uL do meio de cultura liquido (BHI) suplementado com 10% de
soro fetal bovino com diversas concentragdes dos extratos obtidos por diluicdo seriada (7,81 -
1000 pg/mL), e da claritromicina (Sigma-Aldrich, Merck®, Alemanha) (0,125 - 16 pg/mL). A
suspensdo com o inoculo foi adicionada no volume de 100 pL/poco em triplicatas nas colunas
teste. O antibidtico claritromicina serviu de controle positivo enquanto o DMSO 2%, de controle
negativo. A microplaca foi incubada em temperatura de 37 °C, em jarra de microaerobiose. Os
testes foram em triplicata e comparados a um grupo controle de crescimento. A CIM foi definida
como a menor concentracdo do extrato ou claritromicina nas quais ndo houve crescimento
bacteriano, conforme observado visualmente e pela leitura da absorbancia (620 nm) em leitor de
microplaca Thermo Scientific Multiskan Ex (Thermo Fisher Scientific®, Estados Unidos da
América) (Lemos et al., 2016). Para avaliar o grau de atividade antibacteriana utilizou-se a
classificacdo de (Wang, 2014): atividade forte (CIM < 10 pg/mL), atividade forte-moderada (10
< CIM < 100 pg/mL), atividade fraca-moderada 100 < CIM < 1000 pg/mL) e atividade fraca
(CIM > 1000 pg/mL).

2.4 PERFIL FITOQUIMICO DOS EXTRATOS POR HPLC-DAD
Os extratos de C. brasiliense foram analisados empregando um sistema de HPLC (LC-

20A Prominence, Shimadzu®, Japdo) equipado com duas bombas quaternarias (LC-20AD),
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degaseificador (DGU-20A3), autoamostrador (SIL-20A), forno (CTO-20A), detector de arranjo
de diodos (SPD-M20A) e um mddulo de comunicacdo (CBM-20A). Para a separacdo foi

utilizado uma coluna de fase reversa (Shim-pack VP-ODS, Shimadzu®, Jap&o), com 250 mm x
4,6 mm de didmetro interno, com tamanho de particula de 4,6 um e porosidade de 12 nm. As
fases moveis foram acido férmico 0,1% (v/v) em agua ultrapura (A) e metanol (B). A condicéo
de eluicdo aplicada foi de 0-30 min, gradiente linear de 5-95% B, 30-45 min em modo isocréatico
com 95% B seguido de recondicionamento da coluna em 45-55 min de 95-5% B, com fluxo de
1 mL/min. O volume de inje¢do foi de 20 pL e a concentrag@o das amostras em 1 mg/mL. Todos
os reagentes utilizados na analise foram em grau HPLC e a agua deionizada foi obtida a partir de
um sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore Corporation®, Watford, Reino Unido).
Para aquisicéo e tratamento de dados foi utilizado o software LabSolutions® (verséo 5.3, Japéo).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A compreensao da influéncia do ambiente na composicdo quimica das plantas é essencial
para revelar as complexas adaptacdes bioquimicas que ocorrem em resposta as condi¢Ges
ambientais especificas. Nesse contexto, este estudo buscou avaliar a variacao do perfil quimico
da espécie C. brasiliense, uma arvore comum na regido tropical do Brasil, em resposta a
diferentes habitats, bem como correlacionar com atividade farmacolégica.

Para alcancar esse objetivo, as regides de amostragem foram estrategicamente
selecionadas para abranger a0 menos uma coleta em cada complexo de ecossistema presente no
estado de Mato Grosso, em formages fisionémicas do Cerrado, Pantanal e Amazonia, buscando
assim representar uma ampla gama de tipos de habitat, tendo desde areas ribeirinhas até locais
mais secos e de elevada altitude.

A fim de minimizar os efeitos causados pela variacdo temporal entre as amostras, seguiu-
se uma padronizacdo da ordem de municipios para a coleta e os 5 locais foram realizados em 5
dias sequenciados. A Tabela 1 resume os dados das massas coletadas em cada habitat de coleta.
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Tabela 1: Massa fresca das folhas e galhos de Calophyllum brasiliense coletados em outubro/2022, em 5
municipios do estado de Mato Grosso.
Massa fresca das folhas

Municipio

Massa fresca dos galhos

(9) (9)

Sinop 560 500
Rondonopolis 220 380
Nova Brasilandia 380 320
Poconé 520 380
Chapada dos Guimaraes 300 320

Fonte: Do Autor

Para cada parte da planta foram separadas porcoes de 20 g de material vegetal para seguir

com a extracao. Os solventes escolhidos para extracdo (etanol e diclorometano) foram pensados

buscando analisar o efeito dos solventes além dos efeitos geograficos sobre as atividades

farmacologicas anti- H. pylori. Na literatura, extratos apolares quanto polares da planta

demonstraram bioatividades (Garcia Zebadua & Reyes Chilpa, 2014).

3.1 EFEITO ANTI-HELICOBACTER PYLORI
Os valores de CIM das amostras de extratos de diferentes partes da planta e locais de

coleta estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de concentragfes inibitdrias minimas (CIM) dos extratos etandlicos e diclorometano (DCM) das
folhas e galhos de Calophyllum brasiliense frente ao Helicobacter pylori em ensaio de microdilui¢cdo em caldo.

CIM extrato Grau de atividade CIM extrato Grau de
Municipio EtOH DCM atividade
(Hg/mL) (ng/mL)

Sinop 250 fraca-moderada 7,81 forte
Rondonépolis 31,25 forte-moderada 7,81 forte
Folhas Nova Brasilandia 250 fraca-moderada 15,62 forte
Poconé 31,25 forte-moderada 7,81 forte
Chapada~dos 31.25 forte-moderada 250 fraca-

Guimaraes moderada
Sinop 31,25 forte-moderada 7,81 forte
Rondonépolis >1000 fraca 15,62 forte
Galhos Nova Brasilandia >1000 fraca 7,81 forte
Poconé 15,62 forte 15,62 forte
Chapada~dos 500 fraca-moderada 7.81 forte

Guimaréaes

Fonte: Do Autor

Os extratos etandlicos de folhas das diferentes localidades apresentaram uma variagdo

notavel na atividade antibacteriana. Os extratos das folhas coletadas em Rondonépolis, Poconé

e Chapada dos Guimardes mostraram-se os mais ativos, com CIM de 31,25 pg/mL, apresentando
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atividade forte-moderada. Por outro lado, os extratos das folhas coletadas em Nova Brasilandia

e Sinop apresentaram CIM de 250 pg/mL, classificando-0s com atividade fraca-moderada. Esses
resultados com diferencas na atividade antibacteriana inferem assim, uma diferenca consideravel
na constituicdo quimica desses extratos de diferentes localidades.

Os resultados observados para os extratos etanolicos obtidos dos galhos também
apresentaram notavel variacdo. Sendo que, o extrato de Poconé se destacou, com o menor valor
de CIM (15,62 pg/mL), apresentando a maior atividade anti-H. pylori dentre os extratos
etanolicos. O extrato referente a Sinop também apresentou forte atividade antibacteriana com
CIM de 31,25 pg/mL, enquanto o de Chapada dos Guimaraes apresentou uma atividade fraca-
moderada com CIM de 500 ug/mL. Embora esses resultados permitam inferir consideragdes
promissoras, 0s extratos referentes a Rondondpolis e Nova Brasilandia ndo demonstraram
atividade com CIM acima de 1000 pg/mL,

E importante ressaltar que, os extratos preparados em diclorometano apresentaram
valores de CIM ainda mais baixos em algumas localidades, indicando uma maior atividade
antibacteriana com relacdo aos extratos etanolicos, especificamente de Sinop, Rondondpolis e
Pocong, que apresentaram CIM de 7,81 pg/mL nas folhas, enquanto Sinop, Nova Brasilandia e
Chapada dos Guimardes apresentaram valores de CIM de 7,81 pg/mL nos galhos. A
claritromicina (controle positivo) apresentou valores de CIM de 0,125 ou 0,25 pg/mL, em todos
os testes, destacando a sensibilidade da cepa de H. pylory utilizada.

Diante do exposto, constata-se que os resultados obtidos a partir da avaliacdo dos extratos
de folhas e galhos de C. brasiliense revelam variacOes relevantes na atividade anti-H. pylori
dependendo do local de coleta. Essas variagfes podem estar associadas a fatores geograficos,
edaficos, climéticos e genéticos que influenciam a composicdo quimica das plantas, como ja
relatado na literatura (Karimi et al., 2020). Além disso, a escolha do solvente de extracdo pode
desempenhar um papel importante na obtencdo de diferentes compostos dos extratos, o que
também interferiu nos resultados da atividade antibacteriana.

Comparando esses resultados com o controle positivo, a claritromicina, pode-se concluir
que, embora os extratos de C. brasiliense tenham mostrado atividade contra H. pylori, sua
poténcia ainda € bem menor em comparacdo com o antibiotico de referéncia. Isso ressalta a
necessidade de estudos adicionais para isolar e identificar os compostos responsaveis por essa
atividade e avaliar sua eficacia em modelos animais. Além disso, a variacdo na atividade entre
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diferentes regides destaca a importancia da escolha criteriosa das fontes de coleta de plantas

medicinais para garantir a eficacia terapéutica consistente.

3.2. AVALIACAO DO PERFIL FITOQUIMICO DOS EXTRATOS POR HPLC-UV

Na busca por respostas mais robustas que corroborem com os resultados de atividade
obtidos, foi realizada a anlise do perfil quimico dos extratos utilizando técnicas cromatogréficas
de separacdo com HPLC. A andlise da variagdo quimica em C. brasiliense em resposta a fatores
geograficos fora realizada em duas etapas, a primeira (Figura 1), de forma qualitativa, realizando
injecBes dos diferentes extratos e localidades numa mesma condi¢do cromatografica, apenas para
andlise do perfil quimico, sem insercdo de um padrdo interno e amostra padrdo conhecida que

esteja presente naturalmente no extrato.

Figura. 1. Cromatogramas referentes aos extratos etanolicos das folhas de Calophyllum brasiliense de Sinop
(verde), Rondondpolis (marrom), Poconé (azul), Nova Brasilandia (rosa) e Chapada dos Guimarées (preto).
Cromatogramas com detec¢do de comprimento de onda de 365 nm.

uv
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Fonte: Do Autor

A andlise qualitativa inicial revelou uma diferenca notavel na assinatura cromatografica
do extrato de Poconé em relagdo aos outros extratos etanolicos das folhas no comprimento de
onda de 365 nm (Figura. 1). Esta distin¢do foi caracterizada por bandas cromatograficas Unicas
que nao foram observadas nos extratos de outras regides, isto €, houve diferencas significativas
na quantidade de substancias/picos analisados com relacdo aos outros locais de coleta. As
variacoes no perfil cromatografico podem sugerir diferencas nas condi¢bes ambientais Unicas do
local de coleta das amostras, como caracteristicas de solo, clima ou outros fatores que moldam a
bioguimica da planta.

A distincdo, na composicdo quimica do extrato referente a Poconé, em comparagdo aos
demais extratos, também se apresenta com relacdo a sua atividade antibacteriana. Os valores de
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CIM demonstraram que o extrato de Poconé exibiu uma CIM muito menor em comparagao com
0s outros extratos, indicando uma maior eficécia contra H. pylori, bem como foi o Unico que
demonstrou atividade tanto para as folhas e galhos da planta, com valores de CIM de 31,25
ug/mL e 15,62 pg/mL respectivamente, evidenciando inferéncias de ser um local propicio para
favorecer a producao de metabdlitos com atividade mais pronunciada.

No entanto, os resultados ndo permitiram uma andlise assertiva do perfil quimico,
necessitando de analises adicionais, e para tal, foi realizada uma estratégia de otimizar a
metodologia de injecdo juntamente com um marcador quimico nos extratos, o que possibilitou
uma melhor compreensdo e complementacdo dos dados. Nesse sentido, realizou-se um
planejamento experimental utilizando um composto que representa um dos possiveis marcadores
quimicos dessa espécie, o acido isobrasiliénsico (Figura. 2). Essa molécula é uma das
cromanonas que ja foram isoladas das cascas do caule de C. brasiliense, inclusive parte da planta

com atividade potencial confirmada contra Ulcera gastrica e infeccdo por H. pylori.

Figura. 2. Estrutura quimica do é&cido isobrasilénsico (1).

)

Fonte: Do Autor

O acido isobrasiliénsico (1) foi injetado no mesmo método para analise e determinagdo

do seu perfil cromatogréafico e tempo de retengdo (Figura. 3).
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Figura. 3. Cromatogramas referentes a injecdo de 1 mg/mL do acido isobrasiliénsico (preto) e do extrato etanélico
de Nova Brasilandia (rosa). Padréo interno fenolftaleina (Pl), acido isobrasiliénsico (1). Cromatogramas com
deteccdo de comprimento de onda de 254 nm.
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Fonte: Do Autor

Para a corrida cromatogréafica das 40 amostras dos extratos foi adicionado padréo interno
na concentracdo de 1 mg/mL, com o propoésito de padronizar a metodologia para uma analise
qualitativa da substancia 1 nos extratos (Figura. 4). Além do mais, os espectros de UV referente
a cada pico cromatografico no tempo de retencdo (t;) tanto do padrdo interno quanto do acido
isobrasiliénsico foram devidamente identificados e analiticamente comparados para
comprovacéo da identidade do sinal.

Apos injecBes dos extratos marcados com padrdo interno escolhido, fenolftaleina, um
composto sintético, foi possivel analisar os perfis metabolicos em diferentes locais e identificar
variagOes significativas na composi¢do quimica da planta com relacdo ao biomarcador 1
observado (Figura. 4). Essas descobertas revelam que tais compostos sdo influenciados pela
localizacdo geografica e condi¢es ambientais, destacando regifes e momentos propicios para a

plantacdo, cultivo, coleta e obtencdo de compostos de interesse farmacoldgico.
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Figura. 4. Cromatogramas da inje¢&o de extratos dos galhos de Calophyllum brasiliense oriundos de coletas em
cinco municipios de Mato Grosso, na concentracdo de 1 mg/mL, com adigdo de Padrdo interno fenolftaleina (PI) a
1 mg/mL. Biomarcador &cido isobrasiliénsico (1); extrato em diclorometano (a) e etandlico (b) de Chapada dos
Guimardées; extrato em diclorometano (c) e etanélico (d) de Nova Brasilandia; extrato em diclorometano (e) e
etandlico (f) de Poconé; extrato em diclorometano (g) e etandlico (h) de Rondondépolis; e, por Gltimo, extrato em
diclorometano (i) e etandlico (j) de Sinop. Cromatogramas com deteccao de comprimento de onda de 254 nm.
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Fonte: Do Autor

Além disso, observou-se que 0s picos com maior intensidade e area integrada, indicam
maiores concentragdes desse biomarcador na regido do Pantanal, em Poconé (Figura. 4), o que
corrobora com os dados de atividade farmacoldgica identificada nos extratos. Essa relacdo
proporciona informac@es relevantes de compostos que majoritariamente possam contribuir para
a atividade da acdo anti-H. pylori. Os cromatogramas dos extratos referentes as folhas (Figura.
5), tiveram um perfil parecido com o dos galhos (Figura. 4), embora, observa-se algumas bandas
adicionais ao longo da corrida cromatografica, demonstrando o que € esperado no quesito
abundancia de compostos em extratos de folhas comparado a extratos de galhos (Lombardo et
al., 2010).
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Figura. 5. Cromatogramas da injeg&o de extratos das folhas de Calophyllum brasiliense oriundos de coletas em
cinco municipios de Mato Grosso, na concentracdo de 1 mg/mL, com adigdo de Padrdo interno fenolftaleina (PI) a
1 mg/mL. Biomarcador &cido isobrasiliénsico (1); extrato em diclorometano (a) e etanélico (b) de Chapada dos
Guimardées; extrato em diclorometano (c) e etanélico (d) de Nova Brasilandia; extrato em diclorometano (e) e
etandlico (f) de Poconé; extrato em diclorometano (g) e etandlico (h) de Rondondpolis; e, por Gltimo, extrato em
diclorometano (i) e etandlico (j) de Sinop. Cromatogramas com deteccao de comprimento de onda de 254 nm.
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Fonte: Do Autor

Essas andlises ndo apenas aumentam a compreensédo das propriedades farmacoldgicas da
planta coletada nessas localidades, como também revelam potenciais candidatos a compostos
bioativos que podem ser isolados e explorados para aplicac@es terapéuticas futuras. Em suma,
esse trabalho conseguiu expandir, ndo apenas o conhecimento e entendimento sobre C.
brasiliense, mas também po6de abrir novas diregdes nos campos de pesquisa quimica,

metaboldmica e farmacoldgica na busca por potenciais candidatos a farmacos ou fitoterapicos.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos séo de grande relevancia, pois direcionam futuras investigagdes no
sentido de anotar outros possiveis compostos bioativos responsaveis pela atividade anti-H. pylori
observada em determinadas regifes. Além disso, este estudo destaca a importancia da
preservacdo e valorizagdo da biodiversidade regional, uma vez que diferentes populagdes da
mesma espécie vegetal apresentam potenciais terapéuticos distintos.

Por fim, ressalta-se que este trabalho abre portas para investigacdes mais aprofundadas,
a fim de elucidar os mecanismos subjacentes a atividade anti-H. pylori de extratos de C.
brasiliense e anotar demais possiveis compostos responsaveis por essa a¢cdo. Além disso, futuros
estudos podem explorar a relacdo entre as caracteristicas climaticas, edaficas e a composicédo
quimica das plantas, proporcionando uma compreensdo mais completa dos fatores que
influenciam a atividade farmacoldgica dos extratos.
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