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RESUMO

A especie Cecropia pachystachya Trécul pertence ao género Cecropia Loefl, conhecida no
Brasil como embauba, apresenta ampla distribuicdo, estendendo-se do sul ao norte do pais. A
espécie é utilizada popularmente como antitussigeno, antiasmatico, diurético, hipoglicemiante,
anti-inflamatorio e cardiotdnico. No presente trabalho, C. pachystachya foi avaliada com
relacdo ao seu potencial antioxidante e antiglicante, uma vez que o acimulo de espécies reativas
(ER) e os produtos finais de glicacdo avancada (AGESs) estdo associados ao envelhecimento
cutaneo, doengas cronicas e neurodegenerativas. Elevadas concentracGes de ER provocam o
estresse oxidativo. Ja os AGEs, sao responsaveis por formar ligacGes entre aclcares redutores
ou derivados com proteinas, aminoacidos ou lipideos, gerando moléculas capazes de modificar
irreversivelmente estruturas bioldgicas. Além disso, o presente estudo teve como objetivo
identificar e isolar os principais constituintes do extrato hidroetandlico (EBHE) das folhas de
C. pachystachya. Assim, o EBHE foi particionado obtendo-se a parti¢do hexanica (PHEX), em
acetato de etila (PACT), hidrometandlica (PHM) e dois precipitados (ppt*HM e ppt?ACT). O
perfil quimico das amostras foi obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
de absor¢do em ultravioleta (CLAE-UV-DAD) e espectrometria de massas (MS). O
doseamento de fendlicos e flavonoides foi realizado, bem como a atividade antioxidante foi
mensura por diferentes metodologias: sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, reducéo
do molibdénio, descoramento pelo sistema B-caroteno/acido linoléico, poder de reducdo do
ferro e inibigdo da producéo de 6xido nitrico. O potencial antiglicante foi avaliado pelo teste de
glicagdo com os agucares frutose e glicose. Por fim, avaliou-se a viabilidade celular frente as
linhagens celulares HaCat e L929. Com relacdo aos resultados, verificou-se a presenca de
substancias fendlicas nas amostras, com excecdo da PHEX. Acido clorogénico, 4cido quinico,
cinchona, isorientina, orientina, rutina, vitexina/isovitexina e procinidinas (B2, B3 e B5) foram
encontradas no extrato. Por cromatografia em coluna Sephadex LH-20 da PACT obteve-se 12
fracbes (F1 a F12), posteriormento por CLAE-UV-DAD semi preparativa duas substancias
foram isoladas, das fracGes F6 e F7, sendo possivelmente isoorientina e orientina. Com exce¢édo
da PHEX, as amostras demonstram significativo potencial antioxidante e antiglicante, de forma
semelhante entre elas. As atividades podem ser correlacionadas aos constituintes fendlicos
presentes na espécie. EBHE ndo apresentou citotoxidade frente as linhagens celulares L929 e
HaCat.

Palavras-chave: produtos naturais, antioxidante, antiglicante, espectrometria de massa



ABSTRACT

The species Cecropia pachystachya Trecul belongs to the genus Cecropia Loefl, known as
embauba in Brazil and presents a wide distribution, extending from the south to the north of the
country. The species is popularly used as antitussive, antiasmatic, diuretic, hypoglycemic, anti-
inflammatory and cardiotonic. In the present work C. pachystachya will be evaluated in relation
to its antioxidant and antiglicant potential, since the accumulation of reactive species (ER) and
advanced glycation end products (AGEs) are associated with skin aging, chronic and
neurodegenerative diseases. High ER concentrations cause oxidative stress. AGEs are
responsible for forming bonds between reducing sugars or derivatives and proteins, amino acids
or lipids, generating molecules that are capable of irreversibly modifying the most diverse
biological structures. In addition, the present study aimed to identify the main constituents of
the hydroethanolic extract (EBHE) of the leaves C. pachystachya. Thus, the EBHE was
partitioned to obtain hexane partition (PHEX), ethyl acetate partition (PACT), hydromethanolic
partition (PHM) and two precipitates (ppt'HM and ppt?ACT). The chemical profile of the
samples was obtained by high performance liquid chromatography with ultraviolet absorption
detector (performed, as well as the antioxidant activity measured by different methodologies:
sequestration of the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical, reduction of molybdenum,
discoloration by the B-carotene / linoleic acid system, reduction of iron and inhibition of nitric
oxide production. The antiglicant potential was evaluated by the glycation test with BSA
fructose and glucose sugars. Finally, cell viability was evaluated against HaCat and L929 cell
lines. Regarding the results, it was verified the presence of phenolic substances by HPLC-UV,
with the exception of PHEX. Chlorogenic acid, quinic acid, cinchona, isorientin, orientin, rutin,
vitexin / isovitexin and procinidines (B2, B3 and B5) were found in the extract.
By column chromatography Sephadex LH-20 PACTO obtained 12 fractions (F1 to F12), later
by HPLC-UV-DAD semi preparative for the phases were isolated from fractions F6 and F7,
possibly isoorientin and orientin. With the exception of PHEX, the samples demonstrate a
significant antioxidant and antiglanding potential, similarly between them. The activities can
be correlated to the phenolic constituents present in the species. EBHE showed no cytotoxicity

against L929 and HaCat cell lines.

Keywords: natural products, antioxidant. antiglicant, mass spectrometric.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais (PNs) tém sido por milénios uma fonte infinita de
medicamentos e muitos daqueles que sdo atualmente descritos e Uteis na terapéutica foram
desenvolvidos a partir de espécies vegetais (MENDONCA et al., 2016). Das novas moléculas
quimicas registradas nos Ultimos 30 anos, estima-se que cerca de 27% derivam direta ou
indiretamente de PNs (PIMENTEL et al., 2015). Especificamente, de 2008 a 2013 um total de
25 novos farmacos, consideradas PNs ou derivados, foram aprovadas (BUTLER;
ROBERTSON; COOPER, 2014). Além disso, segundo estimativas, de todos os medicamentos
usualmente prescritos, 20% séo originados de PNs (UCHOA et al., 2010).

O advento da quimica dos PNs, principalmente a combinacdo da utilizacdo de
técnicas hifenadas e de ferramentas de biologia molecular permitiu obter um amplo
conhecimento sobre o metabolismo secundario vegetal e sobre as substancia bioativas, tornando
0s PNs excelente fonte para a descorberta de novos candidatos a medicamentos (AMIRKIA;
HEINRICH, 2015; BERLINCK et al., 2017).

A fim de garantir a eficacia e seguranca terapéutica dos PNs, a Organizacéo
Mundial de Saide (OMS) considera fundamental a realizacdo de estudos experimentais de
validacdo acerca das plantas e de suas substancias bioativas utilizadas para fins medicinais
(BRASIL, 2016).

Produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) (do inglés, Advanced Glycation End
Products) sdo formados por reacdes entre acucares redutores ou seus derivados e proteinas,
aminoacidos ou lipidios (VERMA; MANNA, 2017). O acumulo de AGEs pode causar
modificacOes estruturais e funcionais em proteinas teciduais provocando danos irreversiveis, e
como consequéncias fisiopatoldgicas pode ser citado uma série de doencgas crbnicas e
neurodegenerativas, principalmente relacionadas ao envelhecimento, como: inflamacéo, artrite
reumatoide, aterosclerose, cancer, diabetes e nefropatia diabética, neuropatias, Mal de
Alzheimer, distdrbios respiratorios e hepaticos (ASADI et al., 2011; VERMA; MANNA,
2017).

Quanto ao estresse oxidativo, 0 mesmo ocorre devido quantidades excessivas de
espécies reativas (ERs) que podem sobrecarregar as defesas antioxidantes naturais e promover
danos ao DNA, lipidios e proteinas e, consequentemente levar a lesdo e morte celular. O
estresse oxidativo a longo prazo também estd associado a inumeras doencas e distarbios,

principalmente crénicos, como: cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, inflamatorias e
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neurodegenerativas (LUSHCHAK, 2014; PEREZ GUTIERREZ; FLORES COTERA; NEIRA
GONZALEZ, 2012).

O processo de glicacdo esta associado ao dano oxidativo, pois 0 acimulo de AGE
pode induzir o estresse oxidativo e vice e versa (TORRES et al., 2018). Devido essa correlacdo,
estudos recentes tém sido focados nos beneficios de novos produtos que apresentam
propriedades antiglicantes e antioxidantes, principalmente na prevencao de danos causados na
pele, uma vez que ambos processos estao relacionados a sintomas do envelhecimento cutaneo,
como aumento de rugas e perda de elasticidade (ASADI et al., 2011; LEE et al., 2017).

No intuito de estudar os PNs e engrandecer o conhecimento da area, o grupo de
pesquisa do Laboratério de Produtos Naturais Bioativos (LPNB) do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), atua na pesquisa de diferentes
extratos vegetais e derivados, buscando investigar atividades bioldgicas relevantes,
caracterizagdo quimica dessas amostras, prospec¢do de novas moléculas e obtengéo de produtos
finais acabados (fitoterapicos e fitocosméticos).

Dada a importancia dos efeitos fisioldgicos e patologicos decorrentes do estresse
oxidativo e do acumulo de AGES, este trabalho traz uma abordagem avaliativa do potencial
antioxidante e antiglicante de Cecropia pachystachya Trécul (Cecropiaceae), além da
caracterizacdo fitoquimica do extrato hidroetandlico. Objetiva-se contribuir cientificamente
com os estudos ja descritos da espécie e dar continuidade ao estudo realizado por FERNANDES
et al. (2019), em que o extrato hidroetandlico apresentou potencial para ser utilizado em
formulacGes dermocosméticas que buscam minimizar o processo de envelhecimento cutaneo e

manter a integridade da pele.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PRODUTOS NATURAIS

Segundo Pye et al. (2017), os PNs podem ser amplamente definidos como:
“Conjunto de pequenas moléculas derivadas do ambiente que ndo envolvidos no metabolismo
primario. Esses compostos sao principalmente codificados geneticamente e produzidos por vias
metabdlicas secundarias”. E no que diz respeito aos PNs estdo incluidas moléculas obtidas a
partir de plantas medicinais, derivados e preparac6es destas.

Apesar dos notorios avancos na medicina moderna, a OMS estima que
aproximadamente 80% da populacéo, particularmente de paises em desenvolvimento, utilizam
praticas tradicionais nos cuidados basicos de saude e 85% fazem uso de plantas ou preparactes
medicinais (ALVES et al., 2014; BRASIL, 2006). Dessa forma, o conhecimento e
desenvolvimento de PNs € uma area de grande interesse para comunidades cientificas, médicas
e comerciais em todo mundo (AMIRKIA; HEINRICH, 2015).

Historicamente, a maioria das preparacbes medicinais com fins terapéuticos
utilizadas pelos seres humanos tinham origem de PNs derivados de plantas e animais
(HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). A inter-relacdo e coevolucgdo, ocorrida durante
milénios até tempos atuais, entre populacdes nativas de todo mundo e o suprimento das suas
necessidades medicinas, alem de alimenticias, industriais, e mesmo ritualisticas através da
natureza, contribuiram para o conhecimento e os diversos usos das plantas (ALVES et al.,
2014).

Os primeiros registros descritos com usos de plantas medicinas datam de 600 a.C
na Mesopotania e relatam cerca de 1000 substancias derivadas de plantas. Na medicina egipcia
de 2900 a.C, o registro mais importante ¢ o "Papiro Ebers" de cerca de 1550 a.C, contendo
mais de 700 drogas, principalmente de origem vegetal. Apenas no século XVIII, iniciou-se as
bases racionais para a investigacdo clinica do uso de plantas, que até entdo eram usadas de
forma empirica, sem conhecimento prévio sobre as atividades farmacoldgicas ou seus
constituintes quimicos (ATANASQV et al., 2015).

Anton Von Storck investigou plantas como Aconito e Colchicum e, William
Withering estudou Digitalis para o tratamento de edema (ATANASOV et al., 2015). No século
XIX, Friedrich Sertlrner isolou do 6pio a “Morphium” (morfina), tendo realizado e publicado
estudos sobre o seu isolamento, cristalizacdo, estrutura e propriedades farmacologicas. A partir

dai outras plantas medicinais foram também estudadas e substancias bioativas puderam entéo
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ser isoladas de suas fontes naturais. Mais tarde, a fim de minimizar custos e facilitar a producéo,
as substancias derivadas de PN comecaram a ser produzidas por meio de sintese quimica, sendo
0 &cido salicilico a primeira a ser sintetizada em 1853 (ATANASQV et al., 2015; PATRIDGE
etal., 2016).

No decorrer dos anos, a evolucao e o aumento da eficiéncia e qualidade das técnicas
analiticas, aléem do desenvolvimento de melhores instrumentacfes, como exemplo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectroscopia de RMN, espectrometria de massas e
modelagem computacional, induziram a um consideravel aumento no processo de
caracterizacdo de estruturas e isolamento de substancias derivadas de PNs (PYE et al., 2017).

Em relacdo as vantagens atribuidas aos PNs, devido sua diversidade e
complexidade estereoquimica desenvolvidas durante a biossintese metabdlica, eles apresentam
alto niamero de centros quirais e de grupos farmacoforicos, que frequentemente possuem alta
afinidade de ligacdo com proteinas especificas (ATANASOV et al., 2015; BERLINCK et al.,
2017). Outro fato € que PNs podem ser substratos para um ou mais sistemas de transportadores
e atingem o meio intracelular facilmente (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Por
essas caracteristicas, PNs podem apresentar vantagens sobre os produtos sintéticos e ainda
serem considerados como potenciais modelos de farmacos. Cerca de 80% de quase 160.000
substancias de origem natural, que ja foram catalogados no Dictionary of Natural Products,
possuem caracteristicas fisico-quimicas favoraveis para se tornarem farmacos (BERLINCK et
al., 2017).

Devido ao processo de sintese ser também dispendioso, pois muitas moléculas nao
avancam para as etapas clinicas e/ou pré-clinicas, as industrias farmacéuticas passaram a
investir mais intensamente em métodos de pesquisa de substdncias bioativas com efetiva acdo
terapéutica. Assim, os PNs vém recuperando espaco e importancia na industria farmacéutica,
como fonte para novos medicamentos (VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006).
Além disso, o mercado mundial de fitoterdpicos movimenta cerca de US$ 22 bilhGes por ano
(MARTINAZZO et al., 2013).

As fontes para estudos de PNs ainda sdo inimeras, acredita-se que apenas 6% de
aproximadamente 300.000 espécies (algumas estimativas chegam a 500.000 espécies) de
plantas foram investigadas farmacologicamente, e 15% fitoquimicamente (NEWMAN;
CRAGG, 2016).

Segundo o Ministério da Saude (2006), o Brasil é o pais que apresenta maior parcela
de biodiversidade bioldgica, ocupando cerca de 15 a 20% do total mundial. As plantas sdo

constituintes dessa biodiversidade, utilizadas como matéria-prima e substrato para a obtengéo
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de medicamentos e na pratica da medicina tradicional. O processo de utilizacdo de PNs no
territorio brasileiro foi resultado de varios fatores historicos, culturais e étnicos, trazidos pelos
colonizadores europeus, tribos indigenas e africanos.

Apesar de toda diversidade, apenas 8% das 60.000 espécies vegetais superiores, que
estdo catalogadas, foram estudadas para pesquisas de biocompostos e 1.100 espécies avaliadas
quanto suas propriedades medicinais. Nesse contexto, se faz necessario o fortalecimento de
pesquisas cientificas envolvendo espécies vegetais no ambito nacional (BRASIL, 2006).

Dentre as diversas espécies ja estudadas, Cecropia pachystachya é relatada nesse
estudo e em outros diferentes estudos cientificos publicados, que buscam identificar e elucidar
seus principais metabdlitos especiais derivados de partes da planta, bem como avaliar atividades

bioldgicas para potencial uso terapéutico.
2.1.1 Metabdlitos especiais

Segundo Ramakrishna; Ravishankar (2011), os metabdlitos especiais ou também
chamados de metabdlitos secundarios das plantas sdo substancias fitoquimicas importantes para
interacdo da planta com o ambiente e sua producdo é induzida em condicdes de estresse,
incluindo alta e baixa temperatura, seca, alcalinidade e salinidade do solo, radia¢do UV, infecéo
por patdgenos e por particularidades da espécie. O estagio fisioldgico e o desenvolvimento da
planta séo fatores de dependéncia dessa producdo (NCUBE; VAN STADEN, 2015).

A variedade dos metabdlitos especiais é sintetizada indiretamente a partir de
metabolitos primarios, por exemplo, hidratos de carbono, lipidios e aminoacidos, onde é
produzida a glicose pela fotossintese. A glicose por sua vez, da origem ao acido chiquimico e
a acetil coenzima A, que através de reacOes e vias especificas ddo origem aos mais diversos
metabdlitos especiais, como o0s terpenos, fendlicos (ligninas, flavonoides, cumarinas e taninos)
e 0s substancias nitrogenadas (alcaloides e glicosideos cianogénicos) (NCUBE; VAN
STADEN, 2015; RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011), conforme apresentado na
Figura 1.
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Figura 1: Esquema simplificado da formacdo de metabdlitos secundérios envolvendo os
precursores e rotas biossintéticas.
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Fonte: SIMOES et al. (2017).

Além de desempenhar papéis nas interacfes planta-ambiente, como protecédo contra
patdgenos; protecdo contra estresses abidticos, como a radiacao; atrativos para polinizadores e
moléculas sinalizadoras, esses metabolitds especiais constituem uma classe de fitoquimicos que
exibem imensa diversidade quimica. S&o utilizados como agentes aromatizantes, fragrancias,
inseticidas, corantes e farmacos, despertando grande interesse por suas diferentes atividades
bioldgicas exercidas (GANDHI; MAHAJAN; BEDI, 2015).

As propriedades terapéuticas observadas no genéro Cecropia tém sido
correlacionadas com a presenca dos metabolitos secundarios: terpenos, esteroides,
proantocianidinas, flavonoides, acido clorogénico e acido cafeico, dentre outros fendlicos ja
identificados e relatados (BRANGO-VANEGAS et al., 2014; RIVERA-MONDRAGON et al.,
2017).
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2.2 GENERO Cecropia

O género Cecropia Loefl. possui cerca de 70 espécies distribuidas nas floresta
tropical e subtropical do México até a América Central e do Sul (MATHIAS; OLIVEIRA,
2018; RIVERA-MONDRAGON et al., 2017). Descrito por Pedro Loefling em 1758, e
inicialmente incluido como parte da familia Moraceae, Cecropia foi incluida em uma nova
familia nos anos 70, a Cecropiaceae. Porém, posteriores estudos taxonémicos, morfologicos e
filogenéticos classificaram-no na familia Urticaceae (COSTA; SCHENKEL; REGINATTO,
2011).

Este género é constituido por arvores dioicas que geralmente medem de 5 a 15
metros de altura e apresentam crescimento rapido e ciclo de vida curto (25 a 50 anos). Possuem
grande producédo de sementes, galhos em forma de candelabro, inflorescéncias carnudas, folhas
dispostas em espiral e divididas em 8 l6bulos com a parte inferior acinzentada e tronco oco de
madeira enfraquecida (AGUIAR; GAGLIOT]I, 2019; JOSE-CHAGAS et al., 2014; ALMEIDA
etal., 2016).

Popularmente sdo conhecidas no Brasil por embauba, umbalba, imbalba, e
embalva, denominagdes que podem ter variages conforme a coloragdo das inflorescéncias,
como por exemplo, embauba vermelha (C. glaziovii), embadba branca (C. palmata) e embatba
prateada (C. pachystachya). Em outros paises da América Latina sdo conhecidas guarumbo,
yarumo, torém, ambai, e na lingua inglesa, sdo descritas principalmente como ambay e trump-
tree (BRANGO-VANEGAS et al.,, 2014; COSTA; SCHENKEL; REGINATTO, 2011;
RIVERA-MONDRAGON et al., 2017). As espécies de Cecropia tém importancia ecoldgica,
uma vez que sdo consideradas pioneiras tipicas de areas desmatadas e atuam como espécies
invasoras em regides ndo nativas (ALMEIDA et al., 2016; RIVERA-MONDRAGON et al.,
2017).

No territorio brasileiro sdo encontradas 26 espécies de embalbas, com ocorréncias
confirmadas desde o litoral do Nordeste, passando pela regido Sudeste e Centro-Oeste,
chegando até Santa Catarina, tanto em areas de influéncia dos cerrados quanto de florestas
variadas e formacdo do complexo atlantico (HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007; JOSE-
CHAGAS et al., 2014).

De modo geral, a importancia bioldgica da Cecropia esta associada ao seu amplo
uso na medicina tradicional, sendo utilizado como analgésico, hipoglicemiante, antimicrobiano,
diuretico, antioxidante, antitussigeno e expectorante, tratamento de asma, hipertensao, diabetes,

inflamacéo e distdrbios do sistema nervoso central (ansiedade e depressédo), além do uso para
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cicatrizacdo de feridas (DUQUE et al., 2016; RIVERA-MONDRAGON et al., 2017). As
espécies também sdo popularmente usadas para tratar febre, principalmente na regido
amazonica do territdrio brasileiro (UCHOA et al., 2010). O fato de apresentar comportamento
pioneiro, devido ao rapido crescimento e facil dispersdo de sementes, também contribui para o
uso das plantas desse género (MATHIAS; OLIVEIRA, 2018).

As espécies C. glaziovii, C. pachystachya sdo as mais estudadas no género, em
relacdo as propriedades bioldgicas e composicao quimica de seus extratos (ALMEIDA et al.,

2016). Como dito, a espécie estudada neste trabalho foi a C. pachystachya.
2.2.1 Cecropia pachystachya Trecul

C. pachystachya possui como sinénimo C. adenopus Mart, C. lyratiloba Mig e C.
catarinensis Trec e € conhecida popularmente como arvore-da-preguica, embaubeira, pau-de-
lixa e embalba prateada. A espécie C. pachystachya distribui-se do México até a Argentina.
No territorio brasileiro ndo é endémica, mas tem ocorréncia abundante e confirmada,
principalmente as margens de florestas nativas ou em recomposigdo. Pode ser encontrada em
todas as regiGes nacionais: norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul, com excecdo dos
seguintes estados: Acre, Amapa, Ronddnia e Roraima (HERNANDEZ-TERRONES et al.,
2007; RIVERA-MONDRAGON et al., 2017; GAGLIOTI; AGUIAR, 2019) (Figura 2).

Figura 2: Distribuicdo geografica da espécie Cecropia pachystachya Trecul no territorio
brasileiro.
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As arvores podem atingir cerca de 10 metros de altura, possuem folhas grandes e
largas, normalmente de coloragéo verde-escura na parte superior e cinza prateado na parte
inferior. A inflorescéncia ocorre entre 0s meses de agosto a fevereiro, com maior intensidade
em dezembro (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005) (Figura 3).

Figura 3: Folhas de Cecropia pachystacha Trécul.

Fonte: Flora Digital do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina / Autor: CHAVES, M. (2012)

Estudos etnofarmacoldgicos revelam que o cha das folhas e cascas desta planta séo
popularmente usadas como agente antitussigeno, expectorante, antiasmatico (GAZAL et al.,
2014), diurético, anti-hipertensivo (COSTA; SCHENKEL; REGINATTO, 2011),
hipoglicemiante (ARAGAO et al., 2013) e anti-inflamatério (PACHECO et al., 2014a), além
do uso em doencas renais e analgesia para dor renal (MAQUIAVELI et al., 2014) e também
como cardiotonico (CONSOLINI et al., 2006).

O extrato aquoso das folhas de C. pachystachya foi incorporado junto a
Farmacopeia Nacional da Argentina (VI edi¢do. 1978), na dosagem de trés xicaras (200 mL
cada) por dia. E recomendado o uso medicinal em uma decoccio de 5% (RIVERA-
MONDRAGON et al., 2017).

A fim de justificar o uso tradicional da espécie, algumas atividades bioldgicas ja
foram comprovadas por estudos farmacologicos realizados com diferentes extratos e algumas
dessas atividades foram correlacionadas com a presenca de determinadas substancias
encontradas nos estudos de caracterizagdo quimica. A seguir, um breve compilado desses

estudos relatados sobre a espécie C. pachystachya.
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A atividade anti-inflamatdria do extrato hexanico das folhas apresentou-se
significativa em um ensaio in vivo, sendo que o estudo atribuiu tal atividade ao -sitosterol
isolado (HIKAWCZUK et al., 1998). Em outro estudo, o &cido pomélico foi isolado do extrato
de diclorometano das folhas e também exibiu capacidade de limitar a resposta inflamatdria in
vivo, reduzir a produgdo de IL-1b e inibir a viabilidade de neutréfilos por apoptose. Neste
trabalho foi relatado que transfitol, a-amirina e o acido ursélico, identificados nesse extrato,
exibiram efeitos anti-inflamatérios (SCHINELLA et al., 2008).

O extrato aquoso das folhas apresentou atividade hipotensiva, pelo blogueio central
dos nervos simpaticos dos vasos, e cardiotdnica, pela inibicdo colinérgica central, em ratos.
Além desses efeitos, a atividade sedativa foi compardvel ao diazepam, este efeito pode
contribuir para seu uso terapéutico na tosse e na asma. Porém, a atividade diurética ndo foi
observada neste estudo (CONSOLINI et al., 2006; CONSOLINI; MIGLIORI, 2005). O extrato
metandlico e uma fragdo de flavonoides proveniente de particdo em acetato de etila produziram
vasodilatacdo na aorta, evidenciando ainda mais o uso como hipotensivo. Segundo o estudo,
esse efeito € possivelmente explicado pela estimulacéo da producéo de éxido nitrico. Orientina,
isoorientina, isovitexina e apigenina-6-galactosil-6’-O-galactopiranosideo, foram isolados
porém ndo apresentaram atividade quando testados isoladamente (RAMOS ALMEIDA et al.,
2006).

O estudo de Aragao et al. (2010), evidenciou a capacidade hipoglicemiante in vivo
e antioxidante in vitro do extrato metandlico das folhas. Os efeitos foram atribuidos a presenca
de é&cido clorogénico, isoorientina e orientina. Posteriormente, também para o extrato
metandlico foi relatado atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva e citotoxica frente as
linhagens cancerigenas, HL-60, Bcl-2 e Jurkat (ARAGAO et al., 2013), além de reducédo de
edema induzido, ap6s tratamento topico com o extrato (PACHECO et al., 2014a).

Além disso, os metabdlitos: acido clorogénico, isoorientina, orientina, isovitexina,
vitexina e rutina foram identificados no extrato metanolico das folhas e relatados pela primeira
vez como inibidores de “Quorum Sensing” para cepas Cromobacterium violaceum e
Escherichia coli (BRANGO-VANEGAS et al., 2014). O extrato etanolico apresentou pequena
atividade frente a Staphylococcus aureus, que foi associada aos fenolicos totais encontrados,
além da presenca de saponinas (COSTA; HOSCHEID, 2018).

O uso da espécie demonstrou reducdo da inflamacao e das lesdes renais em ratos.
macrdfagos, angiotensina Il e c-Jan quinase e atividade de arginase no cortex renal. Acido

clorogénico e orientina foram os principais identificados, no extrato aquoso e etanolico das
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folhas, sendo seus efeitos anti-inflamatérios previamente demonstrados, o que explica o
potencial da espécie frente ao tratamento das doencgas renais (MAQUIAVELI et al., 2014).

Gazal et al. (2014) e Ortmann et al. (2016) investigaram os efeitos antidepressivos
e antioxidantes do extrato aquoso e de fracdo enriquecida de flavonoides C-glicosilados,
respectivamente, em modelo in vivo de estresse cronico. Como resultado, ambos reduziram o
comportamento depressivo e o dano oxidativo (diminui¢do de marcadores oxidativos, aumento
da atividade de enzimas antioxidantes e disfuncdo mitocondrial), evidenciando seu potencial
neuroprotetor. Em outro estudo, verificou-se a atividade frente ao modelo comportamental de
mania depressiva, e conforme foi observado, o extrato pode ser util na prevencédo do transtorno
bipolar. Além disso, foi correlacionada a atividade antioxidante do &cido clorogénico e dos
flavonoides: orientina, isoorientina, isovitexina e isoquercitrina com os efeito antidepressivos
(GAZAL etal., 2015).

Atividades antiparasitarias também foram estudadas, para malaria e Leishmania.
Extratos etandlicos de folha, raiz e caule foram testados contra contra Plasmodium falciparum
e/ou Plasmodium berghei em camundongos. Todos 0s extratos conseguiram reduzir a
parasitemia, o extrato das raizes apresentou melhor indice terapéutico e o acido torméntico
isolado foi associado a atividade (UCHOA et al., 2010). Em outro estudo, a fracio em acetato
de etila do extrato etandlico das folhas, foi capaz de reduzir o crescimento de formas
promastigotas de Leishmania amazonensis alterando o arranjo de K-DNA mitocondrial e
inibindo a arginase. Foram identificado flavonoides glicosidicos, cido clorogénico, catequina,
epicatequina e isoquercitrina que exibiram inibi¢do da arginase, sendo a orientina 0 composto
mais ativo (CRUZ et al., 2013).

Quanto a cicatrizacdo de feridas, a formulacdo de gel contendo extrato em acetato
de etila das folhas foi capaz de promover o processo de cicatriza¢do in vivo e as propriedades
curativas foram atribuidas a presenca de acido clorogénico, orientina e isoorientina (DUQUE
et al., 2016).

Fernandes et al. (2019) avaliou o potencial antienvelhecimento dos extratos
hidroetandlico e etan6lico mensurado pela atividade antioxidante e antiglicante, capacidade de
inibir metaloproteinases como colagenase e elastase, proliferacdo celular e viabilidade de
linhagem de fibroblasto BALBc/3T3 e linhagem renal humano HEK293. Ambos apresentaram
atividade antioxidante e antiglicante significativas e induziram a proliferacéo de fibroblastos, o
extrato hidroetandlico reduziu significativamente a atividade da colagenase e inibiu a enzima

elastase. Isoorietina e orientina foram identificados e quantificados nesses extratos.
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Alguns triterpenos foram isolados das raizes, como: acido torméntico, B-sitosterol,
acido euscéfico, 2a-acetil acido torméntico, 3p-acetil acido torméntico, acido ursdlico, 2-O-
acetil euscéfico, 2a-acetil-38,19a-dihidroxi-11a,12a-epoxi-ursan-28,13p-olide, 3p-0-6’-O-n-
acil-p-D-glucopiranosil sitosterol e 3B-acetoxi-2a,19a-dihidroxi-11a,120-epoxi-ursan-28,13f-
olideo (MACHADO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2005; ROCHA et al., 2007). Os quatro
primeiros terpenos apresentaram citotoxidez in vitro em linhagens celulares de leucemia
sensiveis e multirresistentes (ROCHA et al., 2007, 2012).

2.3 ESPECIES REATIVAS E ESTRESSE OXIDATIVO

Espécies reativas (ERs) sdo definidas como atomos ou moléculas que apresentam
formas radicalares, ou seja, que possuem elétrons livres em sua camada de valéncia, o que
explica sua alta instabilidade e reatividade. Também apresentam-se na forma néo radicalar, que
embora ndo possuam elétrons desemparelhados em sua ultima camada, também séo altamente
reativos e participam das reacGes de oxirreducdo devido sua instabilidade (BIRBEN et al.,
2012).

Em sistemas bioldgicos, as espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas
de nitrogénio (ERNS) sdo as principais responsaveis por reagir com outras moléculas a fim de
alcancar sua estabilidade, causando a oxidacdo de biomoléculas como é&cidos nucleicos,
proteinas, lipidios e carboidratos (GULCIN; BEYDEMIR, 2013). As principais EROs
distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO-), superoxido (O2-), peroxila
(ROO") e alcoxila (RO-); e os nao-radicalares: oxigénio (O-), peroxido de hidrogénio (H20.) e
acido hipocloroso (HCIO). J& as ERNs incluem o 6xido nitrico (NO-), peroxinitritos (ONOO),
6xido nitroso (N203), nitritos (NO2) e nitratos (NOs) (BURTON; JAUNIAUX, 2011;
FILOMENI; DE ZIO; CECCONI, 2015; VALKO et al., 2007).

Nos organismos aerobios, a producdo de EROs e ERNs ocorre devido a fatores
exogenos ou enddgenos. Dentre os fatores exdgenos destacam-se: infeccdo microbiana,
exposicao prolongada a patdgenos e/ou poluentes e toxinas (&lcool, tabaco, pesticidas, radiagdo
ultravioleta (UV) e ionizante), além da realizacdo de exercicios fisicos intensos. As fontes
endogenas mais importantes séo as mitocondriais, incluindo as reagdes da cadeia de transporte
de elétrons e a reacéo de sintese de NO- (POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013). As fontes n&o-
mitocondriais s&o: enzimas microssomiais do citocromo P450, a beta-oxidacdo peroxisomal e
a explosdo respiratdria das células fagociticas VALKO et al., 2007).

Nos eventos de fosforilacdo oxidativa para formacdo de trifosfato de adenosina

(ATP) da cadeia respiratoria, a transferéncia de elétrons ndo e totalmente eficiente, permitindo
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que elétrons sejam direcionados ao oxigénio molecular gerando formas parcialmente reduzidas
de O, 0 radical anidnico Oz, 0 qual pode ser espontaneamente ou enzimaticamente convertido
em H202 ou no radical HO- (POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013; RAHAL et al., 2014;
VALKO et al., 2007).

Nos niveis homeostéaticos as ERs sdo essenciais, pois desempenham diversas
funcbes sobre as agdes celulares, incluindo regulacdo do crescimento celular, sinalizagéo
intercelular, ativacéo de fatores de transcri¢do sensiveis a potencial de 6xido reducao, ativacao
de proteinas quinases, abertura de canais i0nicos, modificacdo de proteinas, além de
desempenhar funcBes em vias de sinalizacdo pro-inflamatdrias, morte e defesa celular
(ABUELO et al., 2015; BURTON; JAUNIAUX, 2011). Entretanto, quando produzidos em
excesso, as ERs podem prejudicar as células, levando a perda de funcéo celular e danos
teciduais (GULCIN; BEYDEMIR, 2013).

Para manter os niveis de substancias oxidantes baixos, permitindo papéis Uteis de
ERs e limitando os seus efeitos prejudiciais, as células apresentam sistemas antioxidantes,
produzidos pelo corpo ou absorvidos pela dieta, que sdo capazes de controlar a producdo das
ERs e inibir ou minimizar a oxidacdo de um substrato (LUSHCHAK, 2014). Segundo Halliwell
et al., (2000) “Antioxidante ¢ qualquer substancia que quando presente em baixa concentragdo
comparada ao substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagéo
do mesmo”. Esses sistemas incluem enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD),
capaz de converter O2- em H>O>, catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), responsaveis
pela conversdo de H.0. em &gua (H20), alem dos sistemas ndo enzimaticos compostos por
proteinas de baixo peso molecular como &cido Urico, hemoglobina, coenzima Qio, ubiquinol,
acido lipoico, &cido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), carotenoides e polifendis
(BURTON; JAUNIAUX, 2011; RAHAL et al., 2014).

De acordo com Birben et al. (2012) quando ha um estado de desequilibrio entre
antioxidantes e ERs em favor destes, seja por deplecdo ou mutacdo dos sistemas de defesa,
diminuicdo de antioxidantes exdgenos, eventos patologicos ou por acimulo dos oxidantes,
ocorre 0 chamado “estresse oxidativo”. Este por sua vez, contribui com a patogénese de diversas
doencas cronicas incluindo cancer, distdrbios neuroldgicos, doencas cardiovasculares, doengas
autoimunes, diabetes e complicacGes, bem como processos inflamatorios. O envelhecimento
cutaneo tambeém pode ser um processo afetado pelo estresse oxidativo, uma vez que 0 mesmo
pode aumentar os estimulos nocivos do tecido conjuntivo da pele e alterar a regulacdo de
mediadores celulares envolvidos na degradacdo da matriz extracelular (FERNANDES et al.,
2019; PISOSCHI; POP, 2015).
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Estudos comprovam que hd uma relacdo benéfica entre a ingestdo dietética rica em
compostos oxidantes e o estresse oxidativo, uma vez que, suplementos antioxidantes podem
reduzir o aumento dos niveis de estresse oxidativo, podendo atuar como inibidores da reacéo
em cadeia radical, quelantes de metais, inibidores de enzimas oxidativas e cofatores enzimaticos
(ABUELO et al., 2015; POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

Dentre os antioxidantes sintéticos mais empregados na inddstria de alimento e
aplicacdes farmacéuticas destacam-se as substancias fenolicas, como o hidroxianisol butilado
(BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e propil galato, sendo
os dois primeiros associados a efeitos carcinogénicos e dano hepéatico (GULCIN; BEYDEMIR,
2013).

Neste contexto, existe um forte interesse na busca por produtos antioxidantes
provenientes de fontes naturais e mais seguros, além de uma tendéncia crescente desses
produtos nas preferéncias dos consumidores. Dentre as diversas substancias bioativas com
propriedades antioxidantes ja descritas, pode-se destacar o &cido ascorbico, os tocoferdis,
carotenoides e os polifendis, como os derivados do acido cinamico, e em especial os flavonoides
(KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011; PISOSCHI; POP, 2015).

2.4 PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA (AGEs)

Os AGEs constituem uma variedade de compostos altamente reativos formados por
reacOes de glicacdo, de origem ndo enzimatica, entre aglcares redutores livres ou lipidios
oxidados com grupo aminocarbonilo de proteinas, acidos nucleicos ou lipideos (AHMAD et
al., 2013).

A formacao de AGEs ocorre em condices fisioldgicas normais e de maneira lenta,
ou podem ser introduzidos no organismo de forma exdgena, via dieta, poluicdo ou fumo. O
acumulo de AGEs se encontra acelerado em condicdes de estresse oxidativo e patologias
crénicas, como no diabetes e em suas complicagdes cardiovasculares, renais, nervosas e
oculares, doencas neurodegenerativas como o Mal de Alzheimer, aterosclerose, doenca renal e
também nas doencas autoimunes (JAISSON; GILLERY, 2010; KONTOGIANNI et al., 2013).

Os efeitos do acimulo de AGEs € diretamente relacionado ao envelhecimento,
comprometendo proteinas de meia-vida longa, como: hemoglobina, lisozima e cristalino ocular
(FORBES; SOLDATOS; THOMAS, 2005; OTT et al., 2014; TORRES et al., 2018). Na pele,
estes complexos quimicos afetam principalmente proteinas da matriz extracelular dérmica,
como: colageno, elastina e fibronectina, agravando assim o envelhecimento cutaneo, além de

acelerar o processo de apoptose de fibroblastos, que s&o células constituintes do tecido
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conjuntivo que dentre outras funcdes sintetizam coldgeno e elastina (FERNANDES et al., 2019;
GKOGKOLOU; BOHM, 2017).

A via classica de formacao dos AGEs comeca com a reacdo de Maillard ou glicacéo,
que pode ser dividida em trés etapas: inicial, avancada e final. Na fase inicial ocorre a
condensacdo de um grupo carbonila de um agucar redutor (frutose, glicose, xilose, manose e/ou
galactose) com um grupamento amina de uma proteina, formando uma carbonila intermediéria.
Esta por sua vez, sofre desidratacdo, produzindo a base de Schiff. Para tornar a estrutura mais
estavel, essa base sofre, por meio de catélise acido-base, rearranjos estruturais formando os
chamados produtos de Amadori, como a hemoglobina glicada e frutosamina (RICHARDSON
et al., 2015; SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2016; TORRES et al., 2018). No estagio
avancado e reversivel, tanto a base de Schiff quanto o produto Amadori podem sofrer reacdes
adicionais (oxidacdo, desidratacdo, hidrolise e fragmentacdo) com residuos de aminoacidos das
proteinas (sendo lisina e arginina os mais reativos), originando compostos secundarios
extremamente reativos denominados a-dicarbonilicos ou a-oxaldeidos (glioxal, metilglioxal e
deoxiglicosonas). As reacbes dos compostos carbonilicos formados a partir da base de Schiff
sdo conhecidas como reacdo de Namiki enquanto que a reacdao de Hodge origina os compostos
carbonilicos a partir da auto-oxidagdo de produtos de Amadori. Alternativamente, a formacao
desses produtos reativos pode ocorrer a partir da auto-oxidacao direta dos agucares redutores
na auséncia de grupos amino livres, conhecida como "via de Wolff" (KUMAR PASUPULATI;
CHITRA; REDDY, 2016; OTT et al., 2014). No estagio final e irreversivel da glicacdo os
compostos carbonilicos e os oxaldeidos reagem com o0s grupos amino para a formacdo dos
AGEs (TORRES et al., 2018).

Devido aos diferentes precursores e a complexidade das reacdes, os AGEs séo um
grupo de compostos heterogéneos dos quais muitos ndo sdo ainda conhecidos, porém, existem
AGEs bem caracterizadas nos seres humanos (OTT et al., 2014). Os mais estudados sdo: N-
carboximetil-lisina (CML), resultante da reacédo entre o glioxal e a lisina ou da quebra oxidativa
da frutosamina; a pirralina, formado através da reacédo da lisina e da glicose e a pentosidina,
formado a partir de um residuo de lisina e um residuo de arginina que se ligam ao carbono cinco
do acucar redutor. E também os AGEs: GOLD, MOLD e DOLD que séo obtidos a partir de
interacdes de dimeros de lisina com glioxal, metiglioxal e 3-desoxiglicosona, respectivamente
(LEE et al., 2017; LUEVANO-CONTRERAS; CHAPMAN-NOVAKOFSKI, 2010). A Figura

4 representa a via classica de reacdes de glicacdo até a formacédo de AGEs.
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Figura 4: Rotas de formacdo e produtos finais de glicacdo avancada.
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CML.: carboximetilisina; CEL.: carboxietilisina; DOGDIC: ligagdo cruzada imidazolina derivada de 3-
deoxiglicosona; DOLD: dimero de lisina e 3-deoxiglicosona; GOLA: glioxal lisina amida; GOLD:
dimero de glioxal-lisina, GALA: &cido glioxilico lisina amida; GODIC: liga¢do cruzada imidazolina
derivada de glioxal; MODIC: ligag&o cruzada imidazolina derivada de metil glioxal; MOLD: dimero de
metilglioxal-lisina.

Fonte: PORTO BARBOSA,; DE OLIVEIRA; SEARA (2009)

Uma via alternativa capaz de formar AGEs € a via do poliol, onde a glicose é
reduzida em sorbitol pela enzima aldose redutase e depois convertida em frutose pela sorbitol
desidrogenase. Por reacdes de desidratacdo a frutose pode ser convertida em 3-desoxiglicosona
ou os metabdlitos de frutose como, frutose 3-fosfato, perdem uma molécula de acido fosforico
sendo convertidos 3-desoxiglicosona, esse intermediario reativo é capaz de interagir com
aminoacidos e formar AGEs (LUEVANO-CONTRERAS; CHAPMAN-NOVAKOFSKI,
2010; SEMCHYSHYN, 2014). A peroxidacéo lipidica é outra via que pode originar compostos
dicarbonilicos. Quando acidos graxos polinsaturados estdo em contato com EROs, séo
formadas espécies reativas de carbonil, como o malonaldeido, 4-hidroxi-trans-2-nonenal e 0s
a-oxoaldeidos (HUEBSCHMANN et al., 2006). E ainda, algumas células de defesa, como
neutréfilos, macr6fagos e mondcitos apds estimulo inflamatoério liberam mieloperoxidases e

ativam a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, enzimas que podem
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oxidar aminodcidos e consequentemente formar intermediérios reativos (URIBARRI,;
TUTTLE, 2006).

Trés mecanismos sao descritos pelos quais os AGEs podem danificar matriz e
células extracelulares: (1) acumulo de AGEs na matriz extracelular causando extrema
reticulacdo, o que diminui a elasticidade do tecido conjuntivo; (2) glicacdo de proteinas
intracelulares, que podem alterar o funcionamento celular e (3) ligagdo de AGEs circulantes a
receptores de superficie que modificam as vias de sinalizacdo celular com subsequente
modulacéo da expressao génica (SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2016).

O primeiro receptor identificado e melhor caracterizado atualmente é o RAGE
(acrébnimo em inglés para Receptor for Advanced Glycation End-products) (SINGH et al.,
2014). A interacdo AGE-RAGE, induz diretamente o estresse oxidativo, ativando a NADPH e
oxido nitrico sintase, diminuindo a atividade da superdxido dismutase (SOD), catalase e outras
vias que reduzem as defesas antioxidantes celulares (GKOGKOLOU; BOHM, 2012). Em
células endoteliais por exemplo, essa interacdo ativa a transcricdio do NF-kB levando a
expressdao de fatores pré-inflamatorios como a endotelina-1, selectina E, fator tecidual,
trombomodulina, IL-1a, IL-6 e o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) (GKOGKOLOU; BOHM,
2017; TORRES et al., 2018).

A diminuigdo dos niveis de AGEs celular pode ocorrer de duas formas: catalise
proteolitica, envolvendo enzimas como glioxalase I, aldose redutase e oxaldeido redutase ou
endocitose pelos receptores AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3 e receptores scavengers (macrofagos
classe A tipos I e I). Ap6s a degradacdo, os AGE-peptideos, que sdo moléculas sollveis e de
baixo peso molecular, sdo liberados na corrente sanguinea para eliminacdo via renal
(GKOGKOLOU; BOHM, 2012; KUMAR PASUPULATI; CHITRA; REDDY, 2016; OTT et
al., 2014).

Neste contexto, inibidores da formacdo de AGE ganham atengdo como potenciais
agentes terapéuticos. Aminoguanidina (AG) é um agente antiglicante sintético, que contém
hidrazina a qual reage com glioxal, metilglioxal e 3-desoxiglicosona, neutralizando-o. Porém,
em fases de estudos clinicos (Fase Ill) seu uso foi cancelado devido a preocupacbes de
seguranca, pois AG também foi capaz de inibir a 6xido nitrico sintase. Outro agente investigado
foi o ALT-711 (Alagebrium), uma pequena molécula descoberta capaz de quebrar os AGEs
pre-formados. Apesar de mostrar-se promissor nos estudos iniciais (avango para a Fase 1l), o
desenvolvimento da ALT-711 foi interrompido devido a complicacgdes financeiras (FARSI et
al., 2008; RICHARDSON et al., 2015).
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Farmacos ja comercializados como acido acetilsalicilico, hidralazina, metformina e
derivados de 1,3-tiazol apresentam atividade antiglicante via diferentes mecanismos (SINGH
et al., 2016). Os estudos tém se concentrado nos beneficios das plantas medicinais com
propriedades antiglicantes, e uma variedade de fendlicos demonstraram alta atividade
antiglicante (FARSI et al., 2008; TSUJI-NAITO; SAEKI; HAMANO, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e isolar os principais metabolitos secundarios do extrato hidroetanolico
das folhas de C. pachystachya e avaliar, juntamente com suas parti¢gdes, o potencial biolégico
frente as atividades antioxidante e antiglicante.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter extrato bruto hidroetandlico (EBHE) das folhas da espécie;

o Particionar o extrato com solventes de diferentes polaridades para purificacdo do
extrato bruto e biomonitoramento das parti¢des obtidas;

o Analisar o perfil quimico por métodos cromatograficos e espectrométricos:

. Caracterizar as classes e/ou identificar os principais metabdlitos secundarios
presentes no extrato bruto e suas particoes;

. Determinar o teor de fendis totais e flavonoides (extrato bruto, particdes e
precipitados);

. Quantificar a rutina no EBHE;

. Fracionar por cromatografia em gel a particdo em acetato de etila (PACT);

. Caracterizar, isolar e identificar substancias provenientes do fracionamento.

o Atividades bioldgicas in vitro (extrato bruto e parti¢des):

. Avaliar o potencial antioxidante por meio dos seguintes modelos: 2,2 difenil—
1-picril-hidrazila (DPPH), fosfomolibidénio, pB-caroteno/acido linoleico,
poder de reducdo do ferro (FRAP) e inibicdo da producédo de 6xido nitrico;

. Determinar atividade antiglicante.

e Avaliar a viabilidade celular do EBHE frente as linhagens HaCat e L929
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de C. pachystachya foram coletas em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil,
no més de outubro de 2017 no periodo da manha. Uma exsicata foi depositada no Herbario
Leopoldo Krieger CESJ da UFJF, sob o0 nimero 46591.

4.2 PREPARO DO EXTRATO BRUTO E PARTICOES

As folhas coletadas foram secas a sombra e em local com temperatura ambiente (25
°C) e submetidas, aproximadamente 2 kg, a moagem em moinho de facas. O extrato bruto
hidroetanélico (EBHE) foi obtido por decoccgdo (1:10 m/v) em solucdo extratora etanol:dgua
(EtOH:H20) (75:25 v/v) a temperatura de 60 °C durante 30 minutos, seguido de filtracdo
(FERNANDES et al., 2019). O solvente etandlico foi evaporado sob pressdo reduzida em
evaporador rotatério, e posteriormente, a amostra foi liofilizada para remocéo do solvente
aquoso.

Apb6s completa remogdo do solvente, 150 g do EBHE foram ressuspensos em
quantidade suficiente (g.s.p) de metanol:agua (MeOH:H20) (8:2 v/v) e particionados com
solventes hexano (4x100mL), seguido de acetato de etila (5x100mL).

Todas as parti¢des obtidas foram concentradas em evaporador rotatério, e a particao
hidrometandlica, apds a rotaevaporacao, foi liofilizada para completa eliminacdo da agua.
Todas as amostras: EBHE, particbes e precipitados, foram devidamente armazenadas e

mantidas sob refrigeracdo para posterior utilizacdo em analises fitoquimicas e bioensaios.



33

Figura 5: Fluxograma da obtencdo do extrato bruto hidroetandlico de folhas de Cecropia
pachystachya Trécul pela extracdo do material vegetal e obtencdo de parti¢Bes e precipitados
pelo particionamento do extrato.

[ Folhas de C. pachystachya (2 kg) ]

Decocgdo (1:10 m/v) em EtOH:H,O (75:25 viv)

[ ppt HM 19 MeOH:H,0 q.5.p (8:2 VIv)
2°) HEX (400 mL)

[ PHEX ] [ RESIDUO DE MAT. ]
VEGETAL
[ ppCACT } ACT (500 mL)
[ PACT ] [ PHM ]

MeOH: metanol; H;O: agua; HEX: hexano; ACT: acetato de etila; EBHE: extrato bruto hidroetandlico;
ppt*HM: precipitado hidrometandlico; ppt?ACT: precipitado em acetato de etila; PHEX: particdo
hexanica; PACT: particdo em acetato de etila; PHM: particdo hidrometanoldca.

Fonte: AUTORA (2019)

4.3 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de fendlicos totais do EBHE, parti¢bes e precipitados foi determinado
pelo método espectrofotobmetro de FOLIN e CIOCALTEAU (1927), com modificaces. Foram
adicionados em microplacas de 96 pocos, 120 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 20%, 30 pL
de amostra (0,5 mg/mL) e 100 pL de solugdo carbonato de sédio 4%. Pogos com 0s mesmos
volumes dos reagentes e MeOH correspondente ao volume da amostra foram preparados como
branco do teste. Uma curva analitica do padrdo cido tanico foi realizada nas mesmas condi¢oes
das amostras, com concentracdes de 0,9 a 60 uL/mL. Todas as determinacgdes foram realizadas
em triplicata. Apés 30 minutos de repouso em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro UV-vis em 750 nm. Os resultados foram
expressos em ug/mg de amostra em equivalente ao acido tanico (EAT) + erro padréo, utilizando

regresséo linear no Excel.
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4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES

Para avaliacdo do teor de flavonoides do EBHE, parti¢fes e precipitados utilizou-
se 0 método de complexacdo com o cloreto de aluminio, com adaptacdes (DOWD;
THORSTEIN; DAVIS, 2015). Em tubos de ensaios foram adicionados 250 ulL da amostra (0,5
mg/mL), 250 puL de cloreto de aluminio 2%, 1 gota de acido acético glacial e 500 pL. de MeOH.
No branco utilizou-se 0os mesmos reagentes e volumes, com exce¢do da amostra, a qual foi
substituida por MeOH. Uma curva padrdo de quercetina foi feita nas mesmas condi¢des, com
concentragdes de 1,25 a 125 ug/mL. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata. Os
tubos foram mantidos em repouso ao abrigo da luz por 30 min em temperatura ambiente. Uma
aliquota de 250 pL foi transferida para placa de 96 pogcos e a absorvancia medida em
espectrofotometro UV-vis em 415 nm. Os resultados foram expressos em pg/mg de amostra em
equivalente a quercetina (EQ) + erro padrao, utilizando regressao linear no Excel.

4.5 METODOS CROMATOGRAFICOS
4.5.1 Cromatografia em camada delgada

Foi realizada cromatografia em camada delgada (CCD) tanto das partices,
precipitados e extrato bruto, a fim de verificar a presenca das principais classes de metabdlitos
secundarios, quanto para reunir as amostras obtidas no fracionamento com perfis quimicos
semelhantes. Para isso, foram utilizadas cromatoplacas revestidas de silica sobre aluminio e os
eluentes foram utilizados em diferentes proporcdes e polaridades. A revelacdo foi obtida por
meio de revelador fisico (UV 254 e 365) e/ou pela utilizacdo de reagentes quimicos, como
solugd@o de vanilina/acido sulfurico em etanol 1% e acido difenilbérico - etilaminoéster (NP)

1% em MeOH e uma solucéo de polietilenoglicol 5% (PEG).
4.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O EBHE, as particdes (PACT, PHEX e PHM) e os precipitados (ppt'HM e
ppt?ACT), foram submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) realizada no
equipamento Agilent Technologies® Série 1200, constituido por bomba quaternaria, detector
de arranjos de diodo-ultravioleta (DAD-UV) e injetor e coletor automaticos. A coluna
empregada foi do tipo fase reversa, Zorbax SB-C18 (25 cm X 4,6 cm X 5 um). O espectro UV
foi determinado utilizando varredura de comprimento de onda de 190 a 400 nm e o utilizado na

deteccdo foi de 330 nm. As amostras foram preparadas a 1 mg/mL e solubilizadas em
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acetonitrila (ACN) grau HPLC. As condicdes utilizadas para a elui¢do estdo descritas na Tabela
1.

Tabela 1: Condigdes cromatograficas utilizadas nas analises de cromatografia liquida de alta
eficiéncia do extrato bruto hidroetandlico, particdes e precipitados.

Vi(r)]}lé(r;n;ode Fluxo Tempo de eluicio Solventes
ml/min min ACN H20
(BL) ( ) (min) 2
0 5% 95%
3,00 5% 95%
oo 050 3,01 15% 75%
30,00 15% 75%

ACN: acetonitrila; H,O: agua.

4.5.3 Quantificacao por CLAE

Realizou-se a quantificacdo do flavonoide rutina no EBHE a partir da equacédo da
curva de calibragdo, construida pela area do sinal desse padréo externo no comprimento de onda
350 nm. EBHE e padrdo foi preparado na concentracdo de 1 mg/ml, solubilizados em ACN:H20
(2:8) grau HPLC. Para construcdo da curva utilizou-se as seguintes concentracfes do padrao: 6
pg/mL; 12,5 pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL e 100 pg/mL. Utilizou-se coluna do tipo fase reversa
Kromasil C-18. As condicBes cromatograficas para as amostras foram as mesmas descritas na
Tabela 1. As eluicGes cromatograficas foram feitas em triplicatas e a concentracao de rutina foi

determinada em mg por grama de extrato (mg/g).

4.5.4 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia-espectrometria de massas

A amostra do EBHE foi enviada para a Fundagdo Oswaldo Cruz (FioCruz), para
que analises fossem realizadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UFLC) em
aparelho modelo Nexera, marca Shimadzu®. A coluna cromatografica utilizada foi Kinetex

C18 (100 mm X 3.0 mm x 2.6um). As condigOes da eluicdo estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2: Condigdes cromatograficas utilizadas na anélise de cromatografia liquida de ultra

eficiéncia do extrato bruto hidroetandlico.

Volume de

injecéio Fluxo Tempo de eluicio Solventes

ml/min min MeOH H20

W) (ml/min) (min) 2
0,01 5% 95%
2 33% 63%
2 0.4 10,5 37% 63%
11,5 37% 63%
13 5% 95%
15 5% 95%

MeOH: metanol; H,O: agua.

Como analisador foi utilizado o espectrémetro de massas de alta resolucdo Compact
(Bruker®) em tandem, quadrupolo-tempo de véo (Q-TOF). As analises foram realizadas no
modo positivo e negativo com ionizagédo por eletrospray (ESI) com faixa de massas de 100 a
1000 m/z. A otimizacdo dos parametros foi alcangcada por rampeamento manual para se obter
maior intensidade dos sinais, mantendo-se as seguintes condi¢des: nebulizer gas (N2) em 5,0

bar; dry gas (N2) em 10,0 L/min; dry heater em 220 °C e capillary voltage em 4,5 KV.

4.5.5 Cromatografia em coluna por permeacao em gel

Para separacdo de constituintes quimicos da PACT foi realizado o método
cromatografico por filtracdo em gel Sephadex LH-20. Para montagem da coluna, 100 g de gel
Sephadex LH-20 foram misturados em 1900 mL de MeOH e essa mistura foi adicionada a
coluna. O empacotamento foi realizado de forma simples pela acdo da gravidade e a coluna
preenchida apresentava 60 cm de altura por 3,5 cm de diametro. Um total de 500 mg da amostra
foram solubilizadas em quantidade suficiente de MeOH (aproximadamente 10 mL) seguida de
centrifugacgéo e filtragdo do sobrenadante. A solugdo com a amostra foi aplicada no topo da
coluna, e apos a total penetragéo no gel, foi eluida com MeOH. A vaz&o da coluna foi mantida
em 30 gotas por minuto. Apos coletar 180 fragBes (5 mL cada), as mesmas foram analisadas
por CCD conforme item 4.5.1 e reunidas em 12 fragdes por similaridade do perfil fitoquimico.
Todo processo foi repetido por mais uma vez a fim de obter rendimento suficiente para o

isolamento.
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4.5.6 Isolamento de substé@ncias por CLAE semi-preparativa

As fracOes F6 e F7 foram repurificadas em CLAE semi preparativa. Para isso,
utilizou-se o equipamento Agilent Technologies® Série 1200, constituido por bomba
quaternéria, detector de arranjos de diodo-ultravioleta (DAD-UV) e injetor e coletor
automaticos. Empregou-se coluna do tipo fase reversa, Zorbax SB-C18 (25 cm X 4,6 cm X 5
um) semi preparativa. As amostras foram preparadas a 5 mg/mL e solubilizadas em ACN grau
HPLC e agua (2:8 v/v). As amostras coletadas contendo as substancias isoladas foram evaporadas
em rotavapor rotatério e centrifuga evaporadora SpeedVac. As condi¢des utilizadas para a

eluicdo estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Condigdes cromatogréaficas utilizadas no isolamento de substancias das fracdes F6 e
F7 por cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-preparativa.

Vi(r)]}:gnéeode Fluxo Tempo de eluicéo Solventes
ml/min min ACN H20
) (ml/min) (min) 2
300 3 30 15% 85%

ACN: acetonitrila; H,O: agua.

4.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS IN VITRO

4.6.1 Atividade antioxidante

4.6.1.1 Método do sequestro de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Uma triagem quantitativa para atividade antioxidante do EBHE e parti¢cdes (PHEX,
PACT e PHM) foi mensurada pela capacidade em sequestrar o DPPH (BONDET; BRAND-
WILLIAMS; BERSET, 1997). Amostras e 0s controles positivos (quercetina e acido ascorbico)
foram solubilizados em MeOH (1 mg/mL) e 100 uL de cada solugéo foi transferido para uma
placa de 96 pogos e 10 diluigdes sucessivas 1:2 em metanol foram realizadas, obtendo
concentragdes de 0,98 a 250 pug/mL. O branco do teste apresentava todos 0s reagentes exceto a
amostra, a qual foi substituida por metanol. Em seguida, foram adicionados 150 uL de solugao
de DPPH (20 pg/mL) em metanol em todo os po¢os. A placa foi incubada por 30 min ao abrigo

da luz e em temperatura ambiente, tendo a absorvancia determinada em 517 nm. Todo o
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experimento foi realizado em triplicata e calculado o percentual de inibicdo (%l) e a
concentracéo inibitoria media (Clso), com auxilio do programa Graphit7.
abs BT — abs AM

%l =
%ol 2hs BT x 100

Sendo:

abs BT = absorvancia do branco do teste

abs AM = absorvancia da amostra

4.6.1.2 Modelo de reducéo do complexo fosfomolibdénio

Nesse modelo, a capacidade antioxidante das amostras, EBHE e parti¢es (PHEX,
PACT e PHM), foram determinadas através do método de Prieto et al., (1999). A solucéo
reagente utilizada foi o complexo fosfomolibdénio, formado pela reacdo da solucdo de fosfato
de sodio (NasPOs) (42 mL, 0,1 mol/L) com solucdo de molibdato de amdnio
([(NH4)6M07024.4H,0]) (18 mL, 0,03 mol/L) e solucéo de acido sulfirico (H2SOa4) (30 mL, 3
mol/L) em meio aquoso, sendo o volume final ajustado com agua destilada para 150 mL.

Em tubos de ensaio foram adicionados 300 pL das amostras (0,2 mg/mL) e dos
controles positivo (quercetina e acido ascorbico) na mesma concentra¢do e 2 mL de solucéo
reagente. O branco da técnica foi feito substituindo a amostra por H2O:MeOH (1:1). Os tubos
foram fechados e incubados em estufa a 95°C por 90 min. Apds resfriamento, uma aliquota de
200 pL foi transferida para placa de 96 pogos procedendo-se a leitura a 695 nm em leitor de
microplacas. O ensaio foi realizado em triplicata. Para efeito de calculo da porcentagem de
inibicdo do complexo fosfomolibdénio (%l), o acido ascdrbico foi considerado como 100% de
atividade antioxidante, utilizando a seguinte formula:

abs AA — abs AM

%I = 100
% abs AA x

Sendo:

abs AM = absorvancia da amostra
abs AA = absorvancia do acido ascoérbico

4.6.1.3 Descoramento pelo sistema [-caroteno/acido linoleico
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Neste método descrito por MARCO (1968) foi preparado uma mistura reativa, em
que adicionaram-se 30 pL de acido linoleico, 200 ulL de Tween 40, 50 uL de solugdo de -
caroteno (10 mg/mL) em cloroférmio e 500 uL de diclorometano. Posteriormente, a mistura foi
submetida a completa evaporacéo do diclorometano com auxilio de nitrogénio gasoso. A esta
mistura adicionaram-se cerca de 40 mL de agua previamente saturada com oxigénio. A
absorvancia da emulséo foi ajustada para obter uma solugdo emulsionada com densidade Optica
na faixa de 0,6 - 0,7 nm. Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 250 puL da emulsdo e
10 uL das amostras, EBHE e particdes (PHEX, PACT e PHM), ou 0 mesmo volume para a
substancia referéncia (quercetina) em concentragdes variando de 38,46 a 1,20 pg/mL em
metanol. O ensaio foi realizado em triplicata e a emulsé@o considerada como controle negativo
(100% de oxidacdo). As placas foram incubadas a 45°C em leitor de microplacas, sendo que ao
todo foram realizadas nove leituras das absorvancias em 470 nm, durante 120 min com
intervalos de 15 min. O decaimento da absorvancia das amostras (AM) pode ser correlacionado
com o decaimento da absorvancia do controle (C), obtendo-se a porcentagem de inibi¢do da
oxidacéo do B-caroteno (%l) por meio da seguinte férmula:

abs C — abs AM

0, =
(%I) —— x 100

Sendo:

abs C = absorvancia inicial (To) — absorvancia final (To)

abs AM = absorvancia inicial (To) — absorvancia final (To)
4.6.1.4 Poder de reduco do ferro (Fe**) (FRAP)

A atividade antioxidante avaliada quanto ao poder de reducdo do ferro, (FRAP - do
inglés Ferric Reducing Antioxidant Power) foi medida pelo método descrito por Oyaizu,
(1986). Em tubos de ensaio foram adicionadas amostras EBHE e particdes (PHEX, PACT e
PHM), incluindo os controles positivos (quercetina e &cido ascorbico) em trés concentracfes
diferentes (26,82 ug/mL; 13,41 ug/mL e 6,7 ng/mL) diluidas em H2O destilada, 2,5 mL de
tampdo fosfato de sodio (200 uM, pH 6,6) e 2,5 mL de ferrocianeto de potassio [KsFe (CN)s]
1%. Os tubos foram fechados e incubados em estufa a 50°C por 20 minutos. Apos resfriamento,
uma aliquota de 2,5 mL de tricloroacético (TCA) 10% foi adicionada a mistura, sendo
posteriormente centrifugada por 8 min a 3000 rpm. Em seguida, 2,5 mL foi retirado do

sobrenadante e misturado com H>O destilada e 0,5 mL de cloreto férrico (FeCls) 0,1%.
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Também foi feito o branco do teste da mesma forma, sendo a amostra substituida por H>O.
Aliquotas de 200 uL foram transferidas para uma placa de 96 pocos e a leitura em leitor de
microplacas foi realizada (700 nm). Os resultados foram expressos em percentual de reducédo
do Fe®" (%R) em relagdo ao acido ascorbico.

abs AA — abs AM

R =
YoR “he AA x 100

Sendo:

abs AA = absorvancia do branco do teste

abs AM = absorvancia da amostra

4.6.1.5 Inibicdo da producdo de éxido nitrico

A dosagem da capacidade de inibicdo das amostras em rela¢do ao radical NO (do
inglés Nitric Oxide) produzido in vitro é feita através de dosagem indireta pelo Método de
Griess (GREEN et al.,, 1982), com modificacBes. Para producdo do NO foi utilizado
nitroprussiato de sédio (NPS) (10 mM) em tampdo fosfato (TF) (10 mM, pH 7,4). Os controles
positivos, quercetina e acido galico, e as amostras foram solubilizados em 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO), 900 uL TF e testadas na concentracdo de 100 pg/mL.

Em uma placa de 96 pocos foram preparados em triplicata o controle negativo (62,5
uL NPS + 62,5 pL TF:DMSO 90:10); controles positivos (62,5 pL NPS + 62,5 pL
Quercetina/acido galico); e as amostras (EBHE e particdes (PHEX, PACT e PHM)) (62,5 pL
NPS + 62,5 uL amostra). Posteriormente, procedeu-se a incubacao a luz e temperatura ambiente
durante 60 minutos, seguido da adicdo 125 uL do reagente de Griess (sulfanilamida 1% + N-
(1-naftil) etilenodiamina (NED) 0,1% em HsPOs 2,5%). Por fim, ap6s 10 min a leitura da

absorvéancia foi realizada no comprimento de onda de 540 nm.
4.6.2 Atividade antiglicante

Avaliagéo da atividade antiglicante de EBHE e parti¢cdes (PHEX, PACT e PHM)
foi realizada baseada na metodologia descrita por Farsi et al. (2008), com modificagdes. A uma
microplaca estéril de 96 pogos foram adicionados 60 pL de tampao fosfato de sodio 0,1 M (pH
7,4), 50 uL de solug¢do de BSA (10 mg/mL), 25 uL de solugdo de frutose ou glicose (1,6 M), 50
pL da amostra e 15 pul de azida sodica (8 g/L). Todas as solugbes foram previamente

esterilizadas utilizando-se membranas filtrantes de nitrato de celulose. As amostras e 0s
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controles positivos (quercetina e a aminoguanidina) foram diluidas em tamp&o fosfato de sodio
0,1 M e testadas em diferentes concentraces (1,5; 1,0; 0,5; 0,15; 0,01 e 0,05 ug/ml). Foi feito
um controle negativo contendo todos os reagentes exceto a amostra, que foi substituida por
tampéo fosfato de sodio. Toda técnica foi realizada em triplicata, em ambiente asséptico e em
capela de fluxo laminar. Apos incubacdo ao abrigo da luz a 37 °C, a quantidade de produtos
finais de glicagdo avancada (AGEs) fluorescentes formados foi determinada utilizando um
fluorimetro, em comprimento de onda de excitacdo de 330 nm e emissao de 410 nm. A leitura
foi realizada nos tempos 0, 24, 48 e 96 horas e 7 dias. A porcentagem de inibicdo (%l) da
formagéo de AGEs para cada amostra foi calculada pela seguinte equagéo:
fluorescéncia da solucido sem inibidores — fluorescéncia da solugdo com inibidores

%I = 100%
0 fluorescéncia da solugio sem inibidores x 0

4.7 AVALIA(;AO DA VIABILIDADE CELULAR
4.7.1 Cultura das linhagens celulares

A linhagem de fibroblastos L929 (ATCC®CRL-1658™) e de queratinocitos HaCaT
foram cedidas pelo Laboratério de Desenvolvimento de Sistemas Nanoestruturados (LDNano)
da Faculdade de Farmécia da UFJF. As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s modified
Eagle medium (DMEM) e meio DMEM/Ham’s F-12 (1:1) respectivamente, ambos
suplementados com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e 1% de solucéo Penicilina (100 Ul/mL)
e Estreptomicina (100 pg/mL), em garrafas de cultura de 75 cm® e mantidas em estufa
incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO: ate atingirem 80% de confluéncia.
Em seguida o meio foi removido, as células lavadas com Phosphate buffered saline (PBS) e
adicionados 2 mL de solucdo de tripsina/EDTA 2,5% as garrafas de cultura dos fibroblastos e
queratindcitos, as quais foram incubadas por 4 e 10 minutos, respectivamente, a 37°C com
atmosfera de 5% de CO2. Apds, acrescentou-se 4 mL de meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12
suplementado com 10% SBF e 1% da solugéo de antibi6ticos. Recolheu-se 0 meio contendo as
células e transferiu-o para um tubo de centrifugacdo estéril de 15 mL, procedendo a
centrifugagdo a 2000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as
ceélulas foram ressuspendidas em meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12 suplementado com 10%
SBF e 1% de antibiotico. As suspensdes de células foram diluidas (10x) diretamente no corante
Azul de Trypan para a contagem em camara de Neubauer para iniciar o ensaio de viabilidade

celular.
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4.7.2 Ensaio da viabilidade celular

As células previamente cultivadas e tratadas foram transferidas para microplacas de 96
pocos, com densidade celular de 5 x 10% células/pogo e 1 x 10* células/poco para NIH/3T3 e
HaCaT, respectivamente, e incubadas por 24 h em estufa incubadora umidificada a 37°C com
atmosfera de 5% de CO.. Posteriormente, removeu-se 0 meio e adicionou-se 150 pL de meio
DMEM ou DMEM/Ham’ F-12 suplementado (10% de SBF e 1% da solugéo de antibioticos)
em cada pogo. Em seguida, foi adicionado 10 pL da amostra EBHE previamente diluida em
solugéo de DMSO (0,5% v/v), de modo a obter-se concentragdes variando 6,25 a 100 pg/mL
(em quadruplicata). Utilizou-se como controle negativo meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12
e meio DMEM acrescido do solvente [solu¢cdo de DMSO a 0,5% (v/v)] e solucdo de DMSO
(5% v/v) como controle positivo. As placas foram incubadas por 24 a 37°C com 5% de COx.
Ap0s esse periodo, retirou-se o meio e adicionou-se 90 pL de meio DMEM ou DMEM/Ham’s
F-12 suplementado e acrescido de 10 pL de solucdo de MTT (brometo de 3- [4,5-dimetilazol-
2-i]) a 5 mg/mL, sendo incubada por 2h30min a 37 °C com 5%. Apds, o precipitado de
formazan formado pela metabolizacdo do MTT pelas células metabolicamente viaveis foi
dissolvido em 10 pL de DMSO e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 595 nm. Para o

calculo do percentual de viabilidade (%V), seguiu-se a formula:

abs CA x 100%
abs CN

%V =

Sendo:

abs CA = absorvancia da célula tratada com amostra

abs CN = absorvancia do controle negativo

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Nos ensaios, antioxidantes e antiglicante, os resultados foram apresentados como
média + desvio padrao e foi utilizada analise estatistica dos dados obtidos pelo teste de ANOVA
one way ou two way seguida do teste de Bonferroni, para analise de significancia. Os testes
foram realizados no Software estatistico GraphPad Prism 5.0 e as diferencas foram

consideradas significativas com p<0,05 e p<0,001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTOS DAS AMOSTRAS

A escolha da metodologia do processo extrativo foi baseada no trabalho anterior do
mesmo grupo de estudo realizado para espécie, descrito por Fernandes et al., 2019 , onde o
método se mostrou eficaz para obtencéo de metabolitos secundarios.

O processo extrativo das folhas de C. pachystachya resultou no EBHE obtendo-se
308,41 g de massa e rendimento de 16,27%. No particionamento liquido-liquido foram obtidas
as seguintes amostras com suas respectivas massas: PHEX (1,32 g); PACT (33,13 g); PHM
(49,27 g); ppt'HM (5,04 g) obtido na ressuspensdo do extrato bruto e ppt?ACT (27,42 g) obtido
no particionamento com acetato de etila. Os rendimentos para PHEX, PACT, PHM, ppt!HM,
ppt?ACT foram, respectivamente, 0,87%; 16,27%; 22,08%; 32,84%; 3,36% e 18,28% (Figura
6).

Figura 6 - Fluxograma da obtencdo do extrato bruto hidroetanolico, particGes e precipitados
com suas respectivas massas.

[ Folhas de C. pachystachya (2 kg) ]

Decocgdo (1:10 m/v) 60 °C em EtOH:H,O (75:25 v/v)
por 30 min
[ EBHE (308,41 g) 16,27% ]
pptlHM (5,04 g) W 1°) Ressuspensao (150g) em MeOH:H,O g.s.p (8:2 v/v)
3,36% J 2°) Particionamento com HEX (400 mL)
RESIDUO DE MAT.
[ PHEX (1,32 g) 0,87 % ] [ VEGETAL ]
) A Particionamento com ACT
ppt ACT (27,42 g) (500 mL)
18,28
[ PACT (33,13 q) ] [ PHM (49,27 q) ]

MeOH: metanol; H,O: agua; HEX: hexano; ACT: acetato de etila; EBHE: extrato bruto hidroetanélico;
ppt!HM: precipitado hidrometanélico; ppt?ACT: precipitado em acetato de etila; PHEX: particdo
hexanica; PACT: particdo em acetato de etila; PHM: parti¢cdo hidrometanoldca.

Fonte: AUTORA (2019)
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5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA
5.2.1 Teores fenolicos e flavonoides

Os valores referentes ao teor de fenolicos e flavonoides estdo apresentados na Tabela
4. A equacao da reta obtida para a dosagem do teor de fendlicos por regressao linear dos dados
da curva foi y=0,0539x-0,0431 com coeficiente de correlacdo de r? = 0,9994, sendo os
resultados expressos em pg de fenois por mg de amostra equivalente a acido tanico (EAT).

Para dosagem do teor de flavonoides a equacéo da reta obtida foi y=0,0249x-0,0409
e 0 coeficiente de correlagdo de r2 = 10,9993, sendo os resultados expressos em pg de flavonoides

por mg de amostra equivalente a quercetina (EQ).

Tabela 4: Resultados de teores de fendis e de flavonoides do extrato bruto, particdes e
precipitados.

EAT EQ
Amostra (ug de fendis/mg de (1g de flavonoides/mg de
amostra) amostra)
EBHE 281,56 + 2,21 16,92 + 0,37
PHEX 24,80 + 1,48 ND
PACT 302,46 + 2,07 31,71 +0,17
PHM 253,78 £ 1,44 18,16 +,0,88
ppt'HM 228,44 + 10,86 31,32+ 1,53
PP*’ACT 161,62 + 1,55 0,3+0,01

Média das concentracdes + desvio padrdo em ensaios realizados em triplicata para as amostras descritas.
EAT: equivalente ao &cido tanico; EQ: equivalente a quercetina; EBHE: extrato bruto hidroetandlico;
PHEX: particdo hexanica; PACT: particdo em acetato de etila e PHM: particdo hidrometanélica; ppt'HM:
precipitado hidrometanolico e ppt?ACT precipitado de acetato ND = néo detectavel.

De acordo com o observado nos resultados (Tabela 4), a PACT concentrou maior
teores de fendlicos e flavonoides dentre as amostras, enquanto a PHEX apresentou valores

baixos para fenolicos e indetectaveis para flavonoides.
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Os perfis cromatograficos de EBHE, PACT, PHM, ppt'HM e ppt?ACT obtidos por

CLAE em deteccdo de 330 nm e os espectros de absor¢do UV dos sinais correspondentes as

substancias detectadas estdo apresentados nas Figuras 7, 8, 9, 10 e 11, respectivamente. Os

cromatogramas indicaram a presenca de substancias com tempo de retencdo (TR) variando

entre 2 a 20 minutos e maximos de absor¢cdo em comprimentos de onda (1) de 200 a 350 nm.

A PHEX quando analisada nas mesmas condicdes, ndo apresentou nenhum sinal por CLAE-

uv

Figura 7: Perfil cromatogréfico do extrato bruto hidroetandlico, espectros de absor¢do UV
dos sinais e tempos de retencdo obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Condic0es: coluna SB-18; isocratica de solventes acetonitrila:H20 (0°- 5:95%; 3.01° 15:75%); tempo de
elui¢do: 30 min; fluxo 0,8 mL/min; volume de injeg¢do, 50 pL; detec¢do A 330 nm.
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Figura 8: Perfil cromatogréafico da particdo em acetato de etila, espectros de absor¢ao UV dos
sinais e tempos de retencédo obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Condic0es: coluna SB-18; isocratica de solventes acetonitrila:H20 (0°- 5:95%; 3.01° 15:75%); tempo de
elui¢do: 30 min; fluxo 0,8 mL/min; volume de inje¢do, 50 pL; detecgdo A 330 nm.

Figura 9: Perfil cromatogréafico da particdo hidrometandlica, espectros de absor¢do UV dos
sinais e tempos de retencdo obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Condic0es: coluna SB-18; isocratica de solventes acetonitrila:H20 (0°- 5:95%; 3.01° 15:75%); tempo de
elui¢do: 30 min; fluxo 0,8 mL/min; volume de inje¢do, 50 pL; detec¢do A 330 nm.
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Figura 10: Perfil cromatografico do precipitado hidrometandlico, espectros de absor¢do UV
dos sinais e tempos de retencdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Condic0es: coluna SB-18; isocratica de solventes acetonitrila:H20 (0°- 5:95%; 3.01° 15:75%); tempo de
elui¢do: 30 min; fluxo 0,8 mL/min; volume de injegdo, 50 pL; detecgdo A 330 nm.

Figura 11: Perfil cromatografico do precipitado em acetato de etila, espectros de absor¢cdo UV
dos sinais e tempos de retencdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Condic0es: coluna SB-18; isocratica de solventes acetonitrila:H20 (0°- 5:95%; 3.01° 15:75%); tempo de
elui¢do: 30 min; fluxo 0,8 mL/min; volume de inje¢do, 50 uL; detecgdo A 330 nm.
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Os relatos da literatura identificam a presenca de &cidos fendlicos e uma série de
flavonoides na maioria das amostras estudadas provenientes de C. pachystachya (RIVERA-
MONDRAGON et al., 2017). De acordo com o perfil UV, maximos de absorcido em
aproximadamente A 220 e A 330 nm, a substancia 1 presente nos cromatogramas do EBHE,
PHM e ppt'HM (Figuras 7, 9 e 10), pdde ser sugerida como sendo o acido clorogénico. As
demais substancias apresentadas em todas as amostras, segundo o perfil de absor¢do UV, sédo
pertencentes a classe dos flavonoides. Todas as amostras, quando analisadas por CCD,
apresentaram bandas fluorescentes em A 254 nm apds revelagdo com reagente NP/PEG (para
identificacdo de flavonoides), confirmando a presenca dessa classe.

Os sinais 5 e 6 (Figura 7) observados no EBHE foram confirmados como sendo 0s
flavonoides isoorientina e orientina respectivamente, através da eluicao de padrdes externos nas
mesmas condi¢Bes cromatograficas da amostra (Figura 12) e coelui¢cdo dos mesmos, podendo-
se entdo comparar os tempos de retencdo e 0s espectros de absor¢do UV. Esses flavonoides
também correspondem aos sinais 2 e 3 da PAC, 4 e 5 da PHM, 4 e 5 do ppt'HM e os dois Unicos
sinais, 1 e 2 do ppt?ACT.

Figura 12: Eluicéo dos padrdes isoorientina e orientina, espectro de absorgéo UV do sinal e
tempo de retencdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Condicoes: coluna SB-18; isocratica de solventes acetonitrila:H20 (0°- 5:95%; 3.01° 15:75%); tempo de
elui¢do: 30 min; fluxo 0,8 mL/min; volume de inje¢do, 50 uL; detecgdo A 330 nm.

De acordo com os cromatogramas da Figura 10 e Figura 11, em deteccdo A 210,
1320 e A 350 nm, os precipitados apresentaram perfis iguais as parti¢cdes que foram originados,
Ppt?ACT com PACT e ppt!HM com PHM, portanto ndo foram estudados quanto as atividades

bioldgicas avaliadas aqui neste trabalho.
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5.2.3 Quantificacdo por CLAE analitica

De acordo com a coeluicdo do EBHE com padrdo externo rutina (Figura 13) foi
possivel identificar essa substancia no extrato e quantifica-lo. A equacdo da reta obtida por
regressao linear dos dados da curva foi y=3395,8x-79,803 com coeficiente de correlacdo de r?
=0,9993. O resultado esta apresentado na Tabela 5 em pg de rutina por mg de extrato.

Figura 13: Eluigdo do extrato bruto hidroetandlico e coeluigdo do extrato bruto hidroetanélico
com rutina, espectro de absorc¢do UV do sinal e tempo de retengdo por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.
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Condigdes: coluna Kromasil; isocratica de solventes acetonitrila:H20 (0°- 5:95%; 3.01° 15:75%); tempo
de elui¢do: 30 min; fluxo 0,8 mL/min; volume de inje¢do, 50 pL; detecgdo A 350 nm.

Tabela 5: Resultado da quantificacdo da rutina no extrato bruto hidroetandlico.

Amostra *Rutina (ng/maq)

EBHE 6,40 + 0,007

*Valor médio da concentracdo de rutina + desvio padrao para elui¢des realizados em triplicata. EBHE:
extrato bruto hidroetanolico.

Extratos padronizados correspondem aqueles com contetddo definido de um ou mais
biomarcadores responsaveis pela atividade terapéutica, afim de garantir o controle de qualidade
e seguranca da matéria prima vegetal até a producgéo de um fitoterdpico (LI et al., 2015).

Segundo Rivera-Mondragon et al. (2017) as substancias mais importantes para
monitoramento dos extratos de C. pachystachya, sdo: acido clorogénico, orientina, isoorientina,
vitexina, isovitexina, rutina, b-sitosterol, a-amirina, acido pomolico, acido ursolico e acido
torméntico, devido as suas atividades farmacoldgicas, as concentracdes relativamente elevadas

nas amostras, estabilidade quimica e disponibilidade comercial de padrées analiticos.
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Apds analise em espectrémetro de massas Q-TOF nos modos de ionizacgao negativo

e positivo, foram observados os seguintes cromatogramas (Figura 14 e Apéndice 1).

Figura 14: Perfil cromatografico do extrato bruto hidroetanolico de folhas da Cecropia
pachystachya Trecul obtido por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a

espectrometro de massas em modo negativo (A) e positivo (B).
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Condigdes: Coluna kinetex- C18; Solventes A: MeOH B: H20 (0,01°- 5% A; 2’- 33% A; 10,5 - 37% A,
11,5- 37% A; 13° - 5% A; 15° - 5% A); tempo de eluigdo: 15 min; fluxo 0,4 mL/min; volume de
inje¢do, 2 puL. Analises realizadas no modo positivo e negativo com ionizacdo por eletrospray (ESI)

com faixa de massas de 100 a 1000 m/z e analisador Q-TOF.
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No modo de ionizagdo negativo [MH] foram observados 16 sinais com TR
variando de 1,0 a 11,9 min. Os perfis de fragmentacdo referente a cada substancia estdo
apresentados no Apéndice 2.

Uma vez que se tem conhecimento da presenca de uma enorme variedade de
fendlicos na espécie de C. pachystachya (COSTA; SCHENKEL; REGINATTO, 2011), fato
constatado pelos perfis cromatogréaficos obtidos por CLAE-UV, foi dada maior atencdo a
analise realizada no modo negativo devido a facilidade de ionizagdo dessas substancias nesse
modo.

De acordo com o estudo feito dos metabdlitos secundarios jé descritos na literatura
para a espécie C. pachystachya e seus perfis de fragmentacdo, bem como com o auxilio da base
de dados Metlin, foi possivel sugerir a presenca dos principais metabolitos presentes no EBHE.
A Tabela 6 resume essas substancias encontradas, incluindo tempo de retencéo (tr), razdo massa
carga experimental (m/z) em modo negativo [MH]", formula molecular, fragmentos (MS/MS) e

classe metabdlica.
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Tabela 6: Tempo de retencédo, relagdo massa/carga, formula molecular, fragmentos e classe
metabolica apresentados pelas substancias presentes no extrato bruto hidroetanolico de folhas
de Cecropia pachystachya Trécul apds andlise de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplado a espectrémetro de massas em modo negativo.

tr m/z Foérmula MS/MS )
# ) Substancia
(min) [MH] - molecular [MH] -

1 1,0 191.0572 C7H1,0s 191 Acido Quinico

2 2,2 353.0887  CiHi1s09 191 Acido clorogénico

3 3,4 577.1366 C3oH26012 339, 425 Procianidina B2

4 3,6 577,1367 C20H26012 221, 341, 393 Procianidina B3 ou B5*

5 3,8 577.1373 C20H26012 342, 445 Procianidina B3 ou B5*

287, 432, 490, L.
6 4,2 865.2003 C4sH35015 Procianidina C1
576, 739

7 4,4 289.0722 CisH1406 163, 245 Epicatequina ou Catequina*

8 51 387.2031 - 187, 341 -

9 53 451.1037 C24H200g 289 Cinchona Ib ou la*

10 5,9 399.1294 - 195, 289 -

11 6,7 447.0935 C21H20011 349 Isoorientina®

Isoorientina-2-O-xilosideo ou

12 7,1 579.1365 Ca6H28015 206, 429 L .
Orientina-2-O-xilosideo™

13 75 447.0938 C21H20011 349 Orientina*
Vitexina-2-O-xilosideo ou

14 9,3 563.1411 C26H25014 206, 400 o )
Isovitexina-2-O-xilosideo*

15 10,0 431.0977 C21H20010 224, 401 Vitexina ou Isovitexina*

16 11,9 609.1466 C27Hz20016 463 Rutina

#: substéncia tr: tempo de retencdo; m/z: razdo massa carga experimental; MS/MS: Espectrometria de
Massas em Tandem; /M-H] ~modo de ionizacdo negativo. *Amostras que apresentam isomeria.

Alguns sinais cromatograficos apresentados sdo de substancias que possuem
isdbmeros, o que dificulta a identificacdo/diferenciacdo das mesmas apenas por espectrometria

de massas.
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Dois é&cidos fenolicos da classe dos hidroxicindmicos foram possivelmente
encontrados. A substancia #1 (Tabela 6) foi atribuida ao acido quinico, m/z 191,06 (Figura 15)
e a substancia #2 (Tabela 6) ao acido clorogénico, m/z 353, que apresentou apenas um fragmento
sendo este caracterisco do acido quinico m/z 191,06, portanto a diferenca do ion molecular e

este fragmento corresponde a perda do grupo cafeoil m/z 162,03 (Figura 16).

Figura 15: fon molecular do 4cido quinico e espectro obtido por espectrometria de massa em
modo negativo da substancia #1.
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Figura 16: Sugestdo da fragmentacdo do &cido clorogénico e espectro obtido por
espectrometria de massa em modo negativo da substancia #2.

(@) OH (0] OH
O
HO//, HO// |
0 2
G
HON N"VYo 7 >
= A\
OH o HOY Y~ Yo * OH
OH OH OH
L Ci6H1709" _ C;H;,0¢" CoH;05
Massa: 353,08 Massa: 191,06 Massa: 162,03

Intens. -MS, 1.9-2.7min #112-157, -Peak Bkgrnd
x105

2.07 3530887

1.5

191.0572
1.0
162,03 391.0443
0.51 745.1408
707.1848 | 783.0964
0.0 —— 1 L VUL N S
100 200 300 400 500 600 700 800 miz

As substancias #3, #4, #5 e #6 (Tabela 6) foram identificadas como procianidinas,
substancias que pertencem ao grupo dos taninos condensados derivados de catequinas e/ou
epicatequinas (MASUMOTO et al., 2018). De acordo com o ion molecular m/z 577,13
observado em #3, #4, #5 (Tabela 6), pode-se classifica-las como procianidinas do tipo B (B2,
B3 ou B5). Segundo estudo de Mathias, Oliveira. (2018) também com C. pachystachya e em
condicdes espectometricas semelhantes, fragmentos m/z 451 e m/z 425 derivados do ion
molecular m/z 577,13 sdo caracteristicos do arranjo B formado por duas moléculas de
epicatequinas (ligacdo C-C entre os mondémeros), esse fragmento m/z 425 ¢é observado no
presente estudo no sinal #3, portanto ela pode ser diferenciada como a procianidina B2 (Figura
17).

A substancia #6 possivelmente refere-se a uma forma trimérica de epicatequina, a
procianidina C1, devido ao valor do ion molecular m/z 865,20 e a diferenca deste com o
fragmento m/z 576, que representa a epicatequina m/z 289 (Figura 19). E o flavonol

epicatequina ou catequina, foi atribuido a substancia #7, m/z 289,07 (Figura 20).



55

Figura 17: fon molecular da procianidina B2 e espectro obtido por espectrometria de massas em
modo negativo da substancia #3.
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Figura 18: fon molecular das procianidina B3 e B5 e espectro obtido por espectrometria de
massas em modo negativo das substancias #4 e #5 respectivamente.
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Figura 19: Sugestdo da fragmentacédo da procianidina C1 e espectro obtido por espectrometria
de massas em modo negativo da substancia #6.
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Figura 20: fon molecular da catequina e epicatequina e espectro obtido por espectrometria de
massas em modo negativo da substancia #7.
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A substancia #9 (Tabela 6) foi atribuida a uma flavolignana, cinchona la ou Ib, ela
apresenta ion molecular m/z 451,10 (Figura 21).
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Figura 21: fon molecular da cinchona la e chinchona Ib e espectro obtido por espectrometria de
massas em modo negativo da substancia #9.
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Isoorientina (luteolina-6-C-glicosideo) e orientina (luteolina-8-C-glicosideo),

correspondem as substancias #11 e #13 (Tabela 6), ambas apresentando ion molecular m/z

447,09 (Figura 21). Ja a vitexina (apigenina-8-C-glicosideo) ou a isovitexina (apigenina-6-C-

glicosideo) corresponde a substancia #15 apresentando ion molecular m/z 431,09 (Figura 22).

Essas substancias bem relatadas na espécie, sdo flavonoides da subclasse flavonas, derivados
das agliconas luteina e apigenina, sob a forma de glicosideos (MATHIAS; OLIVEIRA, 2018).

Também foi observada a presenca de isoorientina/orientina-2-O-xilosideo (m/z

579,13) e vitexina/isovitexina-2-O-xilosideo (m/z 563,14), nas substancias #12 e #14 (Tabela 6),

respectivamente. O valor m/z 132 adicionado ao ion molecular dessas substancias refere-se a uma

unidade de pentose. A diferenga do fon molecular da #12, m/z 579,13, com fragmento m/z 429

corresponde a perda do grupo xilose (m/z 150).
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Figura 22: fon molecular da orientina e isoorientina e espectro obtido por espectrometria de
massas em modo negativo da substancia #11 e #13.
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Figura 23: fon molecular da vitexina e isovitexina e espectro obtido por espectrometria de
massas em modo negativo da substancia #15.
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Por fim a substancia #16 (Tabela 6) foi atribuida a rutina, um flavonol do tipo O-
diglicosideo (ramnose + glicose) (MATHIAS; OLIVEIRA, 2018). A diferenca do ion
molecular da rutina m/z 609,14 com o fragmento m/z 463 obtido, corresponde a m/z 146, que é
a massa molecular da ramnose, portanto, podemos sugerir a perda desse grupo na fragmentacao
(Figura 24).
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Figura 24: Sugestdo da fragmentacao da rutina e espectro obtido por espectrometria de massas
em modo negativo da substancia #16.
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Acido clorogénico, procianidinas (B2, B3, B5 e C1), catequina, epicatequina,
isoorientina e orientina sdo substancias comumente encontradas nos extratos de C.
pachystachya, inclusive em extratos hidroetandlicos. Acido quinico, vitexina, isovitexina e
rutina foram encontrados apenas em extratos metanolicos. Enquanto cinchona la/lb séo
substancias inéditas em C. pachystachya, foram até entdo descritas apenas na espécie C.
schreberiana.

A Tabela 7 resume essas substancias com suas atividades estudadas na espécie, 0

extrato onde foram encontradas e com suas as referéncias.
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Tabela 7: Substancias, suas atividades bioldgicas estudadas para Cecropia pachystachya, tipo
de extrato encontradas e referéncias.

) Atividade bioldgica estudadas o
Substancia Extrato Referéncias
para C. pachystachya

Acido quinico - EM (MATHIAS; OLIVEIRA, 2018)

(ARAGAO et al., 2010; COSTA;
o y . ORTMANN; SCHENKEL, 2011;
Anti-diabético, antiinflamatério,| EM, EACT, CRUZ etal., 2013; DUQUE et al.,

. . ; i ) 2016; GAZAL et al., 2014, 2015;
ACldo Clorogenlco |eIShI:nalleCIda, n?UFOpI’OtetOI’, EA, F. C MAQUIAVEL | et al., 2014;
antioxidante, cicatrizante, GLICOSIL, MATHIAS: OLIVEIRA, 2018;
inibidor QS EE MENDONGA et al., 2016;

PACHECO et al., 2014)

Procianidinas (CRUZ etal., 2013; LACAILLE-

B2, B3, B5, C1 Antioxidante, antihipertensico, EM. EE DUBOIS; FRANCK; WAGNER,
Catequina leishmanicida ’ 2001; MATHzloAlz: OLIVEIRA,
Epicatequina )
*Cinchona la/lb - EAC (Lletal., 2013)

(ARAGAO et al., 2010; BRANGO-

Anti-diabético, antioxidante, EM. EACT VANEGAS et al., 2014; COSTA;
Isoorientina anti-inflamatorio, EA’\ F.C , SE(TQ'\SQN:\I ;I Szg?eE'\F”éEhAﬁglEls
. . , F.C- et al., ;
Orienti antidepressivo, neuroprotetor, GLICOSIL et al, 2019 GAZAL et al., 2014
rientina A Lo g ,
cicatrizante, leishimanicida, EE EH 2015; MATHIAS; OLIVEIRA, 2018;
inibidor QS ) OLIVEIRA et al., 2003; ORTMANN
etal., 2016; PACHECO et al., 2014a)
Anti-inflamatorio, (BRANGO-VANEGAS et al., 2014;
antioxidante, anti- COSTA; ORTMANN; SCHENKEL,
i i i i iiahati 2011; GAZAL et al., 2014;
V't.ex”?a h_|perten3|_vo, an_t|d_|abet!0(_), EM LACAILLE-DUBOIS; FRANCK;
Isovitexina antidepressivo, leishimanicida, WAGNER, 2001; MATHIAS;
neuroprotetor, cicatrizante, OLIVEIRA, 2018; MENDONGA et
inibidor QS al, 2016)
. (BRANGO-VANEGAS et al., 2014;
Rutina .An.t' mflamgtgno, EM LACAILLE-DUBOIS; FRANCK;
antioxidante, inibidor QS WAGNER, 2001)

*Encontradas apenas na espécie Cecropia schreberiana. EM: extrato metanolico; EACT: extrato
em acetato de etila; F.: fracdo; EA: extrato aquoso; EE: extrato etandlico; EH: extrato
hidroetandlico; EAC extrato em acetona. QS: quorum sensing.

FONTE: AUTORA (2019)
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5.2.5 Isolamento de substancias presentes no extrato de C. pachystachya

Realizou-se o fracionamento da PACT em coluna cromatografica em gel Sephadex
LH-20 (Figura 25) com intuito de se obter amostras semi-purificadas. O fracionamento
forneceu 12 fragOes (F1 a F12). O rendimento obtido do processo foi 60% e a massa de cada
fracdo se encontra no fluxograma da Figura 26.

Figura 25: Etapas da eluicao da particdo em acetato de etila do extrato hidroetanolico de folhas
de Cecropia pachystachya Trécul durante o processo de fracionamento em coluna
cromatografica em gel Sephadex LH-20.

Fonte: AUTORA (2018).
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Figura 26: Fluoxograma da obtencdo das fragdes e isolados 0 com suas respectivas massas.

[ PACT ]

Fracionamento em gel
Sephadex (2x500 mg)

F1 | F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 Fo | F10 | F11 | F12
236 | 873 | 172 | 146 | 61 | 67,4 | 356 | 306 | 201 | 371 | 39 11,7
mg | mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg

CLAE semi-prepatativa da F6 e F7
(103 mg)

1117,7 mg
12 11,5 mg

PACT: particdo em acetato de etila; F: fracbes; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; 11:

isolado 1; 12: isolado 2.
FONTE: AUTORA (2019)

Apbs verificar o perfil cromatografico por CLAE-UV-DAD analitico conforme
item 4.5.2 e CCD revelada com NP-PEG conforme item 4.5.1, duas fracGes de interesse, F6 e
F7, foram utilizadas para proxima etapa do isolamento.

Essas fracOes apresentaram fluorescéncia na CDD, confirmando a presenga de
flavonoides. De acordo com o perfil cromatografico apresentado por CLAE UV-DAD,
mostraram-se semipurificadas e semelhantes entre si (Figura 27). A massa dessas fragoes foram,

respectivamente: 67,7 mg e 35,6 mg, que representam 9,49% e 5% do rendimento total.
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Figura 27: Perfis cromatogréficos das fracbes F6 e F7, respectivamente, obtidas pelo
fracionamento da particdo em acetato de etila em coluna cromatografica de gel Sephadex LH-
20.
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Condicoes: coluna Kromasil C-18; isocratica de solventes acetonitrila:H0 (0’- 5:95%; 3.01° 15:75%);
tempo de elui¢do: 30 min; fluxo 0,8 mL/min; volume de injegdo, 50 uL; detec¢dao A 350 nm.

Na CLAE-UV-DAD semi preparativa foi possivel isolar duas substancias: isolado
1 (I11), com massa 17,7 mg e rendimento 17,13% e isolado 2 (12) com massa 11,5 mg e 11,13%
de rendimento (Figura 26). A Figura 27 mostra a presenca de dois sinais em F6 e F7, que de
acordo com o tempo de retencdo e o espectro de absorvancia sdo os flavonoides Isoorientina e
Orientina, conforme a coeluicdo na PACT (Figura 12). Portanto 11 e 12 possivelmente sdo esses

flavonoides, respectivamente.

5.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS IN VITRO
5.3.1 Atividade antioxidante

Considerando a diversidade dos constituintes dos extratos vegetais e a
complexidade do processo oxidativo, é necessaria a utilizagdo de mais de uma técnica para
tracar o perfil antioxidante de uma amostra (KRISHNAIAH; SARBATLY;
NITHYANANDAM, 2011). Dessa forma, foram empregadas cinco diferentes metodologias
que tém por base a reducdo de radicais livres e ions metéalicos (método do DPPH,
fosfomolibidénio, NO, FRAP) e inibicao do processo de peroxidagao lipidica (método do B-
caroteno/acido linoleico).

A quercetina, um flavonoides natural e abundante em espécies vegetais é capaz de
prevenir a lesdo oxidativa e a morte celular por neutralizacdo de radicais livres, evitar a
peroxidacdo lipidica e a quelacdo de ion metalicos (BANJARNAHOR; ARTANTI, 2014;
PISOSCHI; POP, 2015; RAHAL et al., 2014). Assim, a quercetina foi utilizada como padréo
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de comparacdo em todos os testes para avaliacdo da atividade antioxidante. Também foi
utilizado o &cido ascorbico (vitamina C), exceto no teste de peroxidacéo lipidica e do NO (por
motivos de mecanismo de acao diferente do proposto pelo método e/ou incompatibilidade da
metodologia padronizada). Uma série de beneficios do acido ascorbico, incluindo seus efeitos
antioxidantes ja foi relatada, sendo capaz de reagir com oxigénio singlete (O2) e outros radicais
livres neutralizando-os (REKHA et al., 2012). No método do NO, o &cido ascorbico foi
substituido pelo acido géalico, um acido benzoico presente na maioria das plantas com atividade
antioxidante também descrita (FERNANDES; SALGADO, 2016).

Os resultados da atividade antioxidante determinada para EBHE, PHEX, PACT e PHM,
e controles positivos, pelos métodos sequestro do radical livre DPPH, reducdo do complexo
fosfomolibdénio, descoramento do sistema [B-caroteno/acido linoleico, FRAP, e inibicdo da

producdo de NO estdo apresentados na Tabela 8 e Figuras 28, 29, 30 e 31 respectivamente.

5.3.1.1 Método do sequestro de radicais livres (DPPH)

Tabela 8: Atividade antioxidante das amostras de Cecropia pachystachya pelo método do
sequestro do radical livre DPPH.

Amostra 'DPPH Cl ()
Q 1,02+ 0,03
AA 0,24 £ 0,05
EBHE 1,04£0,12
PHEX 61,52+ 2,65
PACT 1,50 0,20 *#2
PHM 121 +0,07 *#

! Valores expressos com média + desvio padrédo. Clso): concentragdo inibitoria média; Q: querceting;
AA: acido ascorbico; EBHE: extrato bruto hidroetanélico; PHEX: particdo hexanica; PACT: particdo
em acetato de etila. Analise estatistica realizadas por teste ANOVA, seguido pelo teste de
Bonferroni.*Valores significativamente diferentes da quercetina (p<0,05). # Valores significativamente
diferentes do acido ascorbico (p<0,05). Letras iguais representam valores significativamente iguais entre
as amostras (p>0,05).

O método do DPPH é um dos ensaios antioxidantes mais utilizados por ser uma

metodologia simples, rapida e eficiente na triagem de extratos obtidos a partir de solventes com
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diferentes polaridades (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012). O DPPH € um radical livre,
nitrogenado e estavel que reage com substancias que podem doar um atomo de hidrogénio.
Portanto, o método baseia-se na inibicdo do DPPH atraves da adi¢cdo de um antioxidante que é
capaz de reduzi-lo. Essa reacdo é caracterizada pela mudanca da cor purpura (cor prépria do
radical) para amarelo (cor caracteristica da forma reduzida) (KRISHNAIAH; SARBATLY;
NITHYANANDAM, 2011; SILVA et al., 2013). Dentre as amostras, o EBHE foi 0 que
apresentou maior numero de substancias fendlicas por CLAE-UV. Também apresentou teor de
fenolicos e flavonoides expressivos, 0 que correlaciona a sua atividade antioxidante ser
significativamente igual a quercetina, ja que ambos conseguiram inibir 50% do radical DPPH
em concentracOes significativamente iguais (1,02 £ 0,03 e 1,04 + 0,12, respectivamente).
Apesar dos resultados para as demais amostras terem sido significativamente diferente dos
controles, podem ser caracterizadas como amostras promissoras e com potencial antioxidante,
uma vez que a quercetina e o acido ascorbico sdo substancias puras e com alta atividade
antioxidante ja reconhecida. Fernandes et al. (2019) apresentou um resultado comparavel para
0 mesmo extrato (1,07 + 0,05ug/mL). Duque et al. (2016) e Pacheco et al. (2014) também
encontraram uma atividade mais baixa para os extratos em acetato de etila (3,1+ 0,25 pg/mL)

e metanolico (1,93 = 0,02 pg/mL) das folhas de C. pachystachya.

5.3.1.2 Modelo de reducéo do complexo fosfomolibdénio
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Figura 28: Atividade antioxidante das amostras de Cecropia pachystachya Trécul obtida pelo
método de redu¢do do complexo fosfomolibdénio.

©)
> 120
L]
[a)
O@m 1004
o3
2L so0f
Q0o
é T 60
z 2
wo 407
o x
Y 201
=
o) 0-
O

o N & &N

AMOSTRAS

Média de percentual de inibigdo + desvio padrdo em ensaios realizados em triplicata para os controles e
amostras descritas. Andlise estatistica realizadas por teste ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni.
AA: acido ascdrbico; Q: quercetina; EBHE: extrato bruto hidroetandlico; PACT: particdo em acetato de
etila e PHM: particdo hidrometanolica. *Valores significativamente diferentes da quercetina (p<0,05).
*Valores significativamente diferentes do acido ascorbico (p<0,05). Letras iguais representam valores
significativamente iguais entre as amostras (p>0,05).

De acordo com Merino et al., (2015) o método fosfomolibdénio possui a vantagem
de avaliar a capacidade antioxidante total de componentes lipofilicos e hidrofilicos em misturas
complexas de maneira simples e com baixo custo. O ensaio baseia-se na reducdo da molécula
de molibdénio (1V) a molibdénio (V) por substancias antioxidantes, e subsequente formacéo de
um complexo fosfato/Mo (V) de coloracao esverdeada em pH &cido. Fazendo uma comparacao
dos percentuais de reducdo de molibdénio, com excecdo da PHEX, elas apresentaram valores
préximos e foram relevantes considerando que representam o percentual de reducdo em relacao

a atividade antioxidante do &cido ascérbico, considerada 100%.

5.3.1.3 Método p-caroteno/acido linoleico
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Figura 29: Atividade antioxidante das amostras de Cecropia pachystachya obtida pelo método
[-caroteno/acido linoleico.
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Média de percentual de inibicdo + desvio padrdo em ensaios realizados em triplicata para os controles e
amostras descritas. Analise estatistica realizadas por teste ANOVA two way, seguido pelo teste de
Bonferroni. Q: quercetina; EBHE: extrato bruto hidroetandlico; PHEX: particdo hexanica; PACT:
particdo em acetato de etila e PHM: particdo hidrometandlica. Todos os valores sdo significativamente
diferentes da quercetina comparando-se em todas as concentrag¢fes (p<0,001). Letras iguais representam
valores significativamente iguais entre as amostras em cada concentragdo (p<0,001).

Os lipidios sdo componentes essenciais das membranas celulares mantendo a
estrutura e controlando a funcdo das células. Pode ser relacionado ao estresse oxidativo e é
associado a varias doencas, como: aterosclerose, cancer, diabetes, lesbes pulmonares agudas,
bem como os transtornos neurodegenerativos que incluem a doenca de Alzheimer e Doenca de
Parkinson. A reacao de lipidios com o oxigénio molecular (peroxidacéo lipidica), tem sido uma
area de importantes pesquisas ha decadas (YIN; XU; PORTER, 2011). O método do j-
caroteno/acido linoleico permite avaliar a degradacdo oxidativa da molécula de &cido linoleico,
e o0s produtos de peroxidacdo formados proporcionam a oxidagdo do [-caroteno e
consequentemente seu descoramento. Dessa maneira, a presenca de substancias antioxidantes

nas amostras minimizam o descoramento do [3-caroteno, pois o radical livre linoleato e outros
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radicais séo neutralizados (ATIQAH, 2014; SANG et al., 2014). Os resultados apresentados na
Figura 26 mostram, com excecdo da PHEX, que os percentuais de inibicdo para as amostras
foram préximos em cada concentracdo avaliada. Os resultados foram significativos, visto que
em praticamente todas as concentracdes, incluindo as mais baixas, as amostras conseguiram,
em sua maioria, inibir 50% ou mais quando comparadas com os percentuais de inibicdo da

quercetina, e como ja mencionado esta é um potente inibidor da peroxidagéo lipidica.

5.3.1.4 Poder de reducéo do ferro (FRAP)

Figura 30: Atividade antioxidante das amostras de Cecropia pachystachya Trécul obtida pelo
método do poder de reducéo do ferro.
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Média de percentual de inibicdo + desvio padrdo em ensaios realizados em triplicata para os controles e
amostras descritas. Andlise estatistica realizadas por teste ANOVA “two way ”, seguido pelo teste de
Bonferroni. EBHE: extrato bruto hidroetandlico; PHEX: parti¢cdo hexanica; PACT: particdo em acetato
de etila e PHM: particdo hidrometandlica. Todos os valores séo significativamente diferentes do acido
ascorbico comparando-se em todas as concentragdes (p<0,001). Todos os valores sdo significativamente
diferentes da quercetina comparando-se em todas as concentrag¢fes (p<0,001). Letras iguais representam
valores significativamente iguais entre as amostras (p<0,001).

O ensaio FRAP mede o potencial de reducdo de um antioxidante que ira reagir com
o complexo tripiridiltriazina férrico (Fe**TPTZ), formado na reacdo, sendo capaz de reduzi-lo
para 0 complexo corado tripiridiltriazina ferroso (Fe>*TPTZ) em pH baixo (ATIQAH, 2014).
Portanto esse teste envolve os mecanismos de transferéncia de elétrons (VIGNOLI; BASSOLI;
BENASSI, 2012). Da mesma forma que o método de reducgéo do fosfomolibdénio, a capacidade
de reducdo das amostras foi avaliada em relacdo ao acido ascoérbico, considerado 100% de

reducio do Fe®*. Todas as amostras demonstraram uma relagdo dependente da dose, portanto
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quanto maior a concentragido maior o percentual de redugdo do Fe** (Figura 30). O EBHE
apresentou resultados significativos de percentuais de redugdo do Fe**, na menor concentragéo
o percentual foi superior ao da quercetina. Com exce¢do a PHEX, os resultados foram proximos
e promissores quando comparamos a quercetina e consideramos o potencial antioxidante do

acido ascorbico.
5.3.1.4 Inibicdo da producéo de NO

Figura 31: Atividade antioxidante das amostras de Cecropia pachystachya obtida pelo método
de inibicdo da producédo de Oxido nitrico.
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Média de percentual de inibigdo + desvio padrdo em ensaios realizados em triplicata para os controles e
amostras descritas. Andlise estatistica realizadas por teste ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni.
Q: quercetina; AG: acido galico; EBHE: extrato bruto hidroetanélico; PHEX: particdo hexanica; PACT:
particdo em acetato de etila e PHM: parti¢do hidrometandlica. *Valores significativamente diferentes
da quercetina (p<0,05). #*Valores significativamente diferentes do acido galico (p<0,05). Letras iguais
representam valores significativamente iguais entre as amostras (p<0,05).

Embora o NO tenha um papel enddgeno essencial, diversos estudos demonstram
que o excesso desse radical pode estar envolvido na alteracdo de estrutura e fungdo de muitos
componentes celulares, dessa forma inimeras patologias estdo associadas a este excesso, como,
por exemplo, as desordens neurodegenerativas e cronicas. Dessa forma, é importante avaliar
amostras que podem ser capazes de sequestra-lo (ABU; UCHENDU, 2010; MAIA et al., 2010).
No teste de inibicdo da producédo de NO, o radical € gerado a partir da decomposic¢ao espontanea

do nitroprussiato em tampdo fosfato, e uma vez gerado ele interage com o oxigénio para
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produzir fons nitrito, que por sua vez, sio quantificados pela reagdo de Griess (CITO et al.,
2013). De acordo com os resultados obtidos no teste (Figura 31), PHEX apresentou um
resultado questionavel comparado com o0s outros métodos que avaliaram a capacidade
antioxidante das amostras. Seu percentual de inibicdo da producdo de NO ficou acima das
demais amostras, possivelmente h& uma interferéncia da cor dessa particdo na leitura
espectométrica. A PHM foi a amostra com o melhor resultado e significativamente maior que
0 &cido galico. As demais amostras foram significativamente iguais ao acido galico e iguais
entre si, demostrando assim, seu potencial em inibir a producao de NO, visto que acido gélico,
uma substéncia isolada e pura, tem seu potencial antioxidante relatado, como ja mencionado.

Com os resultados apresentados pelos métodos, pode-se concluir que as amostras
apresentaram significativo potencial antioxidante demonstrado em todas as metodologias, tanto
para os testes de inibicdo de reducédo de radicais quanto no teste de peroxidacéo lipidica. E os
resultados para EBHE foram na maioria dos testes semelhates as particbes. Em excecdo a
PHEX, ndo foram encontradas diferencas relevantes quando se compara as respostas das
amostras em cada teste.

Vaérias plantas sdo reconhecidas por possuirem significativa atividade antioxidante
quando comparadas aos antioxidantes sintéticos (Krishnaiah; Sarbatly; Nithyanandam, 2011).
Segundo Gulcin; Beydemir, (2013) os principais metabdélitos com acdo antioxidante, derivados
de espécies vegetais, sao os fendlicos e seus derivados, principalmente os tocoferdis, os acidos
fenolicos, os flavonoides e seus glicosideos e, como observado por espectrometria de massas,
acidos fendlicos (acido quinico e acido clorogénico) e alguns flavonoides
(epicatequina/catequina e procianidinas) e derivados glicosilados (isoorientina, orientina
vitexina/isovitexina e rutina) estdo presentes no EHBH.

Os é&cidos fendlicos, derivados do acido e os derivados do &cido cindmico sdo
amplamente distribuidos no reino vegetal e tém demonstrado seu potencial protetor dos danos
oxidativos. O mecanismo principal da acdo é a transferéncia do a&omo de hidrogénio das
hidroxilas fenolicas (OH) para os radicais peroxil (GULCIN; BEYDEMIR, 2013; PISOSCHI,
POP, 2015).

Em relagdo aos flavonoides, o mecanismo de acdo antioxidante melhor descrito
deriva da capacidade em eliminar diretamente as ERs, sendo capazes de estabilizar os radicais
livres por meio da doagdo de atomos de hidrogénio das hidroxilas fendlicas presentes em sua
estrutura ou pela transferéncia simples de elétrons. Outro possivel mecanismo € por quelagdo
de metais de transicao, evitando que esses ions sejam propensos a oxidag&o, como os ions Fe?*

e Cu* que desempenham papel vital no metabolismo do oxigénio e na formacao de radicais
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livres. Por fim, flavonoides também podem inibir enzimas geradoras de radicais livres como
xantina oxidase, lipoxigenase, proteina quinase C, cicloxigenase, monooxigenase microssomal,
e NADPH oxidase (BANJARNAHOR; ARTANTI, 2014).

Dessa forma é possivel correlacionar a presenca de fenolicos e de flavonoides aos
resultados observados. PHEX apresentou resultados baixos em todos os testes antioxidantes, e
seus teores fenolicos foram inferiores, sendo indetectaveis para flavonoides. Além disso, ndo
apresentou presenca de sinais caracteristicos dessas classes de substancias por CLAE. Esse
resultado ja era esperado, pois a presenca de grupos -OH na estrutura dos compostos fendlicos
permite concentré-lo em fases mais polares e fases aquosas de extratos bioldgicos (GULCIN;
BEYDEMIR, 2013).

Pacheco et al. (2014) e Fernandes et al. (2019) correlacionaram o potencial
antioxidante de C. pachystachya encontrado no método DPPH, FRAP, fosfomolibdénio, ¢ -

caroteno/acido linoleico, a alta concentracdo de orientina, isoorientina e acido clorogénico.
5.3.2 Atividade antiglicante

Os valores referentes a atividade antiglicante da aminoguanidina, quercetina,
EBHE, PHEX, PACT e PHM em diferentes concentracfes pelo método de glicacdo de BSA e
frutose/glicose estdo representados na Figura 32 (A) e (B), respectivamente.
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Figura 32: Atividade antiglicante das amostras de Cecropia pachystachya obtida pelo método
de glicacdo de BSA:frutose (A) e BSA:glicose (B).
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Média de percentual de inibigdo + desvio padrdo em ensaios realizados em triplicata para os controles e
amostras descritas. Analise estatistica realizadas por teste ANOVA two way, seguido pelo teste de
Bonferroni. EBHE: extrato bruto hidroetandlico; PHEX: parti¢cdo hexanica; PACT: particdo em acetato
de etila e PHM: particdo hidrometandlica. *Valores significativamente diferentes da quercetina
(p<0,001). *Valores significativamente diferentes da aminoguanidina (p<0,001). Letras iguais
representam valores significativamente iguais entre as amostras (p>0,001).



76

No método realizado para avaliar o potencial antiglicante das amostras, BSA
(soroalbumina) é incubada com a frutose e/ou glicose. Essa mistura reacional permite a
formacéo de AGEs, que mede um subconjunto de produtos fluorescentes, como a pentosidina
e a argipiridina. Portanto, é avaliado a inibicdo da fluorescéncia especifica gerada durante o
curso da glicagédo e consequente formagéo de AGEs (FARSI et al., 2008). Utilizou-se como
controle positivo a aminoguanidina, que tem por mecanismo limitar a formacdo de AGEs
iniciais, como compostos intermediarios de carbonila (GKOGKOLOU; BOHM, 2012) ¢ a
quercetina, que tem sua acdo antiglicante documentada, inibindo a produtos de amadori
(hemoglobina glicada e frutosamina) (SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2016).

A estrutura da cadeia do acucar influencia a susceptibilidade da reacao de glicacéo,
variando 0,0002% para a glicose a 0,7% para a frutose, sendo esta e seus derivados mais
reativos. Além disso, a frutose é um acucar de ocorréncia comum na dieta humana, portanto
pode-se explicar o papel critico desse agUcar para o processo de glicacdo, principalmente em
alimentos como uma fonte exdgena de AGEs. A glicose é 0 aglicar mais comum que ocorre em
sistemas biologicos, e seus metabdlitos sdo altamente reativos e sdo considerados, juntamente
com derivados da frutose, os principais precursores da glicagacédo in vivo (PORTO BARBOSA;
DE OLIVEIRA; SEARA, 2009). Dado a importancia desses dois aclcares na formacdo de
AGEs, ambos foram avaliados (Figuras 32A e 29B).

Como visto nos resultados da Figura 32, os percentuais de inibigédo da glicacdo para
as amostras e até mesmo dos controles positivos foram superiores utilizando a frutose,
mostrando que a amostra tem maior potencial de inibir a glicacdo quando o precursor € este
acucar. Na frutose, suas maiores concentracdes, com exce¢do da PHEX e da aminoguanidina,
os valores ultrapassaram 80% de inibicdo para as amostras e 90% para quercetina. No teste
utilizando a glicose, as inibicbes nessas mesmas concentracfes mantiveram-se entre 50% a
65%, para as amostras e aminoguanidina, e 70% para quercetina. Na glicacdo utilizando a
glicose, os resultados de inibicdo para as amostras foram maiores que aminoguanidina em todas
as concentracdes avaliadas. E em ambos os testes (glicose e frutose), os resultados foram
superiores a aminoguanidina em todas as concentracbes e proximos a quercetina nas trés
maiores concentragdes, demonstrando o potencial antiglicante das amostras nesta metodologia.

Como mencionado, a oxidacao e o estresse oxidativo estdo criticamente envolvidos
na formacgéo de AGEs, uma vez que a taxa de conversao da base Schiff e dos produtos Amadori
em AGEs pode ser acelerada sob condic¢des de estresse oxidativo. Também foi relatado que a
interacdo AGE-RAGE (receptor) provoca o processo inflamatorio, o estresse oxidativo e a

formagéo das espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo que os antioxidantes naturais tém



7

demonstrado inibir a glicagdo. Dessa forma, a eliminacdo de radicais livres é também um
mecanismo proposto para atividade antiglicante (FARSI et al., 2008; KUMAR PASUPULATI,
CHITRA; REDDY, 2016; M. P. DE O. TORRES et al., 2018). A atencdo tem sido
especialmente focada em plantas ricas fenolicos que geralmente apresentam propriedades
antioxidantes e efeito antiglicante (RAM et al., 2017).

Portanto, de acordo com a correlacdo observada na literatura e com os resultados
verificados no presente trabalho, pode-se associar o potencial da atividade antiglicante,
encontrada para as amostras, com o potencial antioxidante verificado nos resultados dos testes
descritos. Como mencionado, as substancias que possivelmente estdo presentes no EBHE
possuem atividades antioxidantes bem descritas. Com baixos teores fendlicos e baixa atividade
antioxidante, a PHEX também apresentou baixa inibicdo da glicacéo, corroborando ainda mais
essa correlacdo.

Dentre os metabdlitos identificados nas amostras, o &cido clorogénico foi estudado
por Kim et al. (2011). Segundo o estudo in vitro para glicacdo de aloumina de soro bovino por
alta glicose, o &cido clorogénico inibiu a formacéo de AGEs de forma mais eficaz que o controle
positivo, aminoguanidina. Em outro ensaio indireto por AGE-ELISA, a atividade inibitéria da
ligacdo cruzada de AGEs ao colageno também se mostrou mais potente que aminoguanidina.
A vitexina e isovitexina também foram testadas frente ensaios antiglicacdo in vitro e
demonstraram significativa atividade inibitéria contra a formacdo de AGEs, induzida por
glicose e por metilglioxal, com resultados préximos aos controles, aminoguanidina e rutina,
tendo esta Ultima resultados semelhantes a quercetina, sendo considerada controle positivo em
alguns testes (HOSSEINZADEH; NASSIRI-ASL, 2014; PENG et al., 2008). No estudo de
Chen et al. (2018) avaliou-se o inibi¢cdo de AGEs e CML no modelo in vitro maltose/glicose-
lisina para (+)catequina e (-)epicatequina e ambos apresentaram resultados superiores ao

controle, aminoguanidina.
5.4 VIABILIDADE CELULAR

A fim de avaliar a citotoxidade topica in vitro do EBHE e contribuir com estudos
ja descritos para 0 mesmo ou para a espécie C. pachystachya, realizou-se o teste da viabilidade
celular com linhagens celulares: queratindcitos humanos (HaCat) e fibroblastos de camundongo
(L929). A Figura 33 apresenta os graficos referentes aos resultados de percentuais de
viabilidade celular para ambas as células, quando ndo tratadas (controle negativo), tratadas com

EBHE em diferentes concentragdes e com DMSO 5%.
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Figura 33: Viabilidade celular das linhagens HaCat e L929 tratadas com extrato bruto
hidroetandlico das folhas de Cecropia pachystachya e com DMSO 5% pelo método MTT.

HaCat L929
150- 150_ *
&
— * * t—
= 1204 ©
8 E 120+
q) 8
© (5]
(5]
© -(% *
= S
3 = T
8 o
> =
X >
° RS
> o
e v 2 2 v 2
& N N & N )
e P P $® ¥ & S N v v v - o
S A A A A R
S P LA
Amostras v >oer ©
Amostras

Meédia de percentual de viabilidade celular + desvio padrdo em ensaios realizados em quadruplicata para
0s controles e amostras descritas. Barras em azul representam as diferentes concentra¢es do extrato
bruto hidroetandlico. CN: controle negativo. Analise estatistica realizadas por teste ANOVA, seguido
pelo teste de Bonferroni. * Valores significativamente diferentes do CN (p<0,05).

A viabilidade foi mensurada pelo ensaio de MTT que se baseia na redugdo do MTT
(cor amarelo) em cristais de formazam (cor purpura) por células metabolicamente ativas, devido
a presenca de enzimas celulares 0xidoredutase dependente de NAD(P)H. O formazam pode ser
dissolvido em DMSO para ser quantificado, assim, a intensidade da cor € diretamente
proporcional ao numero de células viaveis. O método é comumente aplicado para triagem de
citotoxidade in vitro de drogas em células (BAHUGUNA et al., 2017).

Conforme o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International Standard
Organization), 1SO 10993/2009, amostras que reduzem a viabilidade celular para valores
inferiores a 70% devem ser consideradas citotoxicas. Assim, avaliando os resultados obtidos
(Figura 29) EBHE ndo apresentou citotoxidade em nenhuma concentracdo avaliadas para as
gueratindcitos e fibroblastos, ja que os resultados foram superiores a 70% e comparaveis ao
controle negativo em ambas as linhagens celulares. O EBHE além de ndo ser citotoxico
apresentou resultado significamente superior ao controle negativo, na concentra¢do 100 pg/mL
para os fibroblastos L929. Pode-se presumir que nessa concentragdo a amostra também foi
capaz de ser proliferativa para esta célula.

EBHE de C. pachystachya foi investigado por Fernandes et al. (2019) nas
concentracdes de 16,75 a 300 pg/mL, para viabilidade celular de fibroblastos BALBC e o

extrato ndo apresentou citotoxidade celular em nenhuma concentragdo, sendo capaz de
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estimular expressivamente a proliferacdo celular nas altas concentragdes testadas. Estes dados
corroboram com os resultados observados no experimento in vivo com extrato em acetato de
etila da mesma espécie, realizado por Dugue et al. (2016), em que o uso tépico de géis contendo
2 ou 5% do extrato foi capaz de estimular a proliferacdo de fibroblastos e consequente aumento
da sintese de colageno no tecido dos animais tratados.

Em outro estudo in vivo, 0 EBHE foi incorporado em uma formulagdo com 5% do
extrato e outra com 2% do extrato em associacdo a outro extrato, e ambas modularam a resposta
inflamatdria, aumentaram a angiogénese e irrigacdo vascular, estimularam a producdo de
coladgeno e melhoraram as cicatrizes em feridas, principalmente de animais hiperglicémicos
(DUQUIE, 2019 - dados protegidos).

Considerando que queratindcitos e fibroblastos sdo células importantes no processo
de cicatrizacdo de feridas, pois restabelecem a composicdo normal da matriz celular e
extracelular da pele e estimulam o crescimento de células endoteliais vasculares para formar
novos vasos sanguineos afim de suprir as necessidades nutritivas das células epidérmicas e com
base nos estudos citados acima, EBHE tem importante potencial cicatrizante, ndo sendo
citotoxico para essas células. Outro fato é que EBHE teve nesse estudo e nos estudos citados
importante potencial antioxidante e em processos de cicatrizacdo de feridas niveis enddgenos
estdo diminuidos o que prejudica a cicatrizacdo principalmente em peles de pacientes idosos e
diabéticos (CHIGURUPATI et al., 2012).
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo fitoquimica por CDD e CLAE, revelou presenca de substancias
fendlicas, em especial flavonoides no EBHE e particdes da espécie C. pachystachya.

Acidos fendlicos: acido quinico e &cido clorogénico; taninos condensados:
procianidinas (B2, B3, B5 e C1), epicatequina/catequina e os flavonoides: cinchonas (1b ou 1a),
orientina, isoorientina, rutina, vitexina/isovitexina foram identificados no EBHE por
espectrometria de massas. Vitexina/isovitexina e rutina ndo foram relatas em extrato etandlico
ou aquoso e as cinchonas (Ib e la) ndo haviam sido identificadas, até entdo, nessa espécie. Por
métodos cromatograficos foi possivel isolamento de 2 substancias, sendo eles os flavonoides
isoorientina e orientina. Foi possivel a quantificacdo da substdncia rutina, que apresenta
atividade antioxidante e antiglicante ja descrita.

Com excecdo da PHEX, todas as amostras demonstraram significativo potencial
antioxidante e antiglicante, de forma semelhante entre elas. As atividades podem ser
correlacionadas aos teores e presenca de constituintes fenolicos identificados, cuja atividade
antioxidante e antiglicante foram relatadas.

Né&o foi observado efeito citotoxico para EBHE frente as linhagens celulares de
queratindcitos (HaCat) e fibroblastos (L929).
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Condigdes: Coluna kinetex- C18; Solventes A: MeOH B: H20: (0,01°- 5% A; 2°- 33% A; 10,5* - 37%
A; 11,5-37% A; 137 - 5% A; 15° - 5% A ); tempo de eluigdo: 15 min; fluxo 0,4 mL/min; volume de

injecdo, 2 pL. Analises realizadas no modo positivo e negativo com ionizagdo por eletrospray (ESI)
com faixa de massas de 100 a 1000 m/z e analisador Q-TOF.
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Perfil dos fragmentos das substancias do EBHE obtido por UFLC-MS em polaridade idnica
negativa. Os numeros representam o sinal no cromatograma (figura 13) seguido dos tempos de

retencdo (RT) em minutos.
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Perfil da quebra dos compostos do EBHE obtido por UFLC-MS em polaridade i6nica positiva.
Os nameros representam o sinal no cromatograma (figura 13) seguido dos tempos de retencao

(RT) em minutos.
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