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RESUMO

Ruellia angustiflora (NEES) LINDAU EX RAMBO (ACANTHACEAE):
ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO

AUTORA: Fernanda Brum Pires
ORIENTADOR: Marcelo Barcellos da Rosa

Ruellia angustiflora (Nees) Lindau Ex Rambo (Acanthaceae) é conhecida popularmente como
“flor de fogo” e suas folhas sdo usadas para promover a cicatrizagdo de feridas, mas nao ha
evidéncias cientificas que apoiem seu uso popular. Esta tese tem como objetivo extrair e
caracterizar os extratos de R. angustiflora obtidos por fluido supercritico e sonda de ultrassom,
afim de obter um panorama da composicdo quimica da espécie. Além disso, investigar as
atividades antioxidante, antimicrobiana, citogenotoxica, antitrypanossona, nematicida e
cicatrizante de feridas, afim de respaldar seu uso popular. A extracdo por fluido supercritico
usando didxido de carbono (SFE-CO-) identificou &cidos graxos, triterpenos, tetraterpenos,
tocoferdis e fitoesterdis. A extragdo assistida por ultrassom usando etanol (EAU-EtOH),
apresentou acidos fenolicos e flavonoides. Os dois extratos apresentaram atividade antioxidante
frente ao radical DPPH, tendo o extrato UAE-EtOH apresentado maior atividade (1Cso 26,1+1,4
pg/mL) que SFE-CO; (ICs0242,4 £5,5 pug/mL), sendo o padrdo acido ascérbico (ICs08,2 £ 0,2
ug/mL). O extrato EAU-EtOH na concentracdo de 130 mg/mL, foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano de Acinetobacter baumannii e Aeromonas caviae pelo método de
difusdo em disco. Para ambos micro-organismos a concentracdo inibitéria minima foi de 4,4
mg/mL. O tempo de morte foi avaliado como forma complementar ao estudo da atividade
antibacteriana. Pelo método de difusdo com perfuracdo de pogco o extrato EAU-EtOH
apresentou atividade antibacteriana contra Proteus vulgaris, Citrobacter freundii,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis até a concentracdo de 17,5 mg/mL e para
Escherichia coli até 35 mg/mL. O extrato SFE-COz na concentracdo de 130 mg/mL néo
apresentou atividade antimicrobiana para ambos os métodos avaliados. Tanto o extrato SFE-
CO2 como o UAE-EtOH ndo apresentaram citotoxidade pelo teste de MTT ((3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5- difenil brometo de tetrazolina) nem genotoxicidade no ensaio cometa
nas concentragdes 500-31,25 pg/mL e 62,5-1,9 pug/mL, respectivamente. Em média os extratos
SFE-CO2 e UAE-EtOH e as dilui¢Bes eliminaram 75% e 77% de larvas J2 do nematoide
Meloidogyne javanica, respectivamente. Os extratos SFE-CO; e UAE-EtOH nas concentragdes
de 500, 125 e 31,25 mg/mL e 62,5, 15,6 e 1,9 mg/mL respectivamente ao final do experimento
(9h), levaram a morte de 100% de Trypanosoma evansi. A avaliacdo do processo de cicatrizacao
em modelo animal revelou a eficacia do extrato UAE-EtOH em relagdo a sulfadiazina de prata
na concentracdo de 70 mg/mL. Importantes fitocompostos foram identificados nos extratos de
R. angustiflora, ratificando as atividades, antioxidante, antimicrobiana, anti-trypanosoma,
nematicida e cicatrizante. Ainda sugere-se seguranca destes, visto que ndo resultaram em efeitos
citogenotoxicos. Portanto, o uso medicinal de R. angustiflora é justificavel, podendo em
estudos futuros ser utilizada como ingrediente ativo em formulacéo para aplicagdo clinica no
desenvolvimento de novos medicamentos.

Palavras-chaves: Plantas Medicinais. Ruellia angustiflora. Antioxidante. Antimicrobiana.
Nematicida. Anti-trypanosoma. Cicatrizante. Atoxica.



ABSTRACT

Ruellia angustiflora (NEES) LINDAU EX RAMBO (ACANTHACEAE):
CHEMICAL AND BIOLOGICAL STUDY

AUTHOR: Fernanda Brum Pires
ADVISOR: Marcelo Barcellos da Rosa

Ruellia angustiflora (Nees) Lindau Ex Rambo (Acanthaceae) is popularly known as “fire
flower” and its leaves are used to promote wound healing, but there is no scientific evidence to
support its popular use. This thesis aims to extract and characterize the extracts of R.
angustiflora obtained by supercritical fluid and ultrasound probe, in order to obtain an overview
of the chemical composition of the species. In addition, to investigate the antioxidant,
antimicrobial, cytogenotoxic, antitrypanosone, nematicide and wound healing activities, to
justify its popular use. Supercritical fluid extraction using carbon dioxide (SFE-COy) identified
fatty acids, triterpenes, tetraterpenes, tocopherols and phytosterols. Ultrasound-assisted
extraction using ethanol (EAU-EtOH), presented phenolic acids and flavonoids. The two
extracts showed antioxidant activity against the DPPH radical, with the UAE-EtOH extract
showing greater activity (ICso 26.1 = 1.4 pug/ mL) than SFE-CO2 (ICso 242.4 £ 5.5 pug/mL), the
standard being ascorbic acid (ICsp 8.2 + 0.2 ug/mL). The EAU-EtOH extract at a concentration
of 130 mg/mL, was able to inibit the bacterial growth of Acinetobacter baumanni and
Aeromonas caviae by the disk diffusion method. For both microorganisms the minimum
inhibitory concentration was 4.4 mg/mL. The time of death was evaluated as a complement to
the study of antibacterial activity. By the diffusion method with well drilling, the EAU-EtOH
extract showed antibacterial activity against Proteus vulgaris, Citrobacter freundii,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis up to a concentration of 17.5 mg/mL and
for Escherichia coli up to 35 mg/mL. The SFE-CO: extract at a concentration of 130 mg/mL
did not show antimicrobial activity for both methods evaluated. Both the SFE-CO, extract and
the UAE-EtOH did not show cytotoxicity by the MTT ((3- (4,5-dimethylthiazol-2yl) -2,5-
diphenyl tetrazoline bromide) test or genotoxicity in the comet assay at concentrations 500-
31.25 pg/mL and 62.5-1.9 ug/mL, respectively. On average, the SFE-CO, and UAE-EtOH
extracts and the dilutions eliminated 75% and 77% of J2 larvae of the Meloidogyne javanica
nematode, respectively. The extracts SFE-CO. and UAE-EtOH at concentrations of 500, 125
and 31.25 mg/mL and 62.5, 15.6 and 1.9 mg/mL respectively at the end of the experiment (9
h), led to the death of 100% Trypanosoma evansi. The evaluation of the healing process in an
animal model revealed the effectiveness of the UAE-EtOH extract in relation to silver
sulfadiazine at a concentration of 70 mg/mL. Important phytocomposites were identified in the
extracts of R. angustiflora, ratifying the activities, antioxidant, antimicrobial, anti-trypanosoma,
nematicide and healing. Their safety is still suggested, as they did not result in cytogenotoxic
effects. Therefore, the medicinal use of R. angustiflora is justified, and in future studies it can
be used as an active ingredient in formulation for clinical application in the development of new
drugs.

Keywords: Medicinal plants. Ruellia angustiflora. Antioxidant. Antimicrobial. Nematicide.
Anti-trypanosoma. Healing. Non-toxic.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como recurso terapéutico € uma préatica milenar exercida
desde os primérdios da humanidade (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; BATISTA etal., 2012;
BRITO etal., 2017). O emprego da fitoterapia originou-se a partir dos conhecimentos populares
e durante muito tempo permaneceu como Unica alternativa para os problemas de satde (ALVIM
et al., 2006; SILVA; SANTOS; RABELO, 2010; GADELHA et al., 2013).

Ao longo dos anos, gradualmente o uso de plantas abandonou o lado empirico a medida
que foram comprovadas cientificamente a eficacia de algumas espécies (PETROVSKA, 2012).
Sendo nas Gltimas décadas consolidado por atuar de maneira complementar a medicina
moderna (ALVIM et al., 2006; POPOVIC et al., 2016).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais é facilitado pois, o pais apresenta a maior
biodiversidade resultando numa infinidade de principios ativos (BRASIL, 2006; PORT'S et al.,
2013). Em contrapartida, sabe-se que muitas das plantas desta biodiversidade ainda nao foram
exploradas (BOLZANI et al., 2012). Acredita-se que aproximadamente 50.000 espécies de
plantas superiores tenham sido usadas medicinalmente e apenas 5.000 apresentem evidéncias
para uso medicinal (POPOVIC et al., 2016).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas - IBGE (2004), o Brasil
apresenta seis biomas distintos (Amazonia, Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado, Pantanal e
Pampa). Alguns biomas tém se tornado o foco de estudos na ultima década. Um desses biomas
é 0 Pampa, que abrange, no Brasil, apenas o estado do Rio Grande do Sul (BRASIL, 2017).

Inimeras familias botanicas do bioma Pampa despertam interesse como a Acanthaceae,
ordem Lamiales (AFZAL et al., 2015), que inclui 23 familias e cerca de 22.000 espécies.
Dessas, inimeras de uso medicinal. Dentre algumas outras familias de grande destaque dessa
ordem tem-se: Bignoniaceae (familia do ipé), Lamiaceae (familia da horteld e do alecrim) e
Oleaceae (familia das oliveiras) (WORTLEY et al., 2005). Em vista disso, torna-se relevante a
busca de principios ativos de interesse farmacéutico através da pesquisa em espécies
filogeneticamente afins a outras previamente conhecidas.

Inserido na familia Acanthaceae 0 género Ruellia € um dos mais ricos devido a sua
diversidade, compreende mais de 250 espécies (FARIA; ARAUJO, 2010). A familia, assim
como o género, caracterizam-se por apresentar espécies utilizadas como ornamentais (MEYER;
LAVERGNE, 2004; CHOTHANI et al., 2010).
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Diversas espécies desse género sdo utilizadas na medicina tradicional, sendo
respaldadas por estudos reportados na literatura que demostram as atividades bioldgicas
(SAMY etal., 2015; AFZAL etal., 2015). Entretanto, considerando-se a abrangéncia do género,
muitas espécies ainda precisam ser investigadas devido a falta de informagdes cientificas, como
Ruellia angustiflora (Nees) Lindau ex Rambo, com ocorréncia no municipio de Santa Maria,
Rio Grande do Sul.

Nesse sentido, a escolha da metodologia empregada para recuperacgéo e isolamento dos
constituintes bioativos no material vegetal € de grande importancia (STALIKAS, 2007), uma
vez que cada processo afeta a seletividade, principalmente quando envolve a pesquisa de
compostos antioxidantes, ja que estes sdo sensiveis a a¢do da luz, oxigénio e calor (ANDREO;
JORGE, 2006; PEREIRA; MEIRELES, 2010). Para isso, é necessaria uma avaliacdo dos
métodos extrativos a fim de se garantir eficiéncia e qualidade do material que sera analisado.
Dessa forma, 0os métodos de extracdo ndo convencionais tém se destacado. A aplicacdo da
tecnologia supercritica, utilizando diéxido de carbono como solvente, é uma alternativa
eficiente para extracdo de compostos bioativos. Por se tratar de um processo livre de residuos
toxicos e conduzidos em baixas temperaturas, ndo provoca a degradacao térmica dos extratos.
Além disso, proporciona melhor seletividade e eficiéncia ao processo (PEREIRA et al., 2004).
J& a extracdo por ultrassom utiliza uma quantidade de solvente inferior as demais, além de
proporcionar uma melhor extragdo em um tempo mais curto (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2007; PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013).

Os procedimentos de extracdo mencionados, permitem a determinacao dos constituintes
responsaveis pelas atividades biologicas e/ou farmacoldgicas por meio de analises
cromatograficas, como a cromatografia liquida de ultra eficiéncia e cromatografia gasosa ambas
acopladas a espectrometria de massas, favorencendo a comprovacéo do potencial medicinal da
espécie.

Por meio de pesquisa nas bases de dados Scopus, ScienceDirect, PubMed e Google
académico, até o presente momento ndo foram encontrados estudos nesse sentido envolvendo
a espécie de Ruellia angustiflora. Portanto, este trabalho visa coletar informag6es dos
constituintes quimicos majoritarios, avaliar in vitro a atividade antirradicalar, antimicrobiana,
nematicida, anti-trypanosoma, potencial citogenotoxico e cicatrizante dos extratos da espécie
obtidos por SFE-CO, e UAE-EtOH, com a finalidade de investigar as potencialidades

farmacoldgicas dessa espécie.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Estudar quimica e biologicamente a espécie Ruellia angustiflora (Nees) Lindau ex

Rambo.

1.1.2 Objetivos Especificos

v

Extrair os compostos bioativos ndo polares de Ruellia angustiflora através da extracéo
por fluido supercritico utilizando diéxido de carbono (SFE-COy);

Extrair os compostos bioativos polares de Ruellia angustiflora através da extracao
assistida por ultrassom usando etanol (UAE-EtOH);

Caracterizar cromatograficamente os constituintes quimicos dos extratos SFE-CO; e
UAE-EtOH de Ruellia angustiflora;

Verificar atividade antirradicalar dos extratos SFE-CO, e UAE-EtOH de Ruellia
angustiflora;

Avaliar o potencial citotoxico e genotoxico in vitro dos extratos SFE-CO e UAE-EtOH
de Ruellia angustiflora;

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos SFE-CO, e UAE-EtOH de
Ruellia angustiflora;

Avaliar a atividade nematicida in vitro dos extratos SFE-CO. e UAE-EtOH Ruellia
angustiflora;

Avaliar a atividade anti-trypanosoma in vitro dos extratos SFE-CO, e UAE-EtOH
Ruellia angustiflora;

Avaliar o efeito cicatrizante in vivo dos extratos SFE-CO, e UAE-EtOH de Ruellia

angustiflora;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMA PAMPA

O pampa é um dos seis biomas terrestres do Brasil. Porém ndo é exclusivamente
brasileiro, pois abrange todo Uruguai, centro-leste da Argentina e o extremo sudeste do
Paraguai, além da metade sul do Rio Grande do Sul. Essa regido, denominada Pastizales del
Rio de la Plata ou, simplesmente, Campos e Pampas, constitui a maior extensdo de
ecossistemas campestres de clima temperado do continente sul-americano. (BENCKE,
CHOMENKO, SANT’ANNA, 2016). No Brasil, 0 bioma Pampa esté restrito ao estado do Rio
Grande do Sul, onde ocupa 178.243 km?, o que corresponde a 63% do territdrio estadual e a
2,07% do territorio nacional. O bioma abriga uma riquissima biodiversidade. Estimativas
indicam valores em torno de 3.000 espécies de plantas (BRASIL, 2014).

De acordo com Overbeck e colaboradores (2007) e Pillar e Vélez, (2010), o grau de
protecdo dos campos sulinos € muito baixo, sua conservacgédo esta sendo negligenciada. Dessa
forma, muitas espécies ainda ndo foram exploradas e podem desaparecer sem nunca terem sido
estudadas.

A perda dessa diversidade compromete o potencial e desenvolvimento da regido, seja
pela perda de espécies de valor alimentar, ornamental e medicinal, seja pelo comprometimento
ambiental, visto que a vegetacdo campestre proporciona controle da erosao do solo, sequestro

de carbono e atenuacdo das mudancas climaticas (BRASIL, 2014).

2.2 ACANTHACEAE E O GENERO RUELLIA L.

Acanthaceae inclui cerca de 240 géneros e cerca de 3.250 espécies, distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais de todo o mundo e algumas areas temperadas. Os centros de
diversidade da familia sdo: Indo-Malasia, Africa, América Central, Andes e Brasil
(MARCHIORETTO, 2016). No Brasil, apresenta-se em todas as regides (Norte, Nordeste,
Centro-Oeste, Sudeste e Sul), possui 5 géneros e 251 espécies endémicas (REFLORA, 2020).

Dentro desta familia, tem-se o género Ruellia L., o Brasil possui 84 espécies distribuidas
em todos os dominios fitogeograficos (Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal). A regido Sul, detém 17 espécies do género (REFLORA, 2020). No Rio Grande do
Sul séo descritas 12 espécies de Ruellia (MARCHIORETTO, 2016).
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O género Ruellia caracteriza-se por apresentar espécies ornamentais populares e
algumas medicinais. Por exemplo, tem-se Ruellia tuberosa Linn. introduzida na india e Africa
como ornamental e tem sido utilizada na medicina tradicional apresentando atividades como:
diuréetica, antidiabética, antipirética, analgésica, antioxidante, anti-hipertensiva, protetora
géastrica e no tratamento da gonorreia (CHOTHANI; MISHRA, 2012; AFZAL et al., 2015).

As folhas de Ruellia prostrata Poir. sdo usadas no tratamento de reumatismo cronico,
paralisia facial e colicas infantis. Das folhas de Ruellia patula Jacg. é feita uma solucéo e
aplicada para problemas no ouvido; Ruellia hygrophila Mart. tem atividade antiespasmaodica e
analgésica (AFZAL et al., 2015). Ruellia asperula (Mart. & Nees) Lindau é utilizada no
tratamento da bronquite, asma, gripe, febre e inflamagéo do Utero (ALBUQUERQUE et al.,
2007)

A presenca de importantes metabdlitos secundarios como flavonoides, esteroides,
triterpenos, cumarinas e alcaloides sdo referenciados a espécies de Ruellia (SALAH;
GATHUMBI; VIERLING, 2002; CHOTHANI et al., 2010; SAMY et al., 2015). Estes
compostos sdo responsaveis por conferir as atividades cardiovascular (cardiotonica), anti-
hiperglicémica, citotoxica, antibacteriana, antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatoria,
gastroprotetora e cicatrizante de feridas, dentre outras ja comprovadas para espécies deste
género (SAMY et al., 2015; AFZAL et al., 2015).

2.2.1 Ruellia angustiflora (Nees) Lindau ex Rambo

Ruellia angustiflora tem ocorréncia no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina, sendo
encontrada em habitats Umidos e ensolarados (FARIA; ARAUJO, 2010), desenvolve-se em
bordas e interior de matas, beira de estradas e proximo a arroios (FUHRO; VARGAS;
LAROCCA 2005; MARCHIORETTO, 2016). No Brasil, distribui-se nas regiées Centro-
Oeste (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Sdo Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina) (REFLORA, 2020).

E uma espécie nativa, na forma de arbusto, suas folhas tem peciolo de 10 a 50 mm de
comprimento, apresenta forma eliptica (comprimento duas vezes maior que a sua largura, sendo
a regido central do limbo a mais larga), flores de cor vermelha (REFLORA, 2020).
Popularmente conhecida por flor-de-fogo, devido a cor vermelha de suas flores (ALICE et al.,
1995; FUHRO; VARGAS; LAROCCA 2005) e suas folhas s@o referenciadas como
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cicatrizantes na medicina tradicional (ALICE et al., 1995). Na figura 1, imagem de Ruellia
angustiflora.

Figura 1 - Ruellia angustiflora, municipio de Santa Maria, RS.

Fonte: Autor.

2.3 METABOLISMO VEGETAL

Metabolismo é o conjunto de transformag6es das moléculas orgéanicas, catalisadas por
enzimas, que ocorre em celulas vivas, fornecendo energia e garantindo a continuidade das
espécies. O metabolismo vegetal compreende metabolitos, conhecidos por priméarios e
secundarios (PEREIRA; CARDOSO, 2012; LIMA; SILVA, 2016).

O metabolismo primario ou também chamado de essencial é responsavel pela sintese de
celulose, ligninas, proteinas, lipideos, aglcares e outras substancias relacionadas as fungoes
vitais (PEREIRA; CARDOSO, 2012; REZENDE et al., 2016). Dentre estas: divisao celular,
crescimento, respiracdo, armazenamento e reproducdo (BOURGAUD et al., 2001).

O metabolismo secundario ou ndo essencial € produzido a partir do primario, por
aminoacidos ou acetil coenzima A (MATSUMURA et al., 2013). Esta diretamente envolvido
aos mecanismos que permitem a adequacdo dos vegetais ao meio (PEREIRA; CARDOSO,
2012; REZENDE et al., 2016), pois confere protecdo contra patdgenos como insetos, fungos,
virus e bactérias e radiacdo ultravioleta (SANTOS, 2004; TIVERON et al., 2012), e ainda
relacionado a diversas atividades bioldgicas, possuindo importancia comercial, devido interesse
farmacoldgico (BOURGAUD et al., 2001; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004; REZENDE et
al., 2016) e valor nutricional (HUBER; AMAYA, 2008; PEREIRA; CARDOSO, 2012).
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Os metabdlitos secundarios sdo classificados com base na origem biosintética e resultam
em diversas classes de compostos bioativos (SANTQOS, 2004). Em Pereira e Cardoso (2012), a
origem destes pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, através de dois
intermediarios principais: 0 &cido chiguimico e o acetato. O acido chiquimico é precursor de
constituintes como: taninos hidrolisaveis, cumarinas, alguns alcaloides e fenilpropanoides; ja
os derivados do acetato originam terpenoides, esteroides, taninos condensados, alguns

alcaloides dentre outros, como mostra a figura 2:
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Figura 2 - Biossintese dos metabolitos secundarios:
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Fonte: (SANTOS, 2004).

2.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Pode ser definido como “fendlico” ou “polifendlico” uma substancia que tem um ou
mais nucleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados funcionais
(ésteres, éteres metilicos, glicosideos e outros). No entanto, deve-se levar em consideracao
também sua origem biossintética para coerente definicdo (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).
Estes compostos podem variar de fendlicos simples & estruturas altamente polimerizadas
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

As acles medicinais que as plantas apresentam resultam da presenca de metabdlitos
secundarios em sua constituicdo (PAREKH; CHANDA, 2006; TAKSHAK, AGRAWAL,
2019). Os compostos fendlicos sdo um grupo amplamente distribuido no reino vegetal
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2004), proporcionam propriedades antioxidantes
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2004; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004;
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BANERJEE; RAJAMANI, 2013; ORSAVOVA et al., 2019), antimicrobianas (BROWN et al.,
2009; BORGES et al., 2013; YIN et al., 2019), antivirais (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004)
anti-inflamatorias (COUTINHO et al.,, 2009; ANTUS et al., 2015; YIN et al., 2019),
antialérgicas (PIETTA et al., 2000) dentre outras. Nos ultimos anos, houve um crescente
aumento no interesse, tanto por parte da pesquisa, como quanto pelo consumo humano de
polifenois (AJILA et al., 2011; BUNTE, HENSEL; BEIKLERC, 2019).

Dividem-se em pelo menos 10 classes (BRAVO, 1998); Os acidos fendlicos provém da
via do 4cido chiquimico, podendo ser originados a partir do acido benzoico (acido galico), que
possuem esqueleto basico (Ce-C1), outros se originam a partir acido hidroxicindmico (&cido
cafeico, ferulico, p-cumarico), este Gltimo origina as cumarinas, com esqueleto comum (Cg-Cs).
Da combinacéo de unidades do acido chiquimico com unidades de acetato, com estrutura basica
(Ce-C2-Cs), tem-se 0s estilbenos e ainda os flavonoides (Cs-C3-Cs), Sendo que 0s ultimos podem
subdividir-se em diversas classes, dependendo dos substituintes (BRAVO, 1998; SANTOS,
2004).

2.5 TERPENOIDES

Os terpenos sdo hidrocarbonetos naturais produzidos por uma grande variedade de
plantas e animais. Mais de 55 mil moléculas destes compostos j& foram descobertos. Os
terpenos sdo compostos derivados de unidades de isopreno (CsHs)n incluem: hemiterpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos, tetrapenos ou
carotenoides e politerpenos. Possuem papel no sistema de defesa e adaptacdo da planta, também
mostram importantes propriedades farmacol6gicas e sdo de alto interesse para a inddstria
quimico-farmacéutica (BRAHMKSHATRIYA; BRAHMKSHATRIYA, 2013).

Os triterpenos sdo terpenos constituidos de trinta carbonos (Cso) com propriedades
farmacoldgicas promissoras (MUFFLER et al., 2011). Apresenta acdo gastroprotetora,
hepatoprotetora, anti-inflamatéria, antiviral, antitumoral, antimicrobiana, antioxidante,
cardioprotetora, dentre outras (MARTELANC et al., 2009; SALEEM, 2009; SANCHEZ-
AVILA et al., 2009; DONFACK et al., 2010; ANGHEL et al., 2013; SCHMIDT et al., 2018).

Os carotenoides séo tetraterpenoides (Cao) naturais de grande distribuicdo em plantas,
algas, fungos e bactérias. Responsaveis pela pigmentacéo laranja, amarelo e vermelho de flores,
frutos e raizes. Desempenham fungdes essenciais na fotossintese e fotoprotecdo aos vegetais.

Sao componentes essenciais na nutrigdo humana em razéo da fonte de vitaminas e funcionam
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como antioxidantes reduzindo o aparecimento de doencas mediadas por radicais livres, como
algumas doencas cronicas, canceres e cardiovasculares (SUN et al., 2018; KULCZYNSKI et
al., 2017).

2.6 FITOESTEROIS

Esteroides vegetais ou fitoesterois, sdo um grupo de substancias naturais que ocorrem
em plantas. Estruturalmente caracterizam-se por compostos com (Czs) ou (Cag) carbonos,
diferindo do colesterol (C»27) pela presenca de uma ramificagdo metila ou etila adicional na
cadeia carbbnica (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Mais de 200 compostos sdo descritos, -
sitosterol, campesterol e estigmasterol sdo os mais comuns sendo foco da maioria das pesquisas
(CHERIF, 2012; SHAHZAD et al., 2017).

Dentre os beneficios a salde humana destaca-se a reducdo da absor¢do do colesterol da
dieta, com consequente reducao dos niveis sanguineos; A grande similaridade com a molécula
do colesterol parece ser responsavel pela excrecdo do colesterol da dieta e consequente reducéo
do colesterol sérico (PEREIRA; CARDOSO, 2012; MERINO et al., 2015). Outras atividades
sdo descritas para esses compostos, como: hepatoprotetor, antitumoral (SHAHZAD et al.,
2017), antimicrobiano (CORTEZ et al, 1998) anti-inflamatorio e antioxidante (CHERIF, 2012).

2.7 VITAMINA E (TOCOFEROL)

O termo “Vitamina E” ¢ utilizado para designar oito diferentes compostos, nomeados
a-, B-, y- ¢ 6- (alfa, beta, gama e delta) tocoferois e tocotrienois (WELLS et al., 2010). Ambos
ocorrem em uma variedade de isdmeros que diferem na estrutura de acordo com o nimero € a
localizacdo de grupos substituintes no anel cromanol (VASCONCELHOS et al., 2007;
GUINAZ et al., 2009). Todos seus isdbmeros apresentam forte atividade antioxidante (WELLS
et al., 2010).

Devido a capacidade antioxidante esses compostos protegem os tecidos contra o ataques
de radicais livre, prevenindo diversas patologias associadas ao estresse oxidativo, como
doencas neurodegenerativas, aterosclerose, inflamacdo crénica, céancer e envelhecimento
precoce (SAMPAIO; ALMEIDA, 2009; GUINAZ et al., 2009; WELLS et al., 2010;
ORSAVOVA et al., 2019).
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2.8 ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos em plantas séo acidos carboxilicos de cadeias lineares, ou ndo, com 4
ou mais atomos de carbono (SIMOES et al., 2004). Os 4cidos graxos ocorrem amplamente em
gorduras naturais e em Oleos da dieta, desempenham papel importante como substéncias
nutritivas e metabolitos em organismos vivos (AGORAMOORTHY1 et al., 2007).

Muitos acidos graxos séo conhecidos pelas propriedades antibacterianas e antifungicas
como: 4&cido palmitico, linolénico, linoleico, oleico, estedrico, entre outros
(AGORAMOORTHY1 et al., 2007). Dentre estes, &cido linolénico é o mais abundante &cido
graxo na maioria dos tecidos de plantas estando em maior concentracdo nas sementes
(BATISTA et al., 2002; MOREIRA; CURI; MANCINI FILHO, 2002).

2.9 METODOS DE EXTRACAO

Extracdo é uma operacdo unitaria que tem por objetivo a separacdo de determinadas
substancias em diferentes matrizes, solidas ou liquidas, através de processos quimicos, fisicos
ou mecénicos (KELLNER et al., 2004). E o principal procedimento para a recuperagio e
isolamento dos compostos bioativos a partir de plantas antes da analise (STALIKAS, 2007).
Dentre os diversos métodos de extracdo tém-se os chamados convencionais, como soxhlet,
hidrodestilacdo e maceragao, e os considerados alternativos a estes como sonda de ultrassom e
fluido supercritico, 0s quais surgiram a fim de minimizar as desvantagens dos métodos
convencionais de extracdo (VINATORU, 2001; WU et al., 2015).

2.9.1 Sonda de Ultrassom

A extracdo por sonda de ultrassom apresenta vantagens como simplicidade de operagéo,
tempo reduzido do processo, menor quantidade de solvente utilizado e maior rendimento final
(PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013). Pode ser utilizada para a extracdo de compostos
termolabeis, em razdo da possibilidade de controle de temperatura (AJILA et al., 2011).

Esse método de extracdo é considerado uma tecnologia limpa, ja que o consumo de
solventes é inferior a outros métodos, além de proporcionar uma melhor extragdo em um tempo
menor (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2007). A técnica envolve o fenémeno de
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cavitagdo, o qual promove rapida liberacdo de compostos bioativos da matriz vegetal devido a
ruptura da parede celular dos vegetais (VEGGI, 2013; DAL PRA et al., 2015).

Devido seu potencial de aplicacdo na industria fitofarmacéutica (VILKHU et al., 2008),
tem sido bastante empregada para obter extratos ricos em compostos fendlicos (ROUTRAY;
ORSAT, 2013) e outros constituintes como estes, com elevada atividade antioxidante (VEGGI,
2013; DAL PRA et al., 2017). Ghitescu e colaboradores (2015), retinem estudos que demostram
0 potencial dessa extracdo na producdo rapida e no alto rendimento de polifenois, como acidos
fendlicos e flavonoides.

Segundo Dal Pré e colaboradores (2015), a extracdo em ultrassom do extrato vegetal de
Brassica oleracea var. capitata L. apresentou efeito positivo em compara¢do com extracdo
convencional (maceracdo). Em analise empregado cromatografia liquida de alta eficiéncia,

observou-se um aumento em média de 36,1+15,5% da area do pico cromatografico.

2.9.1.1 Extracao em Fase Sélida - SPE

A extracdo em fase solida (SPE, do inglés solid phase extraction) é uma etapa prévia de
preparo de amostra. Os principais objetivos sdo promover a extracdo e, muitas vezes, a
concentracdo dos analitos de interesse e a remocao, tanto quanto possivel, dos interferentes
(JARDIM et al., 2010). Esse procedimento é utilizado para isolamento, purificacdo e pré-
concentracdo de fitoquimicos, comumente aplicada para compostos fenolicos (AJILA et al.,
2011). Dessa forma, permite que analitos em baixas concentragdes nas amostras sejam
determinados pelos diversos métodos de caracterizagdo como cromatografia liquida de alta
eficiéncia, cromatografia gasosa e eletroforese capilar (JARDIM et al., 2010).

E um método baseado na diferenca de afinidade que os analitos da matriz apresentam
entre a fase sélida. Dessa forma, quando uma amostra liquida entra em contato com um sorvente
solido, alguns compostos séo retidos no sorvente enquanto outros ndo sofrerdo influéncia da
fase sdlida (MOLDOVEANU; DAVID, 2002).

A extracdo em fase sélida se da através de cartuchos contendo como sorventes grupos
organicos como Cis, Cs, C2, dentre outros, ligados quimicamente a silica, semelhantes ao corpo
de uma seringa. (CAMARA et al., 2002; JARDIM et al., 2010). Os sorventes apolares do tipo
C1g sdo constituidos por particulas solidas de silica recobertas por cadeias alquilicas, contendo
18 atomos de carbono, quimicamente ligadas ao suporte sélido. Esse tipo de sorvente é bastante
adequado para a retengdo de compostos organicos presentes em amostras liquidas polares
(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2009).
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Em geral, os procedimentos de extracdo em fase sélida contém as seguintes etapas:
condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as forcas do solvente de
eluicdo com o solvente da amostra; introducéo da amostra, quando ocorre a reten¢édo do analito
e as vezes de alguns interferentes; limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos
que o analito, etapa conhecida como lavagem com solvente ou clean-up; eluicdo do analito
(JARDIM et al., 2010).

A representacao esquematica das etapas de um metodo de extracdo em fase sélida, estdo
representadas na figura 3: (A) Representacdo de um cartucho de SPE; (B) etapa de
condicionamento do cartucho com um solvente adequado; (C) amostra ou extrato; (D) etapa de
lavagem com um solvente adequado; e (E) eluicdo dos analitos retidos com um solvente de

maior forca eluotropica.

Figura 3: Procedimento de extracdo em fase solida

Fonte: Adaptado de SUPELCO (1998).

2.9.2 COz2 supercritico

A tecnologia supercritica com didxido de carbono (COz) consiste num processo livre de
residuos toxicos, ndo provoca a degradacdo térmica dos extratos e ndo requer grandes gastos de
energia. Assim, tem sido considerada uma opc¢do promissora para a extracao e fracionamento
de produtos naturais, especialmente para as industrias de alimentos e farmacéutica (PEREIRA
etal., 2004; DAL PRA, 2013; SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

Segundo Moraes e colaboradores (2013) a extragdo supercritica usado CO2 puro é mais

apropriada para extracdo de compostos ndo polares como terpenoides, tocoferdis e sitosterois
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em vegetais, visto que segundo Carrilho e colaboradores (2001) o CO, é um gas apolar.
Entretanto, substancias de alta polaridade também podem ser extraidas por esse método com o
emprego de co-solventes, com os quais é possivel aumentar o espectro de substancias soluveis
ao COz (SILVA et al., 2015; BASA'AR et al., 2017).

Pereira e Meireles (2010) reunem diversos trabalhos envolvendo a extragdo com CO>
supercritico em inimeras espécies de plantas, demostrando sucesso na recuperagdo das
substancias extraidas, boa qualidade, maior rendimento, na maioria dos casos, maior atividade
dos compostos obtidos. Basa'ar e colaboradores (2017), mencionam ser uma tecnologia verde
para extrair compostos bioativos em matrizes vegetais.

De acordo com Dal Pra e colaboradores (2013), a extracdo com CO: supercritico
demonstrou ser um método promissor em relacdo as extracdes convencionais, Vvisto que
permitiu extracdo de fitocompostos de interesse cientifico e industrial, como derivados de

acidos graxos, compostos de enxofre, fitoesterois e triterpenos.

2.10 METODOS DE CARACTERIZACAO

2.10.1 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(UPLC-MS)

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC, do inglés ultra performance liquid
chromatography) fundamenta-se nos mesmos principios de separacao da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) (MALDANER; JARDIM, 2012). Difere de sua antecessora
tecnoldgica, principalmente por trés razdes que, quando combinadas, aumentam drasticamente
sua eficiéncia de separacdo: o uso de particulas de fase estacionaria com menor diametro,
maiores temperaturas de separacao e pressoes bastante elevadas nas separacdes cromatogréaficas
(SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009).

As colunas cromatogréficas empregadas sdo de dimensdes reduzidas (5-10 cm de
comprimento e diametros internos de 1-2,1 mm), recheadas com particulas de fase estacionaria
< 2 um. Para manter a vazdo da fase movel praticamente constante devido ao tamanho de
particula menor, operara-se em pressdes mais elevadas (MALDANER; JARDIM, 2012,
FACCIN, 2016).

Nesse contexto, a hifenizagdo da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) com
a espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry) melhora consideravelmente a

caracterizacdo dos compostos, explorando o poder de separacdo da UPLC e elucidacdo da
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estrutura por MS em tempos de anélise consideravelmente reduzidos. E uma excelente
abordagem para estudo da estrutura polifendlica (STALIKAS, 2007; IGNAT et al., 2013;
FACCIN, 2016).

Svoboda e colaboradores (2015), identificaram por UPLC-MS/MS 8 derivados de
catequinas em amostras de chés (preto, verde e branco) em 3 minutos e 20 segundos de analise.
Assim como, Hamdi e colaboradores (2018), determinaram 33 compostos (&cidos fendlicos,
flavonoides e alcaloides) no extrato vegetal de Haplophyllum tuberculatum (Forssk.) A.

Juss. em cerca de 15 minutos.

2.10.2 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

A cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography) é usada para separar
moléculas volateis e termicamente estaveis em uma amostra, enquanto o espectrdmetro de
massas fragmenta as moléculas gerando um ion molecular caracteristico (CHAUHAN et al.,
2014). A GC-MS pode determinar sensivelmente inmeros compostos em uma Unica analise
da amostra (JONSSON et al., 2004), onde os resultados sdo baseados em bibliotecas de
espectros cada vez mais completas e especificas, permitindo o emprego da técnica para uma
grande variedade de matrizes (MATEUS et al., 2010).

Uma diversidade de constituintes vegetais podem ser avaliados, como componentes de
Oleos essenciais (SHARMA et al., 2013), esteroides, terpenos (CHAUHAN et al., 2014)
alcaloides (GEORGIEV et al., 2013), acidos fendlicos (STALIKAS, 2007), dentre outros. Sua
aplicacdo também se d& em amostras de sangue, pesticidas, medicamentos e cosméticos
(CHAUHAN et al., 2014).

Hongchuan e colaboradores (2012) determinaram 111 constituintes volateis de baixa
polaridade presentes no extrato Isodon excisa (Maxim.) Hara, onde o B-sitosterol foi o
composto majoritario. Também apresentou outros fitoesterois (estigmasterol e campesterol) e
ainda vitamina E. Ainda, por esse método, Raman e colaboradores (2012) determinaram 44
compostos em Eupatorium odoratum L., dentre estes tocoferois (o e B-tocoferol), fitoesterois

(y-sitosterol, estigmasterol) e triterpenos (metil comate D e a-amirina).
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2.11 RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES

Segundo Cotinguiba e colaboradores (2013), radicais livres sdo espécies quimicas que
apresentam elétron desemparelhado na sua 6rbita mais externa. E este ndo emparelhamento de
elétrons confere alta reatividade, uma vez que para se manterem estaveis precisam doar ou
retirar um elétron de outra molécula.

Nesta tentativa de se estabilizar quimicamente, os radicais livres propiciam reacdes que
alteram a conformacao, a estrutura ou as fungdes de diversos componentes celulares (LIMA,
2013). Porem esses efeitos sdo expressados quando em quantidades excessivas, pois a formacao
em condi¢des normais € inevitavel, visto que sdo necessarios para processos fisiolégicos no
organismo como respiracao celular e defesa do sistema imunologico. A fim de neutralizar as
moléculas de radicais livres é preciso a presenca de substancias antioxidantes (COTINGUIBA
etal., 2013).

Antioxidantes séo qualquer substancia que, presente em baixas concentragcdes quando
comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz.
Nesse sentido, se faz necessario um equilibrio entre as moléculas oxidantes (radicais livres) e
antioxidantes, pois o desequilibrio resulta na inducéo de danos celulares, o chamado estresse
oxidativo (LIMA, 2013; COTINGUIBA et al., 2013).

2.12 ATIVIDADE ANTIRRADICALAR

A atividade antioxidante dos compostos quimicos ndo pode ser medida diretamente, mas
pode ser avaliada pelos efeitos das substancias antioxidantes presentes na amostra em controlar
a extensdo da oxidacdo (ANTOLOVICH et al., 2002). Os diversos testes propostos na literatura
variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao indicador de oxidagdo escolhido e a0 método
usado para sua detec¢édo e quantificacdo (VASCONCELOS et al., 2007).

A determinacdo da reatividade de radicais livres por métodos in vitro normalmente
envolve o uso de uma fonte de radicais livres e um substrato especifico, que deve ser atacado
pelos radicais livres gerados artificialmente (LIMA, 2013). Dentre os radicais utilizados para
mensurar a atividade antioxidante dos extratos das especies de plantas medicinais, 0 DPPH tem
sido amplamente utilizado para avaliar a atividade antirradicalar de diversos sucos de frutas,
extratos vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e terpenoides. E considerado do
ponto de vista metodoldgico, um método simples, preciso e reprodutivo na avaliacdo da
atividade antioxidante (ALVES et al., 2010; COTINGUIBA et al., 2013).
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2.12.1 Método do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

O DPPH ¢é um radical organico livre estavel e possui boa estabilidade na auséncia da luz
(OLIVEIRA etal., 2015). Possui cor purpura ou violeta com uma absorc¢ao em solucdo de etanol
ou metanol a 515-520 nm. Uma substancia antioxidante pode doar um &tomo de hidrogénio ou
transferir um elétron para a molécula de DPPH, que ao aceitar para se tornar uma molécula
estavel origina a forma reduzida DPPH-H passa sua coloracéo para amarelo palido ou violeta
claro (OLIVEIRA et al., 2015; SCHAICH et al., 2015).

A mudanca da coloracdo resulta na diminui¢do da absorbancia do radical DPPH,
podendo ser monitorada por um espectrofotdmetro. Esse monitoramento tem que ser realizado
sempre no escuro, por que a luz é um fator que interfere diretamente na reacdo do radical DPPH
com uma substancia, acelerando a diminuicdo da absorbancia e consequente alterando a
resposta (OLIVEIRA et al., 2015).

A interpretacdo do resultado € expressa pelo termo concentracdo eficaz que inibi 50%
da concentragéo inicial do radical DPPH (ICs0) (OLIVEIRA et al., 2015). Para fins de
comparacdo a literatura referéncia a utilizacdo de um padrdo com atividade antioxidante
reconhecida, como exemplo acido ascorbico (MARTINEZ-CORREA et al., 2011; ANDRADE
etal., 2012; HIDAYAT etal., 2017).

Brum e colaboradores (2013) avaliaram a capacidade antioxidante de diferentes extratos
de Vitex megapotamica (Spreng.) Moldenke frente o DPPH e utilizaram &cido ascérbico como
padrdo comparativo. Os autores identificaram nas analises dos extratos alguns acidos fenélicos
nos extratos, e sugerem o potencial antioxidante da espécie a estes compostos.

Ahmad e colaboradores (2017) isolaram um composto flavonoide das folhas de Ruellia
tuberosa e determinaram atividade antirradicalar frente o DPPH. O isolado apresentou 1Csg
prémixo ao padrdo BHT (hidroxitolueno butilado) e menor que quercetina, demostrando

elevado poder antioxidante.

2.13 ATIVIDADE CITOTOXICA E GENOTOXICA

A utilizagdo de plantas medicinais e seus extratos foram ao longo da historia
amplamente empregadas no tratamento de diversas doencas. Em razdo da origem natural,

perpetuou-se a crenga de que produtos naturais e seus derivados ndo sdo nocivos a saude, com
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isso grande parte destas sdo consumida sem nenhum conhecimento sobre sua seguranca
(VEIGA,; PINTO; MACIEL, 2005; FIRMO et al., 2011; ALECRIM et al., 2017).

A toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos é um problema de saude pablica, visto
que as informagdes técnicas ainda sdo insuficientes para a maioria, de modo a garantir
qualidade, eficécia e seguranca no uso (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; FIRMO et al., 2011).
Nesse sentido, de acordo com Kamdem e colaboradores (2013), sdo necessarios estudos de
citogenotoxicidade, afim de avaliar 0s possiveis riscos toxicogenéticos, mutagénicos e
cancerigenos.

As ceélulas mononucleares do sangue periférico (PBMCs) tém sido usadas como
biomarcadores de efeitos citotoxicos e genotoxicos; elas sdo abundantes na corrente sanguinea
e capazes de refletir danos recentes se expostos a qualquer agente mutagénico. As PBMCs
baseadas em cultura tornaram-se um modelo in vitro muito promissor (MALUF et al., 2011),
através do qual plantas para fins terapéuticos podem ser avaliadas.

Um dos ensaios utilizados para mensurar a citotoxicidade em extratos vegetais ¢ MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5- difenil brometo de tetrazolina. E uma ferramenta para estimar a
atividade metabdlica das células vivas (viabilidade celular). As enzinas desidrogenais
mitocondriais, presentes apenas em células viaveis, reduzem o anel tetrazélico do MTT,
composto de coloragdo amarela e transformam em formazan um composto de colocagio roxa
que pode ser quantificado espectrofotometricamente. O valor da absorbancia do MTT-formazan
é diretamente proporcional ao nimero de celular vivas (SILVA et al., 2015; GRELA;
KOZLOWSKA, GRABOWIECKA, 2018).

O teste do cometa, tornou-se um dos principais métodos para estudo de lesdes no DNA,
com aplicabilidade em estudos de genotoxicidade avaliado através do indice de dano de DNA
(ROCCO et al., 2010). Segundo Mezzalira e colaboradores (2014), essa técnica avalia les6es
no DNA envolvendo aplicacBes de corrente elétrica nas células, sobre laminas com gel de
agarose, coradas com prata e visualizadas por microscopia Optica. As células com material
nuclear lesionado se assemelham a um cometa devido sua morfologia, na qual o DNA perde
sua integridade, e migra por forca da eletroforese.

Sabini e colaboradores (2013), avaliaram a citotoxicidade (ensaio MTT) e
genotoxicidade (ensaio cometa) do extrato aquoso de Achyrocline satureioides (Lam.) DC.
utilizando PBMCs. O extrato ndo mostrou diminui¢éo da viabilidade celular, nem foi capaz de
causar dano em DNA. Dessa forma, o estudo mostrou que a infuséo de A. satureioides pode ser

consumida com seguranga porque ndo mostrou efeitos citotoxicos ou genotoxicos.
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Ainda, Basak e colaboradores (2017), realizaram estudos de citotoxicidade com folhas
de Aloe vera (L.) Burm. f. frente a PBMC e linhagem tumoral. O extrato ndo apresentou efeitos
toxicos através do ensaio de MTT para as células PBMC, no entanto apresentou capacidade de
inibir o crescimento de células de cancer de mama na concentracdo, mostrando ainda mais

promissor visto que ndo apresenta efeitos nocivos as células sadias.

2.14 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os compostos de origem vegetal tém cada vez mais despertado interesse em pesquisas,
principalmente no sentido de explorar a atividade antimicrobiana, devido ao aumento de casos
de resisténcia bacteriana, em razdo o mau uso de antibidticos (BORGES et al., 2013;
CARVALHO et al., 2014; MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017). Diversos metabolitos
secundérios podem atuar como inibidores do crescimento de bactérias, fungos e virus
(BORGES et al., 2013).

Uma metodologia in vitro bastante utilizada para analises de extratos vegetais sdo as
técnicas de difusdo em &gar, a qual fundamentam-se na difusdo da substancia a ser testada, em
um meio de cultura inoculado com o micro-organismo. A partir da difusdo ocorre o
aparecimento de um halo, no qual ndo ha crescimento do micro-organismo, denominado halo
de inibigdo. Os halos podem ser medidos utilizando régua milimetrada. Diferentes tipos de
reservatorios podem ser empregados incluindo discos de papel (disco difusdo), cilindros de
porcelana ou de aco inoxidavel (método dos cilindros) e pocos feitos no meio de cultura
(difus@o em pocos) (OSTROSKY et al., 2008; SILVEIRA et al., 2009).

Na difusdo em disco as placas de &gar sdo inoculadas com indculo padronizado do
micro-organismo teste, posteriormente um determinado volume da substancia de interesse €
aplicado em discos de papel filtro (cerca de 6 mm de diametro), os quais sdo colocados na
superficie do agar. As placas de petri sdo incubadas sob condi¢cdes adequadas onde o agente
antimicrobiano se difunde no agar e inibe a germinagdo e o crescimento do micro-organismo
em teste e, posteriormente, os didmetros das zonas de crescimento de inibicdo sdo medidos
(BALOUIRI et al., 2016).

No método de difusdo em poco, apos a incubacdo com inoculo padronizado do micro-
organismo-teste sdo feitos pocos na superficie do &gar de aproximadamente 6-8 mm de

didmetro, nos quais é introduzido um volume estabelecido da substancia teste. Posteriormente,
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0 procedimento segue 0 mesmo que na difusdo em disco (OSTROSKY et al., 2008; BALOUIRI
etal., 2016).

Também pode-se determinar a concentracao inibitéria minima (MIC, do inglés minimal
inhibitory concentration) como a menor quantidade de substancia capaz de inibir o crescimento
do micro-organismo-teste. Pode ser realizada através de métodos de dilui¢do (microdiluicdo e
macrodiluicdo) em caldo. A microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pocos, ja a macrodiluicéo
tubos de ensaio (OSTROSKY et al., 2008; BALOUIRI et al., 2016).

A curva de tempo de morte (do inglés Time Kill — TK), pode ser utilizada de maneira
complementar aos ensaios antimicrobianos. Essa técnica tem por finalidade avaliar a evolugéo
de uma populacdo de micro-organismos num periodo especifico frente a exposi¢do do extrato
de interesse (NOBREGA et al., 2013). E 0 método mais apropriado para determinar o efeito
bactericida ou fungicida (BALOUIRI et al., 2016). Sdo considerados agentes bactericidas
aqueles que causam a morte microbiana > 99,9%. (SILVA et al., 2015; BHAGWAT et al.,
2019).

Ainda, revela se o efeito antimicrobiano dependente do tempo ou dependente da
concentracdo (CLSI-M26-A, 1999; BALOUIRI et al., 2016). E considerada ferramenta para
obter informacgdes sobre a interacdo dindmica entre o0 agente antimicrobiano e o micro-
organismo. Ainda, pode ser utilizado para determinar o sinergismo ou antagonismo entre
agentes antimicrobianos (duas ou mais) em combinagdes (SOPIRALA et al., 2010; BALOUIRI
etal., 2016).

Abdallah (2016), avaliou a atividade antimicrobiana através da determinacdo da
concentracdo inibitéria minima do extrato metandlico do célice de Hibiscus sabdariffa L.,
contra cinco isolados multiressistentes de Acinetobacter baumannii. Segundo Abdallah, o
extrato pode ser usado como uma fonte substituta dos atuais antibidticos sintéticos ineficazes
contra cepas resistente deste micro-organismo.

Lakshmi e colaboradores (2017) realizaram estudo por disco-difuséo e determinaram a
concentracdo inibitéria minima de diferentes extratos de Ruellia patula para Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Vibrio vulnificus. Todos extratos avaliados foram capazes de inibir o crescimento dos micro-
organismos avaliados.

Boonyanugomol e colaboradores (2017) avaliaram a cinética antibacteriana pela curva
de tempo de morte do dleo essencial de Zingiber cassumunar Roxb. contra Acinetobacter
baumannii. Verificou-se que a concentragdo inibitoéria minima do extrato € capaz de inibir

completamente o crescimento desse micro-organismo e o Oleo essencial demostrou efeito
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sinérgico quando combinado com alguns antibidticos. Sugerem a associagdo do 6leo essencial
com farmacos antibidticos para tratamento bactérias resistente aos medicamentos, como A.

baumanni.

2.15 ATIVIDADE NEMATICIDA

Os nematoides do género Meloidogyne, sdo fitopatdgenos que acometem culturas
comprometendo producdo e qualidade de produtos agricolas (MARTINS; SANTOS, 2016).
Sao também conhecidos por nematoides de galha em razdo do seu parasitismo induzir a
formagcdo de galhas, engrossamento das raizes das plantas (LOPES, 2017). Dentro do género as
quatro espécies mais importantes sdo M. javanica, M. arenaria, M.incognita e M. hapla. O
nematoide Meloidogyne javanica é a segunda mais comum por causar varios danos, ampla
distribuicdo geogréfica podendo ser hospedeiro de diversas plantas (GUIMARAES, 2012).

Compostos ativos de origem vegetal estéo recebendo mais atengdo como agentes contra
varias espécies de parasitas, incluindo os nematoides do género Meloidogyne, visto que 0s
nematicidas quimicos apresentam custo elevado, geralmente sdo pouco efetivos e podem deixar
residuos nos alimentos, causando riscos & salde humana e ao meio ambiente (MOREIRA;
FERREIRA, 2015; NILE et al., 2017).

Lopes (2017), avaliou in vitro o extrato metanolico de cinco espécies nativas do cerrado
no controle de M. javanica. As espécies envolvidas no estudo foram: Hancornia speciosa
Gomes, Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, Caryocar brasiliense Cambess.,
Hymenaea stigonocarpa Mart. e Solanum lycocarpum A.St.-Hil. Os extratos apresentam
diferenga significativa na eficiéncia em causar a mortalidade dos J2 de M. javanica. O extrato
de S. adstringens apresentou maior atividade nematicida. O autor atribui a atividade da espécie
a presenca de metabdlicos secundarios pertencentes a classes importantes, tais como esteroides,
fendis simples, flavonoides, flavanonas, flavanondis, saponinas e taninos, substancias
conhecidas por apresentar atividade nematicida.

Estudos de Kimbaris e colaboradores (2017), investigaram o 6leo essencial de espécies
de Mentha sp. L. As espécies M. pulegium e M. spicata, induziram elevada mortalidade de M.

javanica (J2).
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2.16 ATIVIDADE ANTI-TRYPANOSOMA

Trypanosoma evansi € um protozoario flagelado, agente etiologico da tripanossomose,
conhecida como “Mal das cadeiras” ou “Surra”. Infecta diversos animais domésticos e
selvagens como: cavalos, mulas, burro, camelos, gado, bufalos, ovelhas, cabras, cées, gatos,
porcos, veados, capivara e raposas (BALDISSERA et al., 2014; BALDISSERA et al., 2016;
BOUSHAKI et al., 2019). A doenca € transmitida por insetos hematofagos principalmente das
espécies (Tabanus sp., Chrysops sp., Stomoxys sp. e Hematopota sp.) e caracterizada por rapida
perda de peso, fraqueza e anemia progressiva, febre intermitente, edema nas partes inferiores
do corpo (DESQUESNES et al., 2013, BALDISSERA et al., 2014; GIONGO et al., 2017,
BOUSHAKI et al., 2019).

O tratamento da tripanossomose causada por T. evansi € baseada em diminazeno
aceturato, Unico tratamento comercializado no Brasil, no entanto a ineficiéncia devido aos casos
de mortalidade e a recorréncia da doenca apdés o tratamento tém sido relacionadas a
impossibilidade do medicamento atravessar a barreira hematoencefalica em dose
suficientemente eficaz (BALDISSERA et al., 2014; BALDISSERA et al., 2016). Em razdo das
limitagcOes da terapia convencional, surge a necessidade de encontrar drogas alternativas contra
T. evansi. Com isso, pesquisas vém sendo realizadas a partir de extratos vegetais na busca por
bioativos eficazes no controle do tripanosoma.

Giongo e colaboradores (2017), avaliaram a atividade tripanocida in vitro do 6leo
essencial de Aniba canelilla (H.B.K.) Mez contra a T. evansi. O estudo demostrou que o 6leo
extraido de A. canelilla pode ser considerado um possivel tratamento natural para a
tripanossomose. Ainda nesse sentido, Alves e colaboradores (2016), investigaram a a¢éo anti-
trypanosoma do extrato bruto e fragdes de Equisetum hyemale L. frente a T. evansi, onde extrato
butanol foi capaz de reduzir a totalidade dos tripomastigotas, demostrando importante acao

antiprotozoaria.

2.17 ATIVIDADE CICATRIZANTE DE FERIDAS

De acordo com Vieira e colaboradores (2002), a restauracao da pele ocorre por meio de
um processo dindmico, continuo, complexo e interdependente, composto por uma série de fases
sobrepostas, denominadas de cicatrizagdo. A cicatrizagdo envolve a progressao ordenada de
eventos a fim de estabelecer o tecido danificado (ROY et al., 2012), através mecanismos

celulares e extracelulares visam a proliferacdo celular, vascularizacdo no tecido lesionado
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(SARANDY et al., 2015). Esse processo € divido em trés fases: inflamatoria, proliferativa e
remodelacdo (SARANDY, 2007; SARANDY et al., 2015; RIBEIRO, 2018).

A fase inflamatoria inicia logo que imediatamente ap0s a lesdo no tecido, uma reacao
vascular e inflamatoria, que conduz a hemostasia. Ocorre a vasoconstricdo e termino do
sangramento, processo que envolve plaquetas, codgulo de fibrina que ativam a cascata de
coagulagdo levando a liberagdo de mediadores inflamatdrios, a fim de protecdo e preparacéo
para o reparo do tecido (VIEIRA; MAGALHAES; BAJAH, 2002; ROY etal., 2012; RIBEIRO,
2018).

A fase proliferativa compreende a granulacéo, epitelizagéo e contragdo. A granulagao
é a formac&o de um tecido novo, com novos capilares, proliferacéo de fibroblastos responsaveis
pela sintese de colageno. Ao final, ocorre a epitelizacdo, que levard ao fechamento das
superficies da ferida, por meio da multiplicacdo das células epiteliais e aumento do colageno.
A acdo dos fibroblastos reduz o tamanho da lesdo (VIEIRA; MAGALHAES; BAJAH, 2002;
ROY etal., 2012; RIBEIRO, 2018).

Remodelamento ou fase de reparo, caracteriza-se pelo aumento da sintese de colageno
gue aumenta a resisténcia. Na fase inicial, o colageno presente € do tipo Ill, que é caracterizado
por ser mais fino e organizado de forma aleatdria. Este colageno sera substituido pelo colageno
tipo | que se apresenta espesso de uma forma mais organizada e entrelagada. Estas mudancas
levam a um aumento na forca contrétil e como consequéncia ocorre a contracao do ferimento
(VIEIRA, MAGALHAES; BAJAH; 2002; ROY et al., 2012; RIBEIRO, 2018).

Estudos envolvendo extratos vegetais e suas formulagbes vem aumentando
constantemente como alternativa na terapia na cura de feridas (SARANDY etal., 2015; KAYIR
et al., 2018). Ensaios em modelos animal e ndo animal podem ser utilizados para testar os
agentes terapéuticos (SAMI et al., 2019).

Segundo Sami e colaboradores (2019), os modelos in vivo sdo os mais eficientes e
clinicamente relevantes no estudo na cura de feridas. Esses modelos podem ser em pequenos
animais, grandes animais ou humanos. Eles providenciam varias vantagens sobre os estudos in
vitro, pois permitem o estudo da fisiopatologia da cicatrizacdo de feridas em tempo real.
Modelos in vivo sdo obrigatorios para o estudo de novas terapéuticas antes de avangar para 0s
ensaios clinicos.

Kayir e colaboradores (2018), avaliaram os efeitos in vivo da formulagdo contendo o
extrato metandlico de Verbascum speciosum Schrad. integrado a um creme a base de vaselina.

As analises macroscoépicas indicam a espécie como um potente agente na cicatrizagdo devido a
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eficacia na contracdo da ferida ter sido superior ao controle positivo. No entanto, 0s ensaios
histol6gicos ndo apresentaram diferenca significativa. Em vista disso, os autores sugerem
estudos adicionais afim de organizar a dose e a formulacao e entender o mecanismo molecular
para atividade promotora de cicatrizacao.

Estudos realizados por Safavi e colaboradores (2019), investigaram a propriedade
cicatrizante de diferentes extratos obtidos da raiz de Onosma dichroantha Boiss. O extrato
ciclohexano da espécie mostrou-se mais eficaz na cura de feridas em virtude de apresentar
maior estimulo a proliferacéo de fibroblastos quando comparado aos extratos acetato de etila e

metanol.



35

3 METODOLOGIA

3.1 PLANTA ESTUDADA

Amostras de folhas Ruellia angustiflora foram coletadas em mar¢o de 2017 no
municipio de Santa Maria-RS, no caminho entre o Morro Santo Antdo ¢ o Morro da Pedra do
Lagarto, cuja localizagdo ¢ S 29° 37" 18,6"" W 053° 51" 35,6.

A coleta ocorreu com auxilio da Profa. Dra. Liliana Essi do laboratério de Taxonomia
do Departamento de Biologia da UFSM. Foi coletado um exemplar como testemunho da coleta
“voucher”, o qual foi depositado no herbario SMDB (Jardim Botanico da Universidade Federal
de Santa Maria) sob o nimero de registo 17547. Também realizamos o cadastro no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) sob registro A24F71F.

As amostras destinadas a analise foram secas em estufa a 40°C até massa constante.
Posteriormente a secagem, as amostras foram moidas em moinho de facas (Marconi, SP, Brasil)
e mantidas a -12 °C ao abrigo da luz.

3.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

O procedimento de preparacdo dos extratos vegetais foi realizado no Laboratério Biotec

Factory- Departamento de Engenharia Quimica da UFSM.

3.2.1 Extragdo com sonda de ultrassom

Foi utilizado um reator revestido (250 mL de capacidade) conectado a um banho de
agua termostatico (precisao de temperatura de £ 1,0 °C) para o controle da temperatura e um
processador de ultrassom de alta intensidade de 24 kHz (Hielscher, modelo UP 400S). O
ultrassom estava equipado com uma sonda de titanio de 22 mm (Modelo H22 Tip 22) e
intensidade maxima de 300 W.cm™,

As extragbes foram realizadas conforme metodologia descrita por Dal Pra e
colaboradores (2017). A sonda ultrassénica foi colocada no centro do reator contendo 10 g de
planta moida e 100 mL de etanol Panreac (Castellar del Valles, Spain). Posteriormente, a
temperatura de circulacdo de agua foi ajustada para 20 £ 2 °C. Todas as extracOes foram
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realizadas por 2 h em intensidade do ultrassom 120 W.cm™ e ciclo de pulso 0,46. O extrato
obtido dessa extracdo foi submetido posteriormente a extracdo em fase solida anteriormente a

analise cromatografica (UPLC-MS).

3.2.1.1 Preparo da amostra por extracdo em fase sélida

O extrato liquido final obtido foi submetido a uma etapa de clean-up utilizando SPE. O
procedimento foi realizado conforme descrito por Faccin e colaboradores (2016), dessa forma,
um volume de 3 mL de extrato foram diluidos em 12 mL &gua ultrapura (1:4). Posteriormente,
acido acético foi adicionado até uma proporcdo final de 0,1% (v/v), um volume de
aproximadamente 15 L.

Cartuchos do tipo Strata C18E, 500 mg, 3 mL (Phenomenex, Torrance, EUA), foram
condicionados com 6 mL de uma solugdo metanol/acido acético 0,2% (1:1; v/v) e entdo
equilibrados com 6 mL de uma solucéo de &cido acético 0,1% (v/v) em agua. Um volume fixo
de 2 mL dos extratos obtidos com composicdo etanol/agua/acido acético (20:80:0,1; v/v) foi
percolado a uma vazéo de 2 mL/min, sendo seguido por uma lavagem com 2 mL da solucdo de
acido acético 0,1% (v/v). Por ultimo, os analitos retidos foram eluidos com 2 mL de metanol.
Antes da analise cromatografica, o eluato obtido pelo procedimento de SPE foi diluido a 0,5

g/L com uma solucdo de metanol/acido acético 0,1% (1:1; v/v).

3.2.2 Extragdo com COz supercritico

A unidade experimental consiste de um cilindro de CO2 (White & Martins com 99,9%
de pureza), dois banhos termostaticos (Quimis), uma bomba de alta pressao (ISCO 500 D), um
extrator encamisado com volume interno aproximado de 100 mL, um tubo coletor de vidro,
uma valvula micrométrica e um transdutor absoluto de pressdo (Smar LD 301) equipado com
um programador portatil (Smar, HT 201), como mostra figura 4.

As extracdes foram realizadas utilizando metodologia conforme Dal Pré e colaboradores
(2013), empregando aproximadamente 25 gramas de amostra moida. O solvente (CO2) foi
bombeado para o leito, sustentado por dois discos de arame de 300 malhas nas duas
extremidades e mantido em contato com a matriz herbacea por pelo menos 60 minutos para
permitir a estabilizacdo do sistema. As extracdes foram realizadas em presséo constante,

temperatura e fluxo de CO2 de 25 Mpa, 60 ° C e 2 g/min, respectivamente, por 3 h. Os extratos
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foram coletados em tubos de ensaio, abrindo a valvula micrométrica localizada na saida do
extrator.

Figura 4 - Esquema da extracao supercritica

(A = cilindro de CO», B = bomba de alta pressao, C = extrator, D = valvula de expanséo e E = tubo coletor).
Fonte: Mossi, 2003.

3.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS

3.3.1 Metodologia analitica para compostos polares empregando UPLC-MS

As analises ocorreram baseadas na metodologia de Faccin e colaboradores (2016), com
algumas modificag¢fes no Centro de Pesquisa e Anélise de Residuos e Contaminantes da UFSM
em parceria com a Profa. lonara Regina Pizzutti. O sistema UPLC-MS utilizado consisti em
um ACQUITY UPLC acoplado a um espectrometro de massas XEVO TQ-S (triplo quadrupolo)
(Waters, Milford, EUA). As separacfes cromatograficas foram realizadas utilizando uma
coluna ACQUITY UPLC BEH Cis (2,1 mm x 100 mm, tamanho de particula de 1,7 pum),
mantida sob aquecimento a 40 °C.
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O método emprega uma eluicdo por gradiente, contendo &cido acético 0,1% (A) e
acetonitrila (B), a uma vazao constante de 800 pLL/min, de acordo com as seguintes condicdes:
8,0% B (0,00-0,10 min); 8,0-25,8% B (0,10-3,45 min); 25,8-54,0% B (3,45-6,90 min); 54,0-
100,0% B (6,90-7,00 min); 100,0% B (7,00-9,00 min) e volume de injecdo de 5 pL. O
espectrometro de massas foi operado em modo de ionizagdo eletro spray negativo (ESI, do
inglés electrospray ionization).

Os parametros para ESI foram: vaz&o de gas (N2) de 11 L/min; pressdo do nebulizador
igual a 30 psi; voltagem do capilar igual a £2,4kV e temperatura do gas de secagem igual a 250
°C. Os compostos de interesse foram analisados no espectrometro de massas operando por
monitoramento de reacdo mdltipla (MRM, do inglés multiple reaction monitoring). A
quantificacdo foi realizada através método de padronizacdo externa pelos dados obtidos das
curvas analiticas. Os dados adquiridos foram analisados pelo Software MassLynx Mass

Spectrometry Software - Waters versao 4.1.

3.3.1.1 Reagentes e solucdes

Os padrdes analiticos empregados na metodologia em questdo foram: (+) - catequina,
3,6-dihidroxiflamona, 4-hidroxicumomarina, 6-hidroxicumarina, apigenina, &cido clorogénico,
crisina, fisetina, galangina, acido galico, canferol, luteolina, miricetina, acido p-cumarico,
quercetina, quercitrina, resveratrol, acido rosmarinico, rutina, acido trans-cindmico, acido
vanilico, obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), &cido cafeico e fertlico Fluka Analytical
(Buchs, Suica). Todos os padrdes de grau analitico com um minimo de 95% de pureza. Foram
preparados a 1g/L em metanol (grau LC/MS) obtido de Merck (Germany).

Os constituintes da fase mdvel acetonitrila (grau LC/MS) obtido de Merck (Germany) e
acido acético obtido de J. T. Baker (Deventer, Netherlands), a &gua ultrapura obtida do sistema
Milli-Q Synergy UV (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). A &gua acidificada com &cido

acetico foi preparada a uma concentracdo de 0,1% (v /v) em baldo volumétrico.

3.3.2 Metodologia analitica para compostos ndo polares empregando GC-MS

As analises de GC-MS foram realizadas conforme metodologia descrita por Karthika e
colaboradores (2016). Tendo em vista 0 emprego deste método para Ruellia patula, optou-se
por aplica-lo na espécie deste trabalho, em razdo de pertencerem ao mesmo género. Os

experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Manejo Integrado de Pragas, Departamento


http://www.waters.com/waters/pt_BR/MassLynx-Mass-Spectrometry-Software-/nav.htm?cid=513164
http://www.waters.com/waters/pt_BR/MassLynx-Mass-Spectrometry-Software-/nav.htm?cid=513164
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de Defesa Fitossanitaria da UFSM em parceria com Prof. Marcio Antonio Mazutti.

O extrato obtido da extragdo com CO> supercritico foi analisado em cromatdgrafo GC-
MS-2010 (Shimadzu) equipado com uma coluna capilar ndo polar RTX-5MS (Restek) (30m x
0,25 mm x 0,25 um) composta de 5% de difenil e 95% de dimetil polisiloxano.

Para deteccdo por GC-MS, um sistema de ionizacdo eletronica (EI) com energia
ionizante de 70 eV foi usado. Empregou-se gas Helio (99,999%) como transportador a taxa de
fluxo de gas constante de 1 mL/min ¢ um volume de injegdo de 2 pL; Temperatura do injetor
250 °C; temperatura da fonte de ions 280 °C. A temperatura do forno foi programada a partir
de 110 °C (isotérmico por 2 minutos) com um aumento de 10°C por minutos a 200 °C, depois
5 °C por minuto até 280 °C, terminando com 9 minutos isotérmico a 280 °C. Os espectros de
massa foram realizados a 70 eV, um intervalo de varredura de 0,5 segundos e fragmentos de 45
a 450 kDa. O tempo total da corrida cromatografica foi de 36 minutos (KARTHIKA et al.,
2016).

A identificacdo de componentes individuais foi feita usando seus indices de relativos de
retencdo com os Registros Wiley de Dados Espectrais de Massa (Palisade Corporation,
Newfield, NY).

3.4 ENSAIOS IN VITRO

3.4.1 Determinacdo da Atividade Antirradicalar

3.4.1.1 Método do radical DPPH

Os ensaios antioxidantes frente ao DPPH foram realizados em microplacas baseados na
metodologia de Choi e colaboradores (2002). Ocorreu no Laboratério de Manejo Integrado de
Pragas, Departamento de Defesa Fitossanitaria em parceria com Prof. Marcio Antonio Mazutti.

Para os extratos EAU-EtOH e SFE-CO; e para o padrdo de &cido ascérbico foram
preparadas 6 concentracGes compreendidas entre 62,5-1,90 pug/mL (EAU-EtOH), 500-31,25
pg/mL (SFE-CO») e 15,62-0,98 pg/mL (&cido ascérbico) através de diluicdes seriadas em
solvente etanol. Solugdo de DPPH foi preparado em etanol a 0,3 mM.

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada da seguinte forma: 214,3 pL da
amostra foram adicionadas a 85,7 pL da solucdo de DPPH. Paralelamente, foi conduzido um

branco para cada amostra contendo 214,3 puL da amostra e 85,7 uL de etanol. O controle
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compreendeu 214,3 pL de etanol e 85,7 pL de DPPH. Todos foram preparados em triplicata de
cada concentracdo. Ap6s 30 minutos de reagdo sob abrigo da luz as absorvancias foram medidas
em leitor de microplacas - Microplate reader (Hidex Sense) em 518 nm. A porcentagem da

atividade antioxidante frente ao radical DPPH foi calculada conforme equacéo:

%=100 - [(Abs amostra - Abs branco)] x100/Abs controle]

A concentracdo inibitoria I1Cso foi calculada atraves da regresséo linear, onde a abscissa
representou a concentracdo de planta testada e ordenada a porcentagem de inibig&o obtida.
Comparou-se a ICso do &cido ascorbico a ICso dos extratos. O DPPH e &cido ascorbico foram
obtidos de Sigma-Aldrich (St.Louis, USA).

3.4.2 Avaliacdo da Citotoxicidade e Genotoxicidade

Os ensaios de citogenotoxicidade foram realizados no Laboratorio de Genética e Cultura
Celular da Universidade Franciscana (UFN), através da parceria com a Profa. Michele Rorato
Sagrillo. Para testar os efeitos citotdxicos e genotdxicos dos extratos sobre a viabilidade celular
e danos no DNA, um protocolo experimental conforme descrito por Wilms e colaboradores
(2005), em PBMC foi aplicado.

3.4.2.1 Obtencdo de células sanguineas

Amostras de sangue periférico foram obtidas através do descarte do Laboratdrio de
Andlises Clinicas da Universidade Franciscana, ap6s aprovacdo no Comité de Etica (CAAE:
31211214.4.0000.5306) com auséncia de identificacdo. As amostras foram obtidas por puncéo
venosa utilizando tubos com heparina do tipo Vacutainer®.

3.4.2.2 Separacao dos linfdcitos e tratamentos

As separacdes de PBMC ocorreram por gradiente de densidade (Histopaque®-1077)
por centrifugacéo, e a concentragdo de 2x10° células/mL foi obtida pela contagem em uma
camara de Neubauer com 0,4% de azul de tripano. As células foram tratadas com extratos SFE-
CO. e EAU-EtOH de Ruellia angustiflora nas concentragfes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25
ug/mL e 62,5; 31,25; 15,6; 7,8; 1,9 ug/mL, respectivamente. Utilizou-se 0 meio de cultura
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contendo as células como controle negativo e utilizou-se células, meio de cultura adicionando

100 mM de peroxido de hidrogenio como controle positivo.

3.4.2.3 Avaliacao da viabilidade celular por MTT

O experimento foi realizado em placas de 96 pocos contendo os tratamentos, células
na concentragdo 2 x 10° células/mL e RPMI meio de cultura (suplementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% antibiotico). Apos incubacdo por 24 h (37 °C e 5% de CO»), 20 uL. de MTT
foi adicionado a cada pogo e armazenado em estufa por um periodo adicional 4 h. Apés a
incubacdo, 200 puL do sobrenadante foram removidos e 200 uL. de dimetilsulféxido (DMSO)
foram adicionados e os resultados quantificados colorimetricamente por espectrofotometria
UV-Vis em comprimento de onda de 570 nm. O controle negativo do experimento foi composto
por células e meio de cultura, e o controle positivo pelas células, meio de cultura e perdxido
hidrogénio (10 uM). O experimento foi realizado em triplicata. O valor de absorbancia é
proporcional ao nimero de células viaveis em comparagdo ao controle negativo (MOSMANN,
1983; DENIZOT; LANG, 1986).

3.4.2.4 Ensaio cometa

O teste do cometa foi realizado conforme Singh e colaboradores (1988), modificado
por Garcia e colaboradores (2004). Em uma lamina de vidro previamente coberta com uma
camada de agarose a 1,5%, as células mononucleares contendo os tratamentos foram suspensas
em agarose de baixo ponto de fusdo cobertos por uma laminula. O material é entdo imerso em
solucdo de lise (89 mL de solucdo de lise para 10 mL de DMSO e 1 mL de Triton X-100) para
a remocdo das membranas celulares e do citoplasma. Subsequentemente, as laminas sdo
incubadas em tampdo de eletroforese alcalina pH 13 (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM em &gua
destilada) e sujeitas a eletroforese durante cerca de 30 min a 25V e 300 mA. Em seguida, foram
realizados 0s processos de neutralizagdo (tampdo neutralizante pH 7,5), fixacdo (&cido
tricloroacético a 15%) e coloragdo (laranja acridina), para que o material genético pudesse ser

analisado. As células foram analisadas em um microscopio optico (Olympus CX31).
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3.4.2.5 Anélise Estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente no programa Graphpad Prism versédo
5.0 e os dados expressos com media + desvio padrdo (DP). Os experimentos foram conduzidos
em triplicata e os tratamentos foram comparados por ANOVA de 1 via seguido de post hoc de
Dunnett. Os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.4.3 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

3.4.3.1 Atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusdo, microdiluicdo em caldo e curva

de tempo de morte

Os ensaios de disco-difusdo, microdilui¢do e curva de morte foram realizados baseados
nas metodologias descritas por Alves e colaboradores (2016) e Jobim e colaboradores (2014),
sendo realizados através da parceria com Prof. Robert Christ Vianna Santos no Laboratério
Microbiologia Oral da UFSM.

3.4.3.1.1 Micro-organismos

No estudo estirpes de padrdes bacterianos e fldngicos (American Type Culture
Collection — ATCC) e isolados clinicos foram utilizados. Escherichia coli (ATCC 35218),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Aeromonas
caviae (isolado clinico-IC), Pseudomonas aeroginosa (PA01) e Candida albicans (ATCC
24433).

3.4.3.1.2 Preparo do inéculo

Os tamanhos dos in6culos bacterianos foram padronizados de acordo com as diretrizes
do CLSI (2008). Isoladas as col6nias foram cultivadas durante 18-24 h em Mueller-Hinton Agar
(Himedia) e a suspensao foi preparada numa solucdo salina (NaCl 0,85%) com densidade
ajustada para 0,5 no McFarland escala (1,5 x 108 CFU/mL).


https://www.google.com.br/search?q=escherichia+coli&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjrpJiW1OvWAhXDFpAKHSy3B-kQvwUIJCgA
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3.4.3.1.3 Método de Difusdo: Disco-difusdo

O ensaio de disco difusdo foi realizado como teste de screening para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana. Utilizando um swab estéril, a suspensdo do inoculo equivalente a 0,5
na escala de Mac Farland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL), foi distribuida uniformemente
sobre a superficie do agar Mueller-Hinton (Himedia). Em seguida foram dispostos os discos de
papel de 6 mm impregnados com 15 pL dos extratos (EAU-EtOH e SFE-CO.) na concentragao
de 130 mg/mL. Concomitantemente foi realizado um controle com dimetilsulféxido (DMSO,
Vetec Quimica Fina Ltda), o diluente do extrato. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata. Finalmente, as placas foram levadas a estufa e incubadas a 37 °C por 24 h. Apés a
incubacéo, foi verificado se houve ou ndo o crescimento do halo de inibicdo. A partir dos
resultados obtidos foi realizada a determinacao da concentracéo inibitéria minima para o extrato

que apresentou inibicdo microbiana.

3.4.3.1.4 Microdiluicdo em Caldo - Concentracdo Inibitéria Minima (MIC)

A concentracdo inibitéria minima do extrato (EAU-EtOH) foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo com microplacas de 96 pogos utilizando meio de cultura caldo Mueller-
Hinton (Himedia). Os testes foram conduzidos frente a Acinetobacter baumannii (ATCC
19606) e Aeromonas caviae (isolado clinico-IC). O indculo foi ajustado a 0,5 na escala de Mac
Farland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). O DMSO foi utilizado como diluente do
extrato.

O extrato na concentracdo inicial de 130 mg/mL foi misturado com o indculo e
posteriormente foram realizadas diluicfes em série até a determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (4,4 mg/mL). O ensaio foi realizado em triplicata. Como controle negativo
foi utilizado o meio de cultura e como controle positivo, meio de cultura mais o inoculo. As
placas foram incubadas a 37 °C e a concentra¢do inibitdria minima foi registrada ap6s 24 horas
de incubacdo, quando aplicou-se a substancia indicadora de crescimento microbiano (cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazélio). As MICs foram definidas como a menor concentracdo de extrato

gue inibe o crescimento bacteriano visivel.
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3.4.3.1.5 Curva de Tempo de Morte

O comportamento antimicrobiano do extrato (EAU-EtOH) foi investigado frente a
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) e Aeromonas caviae (isolado clinico-IC) através da
determinacdo da curva de tempo de morte. Os indculos foram preparados em tubos contendo
meio BHI até atingir 0,5 na escala de Mac Farland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL).
Posteriormente 0s micro-organismos foram expostos a concentracdes de 2 x MIC (8,8 mg/mL),
MIC (4,4 mg/mL) e 0,5 x MIC (2,2 mg/mL).

A cada tempo da curva um volume de 10 pL de cada indculo contendo os extratos foram
diluidas em solugdo salina (1:1000) a fim de se obter aproximadamente 1x10* UFC/mL e
posteriormente um volume de 10 pL foi retirado e semeado em placa com agar Muller-Hinton.
Os testes foram realizados em triplicata a 37 °C. Os tempos utilizados para construir a curva
foram 0, 6, 12 e 24 h. Como controle negativo foi utilizado o meio de cultura e como controle
positivo, meio de cultura mais o inéculo.

Apos incubagdo nos tempos determinados foram contados os ndmeros de col6nias. Os
resultados foram calculados em média e representados como Log UFC/mL versus tempo (h)

para cada ponto de tempo.

3.4.3.2 Atividade antimicrobiana pelo método de difuséo em agar: perfuracéo de pogo

As analises foram realizadas através de parceria com Prof. Camilo Amaro de Carvalho,
na Universidade federal de Vicosa (UFV).

3.4.3.2.1 Preparacdo da amostra

Para a realizacdo do ensaio os solventes foram evaporados e o residuo foi ressuspendido
em agua destilada esteril + tweem 80 para o0 extrato SFE-CO- e 4gua destilada estéril para o
extrato UAE-EtOH. Apds, foi realizada diluicdo seriada a partir da concentracdo 70 mg/mL
para obtencdo das dilui¢cdes 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 dos extratos SFE-CO, e UAE-EtOH.
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3.4.3.2.2 Micro-organismos e condicdes de cultura

Os micro-organismos utilizados para os testes antibacterianos foram estirpes de
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 33591, Staphylococcus
eppidermidis ATCC 35984, Salmonella tiphimurium ATCC 14028, Proteus vulgaris ATCC
13315, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Bacillus cereus ATCC 14579, Citrobacter
freundii ATCC 8090, Listeria innocua ATCC 33090, Shigella flexinerii ATCC 12022,
Moroxella cat. ATCC 25238, Escherichia coli ATCC 29214.

As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3-4 mL de meio Luria-
Bertani (LB) liquido e cresceram em estufa a 37 °C overnight. A partir de culturas, foram
preparadas suspensdes bacterianas, contendo 1 mL do inéculo de cada bactéria e 1 mL do
branco em tubos distintos, em solucdo salina NaCl 0,9% com turvacao equivalente a Escala de
McFarland 0,5 (1,5 x 108 células/mL), sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro UV-Vis
ajustado para o comprimento de onda de 600 nm.

3.4.3.2.3 Perfuracdo em poco

A atividade antibacteriana foi avaliada segundo a técnica de difusdo em &gar com
perfuracdo de pogco em meio Mueller-Hinton (Himedia®) (BAUER et al., 1966). As suspensdes
bacterianas sdo acrescidas de 20 mL de meio agar Mueller-Hinton e vertidas em placas de Petri.
Apos a solidificacdo, pocos de aproximadamente 6 mm de didametro e 3 mm de altura foram
feitos no &gar. Foram inoculados em cada orificio 15 pL dos extratos SFE-CO2 e UAE-EtOH
nas concentracdes mencionadas no item 3.4.3.2.1, DMSO (controle negativo), ampicilina 50
mg/mL (controle positivo) e cloranfenicol 30 pg/mL (controle positivo) para E. coli. As placas
foram colocadas em estufa de crescimento a 37 °C, overnight. Apés esse periodo, os halos de
inibicdo foram medidos em milimetros. O teste foi realizado em triplicata.

3.4.4 Avaliacdo da Atividade Nematicida

As andlises foram realizadas através de parceria com Prof. Camilo Amaro de Carvalho,
da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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3.4.4.1 Obtencéo e preparo do indculo de Meloidogyne javanica

O inoculo do nematdide utilizado nos ensaios foi obtido de raizes de tomate mantido em
casa de vegetacao. Os ovos foram extraidos pela técnica de Hussey e Berker (1973), modificada
por Boneti e Ferraz (1981). A suspensdo resultante foi calibrada com o uso de microscopio e
camara de Peters. Apos a extracdo dos ovos, montou-se uma cadmara de eclosdo obtendo-se

assim os juvenis (J2) que serdo usados nos testes.

3.4.4.2 Efeito da acdo dos extratos em larvas de segundo estagio de Meloidogyne javanica

Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos os solventes foram evaporados e o residuo foi
ressuspendido em agua destilada esteril + tweem 80 para o extrato SFE-CO; e agua destilada
estéril para o extrato UAE-EtOH. Apds, foi realizada dilui¢do seriada 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 a partir
da concentragdo 70 mg/mL dos extratos SFE-CO, e UAE-EtOH.

Em placas de Elisa previamente esterilizadas, foram adicionados 100 pL de cada extrato
e 100 pL de suspensdo contendo 30 juvenis em estagio 2 (J2) de Meloidogyne javanica. O
Tratamento testemunha foi realizado da mesma forma, usando agua destilada. Estas placas
foram incubadas a temperatura de 26 °C por até 48 h. Ao final do periodo de incubacdo, foram
avaliados os numeros de nematoides vivos em 48 h ap0s a exposi¢do aos extratos. A analise do
namero de juvenis foi quantificado sob Microscopio Optico Olympus CX41 com a camara

acoplada (20 x).
3.4.4.3 Anélise Estatistica

Os dados foram expressos como média £ DP de quatro repetices e analisados por
andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Valores em (p<0,05)
foram considerados estatisticamente significativos. Foi utilizado o programa estatistico
SigmaPlot versdo 14.0.

3.4.5 Avaliacéo Atividade anti-Trypanosoma evansi

As analises foram realizadas no Laboratorio de Parasitologia Veterinaria da UFSM em

parceria com a Profa. Silvia Gonzales Monteiro.
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3.4.5.1 Trypanosoma evansi isolamento e ensaio

O teste foi realizado seguindo a metodologia de Baldissera e colaboradores (2013). Os
protozoarios da espécie T. evansi, utilizados no teste, foram originados de um cédo naturalmente
infectado, os quais foram mantidos através de criopreservacdo em nitrogéncio liquido em
condicBes de laboratério. Para a realizacdo do experimento, ratos foram experimentalmente
infectados. Quando os ratos apresentaram alta parasitemia (1 x 107 tripanossomas/uL), foram
anestesiados com isofluorano em camara anestésica para coleta de sangue através de puncao
cardiaca. As amostras de sangue foram armazenadas em tubos contendo EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético 10%). Para a separacdo dos tripanossomas, foram utilizados 200
uL de sangue ¢ 200 pL de meio de cultura (diluido v/v) e centrifugado a 400 rpm, 21 °C durante
10 min. O sobrenadante foi removido e os tripanossomas foram contados em camara de
Neubauer.

O meio de cultura de T. evansi foi adaptado de Baltz e colaboradores (1985) usando
meio essencial minimo (MEM) sem glutamina (0,376 g), glutamina (0,016 g), bicarbonato de
sodio (0,088 g), glicose (0,04 g), HEPES sem sodio (0,238 g), solucdo aminoacido ndo essencial
(200 pL), penicilina (1596 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Os ingredientes foram
dissolvidos e homogeneizados em 30 mL de agua com pH ajustado para 7,1 usando NaOH.
Em seguida, foi preenchida com agua ultrapura até um volume de 42 mL e a osmolaridade foi
verificada (0,30). O meio de cultura foi entéo esterilizado por filtracdo (0,22 pum) e armazenado
na geladeira. No dia do teste, 10 mL foram separados em tubo falcon e adicionando 1 puL/mL
de hipoxantina 50 mM (dissolvida em NaOH 0,1 M) e 2 pL/mL de 2-mercaptoetanol 1,2 mM.
Subsequentemente, o0 meio de cultura foi equilibrado por 2 h (37 °C com 5% de COy).

O meio de cultura com os parasitos foi distribuido em placas de microtitulacdo (270
uL/pogo), seguido da adi¢do de 5 uL dos extratos obtidos por SFE-CO2 e UAE-EtOH de Ruellia
angustiflora (diluidos em DMSO) nas concentra¢6es de 500 pg/mL, 125 pg/mL e 31,25 pg/mL
e 62,5 pg/mL, 15,6 pg/mL, 1,9 pug/mL, respectivamente. Dois controles negativos (DMSO e
meio de cultura + tripanosoma) também foram realizados, no mesmo volume (5 pL). Os testes
foram realizados simultaneamente em triplicata e os parasitos foram contados em camara de
Neubauer (BALTZ et al., 1985) 1, 3, 6 e 9 h ap0s o inicio do teste.
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3.4.5.2 Analise dos dados

Todos as analises foram realizadas em triplicata. Os dados foram expressos como

média + DP.

3.5 ENSAIOS IN VIVO

Os experimentos em modelo animal foram realizados em parceria com Prof. Camilo
Amaro de Carvalho no Laboratério de Bioquimica do Departamento de Medicina e
Enfermagem da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

3.5.1 Avaliacdo da Atividade Cicatrizante dos extratos

Foram utilizados 24 camundongos (Balb C) machos, com 45 dias de idade, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa-MG. O nimero de animais foi definido
em funcdo das analises estatisticas. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de
polipropileno higienizadas diariamente em temperatura controlada (22-24 °C) e ciclo luz/escuro
de 12 horas. Ao longo do periodo experimental, os animais foram alimentados com racéo e
agua ad libitum. Durante os primeiros 15 dias os animais ficaram em processo de adaptacdo na
area experimental. Apds o experimento os animais foram eutanasiados seguindo as
recomendacdes do Comité de Etica em Experimentacdo animal da UFV sob numero
(CEUA/UFV, n° 597/2017), sendo as carcacas recolhidas pelo servico de biosseguranca da
Universidade Federal de Vicosa.

3.5.1.1 Incisdo Cirargica e Tratamentos dos animais

Ap6s a aprovacio do Projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Vicosa, as lesdes experimentais foram realizadas pelo método cirargico, anestesiando 0s
animais com cloridrato de xilazina na posologia de 8,0 mg/kg, associado ao cloridrato de
ketamina na posologia de 140 mg/kg, via intraperitoneal. Posteriormente, foi realizado o
processo de tricotomizag&o e antissepsia com clorexidine a 2%. Com um bisturi circular de 6
mm foi realizada uma incisdo por meio de remocdo da pele da regido dorsal, segundo
metodologia proposta por Carvalho e colaboradores (2013). As feridas foram mantidas abertas,

sem nenhuma manipulacdo local, somente a aplicagdo dos tratamentos. Os tratamentos foram
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divididos em trés grupos: tratamento SFE-CO. (n=7), tratamento UAE-EtOH (n=7) e
tratamento controle positivo (n=10) onde foi utilizado sulfadiazina de prata (Sulf). Durante o
periodo de aclimatacdo houve a perda de um animal do tratamento apolar. Os extratos vegetais
foram avaliados na concentragdo 70 mg/mL, ja o controle positivo sulfadiazina de prata a 1%.

No primeiro dia experimental, uma inciséo cirurgica com auxilio de bisturi circular (6
mm) de didmetro foi realizada no dorso dos animais. O fragmento retirado foi denominado de
Tempo “0”, controle. Posteriormente, foram coletadas amostras das lesdes no 4° e 8° dia
experimental. Este periodo iniciou imediatamente apos a realizacdo da leséo, sendo a aplicacéo
dos tratamentos realizados uma vez por dia, durante todo o experimento, sendo aplicada a
mesma quantidade dos extratos UAE-EtOH e SFE-CO; aos grupos tratados e sulfadiazina de
prata para o grupo controle. O tempo experimental total foi de 8 dias, baseado em estudo prévio
(RIBEIRO, 2018).

3.5.1.2 Avaliacéo das feridas

Diariamente, por meio de avaliacdo visual, as lesdes foram avaliadas, observando-se as
possiveis alteracfes clinicas quantitativas e qualitativas como: sinais de inflamacdo, halo
eritematoso, tempo de epitelizacdo e tempo de cicatrizacdo. Durante todo o periodo
experimental, as lesbes ndo apresentaram sinais macroscopicos de infeccdo nos grupos
analisados.

A mensuracdo da area da ferida foi realizada com paquimetro manual, em duas direcdes:
0 maior comprimento e a maior largura, mensurados no 1°, 4° e 8° dias apds confeccdo das

feridas.

3.5.1.3 Coleta e Processamento histoldgico do material

No 4° e 8° dia de tratamento, 3 animais de cada grupo foram eutanasiados, e uma inciséo
cirurgica com auxilio de bisturi circular (6 mm) realizada para a retirada do fragmento tecidual
destinado a analise histopatoldgica. Os fragmentos da pele foram coletados de cada animal e
fixados em paraformaldeido a 4% por 24 h e depois colocados em alcool 70% até a confecgéo
das laminas histolégicas. Em seguida, foram realizados procedimentos para inclusdo em
parafina seguindo as etapas: desidratacdo usando etanol crescente (70% a 100%) e transferidos

para o xilol para a diafanizacdo utilizando-se procedimento convencional. Foram obtidos cortes
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de 5 micrémetros utilizando o micrétomo rotativo, que posteriormente foram corados com
picrosirus (que tem a finalidade para diferenciacdo das fibras colagenas do tipo I e 111 sob luz
polarizada) e hematoxilina-eosina (HE) para avaliacdo de fibroblasto, vascularizacédo e células

inflamatorias.

3.5.1.4 Avaliacdo histopatologica e histomorfometrica do processo de cicatrizagdo

Para realizar contagem de celulas que compde o processo inflamatorio e os fibroblastos,
foi realizada a coloracéo de HE (Eosina-Hematoxilina). As imagens histoldgicas destas Iaminas
foram obtidas usando uma cémera digital que € acoplada ao microscopio Optico. Foram
fotografados 10 campos por ldamina com objetiva de 20X, resultando na éarea total tecidual
submetida a andlise estereoldgica de 7,2 x 10° um?. Para esta andlise, uma area quadriculada
composta por 300 pontos na area teste usada como padréo (AT) de 1,2 x 10° um? foi sobreposta
a cada imagem (VIEIRA et al., 2015).

Para a andlise das fibras de coladgenos usou-se a coloracdo de Picrosirius, que analisa
qualitativamente as fibras colagenas presentes no tecido conjuntivo. Essa coloracdo permite
diferenciar principalmente das fibras tipo | e tipo Ill, uma vez que ao serem visualizadas ao
microscopio com luz polarizada, as fibras colagenas tipo | que sdo mais espessas, Sdo
visualizadas nas cores vermelho e amarelo em tonalidades brilhantes, e as fibras mais delicadas,
frageis, imaturas que sdo o colageno tipo Ill, sdo visualizadas nas cores verdes brilhantes
(VIEIRA et al., 2015). A anélise estereoldgica foi realizada utilizando o software especializado

Image-Pro Plus® (Media Cybernetics).

3.5.1.5 Analise Estatistica

Todos 0s dados sdo expressos como média + (DP). As analises foram realizadas por
ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey usando o software estatistico GraphPad Prism
5.01 (GraphPad Software, Inc, CA, EUA). Valores em p <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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3.6 FLUXOGRAMA ESQUEMATICO DOS PROCEDIMENTOS ENVOLVIDOS NESSE
TRABALHO

Para facilitar a compreensdo das etapas realizadas, foi confeccionado um esquema
(Figura 5) que resume os principais procedimentos envolvidos nesse trabalho.
Figura 5 - Fluxograma esquematico dos principais procedimentos envolvidos nesse trabalho

Ruellia angustiflora

EXTRAGCAO CO, SUPERCRITICO EXTRACAO SONDA DE ULTRASSOM
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ATIVIDADE ANTI-TRYPANOSOMA

ATIVIDADE CICATRIZANTE
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE CROMATOGRAFICA POR UPLC-MS

O extrato polar obtido da extragdo com sonda de ultrassom (UAE-EtOH) item 3.2.1 foi
analisado por UPLC-MS, conforme o método descrito no item 3.3.1, de acordo com 0s
parametros apresentados na tabela 1 onde encontram-se os dados curva analitica, coeficiente de

correlacdo, tempo de retencdo, razdo massa-carga, limite de deteccédo e limite de quantificagéo.



Tabela 1- Parametros do método analitico empregando UPLC-MS.

Composto Fendlico Equacédo da curva analitica r? tr (mMin) m/z LD LQ
(ng/mL) (ng/mL)

Acido Galico y=7,70x + 5,90 0,9611 0,95 169>125 7,0 23,5
Acido Clorogénico y=36,00x + 551,10 0,9927 1,39 353>191 2,9 9,8
Catequina y=137,30x + 300,20 0,9980 1,49 289>295 3,0 10,2
Acido Cafeico y=751,24x — 17749,10 0,9611 1,77 179>135 0,3 1,0
Acido Vanilico y=1210,30x — 12051,90 0,9858 1,83 167>152 0,3 0,9
Rutina y=1193,70x — 23522,70 0,9751 2,19 609>300 0,1 11
Acido p-cumarico y=4429,02x — 466111,70 0,9849 2,29 163>119 0,1 0,2
6-Hidroxicumarina y=1593,80x — 9237,20 0,9920 2,37 161>133 0,1 1,1
Acido Ferdlico y=2432,19x — 28111,50 0,9848 2,49 193>134 0,3 0,4
Quercitrina y=3359,60x — 24731,80 0,9926 2,60 447>301 0,1 0,4
Acido Rosmarinico y=49,40x + 686,90 0,9996 2,67 359>181 1,0 3,2
Miricetina y=64,30x + 399,50 0,8843 2,90 317>179 0,8 2,8
Fisetina y=660,60x — 5642,90 0,9853 2,93 285>135 0,7 2,2
4- Hidroxicumarina y=4495,70x + 59729,50 0,9907 3,12 161>117 0,1 0,2
Resveratrol y=1181,10x — 20039,60 0,9856 3,20 227>143 0,2 0,5
Acido trans-cindmico  y=925,20x + 7442,50 0,9909 3,47 147>103 0,1 0,3
Luteolina y=2103,30x + 583,60 0,9993 3,51 285>133 0,2 0,5
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Quercitina
Apigenina

Canferol

3,6 Dihidroxiflavona
Crisina

Galangina

y=597,70x + 2261,30
y=1764,00x + 3824,40
y=277,90x —2072,70
y=1091,10x + 1700,20
y=1338,00x + 22818,90
y=698,50x + 111059,00

0,9923
0,9978
0,9972
0,9945
0,9644
0,9647

3,56
4,05
4,17
5,19
5,33
5,49

301>179
259>117
285>151
253>197
253>143
259>169

0,5
0,1
0,3
0,1
0,03
0,1

1,6
0,3
1,1
0,4
0,1
0,3

tr: tempo de retencdo, r?: coeficiente de correlagdo, m/z: razdo massa-carga, LD: Limite de detecgdo, LQ: Limite de Quantificagio

Fonte: Autor.
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Os compostos determinados (identificados e quantificados) por UPLC-MS encontram-

se na tabela 2, na qual estdo descritas as concentracdes = desvio padrdo e concentragoes

relativas. Os cromatogramas relativos as analises por UPLC-MS encontram-se no apéndice A.

As estruturas quimicas dos compostos determinados encontram-se no anexo A.

Tabela 2 - Constituintes fenolicos determinados por UPLC-MS em Ruellia angustiflora no

extrato UAE-EtOH

Composto Fenolico

Concentracéao (1g/g)

Concentracao Relativa %

Rutina

Acido Cafeico
Acido Vanilico
Acido p-Cumarico
Acido Ferulico
Canferol
Apigenina
Quercitrina
Luteolina
6-Hidroxicumarina
Resveratrol
Quercetina
Miricetina
Galangina

Fisetina

Crisina

Catequina

Acido trans-cinamico
Acido Rosmarinico
Acido Galico
Acido Clorogénico

4-Hidroxicumarina

3,6-Dihidroxiflavona

3,97+1,90
2,74+1,56
1,71+0,43
1,57+0,40
1,55+0,44
0,93+0,15
0,90+0,27
0,85+0,15
0,52+0,20
0,37+0,29
0,22+0,08
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD

25,8
17,8
111
10,2
10,1
6,0
5,8
5,5
3,4
2,4
1,4

< LD: menor que limite de deteccéo
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Estudos da andlise fitoquimica realizados por Ramadevi e colaboradores (2016) e
Karthika e colaboradores (2016) confirmam a presenca de fendis e flavonoides no extrato
etanolico das folhas de R. patula. Segundo Samy e colaboradores (2015), apigenina foi descrito
em R. prostata Poir.; acido vanilico como constituinte de R. tuberosa; acido p-cumario foi
encontrado em R. brittoniana Leonard e apigenina e luteolina presentes em R. rosea (Nees)
Hemsl. Esses achados envolvendo outras espécies de Ruellia apoiam os resultados obtidos
UPLC-MS para R. angustiflora.

As classes dos compostos determinados por UPLC-MS na amostra de Ruellia
angustiflora séo reconhecidos por inimeras propriedades medicinais apresentadas no item 2.4
e tabela 3. A tabela 3 apresenta um panorama das possiveis atividades farmacoldgicas

encontradas na literatura para esses constituintes.



Tabela 3 — Possiveis atividades farmacoldgicas dos compostos determinados por UPLC-MS.

Polifenois/Flavonoides/Cumarina Atividade Farmacoldgica

Rutina

Acido Cafeico

Acido Vanilico

Acido p-cumario

Anti-inflamat6rio (COUTINHO et al., 2009; GANESHPURKAR; SALUJA, 2017; GULLON et al.,
2017; SILVA et al., 2019);

Antidiabético (BABU et al., 2013; GULLON et al., 2017);

Cicatrizante (ALMEIDA et al., 2012);

Antimicrobiana, anticancer, antialérgico (GULLON et al., 2017; SILVA et al., 2019);

Antioxidante (SIMOES et al., 2004; SILVA; JORGE, 2011; MARKOVIC et al., 2016; SARDI et
al., 2016 ; SPAGNOL et al., 2019);

Antibacteriano (STOJKOVIC et al., 2013; SARDI et al., 2016; SPAGNOL et al., 2019);
Antiparasitario (nematicida) (OHRI; PANNU, 2010);

Anti-inflamatério (SARDI et al., 2016);

Neuroprotetor (AKOMOLAFE et al., 2017);

Inibig&o da carcinogénese e inflamacdo, antinociceptivo (YRBAS et al., 2015);
Neuroprotetor, hepatoprotetor, antimicrobiano, antioxidante (SINDHU et al., 2015; VINOTHIYA,

ASHOKKUMAR, 2017);

Antibacteriano (STOJKOVIC et al., 2013; OJHA; PATIL, 2019):
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Acido Ferulico

Canferol

Apigenina

Antioxidante (STOJKOVIC et al., 2013; SHARMA et al., 2017; KIM et al., 2017);
Anti-inflamatdrio, anti-ulcerogénico, anti-mutagénico (SHARMA et al., 2017);

Anti-inflamatério, anticancinogénico, hepatoprotetor, neuroprotetor (SRINIVASAN; SUDHEER;
VENUGOPAL, 2007; GHOSH et al., 2017);

Antimicrobiano (BORGES et al., 2013; WANG et al., 2017);

Antiparasitario (nematicida) (OHRI; PANNU, 2010);

Antidiabético, antioxidante (SRINIVASAN; SUDHEER; VENUGOPAL, 2007; GHOSH et al.,
2017; NANKAR et al., 2017);

Prevencéo e tratamento de doencas inflamatorias, dor, diabetes, infe¢des (CALDERON-MONTANO,
2011; SHARMA et al., 2019; SHARMA et al., 2020);

Neuroprotetor, inibi a oxidagdo (WU et al., 2017);

Anti-inflamatério (DEVI et al., 2015);

Antidiabético (BABU et al., 2013);

Neuroprotetor (NABAVI et al., 2018);

Antioxidante (NABAVI et al., 2018; SALMANI et al 2017; TELANGE et al., 2017);
Anticarcinogénico (SALMANI et al., 2017; MADUNIC, 2018);

Antiprotozoario (tripanocida) (MAMADALIEVA et al., 2011);



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944711317301551

Quercitrina

Luteolina

6-Hidroxicumarina

Resveratrol

Antioxidante (BABUJANARTHANAM et al., 2011; CINCIN et al., 2014; LEE ; PARK, 2019);
Antidiabético (BABUJANARTHANAM et al., 2011, BABU et al., 2013);
Anticarcinogénico (CINCIN et al., 2014);

Anti-inflamatério (WANG et al., 2017);

Redutor tumoral (KAPOOR, 2013);

Antiprotozoario (tripanocida) (MAMADALIEVA et al., 2011);
Antioxidante e Neuroprotetor (KWON et al., 2017);

Citotoxico a agentes cancerigenos (MONTAGNER, 2007; REHMAN et al., 2014);

Antibacteriano (BROWN et al., 2009; BOSTANGHADIRI et al., 2017);
Antidiabético (OZTURK et al., 2017);

Anti-inflamatério (ANTUS et al., 2015);

Antiprotozoario (tripanocida) (VERA et al., 2016);

Antioxidante (X1A et al., 2017);

Fonte: Autor.
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X14007550#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332217327683#!
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4.2 ANALISE CROMATOGRAFICA POR GC-MS

O extrato ndo polar obtido da extragdo SFE-CO> item 3.2.2 foi analisado por GC-MS
de acordo com item 3.3.2, obtendo-se os resultados apresentados na tabela 4, onde estdo
representados 0os compostos com area superior a 1%, acompanhados do tempo de retencéo,
férmula molecular, peso molecular e porcentagem de area. O cromatograma relativo a analise
por GC-MS encontram-se no apéndice B. As estruturas quimicas dos compostos identificados

encontram-se no anexo B.

Tabela 4 - Dados obtidos por GC-MS

Pico tr Composto FM PM Area %
1 6,927  Acido Linolénico (éster metilico) CioHs,0, 292 42
2 12,12 Licoperseno CuoHes 546 11,9
3 13,81 y-tocoferol CasHas02 416 1,1
4 14,49 a-tocoferol CagHs002 430 10,3
5 14,95 Vitamina E (acetato) CsiHs203 472 1,2
6 15,57 Campesterol CosHagO 400 1,8
7 15,89 B-Estigmasterol CooH150 412 4,3
8 16,54 B-Sitosterol CogHs00 414 6,9
9 17,12 Metil comate A CazHs5204 500 1,4
10 17,71 Metil comate D Ca1Hs004 486 5,6

tr: tempo de retencdo, FM: formula molecular, PM: peso molecular g/mol

Fonte: Autor.

A avaliagéo do extrato metandlico das folhas de R. tuberosa por GC-MS determinou a
presenca de 27 fitocompostos dentre estes, éster metilico de &cido linolénico
(SENTHILKUMAR et al., 2013).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C19H32O2&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C40H66&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C28H48O2&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C29H50O2&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C28H48O&sort=mw&sort_dir=asc
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A andlise envolvendo GC-MS do extrato etandlico das folhas R. patula reportaram a
presenca de y-tocoferol dentre 17 compostos (KARTHIKA et al., 2016), ainda, Lakshmi e
colaboradores (2017) identificaram no extrato metanolico de R. patula a-tocoferol.

De acordo com Afzal e colaboradores (2015) e Samy e colaboradores (2015) a espécie
R. patula apresenta 3-sitosterol, estigmasterol e campesterol; R. tuberosa e R. prostata possuem
[3-sitosterol e estigmasterol. Esses achados véo ao encontro dos resultados obtidos nesse estudo
para R. angustiflora.

As classes dos compostos obtidos por GC-MS na amostra de Ruellia angustiflora séo
reconhecidos por inumeras atividades farmacoldgicas reportadas nos itens 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 2.8
e tabela 5. A tabela 5 apresenta uma revisdo bibliografica das atividades farmacoldgicas

encontradas na literatura para esses constituintes.
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Tabela 5 - Atividades farmacoldgicas dos compostos identificados por GC-MS.

Pico Composto Atividade Farmacoldgica
1 Acido Linolénico (éster metilico) Antibacteriano e antifungico (AGORAMOORTHY et al., 2007);
2 Licoperseno Antimicrobiano (MALAR et al., 2016);

Anti-inflamatério (WELLS et al., 2010; AZZl et al., 2018; ZHANG et al., 2019);

3 y-tocoferol
Antitumoral (AZZI et al., 2018);
Antioxidante (GUINAZ et al., 2009; WELLS etal., 2010; MULLAN et al., 2017 ; ZHANG et al.,
2019);

4 a-tocoferol Anti-inflamat6rio (WELLS et al., 2010; AZZI et al., 2018);
Antitumoral (AZZI et al., 2018);

5 Vitamina E (acetato) Antioxidante (TEO et al., 2010; YANG; MCCLEMENTS, 2013; ORSAVOVA et al., 2019);
Antibacteriano (CORTEZ,1998);
Antioxidante (SUHAJ, 2006; CHERIF, 2012);

6 Campesterol

Redutor do Colesterol (NORA et al., 2016);
Protetor cardiovascular (QUEIROZ et al., 2014);
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7

8

9

[-Estigmasterol

B-Sitosterol

Metil comate A

Antitumoral (LEE et al., 2012);

Gastroprotetor (QUILEZ et al., 2010);

Larvicida (GADE et al., 2017);

Antioxidante (SUHAJ, 2006; CHERIF, 2012);

Anti-inflamatério, inibicdo tumoral e anti-HIV (RAMAN et al., 2012);
Antiprotozoério (tripanocida) (AMINU et al., 2017);

Gastroprotetor (QUILEZ et al., 2010);

Analgésico, (SAEIDNIA et al., 2014);

Antimicrobiano (SANTOS; MORENO, 2004); Bacteriostatico (BURCOVA et al., 2018);
Antitumoral (LEE et al., 2012; LOMENICK et al., 2015);

Anti-inflamatério (SAEIDNIA et al., 2014; LOMENICK et al., 2015; RODRIGUES et al., 2017);
Antioxidante (CHERIF, 2012; PARVEZ et al., 2018);

Redutor do colesterol (NORA et al., 2016);

Antiprotozoério (tripanocida) (SAEIDNIA et al., 2014);

Protetor cardiovascular (QUEIROZ et al., 2014);

Antioxidante (LACERDA, 2011);
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10 Metil comate D

Antimicrobiano e anti-inflamatério (RAMAN et al., 2012);

Fonte: Autor.
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Observando o levantamento acerca dos compostos mencionados nas tabelas 3 e 5 nota-
se que estes constituintes podem conferir aos vegetais inumeras propriedades farmacolégicas.
Por isso, inicialmente ensaios in vitro foram realizados com R. angustiflora a fim de explorar
as potencialidades da espécie, ja que o0s extratos demostraram composi¢cdo quimica atraente do

ponto de vista quimico farmacéutico.

4.3 ATIVIDADE ANTIRRADICALAR FRENTE AO RADICAL DPPH

Os extratos UAE-EtOH e SFE-CO, foram avaliados frente ao radical DPPH conforme
item 3.4.1.1, afim de compreender a capacidade antioxidante. O mesmo ensaio foi realizado
com padrao de acido ascdrbico para comparacdo dos resultados. A tabela 6 apresenta os valores
obtidos, compreendendo a equacdo da reta, coeficiente de correlacdo, concentracdo inibitoria
de 50%.

Tabela 6 - Dados obtidos da atividade antirradicalar frente ao radical DPPH

DPPH Equacéo da reta r? I1Cso
(Mg/mL)

y =5,4233x + 6,7279 0,9977 7.98

Acido Ascorbico y = 5,7159x + 2,3081 0,9937 8,34

y =5,9689x — 0,2593 0,9879 8,33

y = 0,9428x + 24,979 0,9941 26,54

R. angustiflora UAE-EtOH y =1,054x + 24,125 0,991 26,55
y=0,8958x + 25,684 0,9802 27,14
y =0,1268x + 18,956 0,9689 244,83
R. angustiflora SFE-CO, y =0,1363x + 16,445 0,9793 246,18
y =0,1249x + 20,515 0,9964 236,07

r2: coeficiente de correlagdo, 1Cso: Concentragao inibitdria de 50%

Fonte: Autor.

A partir das concentragBes inibitdrias (ICsp) obtidas pode-se estimar o potencial

antioxidante dos extratos, pois esses valores representam a capacidade do extrato em inibir 50%
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da concentracdo inicial de DPPH. Com isso, quanto menor o valor de 1Cso maior a atividade
antioxidante (GODOI et al., 2011).

A figura 6 representa as concentrac6es inibitorias dos extratos necessarias para reduzir
em 50% a concentracdo de DPPH comparados ao padrdo antioxidante de &cido ascérbico com

seus respectivos desvio padrdo, demostrando assim a atividade antioxidante.

Figura 6 - Atividade antioxidante dos extratos frente ao radical DPPH
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Fonte: Autor.

Pode-se observar pela figura 6, que os extratos de R. angustiflora apresentaram
potenciais antioxidantes distintos.

Chothani e Mishra (2012) avaliaram a atividade antirradicalar frente ao DPPH de
diferentes extratos da raiz de R. tuberosa, e observaram o maior potencial antioxidante para o
extrato metanolico com 1Csq (26,17ug/mL), e menor para o extrato acetato de etila (571 pg/mL).
Lakshmi e colaboradores (2017), investigaram o mesmo radical em diferentes extratos de R.
patula, obtiveram maior atividade antirradicalar para extrato etanélico com ICso (70 pg/mL) e

menor para acetato de etila (320 pg/mL). Como pode-se observar pelos estudos relatados o
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ensaio responde de maneira diferente frente a caracteristica dos solventes de extragdo, assim
como foi verificado para R. angustiflora neste estudo.

Embora ambos extratos obtidos de R. angustiflora apresentem fitocompostos com
reconhecida atividade antioxidante como referenciado nas tabelas 3 e 5, o extrato UAE-EtOH
apresentou maior atividade antirradicalar que o extrato SFE-CO2, com valor de 1Cso mais
préximo ao &cido ascérbico. Acredita-se que a distingdo dos resultados da atividade perante o
DPPH é devido a diferenca de polaridade dos solventes empregados. Visto que, o extrato UAE-
EtOH foi extraido com etanol (solvente polar) e o extrato SFE-CO; extraido com CO2 (gas
apolar). Segundo Cardoso e colaboradores (2008) o radical DPPH responde melhor para
amostras mais polares (CARDOSO et al., 2008).

Como foi mencionado, muitos compostos identificados nos extratos sao descritos como
compostos antioxidantes. O potencial antioxidante dos compostos fenolicos esta relacionado ao
nimero e a disposicdo dos grupos hidroxilas na molécula de interesse (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).

Segundo Yao e colaboradores (2004), os polifenois possuem estrutura quimica ideal
para a atividade de eliminacdo de radicais livres, j& que apresentam ndo somente grupos
hidroxilas fendlicos que sdo propensos a doar um atomo de hidrogénio ou um elétron para um
radical livre, mas também um sistema aromatico conjugado estendido para deslocar um elétron
ndo emparelhado.

Compostos derivados de acidos fendlicos como acido cafeico e ferdlico, diversos
flavonoides, triterpenos, tocoferdis e fitoesteroides sdo reportados na literatura por
apresentarem atividade antioxidante (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2004,
ZUANAZZI; MONTANHA, 2004; CHOTHANI; MISHRA, 2012; LACERDA, 2011,
CHERIF, 2012).

4.4 ATIVIDADE CITOTOXICA E GENOTOXICA

A investigacdo da citotoxicidade e genotixicidade dos extratos UAE-EtOH e SFE-CO-
foi conduzida conforme itens 3.4.2.3 e 3.4.2.4, afim de verificar a seguranca dos extratos. A
avaliagdo da citotoxicidade através do ensaio de MTT e genotoxicidade através do ensaio do
cometa dos extratos de R. angustiflora apds 24 horas de incubagdo estdo representados na

Figura 7 e Figura 8 respectivamente.
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Figura 7- Avaliacédo da Citotoxicidade pelo ensaio de MTT dos extratos SFE-CO, e UAE-EtOH
de R. angustiflora
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Os resultados séo expressos como uma porcentagem do controle negativo - NC (100%). Os dados séo expressos
como média + desvio padrdo (DP). As analises foram realizadas por ANOVA de 1 via seguida pelo teste post hoc
de Dunnett. Valores em p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. * = p <0,05 e *** = p <0,001.

Figura 8- Avaliacdo da Genotoxicidade pelo ensaio de Cometa dos extratos SFE-CO, e UAE-
EtOH de R. angustiflora
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Os resultados sdo expressos como uma porcentagem do controle negativo - NC (100%). Os dados sdo expressos
como média + desvio padrdo (DP). As analises foram realizadas por ANOVA de 1 via seguida pelo teste post hoc
de Dunnett. Valores em p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. * = p <0,05 e *** = p <0,001.
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Os resultados apresentados na Figura 7 mostram reducéo estatisticamente significativa
da viabilidade celular de H>.O> quando comparado com o controle negativo NC (p <0,05). A
exposicdo de células aos extratos UAE-EtOH e SFE-CO; de R. angustiflora nas diferentes
concentracdes avaliadas nao apresenta diferenca significativa quando comparados ao NC (p >
0,05), as concentracdes testadas ndo demostram toxicidade através da avaliacdo da viabilidade
celular pelo método MMT.

O H20: levou ao aumento no indice de dano de DNA em relagdo ao NC, os quais
diferem significativamente (p <0,001), como mostra figura 8. Apenas a maior concentracdo do
extrato SFE-CO de R. angustiflora (500 pg/mL) resultou em aumento no dano em comparagéo
ao NC (p <0,05), no entanto, foi significativamente menor que H202. As demais concentracoes
dos extratos de R. angustiflora ndo diferem significativamente do NC. Os extratos nas
concentracdes avaliadas ndo apresentaram atividade genotdxica através da avaliacdo do dano.
Kamdem et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade e genotoxicidade do extrato etandlico de
Melissa officinalis L. espécie que pertence a ordem Lamiales a mesma de R. angustiflora. A
exposicdo das células ao extrato de M. officinalis, no estudo de viabilidade celular, nédo
apresentou citotoxicidade significativa em relacdo ao controle H20O2, como R. angustiflora. Da
mesma forma que R. angustiflora, a avaliacdo de genotoxicidade pelo método do cometa de M.
officinalis nas concentragdes testadas ndo demonstrou ser genotoxico as células sadias. Nao
foram encontrados para outras espécies de Ruellia estudos envolvendo a avaliacao citotdxica e

genotoxica frente a PBMC normais.

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.5.1 Ensaio disco-difusao

A metodologia de disco-difuséo item 3.4.3.1.3 foi realizada como ensaio preliminar a
fim de verificar ou ndo a formacéo do halo de inibi¢éo bacteriano.

Os extratos foram testados na concentracdo de 130 mg/mL frente aos micro-organismos
descritos no item 3.4.3.1.1. Ndo foi verificado, para o extrato SFE-CO», a formacéo de halo de
inibicdo para os inoculos testados. Ja o extrato UAE-EtOH apresentou formacéo de halo frente
a Acinetobacter baumanni e Aeromonas caviae bactérias gram-negativas.

Arirudran e colaboradores (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes

extratos de Ruellia tuberosa através de ensaios de difusdo em disco onde pelo menos um dos
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tipos de extrato avaliado foi capaz de inibir o crescimento bacteriano na concentracdo de 100
mg/mL de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei, Protease,

Salmonella, Staphylococcus spp, Seratia e Bacillus spp.

4.5.2 Concentragao Inibitéria Minima (MIC)

Devido ao potencial antimicrobinano do extrato UAE-EtOH apresentado no screening,
procedeu-se a determinacdo da concentracdo inibitéria minima conforme descrito no item
3.4.3.1.4 para Aeromonas caviae e Acinetobacter baumanni, a qual apresentou MIC de 4,4
mg/mL para ambos micro-organismos.

Ullah e colaboradores (2016), determinaram as concentracdes inibitorias minimas para
trés bactérias sensiveis ao extrato metandlico de R. tuberosa. Obteve-se MICs 10, 4,0 e 14
mg/mL, para Salmonella typhi, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente.

Como pode-se observar, R. angustiflora apresentou atividade antibacteriana para duas
bactérias gram-negativas, Acinetobacter baumanni e Aeromonas caviae, patdgenos de
relevancia clinica (KUMAR et al., 2012; AL-KADMY et al., 2018).

Acinetobacter baumanni € um importante patégeno em infecGes nosocomiais
(contraidas durante a estadia em ambientes de salude), devido sua capacidade de resisténcia a
multiplos medicamentos (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; NETTO, 2013). E agente
causador de septicemia, pneumonia, infeccdes de pele e tecido mole, infeccdo do sangue e
morte (FAJIR; AL-NIAAME; HUSSEIN, 2017). Acomete principalmente pacientes com idade
avancada, doencas subjacentes graves, imunossupressao, queimaduras, ou pacientes que
realizaram alguns procedimentos invasivos, como a presenca de cateter e ventilagdo mecanica.
Portanto, os pacientes criticos sdo os mais infectados por esse micro-organismo em ambientes
hospitalares (NETTO, 2013).

As infeccBes causadas por Aeromonas incluem doencas gastrointestinais, infeccdes
teciduais, pneumonia, meningite, endocardite, osteomielite e artrite séptica (KUMAR et al.,
2012). O género e espécie Aeromonas caviae sdo associados como agentes etiologicos de
doencas em animas e humanos (LOPES, 2009; SOUZA et al., 2017). Aeromonas caviae tem-
se relacionado a infec¢do nos tecidos moles de paciente submetido a lipoaspiracéo, levando a
disfuncdo de multiplos 6rgdos e necrose de pele (KUMAR et al., 2012). Estudos demonstram
A. caviae como o patdgeno mais frequente entre 0s casos de bacteremia causadas por
Aeromonas, em pacientes imunocomprometidos (KIMURA; ARAOKA; YONEYAMA, 2013).


http://cmr.asm.org/search?author1=Anton+Y.+Peleg&sortspec=date&submit=Submit
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A propriedade antibacteriana de R. angustiflora é apoiada pela presenca dos
constituintes fendlicos determinados no extrato UAE-EtOH, visto que a maior parte destes sdo
reportados como agentes antimicrobiano, conforme tabela 3. Segundo Borges e colaboradores
(2013) e Stojkovi¢ e colaboradores (2013), a atividade antimicrobiana dos polifenois esta
relacionada ao numero de grupos hidroxilas, quanto maior o nimero maior a toxicidade aos
micro-organismos. Ainda, sugere-se um comportamento sinérgico dos constituintes fenolicos
no desempenho da atividade investigada.

Khan e colaboradores (2013), lembram que em muitos casos o extrato “bruto” ¢
farmacologicamente mais eficiente que um composto ativo purificado, devido ao sinergismo.
O sinergismo entre 0s compostos quimicos, tem sido demostrado tanto envolvendo moléculas
sintéticas associados a componentes vegetais quanto dos fitocompostos entre si, afim de obter
maior acao terapéutica, sejam eles de mesma ou diferentes classes metabdlicas (ROMANO et
al., 2009; PRABHAKAR; DOBLE, 2009;: CHANDRA et al., 2012; FERNANDEZ-MARIN et
al., 2013; SHUKLA et al., 2015).

Embora o extrato SFE-CO> em ambos métodos avaliados tenha apresentado compostos
com reconhecida atividade antimicrobiana descrita na literatura, conforme tabela 5, néo
apresentou capacidade de inibir o crescimento microbiano na concentracdo utilizada neste
trabalho.

4.5.3 Curva de morte

Afim de explorar ainda mais a compreensdo sobre a atividade antimicrobiana, foi
realizada a curva de morte, conforme item 3.4.3.1.5 Através desse ensaio pode-se perceber a
interacdo entre 0 agente antimicrobiano (extrato) e o micro-organismo. Os resultados
preliminares sdo apresentados a seguir:

A figura 9 e 10, demostra o comportamento do extrato EAU-EtOH nas concentragdes
de 2 x MIC (8,8 mg/mL), MIC (4,4 mg/mL) e 0,5 x MIC (2,2 mg/mL) ao longo de um periodo
de 24 horas (0, 6, 12, 24) frente a Acinetobacter baumanni e Aeromonas caviae

respectivamente.
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Figura 9 - Curva de Tempo de Morte do extrato UAE-EtOH de R. angustiflora frente a
Acinetobacter baumannii
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Fonte: Autor.

Pela analise da figura 9, observa-se que inicialmente, tempo 0 até 6 horas de interacdo
as concentracdes ndo conseguem evitar totalmente o crescimento de Acinetobacter baumanni.
No entanto, a partir de 6 até 24 horas as concentracfes (8,8 e 4,4 mg/mL) agem como

bactericida. Ja a concentracgdo (2,2 mg/mL) diminui o crescimento bacteriano, porém nao leva
a morte total das col6nias em 24 horas.
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Figura 10 - Curva de Tempo de Morte do extrato UAE-EtOH frente a Aeromonas caviae
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Fonte: Autor.

Observando a figura 10 nota-se que a a¢do bactericida do extrato nas concentracdes (8,8
e 4,4 mg/mL) para Aeromonas caviae iniciou-se logo ap6s o primeiro periodo de incubagdo e
manteve-se por todo periodo avaliado. Ja a concentragdo (2,2 mg/mL) inicialmente ndo é capaz
de impedir o crescimento bacteriano, porém a partir de 6 horas diminuiu 0 nimero de coldnias
inicial. No entanto, ndo apresenta a eficacia das demais concentracdes, pois observa-se
existéncia de coldnias até 24 horas.

Vasconcelos (2014), realizou estudos de curva de morte nos intervalos de 10, 30, 60
minutos e 5, 12 e 24 horas para R. asperula (Mart. ex Nees) frente a Streptococcus sobrinus e
R. paniculata L. frente Streptococcus oralis e Streptococcus sobrinus. As duas espécies
exerceram atividade bactericida ap6s 5 horas de interacdo com 0s micro-organismos. Esse
comportamento foi semelhante ao apresentado por R. angustiflora frente Acinetobacter
baumanni onde a agédo bactericida comeca a partir de 6 horas de incubagéo. Isto difere de R.

angustiflora para Aeromonas caviae, visto que a atividade bactericida foi imediata a exposigéo.
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4.5.4 Difuséo com Perfuracéo de pogo

Ainda, investigando a atividade antimicrobiana dos extratos procedeu-se a técnica de
difusdo em agar com perfuracdo de poco conforme item 3.4.3.2.3. Os extratos foram testados
na concentragdo de 70 mg/mL e dilui¢cbes de acordo com item 3.4.3.2.1 frente aos micro-
organismos descritos no item 3.4.3.2.2.

A capacidade inibitoria do extrato EAU-EtOH contra os micro-organismos avaliados e
os halos de inibicdo obtidos para as diferentes concentragdes estdo apresentados na tabela 7. O
extrato EAU-EtOH demostrou atividade antibacteriana na concentragdo 70 mg/mL até 17,5
mg/mL, contra P. vulgaris (ATCC 13315), C. freundii (ATCC 8090), S. aureus (ATCC29213),
S. aureus (ATCC33591), S. epidermidis (ATCC35984) e até 35 mg/mL contra E. coli (ATCC
29214). Nao foi observada capacidade inibitdria para as demais bactérias avaliadas. O maior
halo de inibicdo foi observado contra E. coli (ATCC 29214) (16 mm) e o menor contra C.
freundii (ATCC 8090) (10 mm), obtido na concentra¢do de 70 mg/mL. Sugere-se a atividade
observada aos compostos de origem fenolica, como acidos fendlicos e flavonoides identificados
no extrato, os quais sdo amplamente reconhecidos como antibacterianos (BORGES et al., 2013;
STOJKOVIC et al., 2013; YIN et al., 2019).

O extrato de SFE-CO2 ndo mostrou capacidade de inibir o crescimento bacteriano contra
as bactérias avaliadas na concentracdo 70 mg/mL. No entanto, segundo Silveira e colaboradores
(2009), a metodologia utilizada é mais adequada para testar a difusdo de substancias nos
extratos etanolicos das plantas, justificando assim que apenas o extrato dos EAU-EtOH
apresentou atividade.

Na literatura, foram relatados estudos mostrando atividade antimicrobiana pelo método
de difusdo em poco para outras espécies de Ruellia, apoiando os resultados obtidos, neste
estudo. Ramadevi e colaboradores (2016) avaliaram diferentes extratos das folhas de R. patula
frente as bactérias Bacillus subtilis e Escherichia coli pelo método de difusdo em poco e o fungo
Aspergillus niger Tiegh. por disco-difusdo. O extrato etan6lico demostrou maior potencial de
inibicdo do crescimento microbiano frente aos micro-organismos testados.

A atividade antimicrobiana do extrato metanolico das folhas de R. tuberosa, foi
investigada por difusdo em pogo. Mostrou atividade significativa na concentragdo de 100
mg/mL contra as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia,
Bacillus subtilis, Proteus mirablis e os fungos Aspergillus sp, Mucor sp, Penicillium sp e
Fusarium sp (SENTHILKUMAR et al., 2013).
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Como pode-se observar, o extrato EAU-EtOH de R. angustiflora apresentou atividade
inibitoria para mais cinco bactérias, das quais quatro bactérias sdo gram-negativas e apenas uma
gram-positiva (S. aureus), no entanto todas com relevancia clinica.

Proteus vulgaris é mais comumente encontrada no ambiente natural e no trato intestinal
de humanos e animais (ZHANG; LEI; WANG; 2018). Também encontra-se no solo
contaminando agua, alimentos e vegetais, bem como utensilios, equipamentos de uso comum
em animais e instrumental cirargico. As principais manifestacGes clinicas descritas em
humanos pelo género Proteus sdo infeccBes do trato urinario (cistite, pielonefrites),
particularmente de origem nosocomial (cateter urinario). Em virtude do comportamento
oportunista do micro-organismo, da presenca dessa bactéria na microbiota fecal de animais e
humanos, bem como contaminando utensilios de uso comum e superficie de estruturas, tem-se
descrito ampla variedade de outras manifestacdes clinicas. Outras afeccdes em humanos
incluem peritonite, enterite, meningoencefalite, empiema, osteomielite, dermatite, prostatite,
endocardite, aneurisma, flebite e infecgdes oculares (ZAPPA, 2015).

Staphylococcus aureus causa varias infecgdes, incluindo infeccBes de pele e tecidos
moles e pneumonia através de infeccdo comunitaria e nosocomial (HORINO HORI, 2019).
Essa bactéria pode provocar doencas, que vao desde a inflamagdes (espinhas, furtinculos e
celulites) até infec¢des graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico,
septicemia e outras). Tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro das infeccbes
hospitalares e comunitéarias, devido a sua enorme capacidade de adaptacdo e resisténcia
(SANTOS et al., 2007; CHAKOLWA et al., 2019).

O Staphylococcus epidermidis é conhecido como o principal colonizador bacteriano da
pele humana, mas também é um pat6geno nosocomial proeminente (OLIVEIRA; FRANCA;
CERCA, 2017). Embora, por muito tempo, tenha sido considerada in6cua, foi identificada
como a causa mais frequente de infeccdes relacionadas ao dispositivo que ocorrem no ambiente
hospitalar e, portanto, agora € reconhecida como um importante patégeno oportunista.
Staphylococcus epidermidis produz uma série de moléculas que fornecem protecdo contra as
defesas do hospedeiro (OTTO, 2012). A maioria das doencas causadas por S. epidermidis sdo
de carater crénico e ocorrem como infecgbes relacionadas a dispositivos como cateter
intravascular ou infecc¢Bes nas proteses (FEY; OLSON, 2010; OTTO, 2012).

De acordo com Liu e colaboradores (2018), Citrobacter freundii sdo bactérias
frequentemente encontradas na dgua, no solo, nos alimentos e nos intestinos de animais e seres

humanos. Anteriormente reconhecidas como contaminantes ambientais ou colonizadores com


https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNSt9BWLj34vAFGGDpf-MkgGubt5Bw:1578758898437&q=Citrobacter+freundii&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiW586a9_vmAhXaG7kGHe5oDJEQkeECKAB6BAgQECo
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baixa viruléncia, agora sdo conhecidas por causar um amplo espectro de infec¢des envolvendo
0 trato urinério, figado, vias biliares, peritdnio, intestino, 0sso, trato respiratorio, endocéardio,
feridas, tecidos moles, meninges e corrente sanguinea.

Escherichia coli é encontrada no intestino grosso (colon) de seres humanos e animais,
constituindo aproximadamente 80% da flora aerobia. Esta bactéria possui funcao bioldgica de
suprimir bactérias nocivas e participar da sintese de vitaminas, como a vitamina K, importante
na formacéo de cabelos, pelos, unhas e plaquetas sanguineas (KORB et al., 2013). Algumas
cepas sdo patogénicas, causadoras de infeccdes, inclusive sepse. As cepas mais envolvidas em
infeccOes do trato urinério (comunitéarias ou hospitalares). Citam-se infeccGes pielonefrites,
cistites baixas (DINIZ et al., 2017) e infecgdes no trato digestivo como gastroenterite (VOGT,;
DIPPOLD, 2005).



Tabela 7: Halo de inibicdo obtidos para o extrato UAE-EtOH de R. angustiflora.

77

Amostra P. vulgaris E. coli C. freundii S. aureus S. aureus S. epidermidis

ATCC 13315 ATCC 29214 ATCC 8090 ATCC33591 ATCC29213 ATCC35984
R. angustiflora 70 mg/mL 12 mm 16 mm 10 mm 12 mm 11 mm 12 mm
R. angustiflora 35 mg/mL 11 mm 12 mm 9 mm 10 mm 10 mm 11 mm
R. angustiflora 17,5 mg/mL 8 mm Ausente 7 mm 09 mm 9 mm 10 mm
R. angustiflora 11,6 mg/mL Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
R. angustiflora 8,75 mg/mL Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Controle negative Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Ampicilina 50 mg/mL 22 mm - 22 mm 21 mm 17 mm 19 mm

Cloranfenicol 30 pg/mL - 18 mm - - - -

Fonte: Autor.
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4.6 ATIVIDADE NEMATICIDA

A avaliacdo da atividade nematicida dos extratos foi conduzida conforme item 3.4.4.2. A
Figura 11 e a figura 12 apresentam respectivamente a relacdo entre a acdo do extrato SFE-CO
e UAE-EtOH de R. angustiflora em diferentes concentracdes e o nimero de larvas J2 de

Meloidogyne javanica vivos, quando comparados ao controle negativo.

Figura 11 - Numero de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne vivos apos acéo do

extrato SFE-CO- de R. angustiflora
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Fonte: Autor.
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Figura 12 - Numero de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne vivos ap6s a¢ao do
extrato UAE-EtOH R. angustiflora
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Fonte: Autor.

De acordo com os resultados obtidos as concentracdo avaliadas que compreendem de
70 mg/mL a 8,75 mg/mL levaram em média a morte de 75% e 77% de larvas J2 de Meloidogyne
javanica para os extratos SFE-CO> (Figura 11) e UAE-EtOH (Figura 12) respectivamente,
comparados ao CN. Dentre as concentracdes avaliadas para o extrato SFE-CO, como mostraa
figura 11 apenas a concentracdo 8,5 mg/mL diferiu estatisticamente (p<0,05) das concentracdes
35 mg/mL e 70 mg/mL. No entanto, para o extrato UAE-EtOH figura 12, a concentragédo 8,5
mg/mL e 11,6 mg/mL diferiram de 35 mg/mL e 70 mg/mL, assim como 17,5 mg/mL diferiu de
70 mg/mL com p<0,05.

Né&o foram encontrados estudos avaliando atividade nematicida de R. angustiflora, mas
nossos resultados véo ao encontro de trabalhos envolvendo outras espécies. Gardiano e
colaboradores (2009) avaliaram o extrato aquoso de diversas espécies vegetais e verificaram
que a concentracdo 100 mg/mL das espécies de Mentha sp., Ricinus communis L. e Arctium
lappa L., foram eficazes no controle de M. javanica. Lopes (2017), avaliou in vitro os extratos

metanolicos de Hancornia speciosa (mangaba), Stryphnodendron adstringens (barbatimé&o),
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Caryocar brasiliense (pequi), Hymenaea stigonocarpa (jatobd) e Solanum lycocarpum
(lobeira) no controle de Meloidogyne javanica. O extrato de S. adstringens a 100 mg/mL causou
a maior mortalidade (80%) de J2.

Al-Marby e colaboradores (2016), avaliaram a atividade nematicida de diversos extratos
vegetais contra Steinernema feltiae. Dentre os extratos investigados Solanum incanum L.
apresentou maior atividade, visto que todas as concentragcdes avaliadas apresentaram efeito
agonista ao nematoide. Os autores sugerem que a atividade nematicida observada sejam em
razdo da presenca de fitocompostos identificados, visto que em S. incanum detectou-se b-
sitosterol, estigmasterol e canferol; Commiphora myrrh (T. Nees) Engl., flavonoides e
terpenoides; Anthemis nobilis L., terpenos, flavonoides como apigenina, luteolina, alguns fendis
e acidos graxos; Achillea biebersteinii Afan. contém b-sitosterol, estigmasterol e flavonoides.
Nota-se que os constituintes quimicos identificados nas espécies avaliadas por Al-Marby e
colaboradores (2016), com poder nematicida sdéo comum aos encontrados nos extratos UAE-
EtOH e SFE-CO: de R. angustiflora.

De acordo com estudos de revisdo bibliografica realizados por Ohri e Pannu (2010),
inimeros trabalhos relatam o efeito nematicida de compostos fenolicos. Dentre 0s compostos
fendlicos identificados em R. angustiflora, acido cafeico e acido ferulico, foram descritos por
apresentar alto efeito na mortalidade de Meloidogyne incognita (OHRI; PANNU, 2010). Dessa
forma, os achados respaldam a atividade observada pelo extrato UAE-EtOH.

4.7 ATIVIDADE ANTI-TRYPANOSOMA

A investigacdo da atividade anti-trypanosoma dos extratos foi conduzida conforme item
3.4.5.1. A figura 13 e figura 14 apresentam o nimero de trypasossomas vivos apos 9 horas de
exposicdo aos extratos de R. angustiflora em diferentes concentragbes comparados com o
controle negativo (sem tratamento) e DMSO.

De acordo com as mesmas o controle negativo e DMSO ndo tem ac¢éo sobre o nimero

de tripanosomas, confirmando a validade dos experimentos.
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Figura 13 - Atividade tripanocida do extrato UAE-EtOH de R. angustiflora frente a

Trypanosoma evansi
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Fonte: Autor.

O extrato UAE-EtOH (figura 13), na concentracdo 62,5 pg/mL promoveu a morte de
100 % dos tripomastigotas apds 3 horas de exposicao, com a concentragao 15,6 pg/mL a morte
ocorreu apos 6 horas e com 1,9 pg/mL apds 9 horas. Nota-se que as maiores concentracdes
62,5 pg/mL e 15,6 pg/mL levam em 1 hora a reducdo de nimero de tripanosomas, no entanto

a menor concentracdo 1,9 pg/mL é capaz de promover a reducdo apds 1 hora de exposicao.
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Figura 14 - Atividade tripanocida do extrato SFE-CO> de R. angustiflora frente a Trypanosoma

evansi
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Fonte: Autor.

Para o extrato SFE-CO; (figura 14), todas as concentragdes levam a reducao de nimero
de tripanosomas em 1 hora de exposicdo. Na concentragdo 500 pg/mL ndo houve
tripomastigotas vivos apés 1 hora de exposicdo. Ja para as concentragbes 125 pg/mL e 31,25
pg/mL a morte dos tripanosomas ocorreu em 3 e 6 horas, respectivamente.

Todas as concentrac@es de ambos extratos avaliados ao final do tempo de experimento
(9h), apresentam acéo tripanocida, levando a morte de 100% T. evansi.

Né&o foram encontrados estudos sobre a atividade anti-trypanosoma de R. angustiflora,
mas nossos resultados vao ao encontro de trabalhos envolvendo outras espécies. Estudos de
Baldissera e colaboradores (2014), avaliaram o0s extratos aquoso, metandlico e etandlicos de
Achyrocline satureioides, os quais apresentaram atividade tripanocida frente a Trypanosoma
evansi apos 1 hora de exposi¢do nas concentragdes 1000 pg/mL e 500 pg/mL. No entanto, a
morte ocorreu apds 9 horas nas concentragoes 100 pg/mL e 50 pg/mL, caracterizando um
comportamento dose-dependente. Ainda, a anélise quimica destes revelaram a presenca de
flavonoides, que sdo compostos com atividade tripanocida reconhecida, os quais de acordo com
a literatura podem causar a morte de tripanosomas por diferentes mecanismos (GRAEL et al.,
2005; TASDEMIR et al., 2006; MAMADALIEVA et al., 2011; BALDISSERA et al., 2014).
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Dentre os flavonoides mencionados por Tasdemir e colaboradores (2006) e Mamadalieva e
colaboradores (2011), estdo luteolina e apigenina respectivamente, os quais, foram
identificados em R. angustiflora no extrato UAE-EtOH.

Os resultados encontrados por Baldissera e colaboradores (2014), apoiam os resultados
obtidos neste estudo visto que também foi observado um comportamento dose-dependente,
onde as maiores concentraces dos extratos demostraram atividade em um menor tempo de
exposicdo. Assim como, a presenca em comum de flavonoides como, &cido cafeico, quercitrina,
canferol e rutina, sendo este ultimo o flavonoide majoritario de R. angustiflora e A. satureioides.
Com tudo, sugere-se que a acdo apresentada pelo extrato UAE-EtOH de R. angustiflora na
reducdo do nimero de tripomastigotas in vitro deve-se a presenca dos flavonoides identificados
no extrato.

A acgdo apresentada pelo extrato SFE-CO: de R. angustiflora frente a T. evansi é
respaldada por estudos que demostram a atividade tripanocida de classes e/ou compostos que
foram identificados no extrato. Hoet e colaboradores (2007), em estudos com as folhas de
Strychnos spinosa Lam., isolaram triterpendides e esterdis os quais demostraram atividade
contra T. brucei. Saeidnia e colaboradores (2014), relata atividade tripanocida de b-sitosterol
contra T. brucei. Ibrahim e colaboradores (2015), verificaram que a combinagdo de a-tocoferol
a uma fraccdo rica em fendis da casca do caule de Khaya senegalensis (Desr.) A. Juss. pode ser
um regime terapéutico ativo contra T. brucei brucei. Ainda, Baldisera e colaboradores (2016),
mencionam o efeito tripanocida de terpenos contra T. cruzi, T. brucei e T. evansi. Com tudo,
ainda sugere-se que eficacia do extrato SFE-CO2 de R. angustiflora na redugdo do nimero de
tripomastigotas in vitro, deve-se a presenca de tocoferois, fitoesterois e terpenos identificados

no extrato.

4.8 ATIVIDADE CICATRIZANTE: HISTOPATOLOGIA E ANALISE CLINICA DOS
ANIMAIS

A atividade cicatrizantes dos extratos foi verificada de acordo com os procedimentos
descritos nos itens 3.5.1.1, 3.5.1.2, 3.5.1.3, 3.5.1.4. A avaliagdo macroscopica do processo de
cicatrizacdo utilizando extratos de R. angustilfora, permitiu verificar a regressdo da area da
ferida promovida por ambos extratos de R. angustilfora, assim como o tratamento com

sulfadiazina de prata (controle positivo), como mostra a figura 15.
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Figura 15 - Avaliagdo macroscopica do processo de cicatrizacdo

DIAO DIA 4 - DIAS

SFE-CO,

UAE-EtOH

SULF

Tratamento EAU-EtOH, SFE- CO; e Sulf - Sulfadiazina de prata (Controle positivo).
Fonte: Autor.

A avaliacdo da cicatrizagdo envolveu analise da area da ferida (A), taxa de regresséo
(B), celularidade (C), vascularizagdo (D) e ainda a quantificacdo das fibras de colageno tipo |

(E) e 111 (F) no tecido cicatricial representados na figura 16, 17 e 18.
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Figura 16 — Avaliacdo do processo de Cicatrizacdo
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(A) érea da ferida, (B) taxa de contracdo da ferida, (C), celularidade, (D) vascularizacdo no tecido cicatricial,
proporgdo de fibras colagenas tipo 111 (E) e tipo | (F) no tecido cicatricial de camundongos avaliados aos 4 e 8 dias
de tratamento. Controle negativo (NC) e controle positivo - sulfadiazina de prata (SULF)

*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001 e ****p<0,0001.
Fonte: Autor.
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De acordo com a figura 16 (A), quando avaliados isoladamente cada periodo (0, 4, 8)
ndo foi observado diferenca estatistica entre os grupos tratados com sulfadiazina (Sulf), SFE-
CO:2 e UAE-EtOH. Observa-se uma reducdo na area da ferida em todos tratamentos a medida
que aumenta o tempo experimental, demostrando a eficacia dos tratamentos. Entretanto, em
numeros absolutos, ao 4° dia de tratamento, os animais tratados com Sulf, apresentaram maior
taxa de regressdo da ferida (43,7%), seguido do tratamento SFE-CO> com (38,6%) ¢ UAE-
EtOH (34,2%). Ao 8° dia experimental, o grupo tratado com Sulf permaneceu apresentando a
maior porcentagem de regressdo da ferida (81,4%), seguida pelos grupos SFE-CO» (77,7%) e
UAE-EtOH (70,3%) conforme figura 16 (B). De acordo com a taxa de regressdo da area da
ferida observada macroscopicamente no periodo avaliado, os dados revelam que os animais
tratados com Sulf proporcionaram a maior taxa de regressao da ferida quando comparado ao
UAE-EtOH e SFE-CO,.

Em relagdo ao niimero de células totais, todos os tratamentos apresentam resultados
superiores ¢ estatisticamente significativos (p<0,01) em relagdo ao grupo controle (pele
integra), como mostra Figura 16 (C) e figura 17. Entretanto, ndo diferiram estatisticamente entre
si ao nivel de significancia (p<0,05), do 4° ao 8° dia de tratamento.

Como mostra Figura 16 (D), o grupo denominado controle, apresentou menor indice de
vascularizagdo diferindo estatisticamente do grupo tratado com Sulf (p<0,0001) e UAE-EtOH
(p<0,001), no 4° e Sulf (p<0,0001) e UAE-EtOH (p<0,05) no 8° dia. Os tratamentos com Sul
e UAE-EtOH ao 4° e 8° dia de tratamento ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. No 4°
dia de tratamento o grupo Sulf apresentou maior indice de vascularizagdo em rela¢do ao grupo
SFE-CO> (p<0,05), assim como no 8° dia estes diferem (p<0,01). No entanto, ndo observa-se
diferenca entre os tratamentos UAE-EtOH e SFE-CO; no periodo avaliado (4 e 8 dias). Os
animais tratados com SFE-CO; avaliados ao 4 dia ndo apresentam diferenga estatistica em
relagdo ao controle.

Em relacdo a sintese de colageno, os animais tratados com UAE-EtOH ao 4° dia
apresentaram maior producdo de fibras de colageno tipo III que os demais tratamentos no 4° e
8° dias, diferindo estatisticamente do grupo controle (p<0,01). Observou-se uma diminui¢ao na
quantificacdo das fibras de coldgeno tipo III do 4° para o 8° dia de tratamento para o grupo
tratado com UAE-EtOH (p<0,05), mostrando-se mais eficaz que os demais grupos, visto que
faz-se necessario um aumento inicial das fibras de colageno tipo III para posteriormente possa

dar lugar as fibras tipo I, como mostra figura 16 (E).
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Figura 17 - Fotomicrografias representativas da celularidade tecidual no processo de

cicatriza¢do em cortes histologicos de pele de ratos observados ao microscopio de luz

__DIAO DIA 4 DIA 8
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Coloragdo em H&E, Barras = 200pum. Fragmentos teciduais coletados nos dias 0, 4 e 8 de tratamento com
extrato UAE-EtOH, SFE-CO; e SULF- sulfadiazina de prata (Controle positivo).

Fonte: Autor.

De acordo com a Figura 16 (F) e figura 18, quando foi analisado a sintese de colageno
do tipo I, fundamental para o processo de cicatrizagdo, verificou-se maior producéo no 4° dia
de tratamento no grupo tratado com UAE-EtOH, o qual difere estatisticamente do grupo
controle (p<0,0001), Sulf (p<0,001) e SFE-CO. (p<0,05). Pode-se concluir que em menor
tempo de tratamento o grupo UAE-EtOH obtém quantidade de fibras superiores ao tecido
integro (controle). Os grupos de tratamentos no 8° dia ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si, produzindo quantidades semelhantes de fibras tipo | até mesmo préximas a quantia

presente na pele integra (controle- tempo 0).



88

Figura 18 - Fotomicrografias representativas da sintese de colageno no processo de cicatrizagao

dos animais.
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Fragmentos teciduais coletados nos dias 0, 4 e 8 de tratamento com extrato UAE-EtOH, SFE-CO, e SULF-
sulfadiazina de prata (Controle positivo). Coloragdo em picrosirus, Barras = 200pum.
Fonte: Autor.

Embora a avaliagdo macroscépica da area da ferida apresente resultados mais
satisfatorios no grupo de animais tratados com sulfadiazina, os dados da analise
histomorfométrica do processo cicatricial revelaram o extrato UAE-EtOH como mais
promissor. Esta andlise se justifica pois, dentro deste processo, ha varias fases fundamentais
para reepitelizacdo, sendo a visdo macroscépica apenas uma analise superficial.

A cicatrizagdo das lesbes consiste em um processo complexo que tem inicio apés a
interrupgdo da integridade da pele e envolve diversos processos fisiologicos, podendo ser divido
em trés fases: inflamatodria, proliferativa e remodeladora. Na primeira ocorre os fendmenos
vasculares, a hemostase e coagulagdo com a remocéo de tecidos desvitalizados e a protecédo

contra a colonizacdo e invasdo dos micro-organismos, com uma duragdo média de 24 a 48
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horas, podendo persistir por até 2 semanas (LAUREANO; RODRIGUES, 2011; BLANCK;
GIANNINI, 2014).

Na segunda fase, que ocorre aproximadamente entre o 4° dia apds o surgimento da leséao,
observa-se a formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese), producdo de matriz
extracelular, epitelizacdo e a contracdo da ferida (fibroplasia) na reestruturacdo da integridade
da derme. Por Gltimo, na fase de remodelacéao, o excesso de coldgeno produzido na fase anterior
sera remodelado na matriz extracelular a medida que o coagulo de fibrina é substituido por
tecido de granulagdo (LAUREANO; RODRIGUES, 2011; BLANCK; GIANNINI, 2014).
Ressaltasse que o tratamento com UAE-EtOH proporcionou uma reducgéo da vascularizagéo ao
8° dia de tratamento, quando comparado ao grupo controle sulfadiazina, indicando uma reducéo
no processo inflamatdrio, dando inicio a fase proliferativa no tecido cicatricial. Estes dados
foram apoiados pela analise da sintese de colageno, onde o tratamento com UAE-EtOH
promoveu maior estimulacdo de fibroblastos e sintese de fibras coladgenas do tipo 1. Os ensaios
revelaram a eficacia do extrato UAE-EtOH de R. angustilfora em relagdo a sulfadiazina de
prata.

Os resultados encontrados para o extrato UAE-EtOH sdo apoiados pela presenca de
compostos bioativos (dcidos fendlicos e flavonoides) detectados. De acordo com Vieira e
colaboradores (2008), os flavonoides sdo constituintes vegetais reconhecidos por estimular a
cicatrizacdo de feridas. Estudos realizados por Almeida e colaboradores (2012), envolvendo
formulagdes dermatoldgicas contendo rutina demostraram promover uma melhor cicatrizagao
da pele em modelo animal. Ainda, segundo Mojzer e colaboradores (2016), o sinergismo das
misturas polifendlicas vem contribuindo na terapéutica para uma cura mais rapida e eficaz.
Dessa forma, a atividade observada pelo extrato pode ser atribuida ao flavonoide majoritario
rutina, isolado ou em agdo sinérgica com os demais compostos identificados.

Nejjari e colaboradores (2019), avaliaram a atividade cicatrizante de feridas, da
formulacao de aplicagdo topica contendo extrato hidroalcodlico de Telephium imperati L. A
redugdo da area da ferida no final (55 dias) de cada tratamento foi de 95,5%, 97,5% e 75,75%
para os grupos teste (pomada formulada com extrato hidroalcoodlico 5%), medicamento padrao
(Madecassol®) e controle (vaselina), respectivamente. Quanto a avaliagdo tecidual o grupo
tratado com pomada obteve maior efeito no processo de cicatrizacdo de feridas com boa
proliferagdo de fibroblastos, poucas células inflamatoérias e coldgeno bem organizado.

Trabalhos demostrando a atividade cicatrizante de outras espécies de Ruellia, ja foram

reportados na literatura, respaldando a atividade observada (RANJANI; MANJULA, 2012;


https://www.mdpi.com/search?authors=Eva%20Brglez%20Mojzer&orcid=
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PRAKASH, et al., 2005). Prakash e colaboradores (2005), utilizou extrato etandlico de R.
patula na formulacao de uma pomada, a fim de verificar a atividade cicatrizante da planta, esta
demostrou boa atividade quando comparada ao farmaco padrao (Framycetin Sulphate Cream
1% w/w). Ranjani e Manjula (2012), também mostram o efeito cicatrizante das folhas de R.

tuberosa.
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5 CONCLUSAO

- As técnicas empregadas para extracdo do extrato polar e do extrato ndo polar permitiram
extrair os compostos bioativos de Ruellia angustiflora;

- Foi possivel tragar cromatograficamente os constituintes quimicos dos extratos UAE-EtOH e
SFE-CO:> de Ruellia angustiflora;

- O extrato UAE-EtOH apresentou compostos de origem fendlica, como &cidos fenolicos e
flavonoides;

- O extrato SFE-CO; apresentou constituintes como terpenos, tocoferois, fitoesterois e acidos
graxos;

- Investigou-se a atividade antirradicalar dos extratos de Ruellia angustiflora. O extrato UAE-
EtOH apresentou maior potencial antioxidante que extrato SFE-CO..

- Tanto o extrato SFE-CO2 como 0 UAE-EtOH ndo apresentaram citotoxidade pelo teste de
MTT, ndo demostrando toxicidade aos linfocitos humanos, nem genotoxicidade no ensaio
cometa, ndo resultando em danos ao DNA e indicando boa seguranca no uso dos extratos.

- Avaliou-se a atividade antimicrobiana dos extratos de Ruellia angustiflora pelo método de
disco-diusdo. Apenas o extrato UAE-EtOH apresentou capacidade de inibir o crescimento
bacteriano de Aeromonas caviae e Acinetobacter baumanni. Obteve-se a concentracdo minima
inibitoria (MIC) para Aeromonas caviae e Acinetobacter baumanni;

- Determinou-se 0 momento (tempo) de acdo bactericida do extrato através da curva de morte.
- O extrato UAE-EtOH de R. angustiflora pelo método de difusdo com perfuracdo de poco
apresentou capacidade de inibir o crescimento bacteriano de Proteus vulgaris, Citrobacter
freundii, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Citrobacter freundii e
Escherichia coli.

- Os extratos SFE-CO; e UAE-EtOH e as dilui¢des eliminaram a maioria (mais de 70%) do
nematoide Meloidogyne javanica.

- Os extratos SFE-CO; e UAE-EtOH levaram a morte total de Trypanosoma evansi.

- A avaliacdo do processo de cicatrizagdo em modelo animal revelou a eficacia do extrato UAE-
EtOH em relacdo a sulfadiazina de prata.

- O extato UAE-EtOH demostrou resultados satisfatorios quanto a producéo das fibras colageno
fundamental para uma cicatrizacdo mais rigida, firme e eficaz, dessa forma apoiando seu uso

como agente cicatrizante de feridas.



92

- Importantes fitocompostos foram identificados nos extratos de R. angustiflora, apoiando as
atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-trypanosoma, nematicida e cicatrizante
observadas.

- O uso medicinal de R. angustiflora é justificavel, podendo em estudos futuros ser utilizada
como ingrediente ativo em formulacdo para aplicagdo clinica no desenvolvimento de novos
medicamentos.

- Os resultados obtidos neste trabalho séo de grande relevancia em vista da falta de informacdes

cientificas que se tinha anteriormente para R. angustiflora.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR UPLC-MS

Rutna

100+

(@)

Apéndice A - (a) Rutina em Ruellia angustiflora

213
100+ 067
237
%
258
Acido catelco
1.77
1.19 57
Y VaVatd'
e L 1 1 s L ——————~
0.20 0.40 080 080 1.00 120 140 1.60 1.80 200 220 240 260 280

(b)

Apéndice A — (b) Acido Cafeico em Ruellia angustiflora
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Apéndice A — (c) Acido Vanilico em Ruellia angustiflora
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APENDICE B - CROMATOGRAMA OBTIDO POR GC-MS
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ANEXO A- ESTRUTURAS QUIMICAS: COMPOSTOS OBTIDOS POR UPLC-MS
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ANEXO B - ESTRUTURAS QUIMICAS: COMPOSTOS OBTIDOS POR GC-MS
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