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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO E BIOLOGICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
Inga marginata WILLD

AUTORA: Maiara Maziero
ORIENTADORA: Melania Palermo Manfron

As plantas medicinais sd@o usadas desde a antiguidade pelo homem para curar diversas
enfermidades. Ainda hoje, sdo muito utilizadas pela populacdo de forma paliativa, para a cura
e também associadas aos medicamentos convencionais. Inga marginata pertence a familia
Fabaceae, género Inga, possui diversas homenclaturas populares como inga e inga-mirim, é
uma planta leguminosa, com ampla distribuicio na América Latina. Possui propriedades
antidiarreica, antimicrobiana, antinociceptiva, anti-inflamatéria, dentre outras. O presente
trabalho teve por objetivo obter o extrato bruto das folhas de 1. marginata pelo processo de
maceracao, realizar caracterizacdo fitoquimica, identificar e quantificar compostos presentes no
extrato, avaliar atividades biol6gicas, como a atividade antinociceptiva e antimicrobiana, bem
como, avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e potencial antioxidante frente a espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. A partir da caracterizagdo fitoquimica de I. marginata foram
encontradas as seguintes concentragfes 110,60; 100,38 e 27,04 mg/g para polifendis totais,
flavonoides e taninos, respectivamente. Utilizando HPLC foram identificados e quantificados
0s seguintes compostos acido galico (1,837 mg/g), epicatequina (22,493 mg/qg) e rutina (5,217
mg/g). O extrato hidroalcodlico ndo apresentou citotoxicidade e genotoxicidade. Por meio de
testes antioxidantes (DPPH — ICso 17,306 pug/mL; DCFH-DA — 10 ¢ 60 ug/mL; ORAC —
2952,944 umol Trolox/g e Oxido nitrico — 15 pug/mL) foi demonstrado o alto poder antioxidante
do extrato em analise. A atividade antimicrobiana foi avaliada frente as cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus epidermidis,
Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella e Pseudomonas aeruginosa, sendo que os melhores resultados obtidos foram para
S. epidermidis (128 pg/mL), S. aureus (128 pg/mL), M. luteus (256 pg/mL) e K. pneumoniae
(256 pg/mL). A avaliagdo antinociceptiva também demonstrou resultados promissores, sendo
a concentracdo de 100 mg/Kg a mais efetiva. Dessa forma, devido aos resultados favoraveis,

pode-se sugerir 0 uso de I. marginata de maneira segura e eficaz.

Palavras-chave: Extrato Bruto de Folhas. Inga marginata. Caracterizagdo Quimica. Potencial
Terapéutico.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL STUDY OF THE HYDROALCOOLIC
EXTRACT OF Inga marginata WILLD

AUTHOR: Maiara Maziero
ADVISOR: Melania Palermo Manfron

Medicinal plants have been used since antiquity by man to cure various diseases. Even today,
they are widely used by the population in a palliative way, for healing and also associated with
conventional medicines. Inga marginata belongs to the family Fabaceae, genus Inga, has
several popular nomenclatures such as inga and inga-mirim is a leguminous plant, with a wide
distribution in Latin America. It has antidiarrheal, antimicrobial, antinociceptive, anti-
inflammatory properties, among others. The objective of the present work was to obtain the
crude extract of the leaves of I. marginata by the maceration process, perform phytochemical
characterization, identify and quantify compounds present in the extract, evaluate biological
activities, such as antinociceptive and antimicrobial activity, as well as evaluate cytotoxicity,
genotoxicity and antioxidant potential against reactive oxygen and nitrogen species. From the
phytochemical characterization of I. marginata, the following concentrations were found:
110.60; 100.38 and 27.04 mg/g for total polyphenols, flavonoids and tannins, respectively.
Using HPLC, the following compounds were identified and quantified as gallic acid (1,837
mg/g), epicatechin (22.493 mg/g) and rutin (5.217 mg/g). The hydroalcoholic extract did not
present cytotoxicity and genotoxicity. The high antioxidant power of the extract was
demonstrated by means of antioxidant tests (DPPH — ICs 17,306 pug/mL; DCFH - DA - 10 and
60 png/mL; ORAC - 2952,944 umol Trolox/g and nitric oxide - 15 pg/mL) under analysis. The
antimicrobial activity was evaluated against bacterial strains of Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella and Pseudomonas
aeruginosa. The best results were obtained for S. epidermidis (128 pug mL), S. aureus (128
pug/mL), M. luteus (256 ug/mL) and K. pneumoniae (256 pg/mL). The antinociceptive
evaluation also showed promising results, with a concentration of 100 mg/kg more effective.
Thus, due to the favorable results, it is possible to suggest the use of I. marginata in a safe and

effective way.

Keywords: Gross Extracts of Leaves. Inga marginata. Chemical Characterization. Therapeutic

Potential.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo elementos constituintes da biodiversidade e, desde os
primordios da vida na Terra, sdo utilizadas para a cura e tratamento das mais diversas
enfermidades. De acordo com Lopes et al. (2005), planta medicinal é aquela que, administrada
ao homem ou animal, por qualquer forma ou via, exerce algum tipo de acdo terapéutica. O
tratamento feito com o uso de plantas medicinais ¢ denominado fitoterapia e os medicamentos
produzidos a partir dessas plantas sdo chamados de fitoterapicos.

O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades € recorrente devido ao facil
acesso, baixo custo e a ideia, por grande parte da populacdo, de que as plantas sao inofensivas
a saude. Cerca de 80% da populagdo mundial faz uso de algum tipo de planta em busca de alivio
para sua sintomatologia, e aproximadamente 25% de todas as prescricdes médicas sdo
formulacGes baseadas em substancias derivadas de plantas ou andlogos sintéticos (ZENI et al.,
2015), o que evidencia a importancia das plantas medicinais no tratamento terapéutico.

Inga marginata Willd é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, conhecida
popularmente como ing4, ingad-mirim, inga-dedo, angd, inga-feijao, dentre outros (LORENZI;
MATQOS, 2002). Possui uma ampla distribuicdo geogréafica, podendo ser encontrado em toda
América Latina, adaptando-se principalmente ao clima tropical. As arvores de |. marginata
podem chegar a 17 metros de altura, possuem ramos longos e modificados, com folhas
compostas de pares de foliolos de formato eliptico, com variacdo de cor (verde-claro a verde-
escuro). Ja os frutos sdo caracterizados por serem vagens cilindricas, indeiscentes com
coloracdo da casca verde-oliva (PENNINGTON, 1997).

As folhas de I. marginata sdo utilizadas na medicina popular devido as suas diversas
atividades bioldgicas, dentre elas: antimicrobiana, anti-inflamatéria, antidiarreica,
antinociceptiva e antioxidante (POMPEU et al., 2012). A composi¢do dos extratos de uma
mesma espécie pode variar, assim como a porcentagem de cada constituinte e, como
consequéncia, a sua atividade farmacologica pode expressar-se de forma mais ou menos
acentuada. Os fatores que determinam a composi¢cdo quimica qualitativa e quantitativa dos
extratos vegetais se deve ao cultivo em diferentes locais, posi¢oes geograficas, época de coleta,
genotipo, condi¢des climaticas, métodos de obtencdo do extrato vegetal, dentre outros
(OLIVEIRA; AKISSUE; AKISSUE, 2005).

A descoberta de novas alternativas terapéuticas para as mais diferentes patologias € de
extrema importancia, pois surge como uma alternativa terapéutica, muitas vezes com vantagens

tecnologicas, terapéuticas, de producdo e de custo do tratamento. Em relacdo a atividade
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antimicrobiana, por exemplo, com a crescente resisténcia bacteriana aos mais diversos
antibioticos, é fundamental o desenvolvimento de novos farmacos capazes de inibir o seu
crescimento ou de destrui-los. Dessa forma, as plantas medicinais surgem como uma boa opg¢éo
terapéutica. Dentre elas, destaca-se o I. marginata, utilizado popularmente devido aos diversos
beneficios a saude, por isso, é de suma importancia estudar estas a¢@es terapéuticas, bem como

sua toxicidade, a fim de garantir seu uso de forma segura e eficaz.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos de caracterizacdo fitoquimica e avaliar atividades bioldgicas do extrato
bruto de Inga marginata W.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter o extrato bruto de Inga marginata;

- Determinar metabolitos secundarios (polifendis totais, flavonoides e taninos);

- Identificar e quantificar os principais constituintes presentes no extrato de I. marginata;
- Determinar o potencial antioxidante do extrato vegetal,

- Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade do extrato;

- Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato;

- Determinar a atividade antinociceptiva do extrato de I. marginata.



20

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde os primordios da vida na Terra, 0 homem faz uso de elementos da natureza para
tratar e curar as diversas enfermidades que o acometem. As plantas medicinais sdo um desses
elementos e, ainda hoje, sdo muito utilizadas pela populacéo, passando o conhecimento acerca
de seu uso de geracdo em geracdo (STASI, 1996a).

A pesquisa de plantas medicinais € considerada multidisciplinar, pois abrange
sociblogos, antropdlogos, bidlogos (estudos de etnobotanica e etnofarmacologia); taxonomistas
e botéanicos (identificacdo de espécies); agronomos e bidlogos (estudos de ecologia e cultivo);
quimicos, farmacéuticos e médicos (estudos de toxicologia, acdo farmacoldgica, isolamento e
purificacdo de produtos, farmacologia pré-clinica e clinica, controle de qualidade, entre outros)
(STASI, 1996¢).

A fitoterapia é uma terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas
diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de principios ativos isolados. Os fitoterapicos
sdo medicamentos fabricados a partir de substéncias ativas de origem vegetal. Planta medicinal
é caracterizada como uma espécie vegetal utilizada com o objetivo de prevencdo, tratamento e
cura de sintomas e doencas (STASI, 1996b). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
planta medicinal é todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos (OMS, 2011).

Em junho de 2006, por meio de um decreto, foi regulamentada a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), a qual justifica-se pela insercdo da fitoterapia no
cotidiano das pessoas, aliada ao fato de que o Brasil detém a maior parcela da biodiversidade
vegetal (BRASIL, 2009). Espera-se também amplificar as opg¢des terapéuticas e aprimorar a
atencdo a salde dos usuarios do Sistema Unico de Salde (SUS), sem desvalorizar o
conhecimento dos povos tradicionais e das comunidades (BRASIL, 2009).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relatam que, tanto em nivel mundial,
quanto nacional, cerca de 80% da populacdo responde pelo consumo de plantas medicinais
através da medicina popular, sendo, as vezes, o Gnico recurso terapéutico disponivel (BRASIL,
2009). O uso de fitoterapicos também esta presente no Sistema Unico de Satde (SUS), sendo
que doze fitoterapicos compdem a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME)
(BRASIL, 2018). Porém, ainda existem muitas controvérsias acerca do uso de plantas
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medicinais, pois 0s estudos realizados, muitas vezes, sdo insuficientes, ou até mesmo,
inexistentes. Esse fato faz com que muitos casos de intoxicagdo por plantas acontecam.
Segundo o ultimo levantamento publicado pelo Centro de Informacgdes Toxicoldgicas (CIT-
RS), 366 casos de intoxicacao por plantas ocorreram apenas no estado do Rio Grande do Sul,
no ano de 2016 (CIT, 2016).

3.2 Inga marginata WILLD: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E USOS
TERAPEUTICOS

Dentre as plantas medicinais, destaca-se o Inga marginata, o qual pertence a familia
Fabaceae, sub familia Mimosoideae, é uma planta leguminosa, conhecida popularmente no
Brasil como ingd, inga-mirim, inga-dedo, inga-miudo, inga-feijao e anga. Ja em paises como
Venezuela, Colémbia e Costa Rica é conhecido popularmente como guano, guamo e guaba
(LORENZI; MATOS, 2002). Inga, do tupi, significa “que tem semente envolvida”, esse
envolvimento é chamado de sarcotesta, polpa branca adocicada que envolve as sementes
(PENNINGTON, 1997). Possui uma ampla distribuicdo geografica, podendo ser encontrado
em toda América Latina, adaptando-se principalmente ao clima tropical. As arvores de |I.
marginata podem chegar a 17 metros de altura, possuem ramos longos e modificados, com
folhas compostas de pares de foliolos de formato eliptico, com variacéo de cor (verde-claro a
verde-escuro). J& os frutos sdo caracterizados por serem vagens cilindricas, indeiscentes com
coloracdo da casca verde-oliva (PENNINGTON, 1997).

llustragéo 1- Folhas e frutos de Inga marginata Willd.

(continua — préxima pagina)
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llustragéo 1- Folhas e frutos de Inga marginata Willd.

Fonte: Autor

Sua distribuicdo é exclusivamente neotropical, presente de um extremo ao outro da zona
tropical Umida, desde 24 °N, no México, até 34 °S, no Uruguai, com representantes nas Antilhas
Maiores e Menores (PENNINGTON, 1997). Esta ampla distribuicdo geogréafica permite que
um numero maior de pessoas conheca e utilize as propriedades curativas associadas a essa
planta.

As folhas de |. marginata sdo utilizadas na medicina popular devido as suas
propriedades terapéuticas, como a antimicrobiana (possuindo efetivo potencial no combate a
diversas bactérias associadas a infecc@es clinicas importantes), anti-inflamatdria, antidiarreica,
antioxidante e antinociceptiva/analgésica (SOUZA et al.,, 2007; SILVA; ROGEZ;
LARONDELLE, 2007), (POMPEU et al., 2012). O conhecimento acerca de propriedades
terapéuticas de plantas medicinais, muitas vezes e transmitido de geracdo em geracdo, sem ser
apoiado por estudos cientificos. Por isso, € importante realizar estudos sobre estas plantas e que

estes sejam de conhecimento da populagdo que as utiliza como forma de tratamento.

3.2.1 Grupos bioativos presentes no extrato de Inga marginata
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As plantas medicinais produzem metabdlitos secundarios, substancias que, agrupadas
ou isoladas, exercem algum tipo de acéo biol6gica, seja em outros organismos ou na propria
planta. Essas substancias fazem parte de grandes grupos bioativos, como polifendis totais,
flavonoides e taninos.

Os polifendis ou compostos fenolicos apresentam uma estrutura quimica comum,
derivada do benzeno, ligada a um grupo hidrofilico. Possuem em sua estrutura pelo menos um
anel aromatico, ao qual estdo acopladas hidroxilas (SROKA; CISOWSKI, 2003). S&o produtos
do metabolismo secundério das plantas e exercem diversas funcées sensoriais (adstringéncia e
cor) e de protecdo. A bioatividade das substancias fendlicas esta relacionada com a capacidade
de quelar metais, sequestrar radicais livres e inibir a peroxidacdo lipidica. Essa atividade
antioxidante é atribuida a habilidade de doar elétrons ou hidrogénio, ou ainda, devido aos seus
radicais intermediarios estaveis que evitam a oxidacdo de varios componentes como os lipideos
(KAUR; KAPOOR, 2001). Com base em sua estrutura molecular, podem ser classificados em
quatro grupos: flavonoides, &cidos fendlicos, lignanas e estilbenos (BEHLING et al., 2004).

Flavonoides sdo uma classe de compostos fenolicos que diferem entre si por sua
estrutura quimica. Consistem em um esqueleto de difenil propano (CeC3Cs) com dois anéis
benzénicos ligados a um anel pirano (BEHLING et al., 2004). Os flavonoides podem se
apresentar como agliconas, glicosideos ou como flavolignanas. Podem ser subdivididos em 13
classes, com mais de 5000 compostos descritos até 1990 (BEHLING et al., 2004). Estdo
amplamente distribuidos em vegetais e frutas, apresentando diversas atividades bioldgicas
como antioxidante, efeito inibitorio de tumores em varios estagios e efeito protetor de capilares
(PODSEDEK, 2007).

Os taninos sdo compostos fenolicos presentes na maioria das plantas, podendo
apresentar concentracao variavel de acordo com os tecidos vegetais, tamanho, idade da planta,
parte coletada, época, ou ainda, local de coleta (MONTEIRO et al., 2005). Sdo substancias
fendlicas solUveis em &gua, com massa molecular entre 500 e 3000 Da, formam complexos
insoliveis em &gua com alcaloides, gelatina e outras proteinas. Historicamente usados para
transformar a pele animal em couro (SIMOES et al., 2004).

Sédo classificados em dois grupos principais com caracteristicas estruturais diferentes
(BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004). Os taninos hidrolisaveis incluem os
galotaninos e os elagitaninos, polimeros derivados dos acidos géalico e elagico, caracterizados
por possuirem um poliol central (MUELLER-HARVEY, 2010).

O segundo grupo de taninos envolve os condensados, quimicamente compreendem um

grupo de polihidroxi-flavan-3-ol e apresentam uma estrutura semelhante aos flavonoides,
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(SCHOFIELD etal., 2001a). Possuem importancia marcante em alimentos, pois podem conferir
caracteristicas sensoriais agradaveis ou adstringentes, dependendo da sua concentracdo nas
plantas (DEGASPARI et al., 2005).

O extrato das folhas de I. marginata é rico em compostos fendlicos, principalmente
flavan-3-0is, catequinas, epicatequinas, quercetina, mircetina e acido galico (SILVA, ROGEZ,
LARONDELLE, 2007). A esses compostos, e outros minoritarios, sdo atribuidas as diversas

atividades bioldgicas da planta, justificando assim seus usos na medicina popular.

Para realizar a quantificacdo do teor de metabolitos secundéarios presente em extratos de
plantas existem diversas metodologias que podem ser empregadas, como por exemplo, 0
método de Folin-Ciocalteau para determinacdo de polifendis totais, método de Rio para
determinacdo de flavonoides e método de Agostini-Costa para a determinacao de taninos. Todas
estas metodologias empregadas para quantificacdo de metabdlitos secundarios estdo baseadas
no principio da espectrofotometria. Em estudo realizado por Lima Neto et al. (2015) com
plantas do Cerrado de Mato Grosso e em estudo realizado por De Lima (2013), estas mesmas

metodologias foram empregadas, demonstrando seu amplo uso nestas determinacdes.

3.3 CONSIDERAC}OES SOBRE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

A cromatografia € uma técnica de separacao e analise de misturas por interacdo dos
seus compostos entre uma fase estacionaria e uma fase mdvel. Existem diferentes tipos de
cromatografia, como por exemplo, cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida
em coluna aberta, cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa (VALENTE;
COLLINS; MANFREDI, 1983). Estas técnicas sdo amplamente utilizadas para identificagdo e

quantificacdo de substancias ativas presentes em extratos brutos de plantas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utiliza pequenas colunas, com
materiais previamente preparados e uma fase mével que é eluida sob altas pressées. Tem a
capacidade de realizar separacGes e analises quantitativas de uma gama de compostos presentes
em varios tipos de amostras, e em um curto periodo de tempo, com alta resolucéo, eficiéncia e
sensibilidade (VALENTE; COLLINS; MANFREDI, 1983).

A CLAE é a técnica analitica de separagdo mais utilizada atualmente. As vantagens
desse método séo a sensibilidade, facil adaptacéo para determinagdes quantitativas, adequacao

a separacao de espécies ndo volateis e a sua aplicabilidade a substéncias de expressivo interesse
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para a industria e ciéncia. Compostos que podem ser estudados utilizando a técnica CLAE:
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarbonetos, drogas, extratos vegetais, pesticidas,
antibioticos, esterdides, espécies organo-metalicas e substancias inorganicas (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

A separagdo de misturas por meio da cromatografia a liquido é realizada associando
uma fase mével adequada a uma fase estacionaria condizente com a mesma. Na CLAE a fase
movel deve ser um liquido e a fase estaciondria € um composto organico, quimica ou
fisicamente ligado a superficie suporte (AQUINO-NETO; NUNES, 2003). Existem diversos
tipos de CLAE, como cromatografia por particdo, cromatografia por particdo liquido-liquido,
cromatografia por particdo com fase ligada, cromatografia por adsorcdo, cromatografia por
troca ibnica e por exclusdo. A escolha do tipo de CLAE é realizada de acordo com o analito de
interesse e com o objetivo do trabalho (AQUINO-NETO; NUNES, 2003).

A utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma ferramenta bastante til
na caracterizacdo do perfil quimico de plantas, permitindo analisar as substancias nelas
presente. Em estudo realizado por Lopes et al. (2009) com espécies de Stryphnodendron foram
quantificados taninos presentes em seus extratos brutos utilizando CLAE. Estudo realizado por
Cossetin (2016), também identificou e quantificou substancias ativas presentes no extrato bruto
de Cinnamomum zeylanicum Blume utilizando a cromatografia liquida. Estes estudos e tantos
outros demonstram a importancia e a aplicabilidade desta metodologia na identificagdo e
quantificacdo de compostos em plantas.

3.4 ESPECIES REATIVAS E ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sdo formados a partir da energia recebida por um atomo extremamente
reativo, o qual perde um elétron da sua camada mais externa, e devido a essa nova configuracao,
torna-se quimicamente reativo. De modo geral, os radicais livres agem de forma rapida,
atacando outras moléculas e podendo transforma-las também em espécies reativas. Os danos
provocados por essas substancias sdo provenientes da reacdo quimica de oxidacgdo, a qual
resulta no chamado estresse oxidativo (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007).

Tendo em vista que a oxidacdo € uma reacdo essencial do metabolismo e da vida
aerobica, os radicais livres sdo formados naturalmente no organismo. O excesso de radicais

livres provoca efeitos nocivos ao organismo, como agressdo as proteinas, carboidratos,
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enzimas, DNA e, também, peroxidacdo lipidica. O equilibrio entre a formacdo e a eliminacéo
de espécies reativas no organismo deve ocorrer, de maneira que os processos metabolicos
possam acontecer adequadamente, garantindo a manutencéo da fisiologia celular (CHORILLI,
LEONARDI; SALGADO, 2007).

O organismo sofre acdo dos radicais livres constantemente. Essas espécies reativas sdo
provenientes de alimentos, processos inflamatdrios, disfungdes bioldgicas, habitos de vida
inapropriados (tabagismo, dieta inadequada, alcoolismo, exposicédo a radiacao ionizante, dentre
outros), condi¢cbes ambientais improprias, envelhecimento, estado psicologico e doengas
cronicas (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007). As espécies reativas mais importantes
sdo as EROs (espécies reativas de oxigénio, como por exemplo, hidroxila, superoxido e
peroxila), ERN (espécies reativas de nitrogénio, como por exemplo, 0xido nitrico, nitratos e
nitritos), espécies reativas do cloro, radicais derivados de tiois, espécies reativas de carbono e
complexos de metais de transicdo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Para controlar a formacdo de radicais livres existem o0s antioxidantes, substancias
enddgenas ou exdgenas que retardam ou inibem a oxidacdo do substrato, impedindo danos
severos. Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que
eles ataquem os alvos bioldgicos. Segundo Ramalho e Jorge (2006) os antioxidantes podem ser
classificados em antioxidantes primarios (compostos fenélicos que doam atomos de hidrogénio
aos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagagdo da reagdo), antioxidantes
sinergistas (aumentam a acdo dos antioxidantes primarios quando usados em associacao),
antioxidantes removedores de oxigénio (capturam o oxigénio presente no meio, tornando-o
indisponivel para atuar na auto-oxidacdo), antioxidantes bioldgicos (removem oxigénio ou
compostos altamente reativos de um sistema alimenticio, como por exemplo, catalases e
superoxido dismutase), antioxidantes quelantes/sequestradores (complexam ions metalicos que
catalisam a oxidacdo lipidica, sdo exemplos, acido citrico e seus sais, sais de EDTA e fosfatos)
e antioxidantes mistos (compostos provenientes de plantas e animais). Além desta classificagéo,
existe outra que classifica os antioxidantes conforme a afinidade quimica, em lipofilicos e
hidrofilicos (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007).

O uso de antioxidantes naturais estd crescendo, tendo em vista o aumento da
preocupacdo da populacdo com essa tematica. Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém
descrito antioxidantes com atividade sequestradora de radicais livres presentes em frutas, ervas
e extratos vegetais. Entre os principais antioxidantes naturais, encontram-se 0S compostos

fenolicos, tocoferois, extratos de plantas e éleos essenciais (WANG et al., 2008). Por isso, é
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importante pesquisar o potencial antioxidante de plantas medicinais, podendo utiliza-las como

antioxidantes naturais.

Os compostos fendlicos possuem atividade antioxidante consideravel, devido as suas
propriedades de oxirreducdo. O potencial antioxidante das folhas aromaticas é atribuido aos
grupamentos hidroxila em seus compostos fendlicos e, entre as classes de compostos com essa

atividade, destacam-se os polifendis, flavonoides e taninos (MORAIS et al., 2009).

A eficiéncia de uma metodologia para avaliar o potencial antioxidante depende de
diversos fatores, como solvente, tipo de extracdo utilizada, tempo e temperatura. Além disso,
em extratos vegetais, a quantidade dos compostos antioxidantes é afetada por diversos fatores,
como por exemplo, condi¢cdes ambientais, fatores genéticos, grau de maturacao, variedade da
planta, dentre outros. H& uma diversidade de métodos para avaliar a capacidade antioxidante
de um composto e esse fato impGe a necessidade de avaliar o potencial antioxidante por
diferentes ensaios, com fundamentos e mecanismos de acdo diferentes (OLIVEIRA et al.,
2009). Os principais ensaios utilizados para avaliar o potencial antioxidante de compostos séo
o sistema de cooxidacdo do beta caroteno/acido linoleico, método de substéncias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), ensaio do sequestro do radical DPPH, ensaio do 6xido nitrico,
proteina carbonila, butiril, teste do dicloro, teste ORAC (Capacidade de Absorcado do Radical
Oxigénio), dentre outros (KULISIC et al., 2004).

Para avaliar o potencial antioxidante do extrato bruto de Inga laurina, Furtado (2014),
utilizou o ensaio do DPPH. Ja Yamaguichi (2015) utilizou o ensaio da diclorofluoresceina para
avaliar o potencial antioxidante dos extratos de Platonia insignis e Caryocar villosum. Sobrinho
(2016) e De Sousa et al. (2017), aplicaram os métodos ORAC e teste do 6xido nitrico,
respectivamente, para avaliar os potenciais antioxidantes de Inga edulis e Baunhia pulchella,
demonstrando assim, a importancia e aplicabilidade desses testes para investigacdo da

capacidade antioxidante de extratos vegetais.

3.5 CONSIDERACOES SOBRE CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

Os estudos de Citotoxicidade e Genotoxicidade tém um importante papel no
desenvolvimento de novos farmacos, devendo ser realizados no inicio do processo de
desenvolvimento, a fim de obter novos compostos ativos com menor toxicidade
(GOLLAPUDI; KRISHNA, 2000; HARTMANN et al.,, 1997). Os agentes genotoxicos



28

possuem a habilidade de alterar a replicacdo de DNA e a transmissdo genética. Assim, as
medidas de genotoxicidade incluem, principalmente, danos no DNA, mutagdes e aberragdes
cromossémicas (COMBES, 1992).

A avaliacdo da genotoxicidade in vitro pode ser realizada pelas seguintes metodologias:
Teste de Ames (ensaio mutagénico de curto tempo utilizando bactérias e que visa identificar
substancias com potencial para inducdo de mutacGes genéticas), Teste de Micronucleos (teste
primario, simples e rapido que detecta danos cromossoémicos induzidos e permite estabelecer
correlacOes entre sistemas de avaliacdo bioldgica) e o Ensaio do Cometa. O Ensaio do Cometa
ou “Single Cell Gel Assay” ¢ um método de eletroforese em microgel, utilizado para a detec¢ao
e quantificacdo de quebras das fitas do DNA, em células individuais, usando microscopia
(SINGH et al., 1988).

As vantagens dessa técnica incluem sensibilidade para a detec¢do de baixos niveis de
dano ao DNA, simplicidade e baixo custo; uso de pequeno nimero de células por amostra;
coleta de dados de células individuais, permitindo analises estatisticas mais robustas;
virtualmente, qualquer populacdo de células eucarioticas pode ser analisada; uso de pequenas
quantidades do material teste; facil aplicacdo e curto periodo de tempo para concluir o
experimento; capacidade para avaliar o dano ao DNA de células ndo proliferativas e, sendo um
ensaio de células individuais, pode-se detectar respostas ndo uniformes numa populacéo mista
de células; capacidade para avaliar a genotoxicidade em ensaios in vivo e in vitro (TICE et al.,
1991). A populacdo de células mais adequada dependera das caracteristicas da exposi¢do, da
amostra, do acesso e do objetivo do estudo (ALBERTINI et al., 2000). Como desvantagens,
tem-se a necessidade de suspensdes de células individuais, e o fato de que pequenas amostras
celulares podem né&o ser representativas da populacao celular total (TICE et al., 1991). Estudos
realizados por Sousa (2017) com extrato de Caesalpinia ferrea, Polleto et al. (2011) com extrato
de Derris rariflora e estudo conduzido por Silva (2015) com extrato de Mimosa

caesalpiniifolia, utilizaram o ensaio do cometa para avaliar a genotoxicidade destas plantas.

Citotoxicidade é a capacidade intrinseca de um material em promover alteracéo
metabolica nas células em cultura, podendo culminar ou ndo em morte celular. Substancias
solveis num determinado meio extracelular com capacidade de influenciarem os mecanismos
de quimiotaxia ou quimiorrepuls@o nas células migratorias, através da acao de agentes toxicos

como substancias quimicas ou células imunes.
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Testes in vitro vém substituindo os ensaios in vivo, principalmente pelo seu custo
reduzido, alta reprodutibilidade, facilidade de realizacdo e demanda sustentavel do mercado
consumidor. Existem diversas metodologias para a avaliacdo da citotoxicidade, como por
exemplo, difusdo em agar, método de extracdo, método do vermelho neutro e ensaio do MTT,
e sua utilizagcdo depende da categoria de citotoxicidade a ser avaliada e do produto em questao
(OLIVEIRA, 2009).

Um método bastante utilizado para a avaliacao da citotoxicidade in vitro € o ensaio do
MTT, teste colorimétrico capaz de avaliar a viabilidade celular. Desidrogenases mitocondriais,
as quais estdo presentes somente em células metabolicamente viaveis, quebram o anel
tetrazolico, transformando-o de um composto de coloracdo amarela em um composto de
coloracdo azul escuro chamado de formazan (cristais insollveis em solugdes aquosas). O
parametro final de avaliacdo é o estabelecimento da ICso (concentragdo da substancia teste que
inibe 50% do crescimento celular) (OLIVEIRA, 2009). Estudo realizado por Arini (2010) com
extrato de Bauhinia rufa, estudo de Moura et al. (2014) com extrato de Piptadenia moniliformis
e estudo de Sousa et al. (2017) com extrato de Bauhinia pulchella, utilizaram o ensaio do MTT
para avaliar a citotoxicidade destes extratos, demonstrando sua grande aplicabilidade neste tipo
de avaliagéo.

3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Inga marginata

O uso desenfreado de antimicrobianos estabelece um processo de selecdo de
microrganismos patogénicos que possuem resisténcia a compostos quimicos utilizados na
medicina e na agropecuaria. Uma alternativa com custo-beneficio desejavel tem sido o
desenvolvimento e o uso de produtos naturais com propriedades antimicrobianas.

O extrato hidroalcodlico de I. marginata possui diferentes propriedades terapéuticas,
dentre elas, a antimicrobiana. Diferencas na composi¢do quimica da planta tornam o extrato
mais efetivo contra determinadas espécies de microrganismos, direcionando assim, 0 seu uso
terapéutico.

Os antibioticos de origem vegetal, com uma estrutura quimica diferente dos antibidticos
derivados de microrganismos, podem agir regulando o metabolismo intermediario de

patdgenos, bloqueando ou ativando reacdes e sintese enzimatica, ou até mesmo, alterando a
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estrutura de membranas. Além disso, os fitoterapicos tém baixo custo e podem ser usados
conjuntamente a medicina tradicional (CAPASSO et al., 2004).

Com o aumento da resisténcia microbiana, 0s compostos vegetais surgem como uma
alternativa para o combate de diferentes doencas infecciosas causadas por diversos
microrganismos. E relatada atividade antimicrobiana do extrato de inga frente as bactérias,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis, Bacilus cereus, Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis e Salmonella (BAKKALI et al., 2008).

O Staphylococcus aureus é responsavel por causar infec¢bes em tecidos do corpo
humano. E resistente a antibidticos e sobrevive em condigdes ambientais adversas (MURRAY
et al., 2014). A Klebsiella pneumoniae é caracterizada por ser um bastonete Gram-negativo,
imovel, ndo esporulado, aerdbio facultativo, tem seu crescimento favorecido em condicdes
aerdbias. Microrganismos do género Klebsiella sdo encontrados em diferentes ambientes, como
solo, agua e plantas. Essa bactéria é o principal agente etiologico de infeccBes relacionadas a
assisténcia a saude, tanto no meio hospitalar quanto no comunitario (MURRAY et al., 2014).

Pseudomonas aeruginosa esta presente, principalmente em ambientes hospitalares, é
caracterizada por ser um patdgeno nosocomial que acomete especialmente pacientes
imunocomprometidos. Essa bactéria tem a capacidade de sobreviver em ambientes hostis ao
seu crescimento por longos periodos de tempo, conferindo-lhe uma alta capacidade de
resisténcia a diferentes antimicrobianos (MURRAY et al., 2014).

A Escherichia coli também pertence a familia das Enterobactérias, Gram-negativa,
anaerobia facultativa e fermentadora de aglcares, normalmente é encontrada na microbiota
entérica de aves e mamiferos (MURRAY et al., 2014). J& o Staphylococcus epidermidis é
caracterizado por ser coagulase negativa, catalase positiva e formador de biofilme. E uma
espécie comensal da pele e mucosas, causadora de infec¢bes hospitalares, principalmente
através de materiais médico-hospitalares (sondas, cateteres, etc.) (MURRAY et al., 2014).

Bacilus cereus € um microrganismo capaz de produzir uma grande quantidade de
metabolitos potencialmente patogénicos. Encontrado em alimentos, especialmente no leite,
demonstra propriedades patogénicas perigosas a saude, causando as chamadas “Sindrome
Diarreica” e “Sindrome Emética”. O género Bacillus compreende patogenos extracelulares, ou
seja, seu mecanismo de patogenicidade ocorrera fora da célula do hospedeiro. As bactérias se
multiplicam no sistema circulatério, espago intersticial e no trato gastrointestinal (BHUNIA,
2008).
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Enterobacter aerogenes € uma bactéria gram negativa, nosocomial e patogénica,
responsavel por diversas infeccBes oportunistas. Encontrada principalmente no trato
gastrointestinal, normalmente, ndo causa dano a saude de individuos saudaveis (MURRAY et
al., 2014). Micrococcus luteus € uma bactéria gram positiva, encontrada no solo e na agua.
Também coloniza a mucosa oral humana, orofaringe e o trato respiratorio, causando danos a
salde geralmente em pacientes imunocomprometidos (MURRAY et al., 2014).

Enterococcus faecalis € composto por cocos gram positivos, encontrado principalmente
no trato gastrointestinal, porém, pode ser encontrado com menor frequéncia na uretra, vagina,
cavidade oral e vesicula biliar. Faz parte da microbiota intestinal, mas pode tornar-se
patogénico, causando endocardites, bacteremia, infeccdo do trato urinario e infecgdes
hospitalares (HARBARTH et al., 2002). A Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae,
é classificada como gram negativa, anaerdbica facultativa, ndo fermentadora de lactose e é
responsavel pelas chamadas salmoneloses, infeccdo que pode causar vomitos, diarreia e
gastroenterite. E indispensavel ter uma grande quantidade do patégeno para causar uma
infeccdo, sendo necessarios cerca de 100.000 microrganismos para que haja a efetiva
contaminacdo (SHINOHARA et al., 2008; LEVINSON, 2005). Na maioria dos casos as
salmoneloses sdo infec¢bes autolimitantes, ou seja, duram um determinado periodo de tempo,
variando entre um a quatro dias dependendo do organismo (LEVINSON, 2005).

Muitos estudos que avaliam a atividade antimicrobiana de extratos vegetais utilizam a
concentracdo inibitoria minima como metodologia para esta avaliagdo. Como por exemplo, em
estudo realizado por Furtado (2014) com extrato de Inga laurina, estudo de Alvarez et al. (1998)
com extrato das cascas de Inga marginata e estudo de De Lima (2013) com extrato de Verbena
litoralis, os quais utilizaram a CIM para avaliacdo da atividade antimicrobiana.

3.7 ASPECTOS GERAIS DA DOR

O termo dor foi conceituado pela primeira vez, em 1986, pela Associacao Internacional
para o Estudo da Dor, como uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a
lesbes reais ou potenciais. Nocicep¢do esta relacionada com o reconhecimento de sinais
dolorosos pelo sistema nervoso, o qual formula informacdes relacionadas a lesdo
(HELLEBREKERS, 2002). Segundo LUNA (2006), dor é o quinto sinal vital, juntamente com

a funcéo térmica e cardiorrespiratoria.

Diferente de nocicepcdo, a dor € mais que uma sensacao, & uma experiéncia, podendo

incorporar componentes sensoriais com influéncias pessoais e ambientais. Enquanto que, o
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termo nocicepcao refere-se ao estimulo doloroso propriamente dito, sem levar em consideracao
0 componente emocional, ou seja, engloba as vias neuroanatdmicas, bem como 0s mecanismos
neuroldgicos e os receptores especificos que detectam o estimulo lesivo. O termo nocicepcao
do latim “nocere”, significa doer, relacionando-se ao processo sensorial desencadeado,
enquanto que o termo dor esta relacionado a percep¢cdo em que o individuo a descreve

(pungente, dolorosa, irritativa, intoleravel ou persistente) (PATEL, 2010).

Sendo assim, uma vez que 0s animais ndo sdo capazes de expressar verbalmente os
componentes subjetivos da dor, neles ndo se avalia dor, e sim, nocicepgdo. Logo, termos como
dor e analgesia sdo empregados para estudos em humanos, enquanto que nocicepgao e
antinocicepcdo sao mais utilizados para estudos pré-clinicos, envolvendo animais de laboratério
(KANDEL et al., 2003).

A dor pode ser patolégica ou fisioldgica, e esta relacionada com a exposicao de qualquer
orgdo a estimulos potencialmente nocivos que induzem a sensacdo desagradavel, alertando o
organismo que ha algo errado (FANTONI, CORTOPASSI, 2002; ALMEIDA et al., 2006). Dor
fisioldgica é aquela que induz respostas protetoras, como o reflexo de retirada, com o objetivo
de interromper a exposi¢ao ao estimulo nocivo. A dor somética profunda e a dor visceral sdo
causadas por estimulos inevitaveis e apresentam respostas adaptativas especificas
(MASTROCINQUE, 2001; FANTONI, CORTOPASSI, 2002; HELLEBREKERS, 2002).

Estados dolorosos prolongados estimulam de forma persistente os aferentes
nociceptivos, induzindo alteracdes que aumentam os efeitos deletérios da dor cronica,
introduzindo entdo o conceito de dor patolégica (FANTONI, CORTOPASSI, 2002;
MASTROCINQUE, 2001; HELLEBREKERS, 2002). Segundo sua origem, a dor persistente
pode ser subdividida em neuropética ou nociceptiva. A dor nociceptiva resulta da ativacdo
direta de nociceptores da pele e outros tecidos em resposta a uma lesdo tecidual, acompanhada
de inflamacdo. A dor neuropéatica ou neurogénica origina-se devido a lesdes de nervos
periféricos ou do sistema nervoso central (FANTONI, CORTOPASSI, 2002;
MASTROCINQUE, 2001).

Os sistemas de modulacdo nociceptiva mais importantes sdo mediados por receptores
NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e opioides, localizados em toda extensdo do sistema nervoso
central. Entre os trés principais subtipos de receptores opioides, os receptores i ¢ 6 podem inibir
ou potencializar eventos mediados pelos receptores NMDA, enquanto o receptor k antagoniza

a atividade mediada por este receptor (RIEDEL, NEECK, 2001). A decodificacgdo de sensacoes
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mecanicas, térmicas e quimicas em impulsos elétricos é o primeiro processo da nocicep¢do
(PISERA, 2005). Os nociceptores sdo terminacfes nervosas livres, ndo especializadas, que
respondem a estimulos nociceptivos, detectando desse modo, lesdes nos tecidos, onde 0s
estimulos desencadeantes podem ser mecanicos, térmicos ou quimicos (MILLAN, 2002).
Assim, o potencial antinociceptivo de um produto natural, por exemplo, pode ser avaliado pelo
seu poder de aumentar o limiar de excitacdo dessas terminagdes nervosas ao estimulo doloroso,
ou entdo, fazer com que 0s nociceptores nao respondam ou ndo percebam o estimulo doloroso
promovido (MILLAN, 2002).

Considerando o envolvimento de diferentes vias de sinaliza¢do no processo da dor, faz-
se necessaria a utilizacdo de modelos experimentais que diferenciem uma possivel atividade
antinociceptiva de um produto natural por mecanismos centrais ou por mecanismos periféricos
(SILVA et al., 2013). Os principais modelos experimentais in vivo utilizados para avaliar a
atividade antinociceptiva de farmacos ou drogas vegetais sdo: contor¢Ges abdominais induzidas
por &cido acético, teste da formalina, teste de Randall-Selitto, teste de VVon Frey, dor orofacial

induzida pela formalina, teste da placa quente e teste de retirada da cauda (SILVA et al., 2013).

O teste de contor¢Ges abdominais induzidas por &cido acético € um modelo quimico de
nocicep¢do. Baseia-se na contagem de contor¢fes abdominais seguidas da extensdo dos
membros posteriores como resposta a irritacdo peritoneal e a peritonite desenvolvidas pela
injecdo intraperitoneal de uma solucéo de acido acético (WHITTLE, 1964). Este teste é sensivel
a avaliacdo de drogas analgésicas, porém, pode ser visto como um modelo geral, ndo seletivo,
tendo em vista que a irritacdo local, produzida pelo acido acético estimula a liberagcdo de
diversos mediadores inflamatérios (COUTO et al., 2011).

O teste da formalina esta associado a lesdo tecidual, no qual é possivel quantificar a
resposta comportamental provocada pela injecdo subcutanea de formalina diluida na pata
traseira do animal (DUBUISSON; DENNIS, 1977; MARTINS et al., 2006). Uma vantagem
deste teste é a possibilidade de avaliar dois diferentes tipos de dor durante um determinado
periodo de tempo e, assim, possibilita o teste de analgésicos com diferentes mecanismos de
acdo (RANDOLPH; PETERS, 1997).

O ensaio de Randall-Selitto estd fundamentado na indugédo de hiperalgesia por meio de
pressdo crescente na pata do animal. Este modelo baseia-se no principio de que a inflamagéo
reduz o limiar de reacdo a dor e que essa diminui¢cdo pode ser alterada por analgésicos
narcoticos e ndo-narcéticos (RANDALL; SELITTO, 1957). O teste de Von Frey é um metodo

utilizado para avaliar a sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico, sendo bastante utilizado
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clinicamente. Os modelos experimentais baseados em testes mecanicos permitem a avaliagcdo
do aumento da sensibilidade do nociceptor a estimulos inocuos (alodinia) ou nocivos
(hiperalgesia). O método de VVon Frey é usado para avaliar através do estimulo mecanico indcuo
e crescente (alodinia mecéanica) a sensibilidade tecidual provocada pela incisdo (LE BARS et
al., 2001).

O modelo de dor orofacial induzida por formalina avalia a nocicepcdo trigeminal por
meio da aplicacdo de estimulo quimico (administracdo subcutanea de formalina) na regido
orofacial. Este modelo constitui uma adaptacdo do teste da formalina administrada na superficie
plantar de animais (DUBUISSON; DENNIS, 1977; RABOISSON; DALLEL, 2004). Para
avaliar melhor os receptores envolvidos no mecanismo de agéo do produto podem ser utilizados
outros agentes quimicos, como por exemplo, capsaicina e glutamato (SILVA, 2013).

O método da placa quente avalia o tempo em gue 0s animais permanecem sobre uma
chapa metélica aquecida até reagirem ao estimulo térmico com o comportamento de levantar
ou lamber as patas (TITA et al., 2011). As aferi¢Bes séo realizadas nos tempos de 30, 60, 90 e
120 minutos apds a administracdo das substancias a serem analisadas. O teste de retirada da
cauda é utilizado para identificar a atividade de extratos vegetais ou de isolados, além de
compostos sintéticos, cujos mecanismos sejam semelhantes aos promovidos pelos analgésicos
opioides (OLIVEIRA et al., 2008). Este teste fundamenta-se na aplicacdo de uma fonte radiante
de calor na cauda do animal como estimulo nociceptivo térmico, provocando seu movimento
de retirada (OLIVEIRA et al., 2009). Um aumento no tempo de reacdo é normalmente
considerado parametro importante para avaliar a atividade antinociceptiva central.

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético € uma metodologia
bastante utilizada para avaliar o potencial analgésico de drogas, por ser um modelo quimico e
geral. Estudo realizado por Queiroz (2010) com extrato de Piptadenia stipulaceae e estudo
realizado por Rodrigues, Duarte-Almeida e Pires com plantas indicadas por caboclos do Parque
Nacional do Jau (AM) utilizaram esta técnica, ratificando sua aplicabilidade neste tipo de

avaliacdo terapéutica.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Reativo Folin-Ciocalteau — Dinamica Quimica Contemporanea Ltda;
Carbonato de sddio — Dinamica Quimica Contemporanea Ltda;
Acido galico — Merck;

Rutina — Merck;

Cloreto de aluminio — Labsynth;

Vanilina — Proquimios;

Catequina — Dinamica Quimica Contemporanea;

Epicatequina — Merck;

DPPH — Merck;

Acido ascorbico — Dinamica Quimica Contemporanea;
DCFH-DA - Sigma Aldrich;

Trolox — Sigma Aldrich;

Fluoresceina — Sigma Aldrich;

AAPH — Sigma Aldrich;

MTT — Ludwig Biotecnologia;

DMSO - Labsynth;

Diclofenaco sédico — EMS;

Espectrofotometro — Global Trade Technology;

Cromatdgrafo liquido — Shimadzu;

Espectrofluorimetro - Fluoromax® Series, Horiba Scientific;
Leitor de microplacas - SpectraMax® M5, Molecular Devices;

Microscopio Optico — Microscépio ECO, Kasvi.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

Inga marginata foi coletado na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em seu
campus sede, localizado na cidade de Santa Maria, RS (coordenadas geogréaficas: altitude -
29.7133 S e longitude -53.7059 O) em marco de 2017. A planta foi identificada pelo professor
Dr. Renato Aquino Zachia do Departamento de Biologia, CCNE, UFSM. Uma exsicata da
espécie foi depositada no Herbario do Departamento de Biologia sob o registro SMDB S13965.
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As folhas foram secas em estufa de ar circulante (45 °C) durante sete dias, e
posteriormente, foram moidas em moinho de facas. O processo de extragdo ocorreu por
maceracao, utilizando solucdo hidroalcodlica 70% e uma propor¢do planta/solvente 1:5. O
extrato hidroalcoolico foi filtrado e concentrado sob baixa pressdo em rotaevaporador, a fim de
eliminar todo o solvente organico. Em seguida, foi liofilizado sendo obtido um p6, o extrato
bruto (EB), que foi devidamente acondicionado e armazenado para as analises posteriores.

4.3 DETERMINACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

4.3.1 Determinacao do teor de Polifendis Totais

A determinacéo do teor de polifendis totais foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Folin-Ciocalteau com modificagbes (CHANDRA; MEJIA, 2004). Na amostra,
previamente diluida em &agua (0,01 %), adicionou-se reativo de Folin-Ciocalteau e, em seguida,
a solucao foi incubada no escuro por cinco minutos. Ao final desse periodo, acrescentou-se
carbonato de sodio a 20% e nova incubacéo foi realizada no escuro durante dez minutos. Em
sequida, foi realizada a leitura das absorbancias em espectrofotdometro, utilizando o
comprimento de onda de 760 nm. A concentragdo da amostra foi de 0,01%.

O mesmo procedimento foi realizado com a substancia padrdo (&cido galico) nas
concentracdes de 5; 8; 10; 15; 20; 25; 30 e 35 ug/mL, construindo assim, uma curva de
calibracéo, obtendo uma equacao da reta. A partir desta equacédo da reta, calculou-se o teor de

polifendis totais presentes na amostra.

4.3.2 Determinagéo de Flavonoides

A determinacdo de flavonoides foi realizada segundo Rio (1996) modificado. As
amostras foram preparadas na concentragdo de 0,4% em metanol. Como padréo foi utilizada
rutina e como solugdo reagente cloreto de aluminio 5%. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 425 nm. O conteldo total de flavonoides foi
expresso em miligramas equivalentes de rutina por grama de extrato, o qual é calculado a partir
da curva de calibracdo da rutina, utilizando-se concentragdes crescentes (25; 50; 75; 100; 125

e 150 pug/mL) do padréo.

4.3.3 Determinacéo de Taninos
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O teor de taninos foi obtido pelo método da vanilina, seguindo metodologia proposta
por Agostini-Costa et al. (1999). Como padrdo utilizou-se a catequina e como reagente a
vanilina 4%. A amostra foi preparada em concentracdo de 0,4%, utilizando como solventes
metanol 20% e &cido cloridrico 1%, sendo, em seguida, incubada em temperatura ambiente e
sob protecdo da luz, durante oito horas. Posteriormente a este pré-preparo da amostra,
adicionou-se reagente de solucdo de vanilina 4% e a amostra foi novamente incubada durante
quinze minutos. Apds, realizaram-se as leituras em espectrofotbmetro, com comprimento de
onda de 490 nm. O conteldo total de taninos foi expresso em miligramas equivalentes de

catequina por grama de extrato.

4.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE SUBSTANCIAS ATIVAS NO EXTRATO
VEGETAL POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A andlise qualitativa e quantitativa de compostos fenolicos foi realizada pelo método da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado a um detector de Diodo (DAD),
seguindo metodologia proposta por Evaristo e Leitdo (2001), com adaptacBes. Utilizou-se
cromatégrafo liquido (SHIMADZU, Kyoto/Japdo), composto de bomba modelo LC-20AT,
injetor automatico SIL-20A, detector DAD SPD-M20A e comunicador CBM 20A, controlado
por Software LC SP1. A coluna analitica utilizada foi Shim-pack CLC-ODS (M) de fase
reversa, com fase estacionéria silica C 18, particula com 5 um de diametro, dimensdes de 4,6
mm por 150 mm. A eluicdo ocorreu por gradiente com fluxo de 0,9 mL/min, como fase movel
acido acetico 2% em agua ultrapura.

As amostras foram preparadas na concentracdo de 10 mg/mL, sendo o volume de
injecdo 40 pL e a detec¢do acompanhada em sistema de fotodiodo entre 230-400 nm, durante
55 minutos. A identificacdo dos compostos fendlicos, fez-se através de comparagdo do tempo
de retencdo das amostras com os padrdes (acido galico, epicatequina e rutina com procedéncia
Merck).

Curvas das substancias padrdes foram realizadas com as concentra¢fes de 200, 100,
50, 35, 25, 10 e 5 pg/mL para quantificar as substancias identificadas. O teor de cada substancia

presente na amostra foi calculado de acordo com a &rea sob a curva do padréo.

4.5 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE I. marginata

4.5.1 Ensaio do sequestro do radical DPPH
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A avaliagdo da atividade antioxidante pelo método fotocolorimétrico do DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazila), segue a metodologia de Choi e colaboradores (2002). Foram
preparadas curvas de calibracao nas concentracfes de 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562
ug/mL do extrato e do padrao (acido ascorbico) em etanol. Preparou-se também uma solugéo
0,03 mM de DPPH em etanol, a qual foi devidamente armazenada sob protecédo da luz.

Em tubos de ensaio, adicionou-se 1 mL da solu¢éo de DPPH 0,03 mM em etanol e 2,5
mL das amostras diluidas. Apds trinta minutos em ambiente escuro, realizou-se a leitura das
absorbancias em espectrofotdmetro a 518 nm. Como branco foi utilizado extrato sem adicédo de
DPPH. Para o controle negativo foi utilizado 1 mL da solu¢do de DPPH e 2,5 mL de etanol em
tubo de ensaio. A técnica foi realizada em triplicata.

A porcentagem de inibicao do radical DPPH pelas amostras é calculada de acordo com

a formula:

%inibi¢do = 100 — [(Abs. Amostra — Abs. Branco) x 100/Abs. Controle negativo]

4.5.2 Teste do diacetato diclorofluoresceina (DCFH-DA)

O teste do diacetato diclorofluoresceina utiliza o reagente diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA), seguindo metodologia proposta por Esposti e colaboradores
(1999). Este composto tem a capacidade de permear a membrana celular quando desacetilado
por enzimas mitocondriais, dando origem a 2',7'- dicloro-dihidrofluoresceina que reage com
espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente perdxido de hidrogénio (H20),
produzindo a 2',7'- diclorofluoresceina, a qual emite fluorescéncia.

Uma curva padrdo nas concentracdes de 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 uM foi preparada,
utilizando placa de Elisa de 96 pocos e os reagentes TRIS HC1 (10 mM) pH 7,4, DFC (10 uM)
e DCFH-DA (0,1 mM). Para o preparo da amostra foram pipetados 100 uLL do extrato bruto,
130 pL de solugdo TRIS HCI (10 mM) pH 7.4 e 20 pL de DCFH-DA (0,1 mM). O ensaio foi
realizado em triplicata. Ap6s uma hora de repouso no escuro e a temperatura ambiente, realizou-
se leitura em espectrofluorimetro.

A fluorescéncia foi determinada com base nos comprimentos de onda de excitagéo (488
nm) e de emissdo (525 nm) no espectrofluorimetro. Quanto maior a fluorescéncia emitida,

maior a quantidade de espécies reativas de oxigénio.
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4.5.3 Ensaio da Capacidade de Absorcédo do Radical Oxigénio (ORAC)

O ensaio da capacidade de absorcéo do radical oxigénio (ORAC) baseia-se na medida
da capacidade de eliminacao de radicais livres, principalmente radicais peroxila, pelo extrato
vegetal. O ensaio foi realizado de acordo com OU et al. (2001). Foram adicionados 25 pL do
extrato bruto diluido em etanol e tampdo fosfato pH 7,4 (10 mg/L) ou 25 uL de &cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox - padrdo utilizado no experimento — Sigma
Aldrich, EUA) em microplaca. Ao padrao ¢ a amostra foram adicionados 150 puL de solugdo de
fluoresceina (indicador) e 25 pL de 2,2'-azobis-2-amidinopropano dihidrocloreto (AAPH —
gerador de radicais peroxila — Sigma Aldrich, EUA), sendo, posteriormente, incubada por 10
minutos a 37 °C. A fluorescéncia foi entdo medida a cada minuto (comprimentos de onda de
485 nm e 528 nm para excitacdo e emissdo, respectivamente) a 37 °C durante 70 minutos em

leitor de microplacas SpectraMax® M5 (Molecular Devices, Califérnia, EUA).

A atividade antioxidante foi determinada usando area sob a curva (AUC) e os resultados
foram comparados com uma curva de referéncia do padréo Trolox (0 - 96 pmol L) e expressos

como pumol Trolox/g amostra. A AUC é dada pela seguinte formula

Cf1 2. 3. fn
AUC—1+f—O+f—O+f—O+...f_O

Onde:
fn = fluorescéncia em um ciclo de leitura (1 min);

fO = fluorescéncia no tempo zero.
4.5.4 Teste do Oxido Nitrico

O teste do oxido nitrico detecta a presenca de nitrito organico em amostras. O nitrito é
detectado e analisado através da formagéo de coloragdo rosada quando o reagente de Griess é
adicionado nas amostras que contém NO>. A sulfanilamida presente no reagente de Griess é
responsavel pela formacéo de diazénio do nitrito da amostra. Quando o composto azo (N-1-
naftilenodiamino-bicloridrato) interage com os sais de diazonio, a coloracdo rosa aparece na

amostra.



40

Apos incubagéo dos tratamentos (10, 15, 30 e 60 ug/mL de EB) em células viaveis, a
placa de cultura foi centrifugada e o sobrenadante foi separado para a realizacdo do ensaio,
seguindo metodologia proposta por Choi et al. (2012). Em seguida foram transferidos 100 puL
dos respectivos sobrenadantes dos testes para outra placa de Elisa de 96 pogos. Apos, 100 uL
do reagente de Griess foram incorporados ao sobrenadante. Esse reagente é composto por uma
solucdo | (Sulfanilamida 1%) + solucdo Il (N-1-naftilenodiamino-bicloridrato), na propor¢éo
1:1 (v/v). As placas ficaram sob temperatura ambiente por 15 minutos para posterior leitura em
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram calculados em

porcentagem em relacdo ao controle negativo.

4.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

4.6.1 Avaliacao da Citotoxicidade pelo Ensaio do MTT

O ensaio do reagente brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)
foi realizado conforme protocolo descrito por Mossman (1983). Nesse ensaio, 0 reagente
brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, soltvel em agua e de coloracdo
amarela, foi incorporado em células viaveis (20 pL na concentragdo de 5 mg/mL em PBS). As
placas foram homogeneizadas e mantidas em estufa a 37 °C com 5% de COz, por 4 horas. A
atividade mitocondrial das células vidveis reduz o MTT por meio da enzima succinato
desidrogenase. O MTT ¢é convertido em cristais azul de formazam, os quais sdo insolveis em
agua e apresentam coloracdo azul-parpura. O azul de formazam, presente no citoplasma da
célula, foi ressuspendido com a adigdo de 200 uL. de DMSO (dimetilsulféxido) e quantificado
colorimetricamente por espectrofotometria no comprimento de onda de 570 nm. O valor de
absorbancia obtido foi proporcional ao nimero de células vidveis em comparagdo ao controle
negativo.

Foram testadas quatro concentragdes do extrato de I. marginata (60, 30, 15 e 10 pg/mL).
Essas concentracdes foram selecionadas a partir do resultado do 1Cso do extrato vegetal obtido

no ensaio do DPPH.

4.6.2 Avaliagéo da Genotoxicidade através do Ensaio do Cometa
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O ensaio cometa foi realizado conforme o protocolo de Singh e colaboradores (1988).
O teste apresenta uma alta sensibilidade e possibilita quantificar os niveis de quebras da fita
simples do DNA.

Em uma lamina de vidro, previamente coberta com uma camada de agarose de baixo
ponto de fuséo 5%, a amostra foi suspensa. O material foi imerso em solugéo de lise (89 mL de
solucéo de lise para 10 mL de DMSO e 1 mL Triton X-100), para a remogao das membranas e
citoplasmas das células. As laminas foram entdo incubadas em tampao alcalino de eletroforese
(300 mM NaOH e 1 mM EDTA em agua destilada), e realizou-se corrida eletroforética por 30
minutos a 25 V e 300 mA. Apds, realizaram-se 0s processos de neutralizacdo, fixacdo e
coloracdo para possibilitar a andlise do material genético.

A andlise de cada lamina foi feita com o auxilio de um microscopio 6ptico, e as células
foram comparadas com o controle negativo (células viaveis sem nenhum tipo de tratamento).
O extrato bruto de I. marginata foi avaliado em quatro diferentes concentracées (10, 15, 30, e

60 png/mL) pré-estabelecidas a partir do 1Cso da planta obtido no ensaio do DPPH.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DE |. marginata
ATRAVES DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Para a realizagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) seguindo a CLSI 2015,
foram pesados 16,38 mg do extrato de |. marginata, e este foi diluido em 1 mL de alcool etilico
absoluto, obtendo-se uma concentracdo inicial de 16,38 mg/mL. A suspensdo bacteriana foi
preparada na escala 0,5 de Mc Farland, com solucéo salina 0,9% e auxilio de espectrofotdmetro
(absorbancias na faixa de 0,08 a 0,1). Transferiram-se 40 L da suspensdo bacteriana para tubo
de ensaio contendo 3960 pL de caldo Muller-Hinton.

Em uma placa de Elisa de 96 pocos, foram adicionados aos pocos P1 a P8 100 uL de
caldo Muller-Hinton. No po¢o P1 foram adicionados também 50 pL do extrato diluido.
Posteriormente, iniciaram-se as dilui¢des seriadas até o poco P8, desprezando-se, por fim, 100
pL. Em todos os pogos foram adicionados 100 pL de inoculo, obtendo concentragdo final de
2048 pg/mL no pogo P1; 1024 pg/mL em P2; 512 pg/mL em P3; 256 pg/mL em P4; 128 pug/mL
em P5; 64 pug/mL em P6; 32 pug/mL em P7 e 16 pg/mL em P8.

Para o controle negativo (poco P9), foram utilizados 200 pL de caldo Muller-Hinton.
No controle positivo (pogo P10) foram adicionados 100 pL de caldo Muller-Hinton e 100 pL

de in6culo. Para o controle do extrato foram utilizados 100 pL de caldo Muller-Hinton e 100
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ML de extrato. Foram realizadas as mesmas dilui¢Oes feitas com a amostra para os controles.
Todas as analises foram realizadas em triplicata (Tabela 1).

Tabela 1- Esquema da placa de Elisa de 96 pocos: técnica em triplicata + controle do extrato
(CE).

PL P2 P3 P4 P5 P66 P7 P8 P9 P10

L1 2048 1024 512 256 128 64 32 16 C- C+

L2 2048 1024 512 256 128 64 32 16 C- C+

L3 2048 1024 512 256 128 64 32 16 C- C+

L4 CE CE CE CE CE CE CE CE CE CE

P1a P10: namero de pogos da placa de Elisa utilizados no experimento; L1 a L4: nimero de linhas da placa de

Elisa utilizadas no experimento; C-: controle negativo; C+: controle positivo; CE: controle do extrato.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO DE Inga

marginata

Foram utilizados trinta ratos machos adultos, espécie Wistar (220g-280g), provenientes
do Biotério Central da UFSM, com projeto devidamente aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA), registrado sob o nimero CEUA N° 9666180118. Estes foram
divididos em cinco grupos com seis ratos em cada grupo, mantidos em ciclo claro-escuro de 12
horas cada, com livre acesso a alimentacdo e dgua.

O teste de nocicepcdo foi realizado conforme metodologia adaptada de KOSTER et al.
(1959). Os animais foram divididos em cinco grupos, sendo Grupo 1: controle negativo; Grupo
2: controle positivo; Grupos 3, 4 e 5: grupos teste. O controle negativo recebeu agua destilada
(10 mL/Kg), o controle positivo, diclofenaco sédico (100 mg/Kg) e os grupos testes (100
mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg de extrato bruto, respectivamente) 60 minutos antes da inducéo
de nocicepcdo por meio de injecao intraperitoneal de 450 pL de solucédo de &cido acético 1,2%.
Os animais foram colocados em acrilicos transparentes individuais (13x13x8 cm) e o indicativo
de nocicepcdo foi determinado pelo nimero de contragbes da musculatura abdominal
associadas ao alongamento dos membros posteriores, observado durante um periodo de 30

minutos.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através dos testes de Student e ANOVA (seguida do

teste de Dunnett). Valores de p < 0,05 sdo considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

Apds o processo de coleta do material vegetal, secagem e moagem, obteve-se 1480 g de
droga vegetal. A partir disso, foi realizado preparo do extrato pelo método da maceracéo,
seguindo a propor¢do planta/solvente 1:5. Posteriormente ao processo de evaporacdo do
solvente em rotaevaporador e liofilizagdo, obteve-se 212,027 g de extrato bruto utilizado para

as analises subsequentes.
5.2 DETERMINAC}AO DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Os metabolitos secundarios polifendis totais, flavonoides e taninos foram quantificados

no EB de Inga marginata. A partir da curva de calibracdo dos padrbes foi mensurada a
quantidade de cada metabdlito presente na amostra.

A tabela 2 mostra a equacéo da reta obtida para cada um dos compostos testados.

Tabela 2- Equagao da reta e valor de “r” para cada metabolito secundario pesquisado.

Metabdlito Secundario Equacéo da Reta Valor do “r”
Polifenois Totais y =0,0386x — 0,0179 0,9987
Flavonoides y = 0,0059x — 0,0069 0,9999
Taninos y = 0,0238x — 0,0319 0,9823

Fonte: Autor

A partir dessas equacOes pode-se calcular a quantidade de cada metabolito secundario

presente na amostra. A tabela a seguir demonstra esses resultados.

Tabela 3- Teores de polifenois, flavonoides e taninos no extrato hidroalcodlico de I. marginata.

Extrato de I. Polifenois Totais  Flavonoides (mg/g)  Taninos (mg/g)
marginata (mg/g)
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Extrato Bruto das 110,60 100,38 27,04
Folhas

Os resultados das dosagens de polifendis totais, flavonoides e taninos obtidos a partir
do EB de I. marginata foram comparados com outras espécies do mesmo género e/ou familia

boténica, pois ndo ha na literatura dados de avaliagdo dos mesmaos.

As folhas de Inga laurina apresentaram concentracdes de polifenois totais de 255,38
mg/g, valor 2,3 vezes superior ao obtido para o EB de I. marginata (FURTADO, 2014). Outra
pesquisa realizada por Sobrinho (2016), usando extrato bruto de Inga edulis verificou uma
concentra¢do menor de polifendis totais, 59,49 mg/g (valor 1,86 vezes inferior ao obtido neste
trabalho). Em estudo com a fracdo etanolica de Bauhinia ungulata (PAULA, 2014), obteve-se
um teor de 658 mg/g de polifendis totais, valor 5,9 vezes maior que o obtido para I. marginata.
Pesquisa realizada por Simdes e Almeida (2011) com cascas de Bauhinia forficata,
demonstraram qualitativamente, presenca de flavonoides, polifendis totais e taninos em seu
extrato bruto. Ndo foram encontrados estudos similares quantificando flavonoides e taninos

abordando plantas da familia Fabaceae.

Vaérios fatores afetam a concentracdo desses metabolitos secundarios nos vegetais, como
por exemplo, local da coleta, época da coleta, constituintes do solo, preparo do extrato vegetal,

método utilizado para quantificacdo dos metabolitos, dentre outros.

5.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE SUBSTANCIAS ATIVAS NO EXTRATO
VEGETAL POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As substancias fendlicas rutina, epicatequina e acido galico foram identificadas no EB
de I. marginata por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) conforme

mostra a ilustracao 2.
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llustragdo 2- Cromatograma do extrato bruto de I. marginata obtido por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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1: pico do acido galico; 2: pico da epicatequina; 3: pico da rutina.

Acido galico, epicatequina e rutina foram identificados por meio dos tempos de retencéo
em CLAE-DAD obtidos pela analise em comparacdo com o tempo de retencdo dos respectivos
padrdes. O método escolhido foi o que melhor conseguiu separar os picos cromatograficos, bem

como, obteve os melhores pardmetros cromatogréficos.

A quantificacdo das substancias identificadas foi realizada pelo célculo da area sob a

curva. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 4.

Tabela 4 - Quantificacdo das substancias rutina, epicatequina e acido galico no extrato bruto de

I. marginata.
Substancia Identificada Teor (mg/g)
Rutina 5,217
Epicatequina 22,493
Acido galico 1,837

Fonte: Autor
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Esses valores demonstram que a substancia presente em maior concentragdo no EB de
I. marginata € a epicatequina, seguida da rutina e do &cido galico. Esses compostos podem ser
relacionados com as atividades biologicas atribuidas a I. marginata, como por exemplo,
atividade anti-inflamatoria e antioxidante. Estas atividades biologicas podem ser delegadas a
uma dessas substancias ou ao sinergismo de ac¢6es das mesmas. A associacdo das agdes dessas
substancias com outras ndo identificadas e quantificadas pela metodologia CLAE, também

podem ser responsaveis pelas atividades terapéuticas de I. marginata.

5.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE I. marginata

5.4.1 Ensaio do sequestro do radical DPPH

O potencial antioxidante foi analisado pela capacidade da amostra em sequestrar o
radical livre do composto 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). A partir da construcdo de uma
curva de calibracdo para o DPPH e para o padrdo (acido ascorbico) foram calculadas as ICso
(concentracdo inibitoria capaz de sequestrar 50% do radical DPPH) do padréo e do extrato bruto

de I. marginata, conforme demonstram as ilustragdes 3 e 4, respectivamente.

llustracdo 3- Grafico que relaciona a porcentagem de inibicdo do radical DPPH com a

concentracdo do padrdo responsavel por esta inibicéo.
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llustracdo 4- Grafico que relaciona a porcentagem de inibicdo do radical DPPH com a
concentracdo de extrato de I. marginata responséavel por esta inibig&o.
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A tabela 5 demonstra os resultados obtidos neste ensaio.

Tabela 5- Resultados do teste do DPPH para o padréo e a amostra.

Substancia Analisada I1Cs0 (ug/mL)
Acido ascorbico (padrao) 3,423
Inga marginata (amostra) 17,306

Fonte: Autor

Quanto menor a ICso maior a capacidade antioxidante da amostra. Tendo em vista este
conceito, pode-se observar que o extrato bruto de I. marginata apresenta um potencial
antioxidante consideravel, porém, 5,05 vezes menor que o padrdo, acido ascorbico.

Em estudo realizado por Furtado (2014) com extrato bruto das folhas de Inga laurina
foi obtido um valor de 10,43 pg/mL para a sua ICso (1,65 vezes maior que o potencial
antioxidante de I. marginata). O mesmo ensaio foi realizado para as fra¢es butandlica e acetato
de etila de Baunhinia longifolia (Fabaceae), obtendo resultados para a ICsode 16,1 pg/mL (1,07
vezes maior que I. marginata) e 21,2 pg/mL (1,22 vezes menor que o potencial de I. marginata),
respectivamente (SANTOS; JUNIOR; KUSTER, 2017).

Pesquisa realizada por Lima (2011) com extratos brutos de Caesalpinia ferrea

(Fabaceae), Erytrina velutina (Fabaceae) e Mimosa tenuiflora (Fabaceae) para avaliagdo do
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potencial antioxidante obtiveram os ICso de 34,8; 1166,91 e 22,23 pg/mL, respectivamente. As
ICso obtidas nos estudos mencionados acima, com plantas do mesmo género e/ou familia de I.
marginata possuem, de modo geral, proximidade de valores.

O potencial antioxidante de extratos vegetais pode ser atribuido a varios mecanismos,
como a capacidade sequestrante de radicais livres e a prevencdo da peroxidacdo lipidica
(KAUR; GEETHA, 2006). O mecanismo de reducé&o de radicais livres DPPH engloba a doagéo
de hidrogénio, por isso, a estrutura do composto antioxidante é importante. Compostos
fenolicos presentes em plantas tém consideravel importancia por serem 0s principais
componentes com atividade antioxidante. O potencial antioxidante de compostos fendlicos tem
sido atribuido as suas propriedades de 6xido-reducdo, as quais possuem importante papel na
neutralizacdo ou adsorc¢ao de radicais livres (BASILE et al., 2005). O EB de I. marginata possui
compostos fenolicos, o que pode contribuir, pelo menos de maneira parcial, para o potencial

antioxidante demonstrado neste estudo.

5.4.2 Teste do diacetato diclorofluoresceina (DCFH-DA)

O ensaio do diacetato diclorofluoresceina (DCFH-DA) € outro método que permite a
avaliacdo da capacidade antioxidante, especialmente de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Para este teste foram utilizadas concentracfes da amostra de 10, 15, 30 e 60 pg/mL, as quais
foram determinadas a partir do resultado do ICsg obtido pelo ensaio do DPPH.

A ilustragéo 5 ilustra os resultados obtidos.

llustracdo 5- Ensaio DCFH-DA para o extrato bruto de I. marginata.

(continua — préxima pagina)
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llustracdo 5- Ensaio DCFH-DA para o extrato bruto de I. marginata.
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Ensaio DCFH-DA apds 24 h de incubacdo. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle negativo
(100%). Sendo CN o controle negativo: células em meio de cultura. Os dados foram expressos com média + desvio
padrdo (D.P.). As andlises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida por teste post hoc de
Dunnett. Os valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Sendo *p < 0,05, **p < 0,01
e ***p < 0,001. CN: controle negativo (células viaveis + meio de cultura) e CP: controle positivo (células viaveis

+ peroxido de hidrogénio + meio de cultura).

A ilustracdo 5 demonstra que todas as concentracdes do extrato apresentaram resultados
satisfatorios (CN: 87,92%; CP: 139,68%; 10 pg/mL: 36,45%; 15 pg/mL: 69,73%; 30 ug/mL:
52,41% e 60 pg/mL: 35,27%), sendo melhores que o controle negativo. Ressalta-se que as
concentracdes de 10 e 60 pg/mL apresentaram 0s potenciais antioxidantes mais satisfatorios.
Esses resultados sdo chamados de horméticos, pois ndo seguem uma proporcdo (maior
concentracdo — maior a¢do). Sendo assim, as concentracdes de 10 e 60 pug/mL apresentaram
capacidade antioxidante para EROs similar.

Em estudo realizado por Yamaguichi (2015), com frutas amazbnicas ricas em
compostos fenolicos, foram preparadas amostras de Platonia insignis (bacuri) e Caryocar
villosum (piquia) na concentragdo de 20 pg/mL, conseguindo inibir de 79 a 84% a formagéo de
especies reativas de oxigénio. Esses resultados assemelham-se com os obtidos no presente
estudo, pois utilizou-se uma concentragdo proxima da amostra e os resultados foram
promissores. Porém, uma melhor correlacdo entre o resultado obtido neste estudo e 0s
apresentados na literatura, ndo pode ser realizada, pois ndo foram encontrados trabalhos
utilizando o teste do diacetato diclorofluoresceina com plantas do mesmo género ou da mesma

familia de I. marginata.
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5.4.3 Ensaio da Capacidade de Absorcédo do Radical Oxigénio (ORAC)

O ensaio ORAC avalia o potencial de substancias absorverem radicais de oxigénio.
Normalmente, a fluoresceina € utilizada como marcador de fluorescéncia, medindo a reducgéo
da emissdo de fluorescéncia na presenca de um produtor de radical, como por exemplo, 2,2-
azobis-2-amidinopropano-dihidrocloreto (AAPH) (ALVES et al., 2010).

A ilustracdo mostra o decaimento da fluoresceina para 0 EB de |. marginata

correlacionando com o padrdo Trolox e o branco.

llustracdo 6- Decaimento da fluoresceina para o extrato bruto de I. marginata.
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A partir do grafico acima e da formula AUC =1 +;—(1)+;—(2)+;—(3)+ ---%obteve-se 0

seguinte resultado para a amostra.
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Tabela 6- Avaliagéo do potencial antioxidante pelo ORAC.

Potencial Antioxidante
Amostra ORAC (umol Trolox/g)
Extrato Bruto de I. marginata 2952, 944

Fonte: Autor

Analisando os resultados obtidos, pode-se verificar que o extrato bruto de I. marginata
apresenta capacidade antioxidante frente a EROs. Em estudo realizado por Sobrinho (2016) foi
obtido um valor para ORAC de 942 umol Trolox/g para a espécie Inga edulis. Comparando 0s
dois resultados, verifica-se a maior capacidade antioxidante de I. edulis. Essas diferencas
podem estar relacionadas ao método de extracdo, purificacdo ou forma de expressar 0S

resultados obtidos, além de néo se tratar da mesma espécie botanica.

5.4.4 Teste do Oxido Nitrico

O ensaio do oOxido nitrico avalia a capacidade de compostos inibirem a producdo de
espécies reativas de nitrogénio. Para avaliar esse potencial foram usadas quatro diferentes
concentragdes do extrato bruto (10, 15, 30 e 60 pg/mL obtidas por meio do resultado do ICso
do ensaio do DPPH).

A ilustracdo 7 demonstra os resultados obtidos para o teste.

llustragdo 7- Ensaio do Oxido Nitrico para o extrato bruto de 1. marginata.

(continua — préxima pagina)
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llustragdo 7- Ensaio do Oxido Nitrico para o extrato bruto de 1. marginata.
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Ensaio Oxido Nitrico ap6s 24 h de incubacio. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle negativo
(100%). Sendo CN o controle negativo: células em meio de cultura. Os dados foram expressos com média + desvio
padrdo (D.P.). As andlises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida por teste post hoc de
Dunnett. Os valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Sendo *p < 0,05, **p < 0,01
e ***p < 0,001. CN: controle negativo (células viaveis + meio de cultura) e CP: controle positivo (células viaveis

+ peroxido de hidrogénio + meio de cultura).

Analisando a ilustracdo 7, pode-se observar que todas as concentracdes testadas do
extrato foram eficientes no combate a producdo de espécies reativas de nitrogénio (CN: 100%;
CP: 391,31%; 60 pg/mL: 91,69%; 30 ug/mL: 90,36%; 15 pg/mL: 81,05% ¢ 10 pg/mL:
88,36%). Sendo que as concentracdes de 60, 30 e 10 pg/mL apresentaram resultados
semelhantes ao controle negativo e a concentracdo de 15 pg/mL apresentou uma atividade ainda
melhor, quando comparada ao controle, pois promoveu a formacdo de 81,05% de espécies
reativas de nitrogénio, enquanto que o controle negativo promoveu a formacdo de 100% destas
espécies. Estes resultados também seguem hormese, pois ndo € observada a correlacdo, maior
concentragdo, maior efeito.

Em estudo realizado por De Sousa et al. (2017), extrato de Bauhinia pulchella
(Fabaceae) nas concentrag0es de 62,5; 31,25; 15,6 e 7,8 pg/mL apresentou significativa reducédo
na producdo de Oxido nitrico. Correlacionando os resultados obtidos com estes, pode-se
verificar que ha similaridade nas concentragdes testadas, familia botanica e resultados.

Pesquisa desenvolvida por Nascimento (2017) com extrato bruto e fragOes de Plukenita
volubilis (Euphorbiaceae) na concentragdo de 100 pg/mL também demonstrou atividade

promissora. Em estudo realizado por Ferreira (2016) com extrato de Pouteria pulchella
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(Sapotaceae) nas concentragbes de 0,078; 0,039; 0,020 mg/mL foram obtidos resultados
positivos em relacdo a inibicdo da producdo de espécies reativas de nitrogénio. Quando
comparamos estes resultados com os obtidos no presente trabalho, pode-se observar que o
extrato de |. marginata apresenta um potencial de captura de radicais nitrogénio maior que as

demais plantas, demonstrando assim, seu uso promissor.

5.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

5.5.1 Avaliacdo da Citotoxicidade pelo Ensaio do MTT

O ensaio do MTT foi realizado para avaliar a citotoxicidade do extrato bruto de I.
marginata. Para isso, foram testadas quatro diferentes concentracdes do extrato vegetal (10, 15,
30 e 60 pg/mL). Estas foram determinadas a partir do resultado do ICso da planta (ICso= 17,306
pg/mL) obtido por meio do teste do DPPH ja exposto neste trabalho.

A iliustracdo 8 demonstra os resultados obtidos neste ensaio.

llustracdo 8- Resultados do Ensaio do MTT (avaliagéo da viabilidade celular) para o extrato

bruto de I. marginata.

150 -

e

% viabilidade celular
{em relagdo controle negativo)

S B» P

Tratamentos (pg/mL)

Ensaio MTT ap0s 24 h de incubacgdo. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle negativo (100%).
Sendo CN o controle negativo: células em meio de cultura. Os dados foram expressos com média + desvio padréo
(D.P.). As analises foram realizadas por variancia (ANOVA) de 1 via, seguida por teste post hoc de Dunnett. Os
valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Sendo *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <
0,001. CN: controle negativo (células viaveis + meio de cultura) e CP: controle positivo (células vidveis + peroxido

de hidrogénio + meio de cultura).
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Todas as concentracBes do extrato testadas apresentaram resultados proximos ao
controle negativo (CN: 99,99%; 60 pug/mL: 92,20%; 30 pg/mL: 94,59%; 15 pg/mL: 94,90% e
10 pg/mL: 83,49%), ndo afetando a viabilidade celular, ou seja, ndo foram citotoxicas. Nao
existem pesquisas, até 0 momento, que avaliam a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico de I.
marginata. Esse tipo de estudo foi pouco explorado até mesmo dentro do género Inga, por isso,
os resultados obtidos foram comparados com outras pesquisas abrangendo plantas pertencentes
a familia Fabaceae.

Em estudo realizado por Arini (2010) utilizando extrato etandlico bruto de Bauhinia
rufa na concentracdo de 50 pg/mL né&o foi observada citotoxicidade. O mesmo foi relatado por
Moura et al. (2014), avaliando os extratos hexanico, metandlico, etandlico e acetato de etila de
Piptadenia moniliformis na concentracdo de 50 pg/mL néao foi observada citotoxicidade. Em
pesquisa realizada por Sousa et al. (2017) com extrato etandlico bruto do caule de Bauhinia
pulchella, as concentragdes de 62,5; 31,25; 15,6; 7,8 pg/mL ndo afetaram a viabilidade celular.

Analisando os resultados obtidos com os referentes a plantas pertencentes a familia
Fabaceae, pode-se notar que as concentracdes dos extratos em analise foram proximas as
testadas no presente estudo, demonstrando assim, a similaridade dos testes e a ndo
citotoxicidade das plantas abordadas. A comparacdo entre os resultados ndo pode ser mais
fidedigna pois ndo se trata da mesma espécie e do mesmo género.

5.5.2 Avaliacao da Genotoxicidade através do Ensaio do Cometa

O Ensaio do Cometa foi realizado para avaliar a capacidade de causar danos em nivel
de DNA do extrato de I. marginata. Para isso, da mesma forma que no ensaio do MTT, foram
utilizadas quatro concentracgdes diferentes do extrato vegetal (10, 15, 30 e 60 pg/mL) obtidas a
partir do 1Cso da planta.

O Ensaio do Cometa tem sido amplamente utilizado para avaliar danos genéticos
induzidos por substancias potencialmente genotoxicas. Teste rapido e sensivel é uma
ferramenta para estudos de medicina diagndstica, terapéutica e genética toxicoldgica, alem de
ser um dos testes realizados nas industrias farmacéuticas para investigar novas drogas
(OLIVEIRA, 2012).

A ilustragdo 9 demonstra os resultados obtidos neste ensaio.

llustracdo 9- Ensaio do Cometa para avaliagdo da genotoxicidade do extrato de I. marginata.

(continua — préxima pagina)
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llustracdo 9- Ensaio do Cometa para avaliagdo da genotoxicidade do extrato de I. marginata.
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Ensaio Cometa apo6s 24 h de incubacdo. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle negativo
(100%). Sendo CN o controle negativo: células em meio de cultura. Os dados foram expressos com média + desvio
padrdo (D.P.). As andlises foram realizadas por varidncia (ANOVA) de 1 via, seguida por teste post hoc de
Dunnett. Os valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Sendo *p < 0,05, **p < 0,01
e ***p < 0,001. CN: controle negativo (células viaveis + meio de cultura) e CP: controle positivo (células viaveis

+ peroxido de hidrogénio + meio de cultura).

Analisando a ilustracdo 9 pode-se observar que todas as concentracGes testadas do
extrato bruto ndo apresentaram dano significativo ao DNA (CN: 0,025%; CP: 0,55%; 10
pg/mL: 0,025%; 15 pg/mL: 0,045%; 30 pg/mL: 0,055% e 60 ug/mL: 0,055%). Dentre as
concentracdes testadas, a de 10 pg/mL apresentou o melhor resultado, equiparando-se ao
controle negativo.

Em estudo realizado por Sousa (2017) foi avaliado o potencial genotoxico do extrato de
Caesalpinia ferrea (Fabaceae), nas concentracoes de 5, 10 e 20 mg/L. Pelo teste Cometa todas
estas amostras apresentaram potencial genotdxico. Pesquisa com extrato das folhas e das raizes
de Derris rariflora (Fabaceae) realizado por Poletto et al. (2011) demonstrou que todas as
concentracdes testadas dos dois extratos apresentaram genotoxicidade.

Estudo realizado por Silva (2015) em extrato de Mimosa caesalpiniifolia (Fabaceae) nas
concentracdes de 10, 25 e 50 pg/mL, apresentou potencial genotoxico apenas na maior
concentracdo. As concentragdes dos extratos das plantas da Familia Fabaceae acima
mencionadas foram proximas ou iguais as utilizadas para o extrato de |. marginata.

Assim, podemos observar que |. marginata, se comparada as demais plantas, apresenta
uma maior seguranca para uso, tendo em vista que, em todas as concentracfes analisadas néo

houve dano em nivel de DNA.
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5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DE I. marginata
ATRAVES DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A partir da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada a atividade
antimicrobiana do extrato bruto de I. marginata.

A tabela 7 apresenta os resultados obtidos no teste.

Tabela 7- Resultados da CIM para o extrato de I. marginata.

Bactéria analisada ATCC CIM (ug/mL)
Staphylococcus aureus 25923 128
Bacillus cereus 14579 512
Enterobacter aerogenes 21/10/15 512
Staphylococcus epidermidis 12228 128
Micrococcus luteus 7468 256
Enterococcus faecalis 29212 128
Escherichia coli 25922 1024
Klebsiella pneumoniae 700603 256
Salmonella 52117 512
Pseudomonas aeruginosa 27853 1024

Fonte: Autor

Observando os resultados acima expostos, pode-se notar que o extrato bruto apresentou
atividade para todas as cepas bacterianas testadas, sendo que os melhores resultados obtidos
foram para S. aureus, S. epidermidis, M. luteus e K. pneumoniae, onde obtiveram-se as menores
concentracdes bactericidas. A atividade antimicrobiana do extrato de I. marginata pode ser
atribuida a presenga de flavonoides, os quais apresentam grupos fendlicos hidroxila que
possuem afinidade com proteinas, e por isso, atuam como inibidores de enzimas bacterianas,
alterando suas vias de sintese. Outro possivel mecanismo de acgdo estaria associado a

substituicdo do conjunto de aneis dos flavonoides com grupos prenilo, realizada, de modo geral,
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com a finalidade de aumentar a lipofilicidade, aumentando assim, a atividade antibacteriana
através da interacdo com as membranas celulares (LI et al., 2012).

Em estudo realizado por Furtado (2014) com extrato bruto das folhas de I. laurina, a
CIM encontrada para 0 género Staphylococcus variou de 200 a 400 pg/mL, demonstrando
assim, uma atividade menor que a encontrada no presente trabalho. Alvarez et al. (1998)
pesquisaram a atividade antimicrobiana do extrato das cascas de I. marginata, e notaram que o
mesmo ndo possui atividade para E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, Salmonella typhimurium e
P. aeruginosa. O extrato bruto de I. vera apresentou atividade contra as cepas de P. aeruginosa,
K. pneumoniae e S. aureus pelo método da difusdo em disco (LOZANO et al., 2013). Assim,
pode-se verificar que existem divergéncias em resultados, devido a falta de similaridade da
espécie, parte da planta utilizada, microrganismo e metodologia empregadas. Todos esses

parametros interferem de modo direto no resultado final.

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO DE Inga

marginata

Existem muitas metodologias capazes de avaliar a atividade antinociceptiva in vivo. A
técnica das contor¢Ges abdominais induzidas por &cido acético, realizada no presente estudo,
foi escolhida por ser um modelo geral para estudo de drogas antinociceptivas, sendo
amplamente utilizada para avaliar a atividade antinociceptiva periférica (DU et al., 2007).

A ilustracdo 10 ilustra os resultados obtidos no presente trabalho.

llustracdo 10- Teste antinociceptivo das contor¢Ges abdominais induzidas por acido acético
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CN: Controle negativo; CP: controle positivo; EB: extrato bruto de |. marginata.



59

Analisando a ilustragdo acima, pode-se observar que todas as concentragdes testadas do
extrato foram efetivas na reducdo da nocicepc¢do (100 mg/kg: O contorgcbes; 250 mg/kg: 2
contorcdes; 500 mg/kg: 4 contorgles), ressaltando-se a concentracdo de 100 mg/kg, a qual
inibiu totalmente a nocicep¢do no “n” e tempo avaliados. Da mesma forma que outros
resultados ja expostos neste trabalho, os resultados supracitados seguem hormese, ou seja, a
concentracdo ndo é diretamente proporcional ao efeito.

Pode-se sugerir que o extrato de I. marginata possui atividade antinociceptiva de curta
duracdo, pois o tempo de avaliacdo foi de 30 minutos. Esta atividade bioldgica tem sido
relacionada com a presenca de polifendis e flavonoides no extrato bruto. Os flavonoides estéo
associados ao efeito antinociceptivo por inibirem COX, LOX, glutationa S-transferase,
NADPH oxidase, monooxigenases microssomais e succionoxidase mitocondrial
(ODONTUYA et al., 2005).

Em estudo realizado por Pompeu et al. (2012) com extrato bruto de I. edulis (125, 250
e 500 mg/Kg) foi testada a atividade antinociceptiva pelo teste da placa quente, obtendo
resultados antinociceptivos de curta duracdo (méaximo 60 minutos) promissores. Pesquisa
realizada por Queiroz (2011) utilizando fracdo aquosa e acetato de etila de Piptadenia
stipulaceae (Fabaceae) na concentracdo de 100 mg/Kg apresentou significativa reducdo nas
contorgdes abdominais.

Analisando os resultados obtidos no presente estudo com os demais apresentados, pode-
se notar que ha similaridade nas doses de extrato testadas, bem como, nos resultados obtidos.
Ressalta-se também, que o extrato de I. marginata (100 mg/Kg) conseguiu reduzir 100% da
nocicepgdo no tempo analisado, apresentando-se como um resultado bastante relevante e

promissor.
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6 CONCLUSAO

O uso de plantas medicinais ocorre desde os primérdios da vida na Terra e, ainda hoje,
sdo muito utilizadas pela populacédo, sendo que seu conhecimento é transmitido de geracao em
geracdo. O presente trabalho teve por objetivo caracterizar e avaliar atividades biologicas do
extrato bruto de I. marginata.

Foram obtidos resultados promissores e relevantes que certificam a seguranca e eficacia
deste extrato. Foram identificadas e quantificadas as substancias ativas, acido galico,
epicatequina e rutina, no extrato bruto de Inga marginata. Demonstrou-se que a amostra ndo
apresenta citotoxicidade e genotoxicidade, garantindo assim sua seguranca. Também foi
comprovado bom poder antioxidante, com capacidade de capturar espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio.

A eficécia antimicrobiana contra varias cepas bacterianas também foi comprovada,
sendo assim, uma alternativa favoravel, tendo em vista a crescente resisténcia dos
microrganismos a diversos antibidticos disponiveis no mercado. A atividade antinociceptiva foi
demonstrada, sendo que a melhor concentracdo do extrato testada foi a de 100 mg/Kg, cuja
inibicdo da nocicepcao foi de 100%, equiparando-se ao farmaco de referéncia utilizado no
experimento (Diclofenaco sédico).

Dessa forma, com esses resultados promissores, que elucidam a presenca de compostos
ativos no EB e também a acdo terapéutica do mesmo, pode-se sugerir 0 uso de I. marginata de

forma segura e eficaz para diversos fins.
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ABSTRACT

Medicinal plants have been used since antiquity to cure diseases. Even today, they are widely
used by the population in a palliative way, for healing and also associated with conventional
medicines. Inga marginata W. belongs to the family Fabaceae, genus Inga, has several popular
nomenclatures such as Ingé and inga-mirim, is a leguminous plant, with wide distribution in
Latin America. It has several therapeutic actions, highlighting the antimicrobial and antioxidant
potential. The objective of this work was to obtain the crude extract of the leaves of |I.
marginata by the maceration process, to determine the concentration of secondary metabolites
(total polyphenols - 110,60 mg/g, flavonoids - 100,38 mg/g and tannins — 27,04 mg/g, (gallic
acid - 1,837 mg/g, epicatechin - 22.493 mg/g, rutine - 5.217 mg/qg), as well as to evaluate the
antioxidant potential of the extract by the method of DPPH (17,306 pg/mL), dichlorofluorescein
diacetate (concentrations of 10 and 60 pg / mL presented the best results), ORAC (2952,944
umol Trolox/g) and nitric oxide (best result for the concentration of 15 ug/mL). The
antimicrobial activity of the extract was also evaluated against the following bacterial strains S.
aureus, B. cereus, E. aerogenes, S. epidermidis, M. luteus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae,
Salmonella and P. aeruginosa (128 pg/mL), S. pneumoniae (128 ug/mL), M. luteus (256
ug/mL), E. faecalis (128 pg/mL) and S. aureus 256 pg/mL). The above results of biological

activities suggest the effective use of I. marginata.

Keywords: Crude Extract. Leaves of I. marginata. Phytochemical Characterization. Biological

Activity.
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1 Introduction

Medicinal plants are elements of biodiversity and, since the beginning of life on Earth,
are used for the cure and treatment of various diseases. According to Lopes et al. (2005),
medicinal plant is that which, administered to man or animal, in any way or way, exerts some
type of therapeutic action.

Currently the plants are widely used by the population in a palliative way, for the cure
and also associated with the conventional medicines. Inga marginata W. belongs to the family
Fabaceae, genus Inga, has several popular nomenclatures such as inga and inga-mirim, is a plant
with wide distribution in Latin America (LORENZI, 2002). Inga marginata has antidiarrheal,
antioxidant, antimicrobial, antinociceptive and anti-inflammatory properties, among others
(POMPEU et al., 2012).

With the increase of the microbial resistance to the most diverse antibiotics, the natural
compounds appear as an alternative to this problematic. Plant antibiotics, with a chemical
structure different from antibiotics derived from microorganisms, may act to regulate the
intermediary metabolism of pathogens, blocking or activating enzymatic reactions and
syntheses, or even altering the membrane structure. In addition, phytotherapics are low cost and
can be used in conjunction with traditional medicine (CAPASSO et al., 2004).

Another important problem is associated with free radicals that are formed from the
energy received by an extremely reactive atom, which loses an electron from its outermost
layer, and because of this new configuration, it becomes chemically reactive. In general, free
radicals act quickly, attacking other molecules and can also transform them into reactive
species. The damage caused by these substances comes from the chemical reaction of oxidation,
which results in so-called oxidative stress, causing various health hazards, such as aggression
to proteins, carbohydrates, enzymes, DNA and lipid peroxidation. (CHLORELL, LEONARDI,
SALGADO, 2007).

Thus, the search for substances with antioxidant capacity and antimicrobial activity is
of paramount importance, since they are recurrent problems that directly affect the population.
The extract of I. marginata, as well as other plant compounds, presents itself as an alternative

to these problems.

2 Material and Methods

2.1 Obtention of the vegetable extract
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Inga marginata was collected at the Federal University of Santa Maria (UFSM), at its
headquarters campus, located in the city of Santa Maria, RS (geographical coordinates: altitude
-29.7133 S and longitude -53.7059 W). The plant was identified by Dr. Renato Aquino Zachia
of the Department of Biology, CCNE, UFSM. An exsicata of the species was deposited in the
Herbarium of the Department of Biology under registration SMDB S13965.

The leaves were dried in a circulating air oven (45 °C) for seven days, and later ground
in a knife mill. The extraction process occurred by maceration using 70% hydroalcoholic
solution and a 1: 5 plant/ solvent ratio. The hydroalcoholic extract was filtered and concentrated
under low pressure in a rotary evaporator to remove all organic solvent. It was then lyophilized
and a powder, the crude extract (EB), was obtained, which was duly conditioned and stored for

further analysis.

2.2 Determination of secondary metabolitics

2.2.1 Determination of total polyphenols

The determination of the total polyphenols content was performed according to the
methodology proposed by Folin-Ciocalteau with modifications (CHANDRA; MEJIA, 2004).
In the sample, previously diluted in water, Folin-Ciocalteau reagent was added, and then the
solution was incubated in the dark for five minutes. At the end of this period, 20% sodium
carbonate was added and further incubation was carried out in the dark for ten minutes. The
absorbance readings were then read in a spectrophotometer using a wavelength of 760 nm. The
concentration of the sample was 0.01%.

The total content of polyphenols is expressed in milligrams of gallic acid per gram of
extract, which is calculated from the calibration curve of gallic acid using increasing

concentrations of the standard.

2.2.2 Determination of flavonoids

The determination of flavonoids was performed according to Rio (1996). Samples were
prepared at a concentration of 0.4% in methanol. As standard, 5% aluminum chloride was used
as the reagent solution. The reading was performed in a spectrophotometer, at the wavelength

of 425 nm. The total flavonoid content is expressed in milligrams of routine equivalents per
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gram of extract, which is calculated from the calibration curve of the routine using increasing

concentrations of the standard.

2.2.3 Tannin determination

The tannin content was obtained by the vanillin method, following a methodology
proposed by Agostini-Costa et al. (1999). As standard the catechin was used as the reagent and
the vanillin 4%. The sample was prepared in a concentration of 0.4% using 20% methanol and
1% hydrochloric acid as solvents and then incubated at room temperature and under light
protection for eight hours. Subsequent to this pre-preparation of the sample, 4% vanillin
solution reagent was added and the sample was again incubated for fifteen minutes. After that,
the spectrophotometer readings were performed, with a wavelength of 490 nm. The total tannin

content was expressed in milligrams of equivalent catechin per gram of extract.

2.3 ldentification and quantification of active substances in vegetable extracts by high

efficiency liquid chromatography (HPLC)

A qualitative and quantitative analysis of phenolic compounds was carried out using the
High Performance Liquid Chromatography method (CLAE) coupled to a diode detector
(DAD), following a methodology proposed by Evaristo and Leitdo (2001), with adaptations. A
liquid chromatograph (SHIMADZU, Kyoto/Japan), pump compound model LC-20AT,
automatic injector SIL-20A, DAD SPD-M20A detector and CBM 20 communicator, controlled
by LC SP1 Software was used. The analytical column was Shim-pack CLC-ODS (M), reverse
phase, with C 18 silica stationary phase, 5 um diameter particle, 4.6 mm X 150 mm dimensions.
Gradient elution occurred at a flow rate of 0.9 mL / min using as mobile phase acetic acid 2%
in ultrapure water.

Samples were prepared at the concentration of 10 mg / mL, the injection volume being
40 pL and the detection monitored in a photodiode system between 230-400 nm for 55 minutes.

For the quantification of the identified substances curves of the standard substances
were made using the concentrations of 200, 100, 50, 35, 25, 10 and 5 ug / mL. The contents of
each pattern present in the sample were calculated according to the area under the curve.

2.4 Determination of antioxidant potential of I. marginata
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2.4.1 DPPH radical sequestration assay

The evaluation of the antioxidant activity by the photocolorimetric method of DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) follows the methodology of Choi et al. (2002). Solutions of
200; 100; 50; 25; 12.5; 6.25; 3.125; 1.5625 ng / mL extract and standard (ascorbic acid) in
ethanol. A 0.03 mM solution of DPPH in ethanol was also prepared using amber glass
volumetric flask.

In test tubes, 1 mL of the 0.03 mM DPPH solution in ethanol and 2.5 mL of the diluted
samples were added. After 30 minutes in dark environment, the absorbances were measured in
a spectrophotometer at 518 nm. As white extract was used without addition of DPPH. For the
negative control, 1 mL of the DPPH solution and 2.5 mL of ethanol in a test tube. The technique
was performed in triplicate.

The percent inhibition of the DPPH moiety by the samples is calculated according to

the formula

% Inhibition = 100 - [(Sample Abs - White Abs) x 100 / Abs. Negative control]

2.4.2 Dichlorofluorescein diacetate test (DCFH-DA)

The dichlorofluorescein diacetate test uses the 2 ', 7'-dichlorofluorescein diacetate
reagent (DCFH-DA), following the methodology proposed by Esposti et al. (1999). This
compound has the ability to permeate the cell membrane when deacetylated by mitochondrial
enzymes, resulting in 2 ', 7'-dichloro-dihydrofluorescein that reacts with reactive oxygen
species (EROs), mainly hydrogen peroxide (H202), producing 2 ', 7'-dichlorofluorescein,
which emits fluorescence.

A standard curve at concentrations of 0.4; 1.0; 2.0; 4.0 and 8.0 uM was prepared using
96-well Elisa plate and TRIS HCI reagents (10 mM) pH 7.4, DFC (10 uM) and DCFH-DA (0.1
mM). To prepare the sample, 100 pL of the crude extract, 130 puL of TRIS HCI solution (10
mM) pH 7.4 and 20 pL of DCFH-DA (0.1 mM) were pipetted. The assay was performed in
triplicate. After one hour of rest in the dark and at room temperature a spectrofluorimeter
reading was performed.

Fluorescence was determined based on the excitation wavelengths (488nm) and
emission wavelengths (525nm) in the spectrofluorimeter. The higher the emitted fluorescence,

the greater the number of reactive oxygen species.
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2.4.3 Radical oxygen absorption capacity (ORAC)

The oxygen radical absorbability (ORAC) assay is based on the extent of the elimination
capacity of free radicals, mainly peroxyl radicals, by the plant extract. The assay was performed
according to OU et al. (2001). 25 pl of the crude extract diluted in ethanol and phosphate buffer
pH 7.4 (10 mg/ L) or 25 pul of 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox
standard used in the experiment - Sigma Aldrich, USA) on microplate. 150 uL of fluorescein
solution (indicator) and 25 uL of 2,2'-azobis-2-amidinopropane dihydrochloride (AAPH -
peroxyl radical generator - Sigma Aldrich, USA) were added to the standard and the sample
and then incubated for 10 minutes at 37 °C. Fluorescence was then measured every minute
(wavelengths of 485 nm and 528 nm for excitation and emission, respectively) at 37 °C for 70
minutes in a SpectraMax® M5 microplate reader (Molecular Devices, California, USA).

Antioxidant activity was determined using area under the curve (AUC) and the results
were compared with a reference Trolox standard curve (0 - 96 umol L) and expressed as pmol
Trolox/g sample. The AUC is given by the following formula

_ fl1. f2 f3 fn
AUC =1+ 5+ 2o+ 2+ g

At where:
fn = fluorescence in one reading cycle (1 min);

fO = fluorescence at time zero.

2.4.4 Nitric oxide testing

The nitric oxide test detects the presence of organic nitrite in the samples. Nitrite is
detected and analyzed by the formation of pinkish color when the Griess reagent is added to
samples containing NO>. The sulfanilamide of the Griess reagent is responsible for the nitrite
diazonium formation of the sample. When the azo compound (N-1-naphthylenediamine-
bichlorohydrate) interacts with the diazonium salts, the pink color appears in the sample.

After incubation of the treatments, the culture dish was centrifuged and the supernatant
was separated for the assay. Then 100 uL of the respective supernatants from the tests were
transferred to another 96-well plate. Then, 100 ul of the Griess reagent was incorporated into

the supernatant. This reagent is composed of 1: 1 (v/v) solution | (Sulfanylamide 1%) + solution
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I1 (N-1-naphthylethyldiaminohydrochloride). The plates were left at room temperature for 15
minutes for further spectrophotometer reading at 540 nm absorbance. The results were

calculated as a percentage of the negative control.

2.5 Evaluation of the antimicrobial activity of the extract of I. marginata through the minimum

injectory concentration (MIC)

To achieve the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) following the CLSI, 2015,
16,38 mg of the I. marginata extract was weighed and diluted in 1 mL of absolute ethanol,
obtaining an initial concentration of 16,38 mg/mL. Then, bacterial suspension was prepared on
the Mc Farland 0.5 scale, in a tube containing 0.9% saline solution, with the aid of a
spectrophotometer (absorbances ranging from 0.08 to 0.1). 40 uL of the inoculum was
transferred to the test tube containing 3960 uL of Muller-Hinton broth.

In a 96-well Elisa plate, 100 puL of Muller-Hinton broth were added to wells P1 to P8.
In the well P1 were also added 50 uL of the diluted extract. Serial dilutions were thus initiated
to well P8, finally discarding 100 pL. 100 pL of inoculum was added to all wells, obtaining a
final concentration of 2048 ug mL in well P1; 1024 ug/mL in P2; 512 ug mL in P3; 256 png/mL
in P4; 128 pg/mL in P5; 64 pg/mL in P6; 32 ng/mL in P7 and 16 pg/mL in P8.

For the negative control, 200 uL of Muller-Hinton broth was used. In the positive
control, 100 uL of Muller-Hinton broth and 100 uL of inoculum were added. For control of the
extract, 100 puL of Muller-Hinton broth and 100 uL of extract were used. For both controls the

same dilutions were made with the sample.
3 Results and discussion
3.1 Determination of secondary metabolitics
The following secondary metabolites were quantified in the Inga marginata
hydroalcoholic extract: total polyphenols, flavonoids and tannins. From the calibration curve

and the equations of the straight lines of the standards were measured the quantities of each
metabolite present in the sample. The following table demonstrates these results.
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Table 1: Polyphenols, flavonoids and tannins contents in the hydroalcoholic extract of I.
marginata.

Extract of I. Total polyphenols  Flavonoids (mg/g)  Tannins (mg/g)
marginata (mg/g)
Gross Extract of 110,60 100,38 27,04
leaves

The hydroalcoholic extract of I. marginata showed a higher concentration of total
polyphenols, flavonoids and tannins, respectively. To date there are no studies evaluating the
content of these secondary metabolites in this species. For this reason, the results obtained were

compared with other species of the same genus or of the same botanical family.

Furtado (2014) researching the raw extract of the leaves of Inga laurina obtained
concentrations of total polyphenols of 255,38 mg / g, a value slightly higher, when compared
to the one obtained in this work. Research conducted by Sobrinho (2016), using crude extract
of Inga edulis verified a higher concentration of total polyphenols (59.49 mg/g). In a study
developed with the residual ethanolic fraction of Bauhinia ungulata, performed by Paula

(2014), a total polyphenol content of 658 mg/g was obtained.

These differences in the levels of secondary metabolites can be attributed to the lack of
similarity of the genus (in the case of Baunhinia ungulata) and the species. Even when the
results are compared with the same plant, there may be divergences in values, since several
factors affect the concentration of these metabolites in plants. These parameters interfere in
these levels: collection site, collection period, soil constituents, technique used to prepare the

plant extract, method used to quantify these metabolites, among others.

3.2 Identification and quantification of active substances in vegetable extracts by high

efficiency liquid chromatography (HPLC)

Using the High Performance Liquid Chromatography (HPLC), the following
compounds were identified in the crude extract of I. marginata: gallic acid, epicatechin and

rutin, all phenolic substances.

The figure below shows the chromatogram obtained, identifying the peaks of the

identified substances.
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Figure 1- Chromatogram identifying the phenolic substances gallic acid, epicatechin and rutin
in the crude extract of I. marginata.

mA
R7§nm dnm (1,00)

450

a00]
350%
3oo-f
250—5
2003:

1501

100—f 3
wil T A
e

1: gallic acid peak; 2: epicatechin peak; 3: rutin peak.

The identified substances were also quantified. The following table shows the results

obtained.

Table 2 - Quantification of rutin, epicatechin and gallic acid in the hydroalcoholic extract of I.

marginata.
Substance Identified Content (mg/g)
Rutin 5,217
Epicatechin 22,493
Gallic acid 1,837

These values demonstrate that the pattern present at the highest concentration in the
crude extract of . marginata is epicatechin, followed by rutin and gallic acid. These compounds

are related to the biological activities attributed to 1. marginata. This action may be due to one
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of these substances or the synergism of actions, as well as the association of the activities of

these compounds with others not identified in the trial.

3.3 Determination of antioxidant potential of I. marginata

3.3.1 DPPH radical sequestration assay

The antioxidant potential was analyzed by the ability of the sample to sequester free
radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). From the construction of the calibration curve
for DPPH and standard (ascorbic acid) the 1Cso (inhibitory concentration capable of
sequestering 50% of the DPPH radical) of the standard and I. marginata crude extract were

calculated.

Graph 1- Graph that relates the percentage of inhibition of the DPPH radical with the

concentration of the standard responsible for this inhibition.
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Graph 2- Graph that relates the percentage of inhibition of the DPPH radical with the

concentration of I. marginata extract responsible for this inhibition.
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Thus, the table below demonstrates the results obtained in this test.

Table 3 - Results of the DPPH test for the standard and the sample.

Substance Analyzed 1Cso0 (Mg/mL)
Ascorbic acid (standard) 3,423
Inga marginata (sample) 17,306

The lower the 1Cso the higher the antioxidant capacity of the sample. Considering this
concept, it can be observed that the crude extract of I. marginata presents a good antioxidant
potential.

In a study conducted by Furtado (2014) with raw extract of the leaves of Inga lauriana,
a value of 10.43 pg/mL was obtained for its 1Cso, a result close to that found in the present
study. The same assay was performed for the ethyl acetate and butanolic fractions of Baunhinia
longifolia (Fabaceae), also obtaining similar results for ICso (21,2 pg/mL and 16,1 pg/mL,
respectively) (SANTOS, JUNIOR; KUSTER, 2017).

Thus, it can be concluded in general that plants of the genus Inga and Fabaceae family

present a good antioxidant potential possibly due to the presence of phenolic compounds.

3.3.2 Dichlorofluorescein diacetate test (DCFH-DA)
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The dichlorofluorescein diacetate test (DCFH-DA) evaluates the antioxidant capacity
of compounds. For this assay, sample concentrations of 10, 15, 30 and 60 ug/mL were used.

The figure below shows the results obtained.

Figure 2 - DCFH-DA assay for the crude extract of I. marginata.
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DCFH-DA assay after 24 h of incubation. The results were expressed as a percentage of the negative control
(100%). With CN being the negative control: cells in culture medium. Data were expressed as mean + standard
deviation (SD). The analyzes were performed by variance (ANOVA) of 1-way, followed by Dunnett's post hoc
test. Values with p <0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001.
CN: negative control (viable cells + culture medium) and CP: positive control (viable cells + hydrogen peroxide

+ culture medium).

Observing figure 2, it can be noticed that all the concentrations of the extract tested
presented a satisfactory result, being better than the negative control itself. It should be noted
that the concentrations of 10 and 60 pg/mL presented the best results for the antioxidant
potential. These results are called hormones because they do not follow a ratio (higher
concentration - greater action). Thus, concentrations of 10 and 60 ug/mL presented antioxidant
capacity for similar ROS.

In a study carried out by Yamaguichi (2015) with Amazonian fruits rich in phenolic
compounds, samples of bacuri and piquia were prepared in the concentration of 20 pg/mL,
being able to inhibit the formation of these reactive species from 79 to 84%. These results are
similar to those obtained in the present study, since a concentration close to the sample was

used and the results were promising. However, a better correlation can not be made, because
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no studies were found using this methodology with plants of the same genus or of the same I.
marginata family.

3.3.3 Radical Oxygen Absorption Capacity (ORAC)

The ORAC method evaluates the potential of substances to absorb oxygen radicals.
Typically, fluorescein is used as a fluorescence marker, measuring the reduction of fluorescence
emission in the presence of a radical producer, such as, for example, AAPH (2,2-azobis (2-
amidinopropane) dichloride) (ALVES et al., 2010).

The following graph illustrates the decay of fluorescein for the sample (crude extract of

I. marginata) correlating with the Trolox standard and white.

Graph 3- Decay of fluorescein for the crude extract of I. marginata.
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From the above graph and formula AUC =1 + j:—(l) + % + % + ;I:_Z the following result

was obtained for the ORAC technique:

Table 4- Evaluation of the antioxidant potential by the ORAC method.

Antioxidant Potential
Sample ORAC (umol Trolox/g)

Gross extract of I. marginata 2952, 944

Analyzing the results obtained, it can be verified that the crude extract of I. marginata
presents a significant antioxidant capacity against ROS. In a study by Sobrinho (2016), an
ORAC value of 942 umol Trolox/g was obtained for the Inga edulis species. Comparing the
two results, the highest antioxidant capacity of I. edulis was verified. These differences may
possibly be related to the method of extraction, purification and way of expressing the results

obtained, besides that it is not the same botanical species.

3.3.4 Nitric oxide testing

The nitric oxide test evaluates the ability of compounds to inhibit the production of
reactive nitrogen species. For this, four different concentrations of the crude extract (10, 15, 30
and 60 ug/mL) were used to evaluate this potential.

The figure below shows the results obtained for the test.
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Figure 3- Nitric Oxide Assay for the crude extract of I. marginata.
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ON assay after 24 h of incubation. The results were expressed as a percentage of the negative control (100%).
With CN being the negative control: cells in culture medium. Data were expressed as mean + standard deviation
(SD). The analyzes were performed by variance (ANOVA) of 1-way, followed by Dunnett's post hoc test. Values
with p <0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001. CN: negative
control (viable cells + culture medium) and CP: positive control (viable cells + hydrogen peroxide + culture

medium).

Analyzing figure 3, it can be observed that all tested concentrations of the extract were
efficient in combating the production of reactive nitrogen species. As the concentrations of 60,
30 and 10 ug/mL presented similar results to the negative control, and the concentration of 15
ug/mL presented an even better activity when compared to the control. These results also follow
hormone, because correlation is not observed, higher concentration, greater effect.

In a study by De Sousa et al. (2017) extract of Bauhinia pulchella (Fabaceae) at
concentrations of 62,5; 31,25; 15,6 and 7,8 pug/mL showed a significant reduction in the
production of nitric oxide. Correlating the results obtained with these, it can be verified that
there is similarity in the tested concentrations, botanical family and results.

Research developed by Nascimento (2017) with crude extract and fractions of Plukenita
volubilis (Euphorbiaceae) at the concentration of 100 pg/mL also showed promising activity.
When comparing these results with those obtained in the present study, it can be observed that
the extract of I. marginata presents a potential of capturing nitrogen radicals greater than the

other plants, thus demonstrating its promising use.
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3.4 Evaluation of the antimicrobial activity of the extract of I. marginata through the minimum
injectory concentration (MIC)

From the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) the antimicrobial activity of the
crude extract of I. marginata was determined.

The table below shows the results obtained in the test.

Table 5- Results of the I. marginata extract for MIC.

Bacteria analyzed ATCC MIC (pg/mL)
Staphylococcus aureus 25923 128
Bacillus cereus 14579 512
Enterobacter aerogenes 21/10/15 512
Staphylococcus epidermidis 12228 128
Micrococcus luteus 7468 256
Enterococcus faecalis 29212 128
Escherichia coli 25922 1024
Klebsiella pneumoniae 700603 256
Salmonella 52117 512
Pseudomonas aeruginosa 27853 1024

It was observed that the crude extract presented activity for all the bacterial strains
tested, and the best results were obtained for S. aureus, S. epidermidis, M. luteus and K.
pneumoniae, with the lowest bactericidal concentrations. The antimicrobial activity of the I.
marginata extract can be attributed to the presence of flavonoids, which have hydroxyl phenolic
groups that have affinity for proteins and, therefore, act as inhibitors of bacterial enzymes,
altering their synthesis pathways. Another possible mechanism of action would be associated
with the replacement of the set of flavonoid rings with prenyl groups, generally carried out in
order to increase lipophilicity, thus increasing antibacterial activity through interaction with cell
membranes (LI et al., 2012).
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4 Conclusion

The results obtained demonstrate that the hydroalcoholic extract of Inga marginata can
be an important bactericidal alternative, in view of the growth of the bacterial resistance to
several antibiotics available in the market and the positive results for diverse bacterial strains
tested. Similarly, its antioxidant power also demonstrated was satisfactory, being able to capture
reactive species of oxygen and reactive species of nitrogen, proven by several in vitro tests.

Thus, the use of this plant species as antioxidant and antimicrobial compound can be suggested.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants occurs from the beginnings of life on Earth and, even today, its use
is very widespread because the knowledge is transmitted from generation to generation. Inga
marginata W. belongs to the family Fabaceae, genus Inga, has several popular nomenclatures
such as Inga and inga-mirim, is a leguminous plant, with wide distribution in Latin America. It
has several therapeutic actions like antimicrobial, analgesic, anti-inflammatory and antioxidant.
The objective of the present study was to obtain the crude extract of I. marginata leaves by the
maceration process, to evaluate the cytotoxicity and genotoxicity of the extract, as well as to
determine antinociceptive activity in vivo. Through MTT (cytotoxicity) and Comet
(genotoxicity) assays, it was demonstrated that I. marginata extract is non-toxic at the cellular
and DNA levels. The antinociceptive test was performed using the acetic acid-induced
abdominal writhing method, evaluating the concentrations of 100, 250 and 500 mg/kg of plant
extract. In this assay the analgesic effect of the sample was confirmed, and all the concentrations
tested reduced the nociception, emphasizing the concentration of 100 mg/kg, which reduced
nociception by 100%. In this way, the use of Inga marginata can be suggested in a safe and
effective way.

Keywords: Crude Extract. Nociception. Evaluation of Toxicity.
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1 Introduction

From the beginnings of life on Earth, man makes use of elements of nature to treat and
cure the various diseases that afflict him. Medicinal plants are one of these elements and, still
today, are widely used by the population, passing knowledge about their use from generation
to generation (STASI, 1996a).

Phytotherapy is a therapy characterized by the use of medicinal plants in their different
pharmaceutical forms, without the use of isolated active principles. Medicinal plant is
characterized as a plant species used for the purpose of prevention, treatment and cure of
symptoms and diseases (STASI, 1996b). Inga marginata W. belongs to the family Fabaceae,
genus Inga, has several popular nomenclatures such as inga and inga-mirim, is a plant with
wide distribution in Latin America (LORENZI, 2002). Inga marginata has antidiarrheal,
antioxidant, antimicrobial, antinociceptive, anti-inflammatory properties, among others
(POMPEU et al., 2012).

Cytotoxicity and Genotoxicity studies play an important role in the development of new
drugs and should be performed at the beginning of the process in order to obtain new active
compounds with lower toxicity. Genotoxic agents have the ability to alter DNA replication and
genetic transmission (GOLLAPUDI, KRISHNA, 2000, HARTMANN et al., 1997). However,
cytotoxicity is related to the intrinsic capacity of a material to promote metabolic alteration in
cells in culture, and may or may not culminate in cell death (OLIVEIRA, 2009).

Among the biological activities of I. marginata, the antinociceptive activity stands out,
being its use by the population an alternative for the consumption of commercial analgesics.

Thus, it is essential to evaluate the toxicity of this species and its antinociceptive power in vivo.

2 Material and Methods

2.1 Obtention of the vegetable extract

Inga marginata was collected at the Federal University of Santa Maria (UFSM), at its
headquarters campus, located in the city of Santa Maria, RS (geographical coordinates: altitude
-29.7133 S and longitude -53.7059 W). The plant was identified by Dr. Renato Aquino Zachia
of the Department of Biology, CCNE, UFSM. An exsicata of the species was deposited in the
Herbarium of the Department of Biology under registration SMDB S13965.
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The leaves were dried in a circulating air oven (45 °C) for seven days, and later ground
in a knife mill. The extraction process occurred by maceration using 70% hydroalcoholic
solution and a 1: 5 plant / solvent ratio. The hydroalcoholic extract was filtered and concentrated
under low pressure in a rotary evaporator to remove all organic solvent. It was then lyophilized
and a powder, the crude extract (EB), was obtained, which was duly conditioned and stored for
further analysis.

2.2 Toxicity assessment
2.2.1 Evaluation of cytotoxicity by MTT assay

The MTT assay was performed according to a protocol described by Mossman (1983).
In the MTT assay, water-soluble and yellow-colored 3- [4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] -2,5-
diphenyltetrazolium bromide reagent was incorporated into viable cells after incubation. The
plates were homogenized and kept in an oven at 37 °C with 5% CO: for 4 hours. The
mitochondrial activity of viable cells reduces this compound through the enzyme succinate
dehydrogenase. Upon being reduced, the MTT is converted into formazan blue crystals, which
are insoluble in water and are blue-purple in color. The blue form, stored in the cytoplasm of
the cell, was resuspended with the addition of 200 uL of DMSO and quantified colorimetrically
by spectrophotometry at the wavelength of 570 nm. The absorbance value obtained was
proportional to the number of viable cells in comparison to the negative control.

Four concentrations of the I. marginata extract (60, 30, 15 and 10 ug/mL) selected from

the extract ICs result were tested.

2.2.2 Evaluation of genotoxicity through the comet assay

The comet assay was performed according to the protocol of Singh et al. (1988). In a
glass slide, previously covered with a 5% agarose layer, the sample was suspended in low
melting point agarose. The material was immersed in lysis solution, for the removal of
membranes and cytoplasm from the cells. The slides were then incubated in alkaline
electrophoresis buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA in distilled water), and then
electrophoretic run for 30 minutes at 25 V and 300 mA. Subsequently, the neutralization,

fixation and staining processes were performed for further analysis of the genetic material.

2.3 Evaluation of the antinociceptive activity of the vegetable extract
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Thirty adult Wistar rats (220g-280g) were used, from the UFSM Central Animal
Hospital and duly approved by the Ethics Committee on Animal Use, with project registered
under the number CEUA No. 9666180118. These were divided into five groups with six rats in
each group, kept in a light-dark cycle of 12 hours each, with free access to food and water.

The nociception test was performed according to a methodology adapted from Koster
et al. (1959). Nociception was induced 60 minutes after administration of the controls and
extract concentrations tested by intraperitoneal injection of 450 uL of 1.2% acetic acid solution.
The nociceptive indication was determined by the number of abdominal muscle contractions
associated with hind limb elongation and was observed over a period of 30 minutes. The
animals were pretreated with vehicle (10 mL/kg, oral), crude extract at three different
concentrations (100 mg/kg, 250 mg/kg and 500 mg/kg orally) with the diclofenac sodium

positive control ( 100 mg/kg, orally) 60 minutes prior to intraperitoneal injection of acetic acid.

3 Results and discussion

3.1 Evaluation of vegetable extract toxicity
3.1.1 Evaluation of cytotoxicity by MTT assay

The MTT assay was performed to evaluate the cytotoxicity of the hydroalcoholic extract
of 1. marginata. For this, four different concentrations of the plant extract (10, 15, 30 and 60
pg/mL) were tested. These were determined from the plant I1Cso result (1Cso = 17.306 pg / mL).
Figure 1 shows the results obtained in this assay.

Figure 1- MTT Assay Result (cell viability assessment) for the crude extract of I. marginata.
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MTT assay after 24 h of incubation. The results were expressed as a percentage of the negative control (100%).
With CN being the negative control: cells in culture medium. Data were expressed as mean + standard deviation
(SD). The analyzes were performed by variance (ANOVA) of 1-way, followed by Dunnett's post hoc test. Values
with p <0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001. CN: negative
control (viable cells + culture medium) and CP: positive control (viable cells + hydrogen peroxide + culture

medium).

All the concentrations of the extract tested showed results close to the negative control,
not affecting the cellular viability, that is, they were not cytotoxic.

In a study conducted by Arini (2010) using crude ethanolic extract of Bauhinia rufa
(Fabaceae) at 50 ug/mL, no cytotoxicity was observed. The same was reported by Moura et al.
(2014), cytotoxicity was not observed in the concentrations of hexane, methanolic, ethanolic
and ethyl acetate of Piptadenia moniliformis (Fabaceae) at 50 pg / mL.

3.1.2 Evaluation of genotoxicity through the comet assay

The Comet Assay was performed to evaluate the ability of the |. marginata extract to
cause damage at the DNA level. For this, four different concentrations of the plant extract (10,
15, 30 and 60 pg/mL) obtained from the plant ICso were used.

The Comet assay has been widely used to assess genetic damage induced by potentially
genotoxic substances. Rapid and sensitive testing is a tool for diagnostic, therapeutic and
toxicological genetics studies, as well as being one of the tests carried out in the pharmaceutical
industry to investigate new drugs (OLIVEIRA, 2012).

Figure 2 shows the results obtained in this test.

Figure 2- Comet assay for evaluation of genotoxicity of I. marginata extract.

0.8-
x
-g 0.6- AR
£
P e
o 04 o
£ i
a 024 o
X o :
0,0 Lemgmn B ey [T [’””I m

S & v H @

Treatments (pug/mlL)



95

Comet assay after 24 h of incubation. The results were expressed as a percentage of the negative control (100%).
With CN being the negative control: cells in culture medium. Data were expressed as mean + standard deviation
(SD). The analyzes were performed by variance (ANOVA) of 1-way, followed by Dunnett's post hoc test. Values
with p <0.05 were considered statistically significant. Being * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001. CN: negative
control (viable cells + culture medium) and CP: positive control (viable cells + hydrogen peroxide + culture

medium).

Analyzing figure 2, it can be seen that all tested concentrations of the crude extract
showed no significant DNA damage. Among the concentrations, 10 pg/mL stands out, which
presented the best result, coming even closer to the negative control.

A study carried out by Silva (2015) in Mimosa caesalpiniifolia extract (Fabaceae) at 10,
25 and 50 pg/mL showed genotoxic potential only at the highest concentration. The
concentrations mentioned above were close to or equal to those used for the I. marginata
extract. Thus, we can observe that I. marginata presents a greater safety for use, considering
that, in all the concentrations analyzed, there was no damage at the DNA level.

3.2 Evaluation of antinociceptive activity

There are many methodologies capable of evaluating antinociceptive activity in vivo.
The technique of abdominal contortions induced by acetic acid, performed in the present study,
was chosen because it is a general model for the study of antinociceptive drugs, being widely
used to evaluate peripheral antinociceptive activity (DU et al., 2007).

The figure below illustrates the results obtained in the present work.

Figure 3- Antinociceptive test of abdominal contortions induced by acetic acid.
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Analyzing figure 3, it can be observed that all tested concentrations of the extract were
effective in the reduction of nociception, emphasizing the concentration of 100 mg/kg, which
totally inhibited nociception at the "n" and time evaluated. The above result follows hormone,
ie the concentration is not directly proportional to the effect.

It may be suggested that |. marginata extract has antinociceptive activity of short
duration, since the evaluation time was 30 minutes. This biological activity has been related to
the presence of polyphenols and flavonoids in the crude extract. Flavonoids are associated with
the antinociceptive effect by inhibiting COX, LOX, glutathione S-transferase, NADPH oxidase,

microsomal monooxygenases and mitochondrial succinoxide (ODONTUYA et al., 2005).

4 Conclusion

The evaluation of the toxicity of a product, be it of vegetal or synthetic origin is of
paramount importance, so that it can guarantee the safety of the same and the studies can
advance. The results obtained demonstrate that the hydroalcoholic extract of Inga marginata
does not present toxicity at both the cellular and the DNA levels.

The vegetal extract can also be an alternative in the relief of pain, since it presented very
promising results. Considering also that the analgesics present in the market have several
adverse effects linked to the product, the search for new compounds with this activity is of
paramount importance.

Thus, the results obtained in this study are promising, however complementary tests to

confirm this activity should be performed.
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