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RESUMO

SAMPAIO, Barbara Sperandio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2023.
Avaliacido da atividade antitumoral, proliferativa, antimicrobiana e anti-inflamatéria in
vitro, de extratos etandlicos de diferentes espécies vegetais da mata atlantica brasileira.
Orientadora: Anésia Aparecida dos Santos.

A Mata Atlantica, com a sua rica biodiversidade, abriga diversas espécies vegetais em variados
ecossistemas. Essa diversidade botanica motivou a produ¢do de extratos derivados de plantas,
fontes promissoras de compostos bioativos. A habilidade desses extratos em demonstrar
potenciais bioldgicos reforca a importancia da biodiversidade da Mata Atlantica para a
investigacdo de atividades bioldgicas, impulsionando o avanco do conhecimento. Nessa
pesquisa, serdo examinados os potenciais bioldgicos de extratos provenientes de uma variada
gama de plantas presentes na Mata Atlantica, por meio de avaliacdes in vitro das atividades
antitumorais, proliferativas, antimicrobianas e anti-inflamatorias. Foram preparados extratos
etandlicos (de Serigueleira, Aroeira Branca, Aroeira Preta, Candeia, Caneleira, Jabuticabeira,
Pitangueira, Amoreira, Caramboleira e Lobeira) a partir de material vegetal seco e triturado.
Ap0s filtragem em percolador, os extratos foram submetidos a evaporagao rotativa, liofilizados
e determinados seus rendimentos. Os resultados das medi¢des de rendimento indicam um
processo de extragdo bem-sucedido, com rendimentos muitas vezes superiores as expectativas
iniciais. As atividades antitumoral e proliferativa de 10 extratos de folhas e 1 extrato do fruto
foram avaliadas pelo ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio).
A atividade antitumoral avaliada na linha celular de cancer de mama murino 4T1 mostrou
resultados ndo promissores para qualquer um dos extratos, em contraste com a avaliacdo da
proliferacdo celular realizada em linhagens celulares normais. Esses resultados foram
especialmente promissores na linhagem celular normal VERO, em que os extratos de
Caramboleira (250 pg/ml) e Caneleira (250 pg/ml) apresentaram atividade proliferativa
significativa. Além disso, o extrato de Fruto de Aroeira Branca (62,5 pg/ml) e o de Lobeira
(250 pg/ml) exibiram potencial proliferativo moderado. Vale ressaltar que o extrato de
Caneleira (250 pg/ml) demonstrou forte potencial proliferativo na linhagem celular normal
BGM. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo em 4gar e a
determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada pelo método de
microdilui¢do em caldo e ensaio de resazurina. O extrato de Aroeira Branca apresentou forte

potencial antimicrobiano para ambas as concentragdes examinadas (100 mg/ml e 100 pg/ml).



Além disso, os extratos de Aroeira Preta, Caramboleira e Fruto de Aroeira Branca apresentaram
significativo potencial antimicrobiano contra todas as cepas bacterianas testadas do género
Staphylococcus na concentragdo de 100 mg/ml. Notavelmente, o extrato de Pitangueira
demonstrou interessante potencial antimicrobiano na concentracao de 100 pg/ml. Quatro
métodos in vitro foram empregados para realizagdo de triagem de acdo anti-inflamatoéria:
Inibicdo da Desnaturagdo da Albumina; A¢ao Inibitdria da Digestdo de Proteinase; Ensaio de
Estabilizacdo de Membrana (Hemolise) e Ensaio de Inibicao de Hemolise. Dentre os resultados
referentes a atividade anti-inflamatoria, destacam-se os extratos de Jabuticabeira, que
apresentaram alto potencial anti-inflamatorio, e o extrato de Candeia, demonstrando potencial
moderado. Em seguida os extratos de Caramboleira, Serigueleira e Pitangueira apresentaram
classificagdes de médio potencial anti-inflamatoério. Em conclusdo, os resultados obtidos neste
estudo enfatizam a influéncia significativa da escolha da técnica de extragdo e do solvente
utilizado para alcancar rendimentos extrativos substanciais. Essa abordagem foi essencial para
analisar as atividades bioldgicas, impulsionando o avango do conhecimento na pesquisa com

extratos naturais obtidos da biodiversidade da Mata Atlantica.

Palavras-chave: Extratos etanolicos. Antitumoral. Proliferagdo. Antimicrobiano. Anti-

inflamatorio.



ABSTRACT

SAMPAIO, Barbara Sperandio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2023.
Evaluation of in vitro antitumor, proliferative, antimicrobial and anti-inflammatory
activity of ethanol extracts from different plant species from the Brazilian Atlantic Forest.
Advisor: Anésia Aparecida dos Santos.

The Atlantic Forest, with its rich biodiversity, harbors several plant species in various
ecosystems. This botanical diversity has motivated the production of plant-derived extracts,
promising sources of bioactive compounds. The ability of these extracts to demonstrate
biological potentials reinforces the importance of the Atlantic Forest's biodiversity for
investigating biological activities, driving the advancement of knowledge. In this research, the
biological potentials of extracts from a wide range of plants present in the Atlantic Forest will
be examined through in vitro evaluations of antitumor, proliferative, antimicrobial, and anti-
inflammatory activities. Ethanol extracts (from Serigueleira, Aroeira Branca, Aroeira Preta,
Candeia, Caneleira, Jabuticabeira, Pitangueira, Amoreira, Caramboleira, and Lobeira) were
prepared from dried and ground plant material. After percolator filtration, the extracts were
subjected to rotary evaporation, lyophilized, and their yields determined. The yield
measurement results indicate a successful extraction process with yields often higher than initial
expectations. Antitumor and proliferative activities of 10 leaf extracts and 1 fruit extract were
evaluated by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. The
antitumor activity evaluated in the murine breast cancer 4T1 cell line showed non-promising
results for any of the extracts, in contrast to the cell proliferation evaluation performed on
normal cell lines. These results were especially promising in the VERO cell line, where
Caramboleira (250 pg/ml) and Caneleira (250 pg/ml) extracts showed significant proliferative
activity. Furthermore, White Fruto de Aroeira Branca (62.5 pg/ml) and Lobeira (250 pg/ml)
extracts exhibited moderate proliferative potential. It should be noted that Caneleira (250
png/ml) extract demonstrated strong proliferative potential in the BGM cell line. Antimicrobial
activity was evaluated by agar diffusion method and determination of minimum inhibitory
concentration (MIC) performed by broth microdilution method and resazurin assay. White
Aroeira extract showed strong antimicrobial potential in antimicrobial assays for both examined
concentrations (100 mg/ml and 100 pg/ml). Additionally, extracts from Aroeira Preta,

Caramboleira, and Fruto de Aroeira Branca showed significant antimicrobial potential against



all tested Staphylococcus bacterial strains at a concentration of 100 mg/ml. Notably, Pitangueira
extract demonstrated interesting antimicrobial potential at a concentration of 100 pg/ml. Four
in vitro methods were employed to screen anti-inflammatory action: Albumin Denaturation
Inhibition; Proteinase Digestion Inhibitory Action; Membrane Stabilization Assay
(Hemolysis); and Hemolysis Inhibition Assay. Among the results related to anti-inflammatory
activity, the Jabuticabeira extracts stood out, presenting high anti-inflammatory potential, and
the Candeia extract demonstrating moderate potential. Next, the Caramboleira, Serigueleira,
and Pitangueira extracts emerged with medium anti-inflammatory potential ratings. In
conclusion, the results obtained in this study emphasize the significant influence of the choice
of extraction technique and solvent used to achieve substantial extractive yields. This approach
was essential for analyzing the biological activities, driving the advancement of knowledge in

research with natural extracts from the Atlantic Forest's biodiversity.

Keywords: Ethanolic extracts. Antitumor. Proliferation. Antimicrobial. Anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade vegetal da Mata Atlantica brasileira, uma das mais ricas e ameacadas
do mundo, tem despertado crescente interesse cientifico e farmacéutico. Essa regido,
compreendendo os estados do sudeste brasileiro, abriga uma ampla variedade de biomas,
incluindo o Cerrado e a Mata Atlantica, além de fragmentos de caatinga, cada um caracterizado
por sua diversidade tnica. A Mata Atlantica, foco deste estudo, ¢ particularmente conhecida
por abrigar uma biodiversidade extraordinaria, resultado de sua variabilidade de altitude e
latitude, o que contribui para a formagao de diversos ecossistemas florestais. Essa riqueza
bioldgica ¢ evidenciada pela presenga de mais de 20 mil espécies, das quais 40% sao endémicas

desse bioma (Paulo Viana et al., 2013).

A exploragdo da biodiversidade vegetal tem sido direcionada a producao e utilizagdo
de extratos vegetais como fontes potenciais de compostos bioativos. As plantas sdo
reconhecidas por sintetizarem uma vasta gama de compostos secundarios, incluindo terpenos,
compostos fendlicos e alcaloides, os quais t€ém sido investigados por suas propriedades
farmacoldgicas. Devido ao fato de que os metabolitos secundérios frequentemente
desempenham papéis de defesa contra patdégenos e herbivoros, a identificagdo de suas
atividades bioldgicas tem impulsionado a pesquisa farmacéutica e a busca por alternativas

terapéuticas (Borges & Amorim, 2020).

A importancia da utilizagdo de produtos naturais na medicina, tanto na historia
ancestral como na contemporaneidade, ndo pode ser subestimada. Os compostos naturais tém
sido tradicionalmente empregados em praticas terapéuticas, e essa tradigdo continua a seguir a
pesquisa e o desenvolvimento de terapias baseadas em produtos naturais (Bakkali et al., 2008).
A fitoterapia e a medicina integrativa tém ganhado destaque globalmente, estimulando o estudo

cientifico de plantas medicinais e a busca por novos agentes terapéuticos (Das et al., 2022).

Nesse contexto, a investigacdo in vitro da atividade biologica de extratos vegetais
adquire o cultivo crucial. A avaliacao da atividade antitumoral, proliferativa, antimicrobiana e
anti-inflamatoria de extratos naturais em culturas celulares tem o potencial de elucidar o valor
terapéutico desses compostos. A complexidade das doengas, como o cancer, exige abordagens
multifatoriais, estimulando a busca por agentes que atuem em multiplos alvos (Zimmermann
et al., 2007). Além disso, a resisténcia antimicrobiana impulsionou a investigagdo de novos
antimicrobianos a partir de fontes naturais, como uma alternativa para o enfrentamento desse

problema emergente de saude publica (Asumang et al., 2021).
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O presente trabalho tem como objetivo contribuir para a compreensdo e exploracao
dos potenciais terapéuticos dos extratos vegetais da Mata Atlantica brasileira. Serdo avaliadas
as atividades antitumoral, proliferativa, antimicrobiana e anti-inflamatoria in vitro, visando a
identificacdo de extratos com possivel potencial terapéutico. Os resultados obtidos podem
oferecer insights valiosos para a utilizagdo de produtos naturais no desenvolvimento de terapias
inovadoras, alinhando-se com o crescente interesse na pesquisa e aplicacdo de compostos

bioativos originarios da biodiversidade vegetal.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A biodiversidade vegetal do Brasil corresponde a 20 % do total de espécies do mundo,
no entanto, as plantas medicinais endémicas do Brasil sdo utilizadas com pouco ou nenhum

estudo sobre as propriedades farmacologicas (Rabelo et al., 2013).

A seguir serdo abordados em subtdpicos, pesquisas realizadas sobre as diferentes

espécies vegetais utilizadas, além de estudos nas quatro areas avaliadas neste estudo.

2.1 Material Vegetal

2.1.1 Serigueleira (Spondias purpurea L.)

As espécies da familia Anacardiaceae evidenciam importancia econdmica por fornecerem
frutos comestiveis, madeiras uteis e/ou espécies ornamentais. A familia possui
aproximadamente 70 géneros e 600 espécies, a maioria sendo arvores e arbustos tipicos de
regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo. Deste total, 14 géneros e 57 espécies
sao encontradas no territério brasileiro. Frutos de importancia comercial ou regional, destaca-
se os cajas (Spondias spp.), o umbu (Spondias tuberosa Arruda) e a seriguela (Spondias
purpurea L.). A Schinus terebinthifolia Raddi (aroeira branca) e Schinus molle L. sao exemplos
de Aroeiras, plantas utilizadas na ornamentacdo de ruas e pragas. Entre as espécies que
apresentam madeira de boa qualidade estdo a aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemao) e a

aroeira-branca (Lithrea molleoides (Vell.) Engl.) (Bachelier & Fls, 2009).

A familia Anacardeaceae ¢ dividida em 5 subfamilias: Anacardieae, Spondiadeae,

Rhoeae, Semecarpeae e Dobineeae. A subfamilia Spondiadeae inclui 17 géneros e 140 espécies,
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com cerca de 14 a 15 espécies pertencentes ao género Spondias (Bachelier & Fls, 2009; Duvall,

2006; Macia & Barfod, n.d.).

A serigueleira (Spondias purpurea L.) ¢ uma arvore frutifera pertencente a familia
Anarcadiaceae, que possui grande capacidade adaptativa ao calor e seca sendo encontradas em
sitios e quintais devido a seu valor comercial. E a arvore encontrada em diferentes regides do
Brasil de nome popular seriguela, ciriguela, siriguela ou ceriguela (Ingrid et al., 2017; M. R.

Da Silva & Costa, 2021).

Os frutos de seriguela sdo muito apreciados no nordeste brasileiro, possui formato
arredondado e a tonalidade varia de amarelo até tons avermelhados, possui sabor levemente
adocicado e com toque acido, mas as folhas, casca e sementes também sao utilizadas e
aproveitadas em receitas de uso medicinal nessa regido, onde ha maior incidéncia dessa planta,
além de apresentar propriedade terapéuticas antibacterianas, diuréticas, antiespasmoddicas e

antitérmicas (Bernardo et al., 2021).

Pesquisas realizadas para a caracterizacao fitoquimica das folhas da Spondias purpurea
L., popularmente conhecida como Seriguela, identificaram a presenga de compostos como
fenois totais, flavonoides, esterdis e flavanonas (Ingrid et al., 2017). Além de sua composi¢ao
quimica, a Serigueleira apresenta atividade farmacoldgica no tratamento de diarreias,
disenterias e disturbios gastricos, conforme relatado por Almeida et al., (2017). Outro estudo,
conduzido por Zakaria et al., (2016), destaca o uso da serigueleira no tratamento de dores renais,

atribuindo-lhe propriedades antiespasmodicas, diuréticas, analgésicas e antianémicas.

2.1.2 Aroeira Branca (Schinus terebinthifolia raddi)

Schinus terebinthifolia Raddi, pertencente a familia Anacardiaceae, ¢ uma arvore nativa
da América do Sul, distribuida na Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil ocorrendo nos biomas
mata atlantica, cerrado e pampas. A arvore chega até 8m de altura, com as folhas e frutos

apresentando odor de terebentina (Pereira, 2017).

O género Schinus ¢ muito conhecido na medicina popular brasileira pois atua como
potencial agente antifungico, antimicrobiano, inseticida e cicatrizante (Santos et al., 2010).
Dentro do género Schinus, varias espécies sao utilizadas no reflorestamento e na arborizacao

urbana, como por exemplo S. molle e S. terebinthifolia (Luz, 2017), além dos frutos dessas
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arvores serem atrativos para a fauna, as espécies desse género podem ser utilizadas na

decoragao.

As espécies do género Schinus possuem muita semelhanca morfologica o que dificulta
sua identificagdo exata, além de possuir uma ampla distribui¢do mundial devido a facilidade
adaptativa em diferentes condi¢des climaticas e ambientais e da variedade de nomenclatura
territorial. Assim foi necessario, apds envio ao herbario, recorrer a especialista para
identificacao da espécie trabalhada. Os nomes populares para S. terebinthifolius sao diferentes
em cada regido, em Minas Gerais sd0 comuns aroeira branca, aroeira-pimenteira, aroeira-
mansa, aroeirinha, arvore-da-pimenta, fruto-de-raposa; em Sao Paulo os nomes mais utilizados
sdo falsa-aroeira, aguaraiba, abacaiba, aroeira-mansa e aroeira-de-minas; no Rio Grande do Sul
aroeira; aroeira-braba e aroeira-precoce; no Rio de Janeiro aroeira-de-minas; aroeira-de-sabia e

aroeira-do-campo (Carvalho, 2006).

O tronco da aroeira branca ¢ utilizado para confec¢do de mourdes devido ao baixo valor
comercial, além de produzir lenha de boa qualidade. O 6leo essencial da semente possui
atividade inseticida comprovada em Musca domestica (Carvalho, 2006). Os frutos conhecidos
como pimenta-rosa ou pimenta-da-jamaica tem sido comercializado como substitui¢do a
pimenta-do-reino por possuirem semelhangas em componentes quimicos, possuem ardéncia
leve e sabor adocicado sendo utilizados na culindria em todo mundo (Barbosa et al., 2007,

Carvalho, 2006).

A Aroeira Branca possui muitas propriedades medicinais descritas, dentre elas agdo
antioxidante, cicatrizagdo de feridas, atividade antitumoral e antimicrobiano (Barbosa et al.,
2007; Guerra et al., 2000). Esta planta ¢ utilizada na medicina popular por suas propriedades
anti-inflamatodrias, analgésicas, antipiréticas e depurativas e no tratamento de doengas
urogenitais e respiratorias (Cavalher-Machado et al., 2008). Segundo estudos realizados por
Iwanaga et al., (2019) Schinus terebinthifolia apresentou alto teor de fenois totais, justificando

assim sua atividade antioxidante in vitro.

2.1.3 Aroeira Preta (Lithraea molleoides (Vell.) Engl.)
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Pertencente a familia Anacardiaceae, Lithraea molleoides (Vell.) Engl. ¢ encontrada de
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul possuindo sinonimia botanica para Schinus molleoides
Vellozo; Rhus clauseniana Turcz.; Lithraea aroeirinha March.; Schinus terebinthifolius var.
ternifolius March.; Schinus leucocarpus Mart. ex Engl.; Lithraea lorentziana Hieron. Os nomes
populares sdo diferentes em cada regido, em Minas Gerais 0os nomes mais conhecidos sao
aroeira, aroeira-preta, aroeira-branca, aroeirinha e aroeirinha-branca, no Parand Bugreiro, no
Rio Grande do sul e em Sao Paulo sdo comuns aroeira-brava e aroeira-preta (Carvalho, 2006).
Sera utilizado neste trabalho o nome comum Aroeira Preta devido sua utilizagao na localidade
da coleta do ramo. Seu fruto é parecido com o da aroeira-branca, mencionada anteriormente,

porém a coloracdo ¢ escura, justificando o nome popular utilizado na regio.

Aroeira Preta é encontrada preferencialmente nos Biomas Mata Atlantica e Cerrado onde
se encontram os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parana e Santa

Catarina, porém essa arvore pode ser encontrada em outros estados do pais (Carvalho, 2006).

Seu tronco € reto levemente tortuoso atingindo aproximadamente 15m de altura ¢
conhecido pela produgdo de lenha de boa qualidade, por ser resistente a flexao e ao choque sua
utilizagdo ¢ indicada em construgdo geral, confeccdo de postes, carrocarias e diversas
finalidades. A casca ¢ rica em taninos podendo ser utilizada na produ¢ao de poder tintoral, além
do seu cozimento apresentar resultados positivos no combate a diarreia, disenteria possuindo

propriedades estimulantes e diuréticas (Carvalho, 2006).

A casca de Aroeira Preta (Lithraea molleoides) € rica em taninos podendo ser utilizada
na producdo de poder tintoral, além do seu cozimento apresentar resultados positivos no
combate a diarreia, disenteria possuindo propriedades estimulantes e diuréticas (Carvalho,

2006).

2.1.4 Candeia (Eremanthus incanus (Less.) Less.)

A familia Asteraceae, ¢ a mais diversa da familia vegetal de dicotiledoneas abrangendo
1.620 géneros com 25.042 espécies. Essa familia vem sendo revisitada nos ultimos anos e passa
por mudangas taxondmicas. Vernonieae Cass. ¢ uma tribo com mais de 1.500 espécies onde a

candeia se enquadra (Gimenes et al., 2018).
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O género Eremanthus possui 22 espécies (Scolforo et al., 2002) das quais Eremanthus
erythropappus e Eremanthus incanus estdo em destaque devido seu valor comercial e

abundancia no territorio de Minas Gerais.

A candeia como ¢ conhecida regionalmente tem esse nome devido a sua utilizagdo em
velas pela populacdo tradicional de campo (Gimenes et al., 2018), ¢ encontrada na América do
Sul. No Brasil ocorre preferencialmente nos estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo e
Rio de Janeiro onde os biomas predominantes sao Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica. O seu
tronco ¢ utilizado comercialmente no Brasil e no mundo para producao de mourao (Scolforo et
al., 2002) e se desenvolve rapidamente em regides abertas e por isso sdo consideradas pioneiras

invasivas (Junior et al., 2016).

Alguns compostos naturais da Candeia (Eremanthus incanus) possuem um aroma
peculiar sendo o 6leo essencial do tronco da candeia utilizado na industria farmacéutica e
cosmética pois possui alfa-bisabolol, um ativo natural com propriedades anti-inflamatoria,
antimicrobiana e cicatrizantes. Na espécie E. incanus (utilizada neste trabalho) esse ativo €
encontrado em baixas quantidades, ja na espécie E. erythropappus esse ativo € o principal
componente sendo mais comercializado e estdo presentes em cremes e protetor solar (Scolforo
et al.,, 2002). O a-bisabolol extraido da espécie E. erythropappus, apresenta atividades
antibacterianas, anti-inflamatorias e cicatrizantes (Rocha et al., 2020). Extrato bruto polar de E.
incanus foi produzido e submetido a analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia
combinada com espectrometria de massa sequencial (HPLC-ESI-MSn) e identificaram 20
compostos, descritos pela primeira vez nesta espécie, em que relataram ser 8 acidos
clorogénicos, 6 flavonoides e 6 derivados fendlicos glicosilados (Gimenes et al., 2018).
Trabalhos com extratos foliares de Candeias sdo escassos na literatura sendo de extrema
importancia e relevancia os dados encontrados neste trabalho para melhor conhecimento das

propriedades dessa espécie.

2.1.5 Caneleira-preta (Nectandra Rol. ex Rottb)

A familia Lauraceae, ¢ distribuida nas regides tropicais e subtropicais do planeta,
predominantemente no sudeste da Asia e no Brasil. Contém aproximadamente 2500 a 3000
espécies em 49 géneros (Melo et al., 2006). Hoje sdo aceitas 114 espécies com distribui¢ao

restrita as Américas tropical e subtropical, sendo 43 brasileiras, sobretudo na Mata Atlantica e
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Amazodnia. Nectandra Rol. ex Rottb € o segundo maior género de Lauraceae no Novo Mundo,
em primeiro lugar se encontra o género Ocotea Aubl. com cerca de 350 espécies (Baitello et

al., 2003; Rohwer & Kubitzki, 1993).

Géneros da familia Lauraceae, incluindo Nectandra, sao de dificil identificacdo e nao
podem ser observados apenas aspectos vegetativos tendo como ponto fundamental o material

florido (Rohwer & Kubitzki, 1993).

As espécies de Nectandra desenvolvem-se em ambientes imidos, sempre verdes, em
planicies de florestas montanhosas e poucas espécies sao encontradas em outros habitats
(Rohwer & Kubitzki, 1993). Quase todas as espécies do género Nectandra sdao conhecidas pelo

nome “Canela” indicando suas propriedades aromaticas.

Estudos fitoquimicos relatam a presenca de flavonoides e ligninas em espécies de Canela
(Nectandra sp.) onde ambos os compostos possuem propriedades biologicas que podem

contribuir para o efeito anti-inflamatdrio desta planta (Melo et al., 2006).

2.1.6 Jabuticabeira (Plinia cauliflora (Mart.) Kausel)

A jabuticabeira pertence a familia Myrtaceae, amplamente distribuida no Brasil, e nativa
do bioma Mata Atlantica (Citadin et al., 2010). Plinia cauliflora (Mart.) Kausel, popularmente
conhecida como jabuticaba, jaboticaba, jaboticaba-ponhema, jaboticaba-acu, jaboticaba-
paulista, ¢ sinonimo de Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg, Plinia jabuticaba (Vell.) Kausel,
Mpyrcia jabuticaba (Bem.) Baill. e Myrciaria jabuticaba (Vell.) O. Berg (Paula et al., 2021)e ¢
utilizada na medicina tradicional brasileira no tratamento de doengas infecciosas e inflamatorias

(Galvao et al., 2021).

As folhas de P. cauliflora sao utilizadas como xarope ou infusdo para o tratamento de
doencas inflamatdrias e infecciosas como gripe, diarreia, disenteria, labirintite e bronquite

(Agra et al., 2008; Cruz & Kaplan, 2004; Paiva et al., 2017).

A Jabuticabeira (Plinia cauliflora) ¢é utilizada na medicina tradicional brasileira no
tratamento de doengas infecciosas e inflamatorias (Galvao et al., 2021), sendo um potencial
anti-inflamatdrio (Paula et al., 2021). As folhas de jabuticabeira sdo pouco analisadas em
estudos cientificos, quando comparadas as demais partes da planta. Os extratos das folhas e dos

ramos apresentaram alto teor de flavonoides e de taninos (Paula et al., 2021).
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2.1.7 Pitangueira (Eugenia uniflora L.)

A familia Myrtaceae possui aproximadamente 121 géneros com plantas frutiferas
comercializadas em todo o mundo. O género Eugenia ¢ considerado o quarto mais importante

onde cerca de 350 espécies sao nativas do Brasil (Fidelis et al., 2022).

A diversidade do género Eugenia possui ampla distribuicdo mundial, sendo que nas
Américas ¢ encontrado cerca de 1.000 espécies, onde somente no Brasil encontramos 100

espécies (Carvalho, 2006).

Eugenia uniflora é encontrada na América do Sul e em grande parte do Brasil, com
preferéncia para as regides Sul e Sudeste (Fidelis et al., 2022) com sinonimia botanica para
Eugenia costata Camb, Plinia rubra L. e Stenocalyx uniflorus (L.) Kausel cujos nomes
populares s3o comuns em todo territorio brasileiro, sendo: pitanga, pitanga-do-mato, pitanga-

vermelha ou pitangueira (Carvalho, 20006).

Os frutos da pitangueira sdo muito saborosos e inseridos na alimentagdo in natura ou
utilizada para fazer sucos, sorvetes, doces, licores e geleias e ¢ rico em vitamina C. Sao
conhecidos como pitanga, acerola brasileira, ou acerola do Suriname (Fidelis et al., 2022). Ja

as folhas sdo utilizadas como cha para combater diarréia, verminose e febres infantis (Carvalho,

2006).

Os compostos mais comuns identificados nos extratos foliares da Pintagueira (Eugenia
uniflora) foram polifenois, como flavonoides (miricitrina, miricetina, rutina e quercetina) e
taninos (acido galico e 4cido elagico) e as principais atividades farmacologicas do extrato
incluem atividade biologia como antidepressivo, antidiabético e anti-inflamatoério (Brito et al.,
2022). As folhas sdo utilizadas como cha para combater diarréia, verminose e febres infantis

(Carvalho, 2006).

2.1.8 Amoreira preta (Morus nigra L.)

A espécie Morus nigra, pertencente a familia Moraceae, ¢ originaria do sudoeste da Asia,
conhecida mundialmente como amora ou amora-preta, ¢ aplicada na medicina popular chinesa

(Pawlowska et al., 2008).
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A arvore da amoreira mede de 5 a 20 metros de altura, com folhas largas e frutos negros
comestiveis de sabor adocicado e 4cido, que sdo utilizados na culinaria como sucos, vinhos,
geleias possuindo enorme variedade de preparo (Erden, 2021). Suas folhas sdo utilizadas na
preparagcdo de chds como recurso curativo para algumas doengas como, diabetes, colesterol,
problemas cardiovasculares e obesidade, devido suas ac¢des diuréticas, hipoglicemiante e

hipotensoras (Oliveira et al., 2013).

As plantas pertencentes ao género Morus sdo ricas em compostos fendlicos, tais como,
flavonoides, antocianinas e carotenoides, responsdveis pelas propriedades antioxidante,

antitumoral e anti-inflamatoria (Padilha et al., 2009).

As plantas pertencentes ao género Morus (Amoreira) sdo ricas em compostos fendlicos,
tais como, flavonoides, antocianinas e carotenoides, responsaveis pelas propriedades

antioxidante, antitumoral e anti-inflamatodria (Padilha et al., 2009).

2.1.9 Caramboleira (Averrhoa carambola L.)

A familia Oxalidaceae, consiste em mais de 900 espécies pertencentes a sete géneros,
dentre eles, destaca-se Averrhoa. A. carambola L., uma arvore asiatica introduzida no Brasil.
A. carambola ¢ popularmente conhecida como carambola, com frutas comestiveis

profundamente suculentas, de coloragdo amarelo-marrom (Luan et al., 2021).

No Brasil a caramboleira ¢ encontrada em todo territdrio principalmente em regides
quentes e em dareas domésticas para producdo de frutas, sendo consumida in natura e

acrescentada a culindria regional em doces e sucos (Gol et al., 2015).

Averrhoa carambola L. possui atividades antiobesas e antidiabéticas (Ramadan et al.,

2022), atividade anti-inflamatoria e antimicrobiana (Otuki et al., 2011; Wakte & Patil, 2011).

Estudos farmacologicos mostram que extratos brutos ou compostos monoméricos de 4.
carambola exibem diversas bioatividades, como antioxidante, antitumoral, anti-inflamatoria e
outras (Luan et al., 2021). Extratos de A. carambola possui atividade antioxidante e
antimicrobiana em que podem estar relacionadas a presenca de substancias fenolicas nos

extratos (Silva et al., 2021).
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2.1.10 Lobeira (Solanum falciforme Farruggia)

A familia Solanaceae é encontrada na América Central, ao sul do México, sudoeste dos
Estados Unidos e Australia (D’Arcy, 1972). No Brasil, a familia Solanaceae ¢ encontrada desde
a Amazonia até o sul do pais com cerca de 33 géneros e 500 espécies. Solanaceae esta entre as
familias com maior nimero de espécies, destacando-se o género Solanum (Oliveira-Filho &

Fontes, 2000).

O género Solanum L possui grande interesse econdmico, e incluem espécies conhecidas
como o tomate (S. lycopersicum L.), batata (S. tuberosum L.) e berinjela (S. melongena L.).
Solanum falciforme € espécie endémica do Brasil e distribuida nos biomas Mata Atlantica e
Cerrado. E encontrada a beira de estradas, sendo comumente encontrada nos Estados de Goias,
Distrito Federal, Bahia e Minas Gerais. A Solanum falciforme é conhecida popularmente como

lobeira ou fruto do lobo (Farruggia & Bohs, 2010).

Solanum falciforme Farruggia foi descrita recentemente por Farruggia, onde se assemelha
com outras espécies do mesmo género como Solanum Ilycocarpum A. St.-Hil., Solanum

gomphodes Dunal e Solanum crinitum Lam (Farruggia & Bohs, 2010).

2.2 Cancer

O termo cancer ¢ utilizado para englobar mais de 100 doencas malignas que convergem
pelo fato de as células realizarem sucessivas divisdes celulares de forma rapida e incontrolavel,
levando a producdo de massas s6lidas denominadas tumores ou neoplasias. O crescimento fora
de controle e a invasdo de outros tecidos sdo caracteristicas de células cancerosas (Santos et al.,

2023).

Ainda, segundo o Instituto Nacional de Cancer - INCA, existem fatores de risco para a
progressao do cancer de origem genética, ou seja, mutacdes nos genes, e fatores ambientais,
estando relacionados com alimentagdao, medicamentos, estilo de vida etc. Segundo dados
levantados pelo Ministério da Saude (2012) apenas 10 % dos casos sdo causados por fatores

genéticos enquanto 80 — 90 % estdo associados a fatores ambientais (Santos et al., 2023).
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A progressao do cancer ¢ dita como um dos eventos bioldgicos mais devastadores para a
satide humana devido a sua origem silenciosa, onde se iniciam diversos eventos celulares que

pode progredir ao 6bito do paciente.

Estima-se que um em cada cinco individuos terdo cancer durante sua vida. No mundo, o
cancer de mama € o mais recorrente em mulheres com 2,3 milhdes de casos, o que corresponde
a 24,5 % da populacdo mundial, seguido pelo colon e reto, com 865 mil (9,4 %); pulmao, com
771 mil (8,4 %); colo do tutero, com 604 mil (6,5). Para os homens, o cancer com maior
incidéncia em todo mundo ¢ de pulmao com 1,4 milhdo (14,3 %) novos casos, seguido cancer
de prostata, com 1,4 milhdo (14,1 %) e célon e reto, com 1 milhdo (10,6 %) de novos casos

mundialmente (Bray et al., 2018; Sung et al., 2021).

Os dados para o Brasil s3o semelhantes, a estimativa para o triénio de 2023 a 2025 ¢ de
cerca de 704 mil novos casos da doenca. Sendo de 74 mil de novos casos (20,3 %) somente
para cancer de mama, seguido pelo cancer de célon e reto com 24 mil (6,5 %); cancer no colo
do utero com 17 mil (4,7 %); e pulmdo com 15 mil (4,0 %). Para homens o cancer com maior
incidéncia ¢ cancer de prostata com 72 mil (21,0 %) novos casos, seguido do cancer de colon e
reto com 22 mil (6,4 %); cancer de pulmao com 18 mil (5,3 %) e estomago com 13 mil (3,9 %)

(Santos et al., 2023).

Durante a pandemia da COVID-19 foram registrados atrasos nos diagnosticos e
consequentemente no tratamento da doen¢a em todo mundo. Em estudos realizados por Ribeiro
et al., (2022) foi demonstrado que a realiza¢do de exames de diagnodstico de cancer foi menor
durante a pandemia, do que em anos anteriores. Em 2020, houve reducgdo de 3.767.686 (-44,6
%) em exames citopatoldgicos, 1.624.056 (-42,6 %) em exames de mamografias, 257.697 (-
35,3 %) de biopsias realizadas, 25.172 cirurgias oncoldgicas (-15,7 %) e 552 (-0,7 %)
procedimentos de radioterapia, comparando-se a 2019. Esses dados demostram um cenario
critico e preocupante no que tange ao acompanhamento e diagnosticos de doengas sérias, como
o cancer, além de estimular o estudo e a pesquisa relacionada ao seu tratamento, que foi um

impulsionador para a pesquisa em questao.

Uma das caracteristicas mais marcantes do cancer ¢ a resisténcia a morte celular, a
manuten¢do da sinalizacao proliferativa e capacidade de esquivar-se da acao de moléculas ou
substancias supressoras de tumor (Amin et al., 2009). Por isso, ¢ fundamental utilizar estratégias
terapéuticas focadas em estimular a morte celular e/ou cessar o ciclo celular (Blowman et al.,

2018).
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A quimioterapia ¢ uma das abordagens mais utilizada no tratamento do cancer, em que
sdo utilizadas cerca de 300 drogas com fun¢do antineoplasicas. Cerca de 90 % dos tumores
podem ser tratados com quimioterapicos, entretanto, segundo o — (INCA, 2023) um problema
enfrentado a diversos tratamentos quimioterapicos ¢ a aquisicdo de resisténcia a drogas
desenvolvida pelas células tumorais. Outra questao ¢ que o tratamento quimioterapico se utiliza
de medicamentos anticancerigenos para destruir as células tumorais, porém a quimioterapia
atinge nao somente as células cancerosas como também as células sadias do organismo, levando

ao desenvolvimento de efeitos colaterais graves (Santos et al., 2023).

Diante desses dados, pesquisadores de todo mundo buscam mecanismos diversos que
eliminem ou reduzam os obstaculos da quimioterapia e desenvolvam formas alternativas para
o tratamento do cancer. Os materiais vegetais e produtos derivados destes, vém sendo uma boa
escolha podendo ser fontes de terapias na resolu¢do de obstiaculos em diferentes atividades

bioldgicas (Igbal et al., 2017).

A utilizacdo de produtos naturais tem demostrado que muitos destes possuem agao
antimutagénica, antiproliferativa, antioxidante e desintoxicante, agindo em diferentes vias
metabolicas de células tumorais além de registros de auséncia ou reducdo da citotoxicidade em

células saudaveis (Blowman et al., 2018).

2.3 Proliferaciao Celular

A proliferagdo ¢ uma das quatro etapas do processo de cicatrizacao de feridas que
envolve também os processos de hemostasia, inflamacao e remodelagao. Essas etapas precisam
ocorrer de forma altamente organizada e sobreposta para que a cicatrizagdo ocorra

perfeitamente (Guo & DiPietro, 2010).

A fase da hemostasia ¢ a primeira fase do processo de cicatrizagdo a qual se inicia
imediatamente apds o ferimento, com constricdo vascular e formagdo de coagulos de fibrina.
Varias moléculas, como citocinas e fatores de crescimento, também sdo recrutadas ao local da

ferida por meio do sangue (Vidmar et al., 2017).

Uma vez controlado o sangramento, as células inflamatorias migram para ferida e ddo
inicio a fase inflamatdria, caracterizada pela infiltracdo sequencial de neutrofilos, macréfagos

e linfocitos. Essas células desempenham diversas fungdes, dentre elas, eliminagdo de micro-
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organismos invasores e restos celulares na area lesionada, bem como a indugao e eliminagdo de
células apoptdticas. Desta forma, ocorre a transi¢do para a fase proliferativa da cicatrizacao

(Guo & DiPietro, 2010).

A fase proliferativa normalmente ocorre apos ou se sobrepde a fase inflamatdria, onde
ocorre a proliferagdo epitelial e migragdo sobre a matriz proviséria dentro da ferida
(reepitelizacdao). Na reparagao da derme, os fibroblastos e as células endoteliais estdo em
destaque e propiciam a formacao de coldgeno e a formagdo do tecido de granulacao (Guo &

DiPietro, 2010).

Os fibroblastos produzem colageno, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, que sao os
principais componentes da matriz extracelular (MEC), que marca a fase final da cicatrizacao de

feridas, a remodelacdo (Leal et al., 2014).

A etapa final do processo cicatricial, ¢ caracterizada pelo retrocesso de capilares
recém-formados, onde a densidade vascular da ferida volta ao normal. A caracteristica mais
enfatizada da fase de remodelagdo ¢ a reorganizagdo da matriz extracelular (MEC) para uma

arquitetura que se aproxima da apresentada pelo tecido normal (Guo & DiPietro, 2010).

2.4 Infeccoes Microbianas

Doengas transmitidas por bactérias constituem um problema de saude global. Os
mecanismos de entrada de micro-organismos sdo diversos variando de alimentacdo e agua
contaminadas até ambiente hospitalar. Sua patogénese pode variar de acordo com as condi¢des
de satde do hospedeiro, o tipo de micro-organismo e a quantidade do agente a que o hospedeiro

foi exposto (Gali¢ et al., 2018).

As cepas bacterianas usadas no presente trabalho sdo famosas por sua resisténcia a
medicamentos e presenca de multiplos fatores de viruléncia. Cepas resistentes, de diferentes
espécies bacterianas, vém surgindo a cada novo antibidtico introduzido no tratamento das
patologias a ele atribuidas (A. L. Santos et al., 2007), sendo de grande relevancia estudos com

novos agentes antimicrobianos.

Os farmacos atualmente disponiveis vém sendo progressivamente ineficazes devido
ao aparecimento de mecanismos de resisténcia bacterianas. Assim, o estudo e a descoberta de

novas drogas ¢ uma necessidade urgente, e se torna um grande desafio devido ao
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desenvolvimento de resisténcia, ao tipo de toxicidade que cada droga apresenta e o alto custo
financeiro do tratamento. Na tentativa de minimizar esses desafios, estudos vém sendo
realizados na utilizagdo de agentes antimicrobianos derivados de plantas com intuito de servir

como um tratamento alternativo eficaz (Hickl et al., 2018).

2.5 Inflamacao

A inflamacdo ¢ uma resposta de defesa a infecg@o ou lesdo tecidual, onde o organismo
reage para localizar, inativar e destruir o agente agressor além de potenciar a reparagao tecidual

(Kulkarni et al., 2016; Villanueva et al., 2017).

A resposta inflamatodria se inicia ap6s ocorrer dano celular, que pode ter diferentes
origens como virus, bactérias, parasitas, podendo também ser causadas por agentes fisicos,
como radiagdo, trauma e queimaduras, ou agentes quimicos, como toxinas. As manifestagcdes
clinicas caracteristicas da inflamag¢ao sdo rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional (Jeong

et al., 2013; D. Ribeiro et al., 2015).

A inflamacdo ¢ uma resposta meticulosamente coordenada do organismo, tendo como
objetivo manter o equilibrio homeostatico, assim o processo envolve a atividade de células
endoteliais, células epiteliais e o recrutamento de células inflamatérias como neutroéfilos,

mondcitos, macréfagos e, em alguns casos, linfocitos (D. Ribeiro et al., 2015).

O processo inflamatdrio pode ser classificado como agudo ou cronico, de acordo com
a natureza e eficdcia da resposta inicial. A inflamagdo aguda, ¢ rapida no inicio e de curta
durac¢do, durando horas ou alguns dias. Caracteriza-se pela liberacdo de mediadores quimicos,
e leva a exsudacdo de fluidos e proteinas plasmaticas (edema) e a migragdo de leucocitos,
predominantemente neutrofilos, por meio da ativagao das células endoteliais. O objetivo desta
fase ¢ a eliminacao do agente, porém se ele persistir, a inflamagao podera evoluir para a segunda
fase, a cronica. A inflamacao cronica ¢ definida como uma inflamacgao prolongada durando de
semanas a meses, onde a lesdo tecidual e as tentativas de reparagdo coexistem, as células
predominantes sdo os macréfagos, onde ocorre a formacgao de tecido conjuntivo e angiogénese

(D. Ribeiro et al., 2015).

O entendimento dos mecanismos de defesa que o organismo utiliza para combater os

microorganismos sao mediados pelo sistema imune inato e adaptativo. A resposta imunologica
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inata é considerada a primeira linha de defesa do hospedeiro contra micro-organismos, € atua
imediatamente apds uma infecg¢do ou lesdo. Atuam com participagdo de componentes soluveis
e células efetoras, neutrofilos, macrofagos, células dendriticas e células natural killer (NK).
Devido a capacidade de fagocitar e eliminar os patdogenos, essas células usam um mecanismo,
através de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que se ligam com os PAMPs
(padroes moleculares associados a patdgenos) presentes na superficie dos micro-organismos e
0os DAMPs (padrdes moleculares associados a dano), que sao moléculas liberadas por células
hospedeiras danificadas, provenientes de lesdo celular, atuando por exemplo, em lesdes de
trauma ou queimaduras. O resultado desta interagdo ¢ a produgdo e secre¢do de mediadores
inflamatoérios, iniciando o que chamamos de cascata inflamatéria (Krishna & Miller, 2012;

Richmond & Harris, 2014; Zhang et al., 2010).

As plantas medicinais contém metabodlitos secundarios que possuem inimeras
atividades farmacologicas. Dentre eles, compostos fendlicos e flavonoides possuem atividades

como antioxidante e anti-inflamatoria (Guzik TJ; et al., 2003).

Apesar da inflamagdo ser uma defesa imunoldgica, os eventos celulares e os
mediadores envolvidos no processo inflamatoério podem estimular, manter ou agravar doengas,
sendo os medicamentos anti-inflamatdrios de vital importancia no tratamento dessas patologias

(Sosa et al., 2002).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Obter extratos naturais de diferentes espécies coletadas na mata atlantica brasileira e

avaliar a atividade antitumoral, proliferativa, antimicrobiana e anti-inflamatoria.

3.2 Objetivos Especificos

o Coletar e obter extratos etandlicos de espécimes vegetais do territorio brasileiro e do
bioma mata atlantica, identificando taxonomicamente as espécies e armazenando exemplares
no herbario;

o Quantificar o rendimento dos extratos para avaliar a eficiéncia do método escolhido;
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o Avaliar a atividade antitumoral e a capacidade proliferativa in vitro dos extratos naturais
em linhagens celulares tumorais € normais;

o Investigar a atividade antimicrobiana dos extratos em culturas de bactérias gram-
positivas e gram-negativas, incluindo a determina¢do da Concentragdo Minima Inibitéria
(CIM);

. Examinar a possivel atividade anti-inflamatoéria dos extratos por meio de ensaios in

vitro.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Vegetal

Em marco de 2022 foram coletados folhas e/ou frutos de 10 diferentes espécies
vegetais nas cidades de Coimbra/MG (-20.858970, -42.876033) e em Concei¢do do Ibitipoca
distrito do municipio de Lima Duarte, MG 21.6786470, -43,9661970). Estas areas estdo
localizadas na Mesorregido da Zona da Mata de Minas Gerais (Mata Atlantica Brasileira) e

Lima Duarte.

As plantas foram coletadas em estado fértil, com flores e /ou frutos durante o ano de
2022 para depodsito de exsicatas no Herbario da Universidade Federal de Vigosa (VIC)
(TABELA 1). A identificagdo dos espécimes foi feita pelo professor Marco Otavio Dias Pivari
(PUC Minas), doutor em Biologia Vegetal com ampla experiéncia em Taxonomia Vegetal e
posteriormente comparada com outras exsicatas no herbario da Universidade Federal de
Vigosa, além da utilizagdo do site SpeciesLink concluindo a identificacdo. A caneleira foi
identificada por Flavio Macedo Alves, especialista em Lauraceae, j4 o ramo de Jabuticabeira

ainda esta em processo de identificacdo junto ao herbario da UFV.

Tabela 1 - Exemplares depositados no Herbario da UFV

Nome Popular

VIC Familia Espécie Regional
55631 Anacardiaceae Spondias purpurea L. Serigueleira
55636 Anacardiaceae Schinus terebinthifolia Raddi  Aroeira Branca
55635 Anacardiaceae Lithraea molleoides (Vell.) Aroeira Preta

Engl.
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55629 Asteraceae Eremanthus incanus (Less.) Candeia
Less.

55642 Lauraceae Nectandra Rol. ex Rottb Caneleira

55628 Myrtaceae Plinia cauliflora (Mart.) Jabuticabeira
Kausel

55633 Myrtaceae Eugenia uniflora L. Pitangueira

55630 Solanaceae Solanum falciforme Farruggia Lobeira

55625; 55632; Moraceae Morus nigra L. Amoreira

55637

55626; 55627 Oxalidaceae  Averrhoa carambola L. Caramboleira

Fonte: Autoria préopria (2023).

4.2 Obtenc¢ao do Extrato

O processo de extracdao foi realizado no Laboratério de Quimica e Bioquimica de
Produtos Naturais (BioNat) localizado no Departamento de Bioquimica da UFV, no qual folhas
e frutos coletados em margo de 2023, a depender do caso, foram lavados em agua corrente e
separados dos galhos. Foi realizada a secagem deste material por meio de ventilagao forgada
utilizando desidratador (PE100 Semi Industrial Analégico - Pardal) a 40 °C durante 24h. Em
seguida todo material foi triturado com auxilio de liquidificador (ARNOMagiclean)

transformando as folhas secas em po.

A matéria-prima vegetal triturada seca, foi submetida ao processo de filtragem
realizada com auxilio do percolador de aco inox (Steelservice) em formato conico, forrado com
algodao, umedecido com algumas gotas alcool etilico (99,8 % P.A.) a fim de evitar seu
deslocamento. Apds a adicdo do material vegetal triturado, o volume foi completado
imediatamente com alcool etilico a 99,8 % e fechado. O tempo de repouso variou de 3 a 5 dias
completos, para enfim, o extrato ser coletado por gotejamento, sendo armazenado em balao

volumétrico até a etapa de evaporagdo rotativa.

E relevante ressaltar que, que apds iniciar a aquisi¢io do extrato do percolador, o
material triturado foi novamente coberto pelo solvente, seguida pela repeticdo do processo de
filtracdo, até que a coloracdo transliicida do extrato fosse visualmente visivel. Esta classificagao
de ponto de coloragdo foi selecionada em resposta a observagdao de um rendimento do extrato

consideravelmente baixo e uma reutilizacao substancial do solvente, resultando em um aumento
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gradual da propor¢do de solvente em relacdo ao extrato ao longo das sucessivas filtragdes.

Diante dessa condigdo, a decisdo foi tomada de encerrar essa etapa.

A evaporagdo rotativa foi realizada em equipamento conhecido como rotavapor
(Evaporador Rorativo — Fisatom 803, digital). O extrato armazenado no baldo de evaporagdo
foi inserido no sistema de rotacdo com aproximadamente 70 rpm mantendo-se sob um banho
de aquecimento com temperaturas entre 30 °C e 40 °C. Com isso, o volume do extrato foi
reduzido e acondicionado em recipiente para posteriormente ser colocado na cabine de exaustao
quimica (Capela de Exaustdo de Gases Nalgon) por aproximadamente 1 més para término da

evaporagdo do solvente.

Decorridas todas as etapas de obtencdo dos extratos estes foram submetidos a
liofilizagao (Liofilizador VirTis BenchTop “K” Series), no Laboratério de Biofisica Ambiental,
situado no Departamento de Biologia Geral da UFV, onde a amostras previamente congeladas
a -80 °C durante 24 horas, foram inseridas na cdmara de vacuo, onde ocorreu sublimacao, em

temperatura -65 °C, pressao 80 mili torr, durante 72 horas consecutivas.

Ao final deste periodo de liofilizagdo a maioria dos extratos adquiriram consisténcia
de po, exceto, os extratos de lobeira, amora e aroeira branca-fruto que permaneceram com

consisténcia gelatinosa, tornando necessaria a repeti¢do deste procedimento.

A pesagem em balanga analitica (Balanca De Precisdo Gehaka — Bk3000 C/Cal
Interna) dos extratos ocorreu de forma constante ao longo de todas as diferentes etapas da
extracdo, com intuito de calcular o rendimento de cada extrato. Os extratos foram armazenados

em dissecador durante 7 dias ap0s a liofilizagao e mantidos sob refrigeracao protegidos da luz.

Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a formula:

X

“ Pfolhas

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); Pfolhas

= Peso das folhas secas em po (g).
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4.3 Cultivo e manutencao das células in vitro

As linhagens aderentes de cancer de mama murino (4T1), tecido renal derivado de
macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) adulto normal (VERO) e também de tecido
renal derivado de macaco verde africano (Chlorocebus pygerythrus) normal (BGM), foram
doadas pelo Laboratorio de Infectologia Molecular Animal - LIMA, Laboratdrio de Bioquimica
Celular ¢ Bioprodutos (LBB) e Laboratorio de Biotecnologia Molecular, respectivamente,
localizados na Universidade Federal de Vigosa (UFV-MG). Tais linhagens celulares foram
cultivadas em garrafas de cultura de poliestireno com o meio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640 medium) e/ou DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
acrescentado de 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de antibidticos (estreptomicina 0,1
mg/ml e penicilina 100 U/ml), denominado meio completo (MC) (Sigma-Aldrich®). As
garrafas foram incubadas em estufa (Panasonic — inCusafe) em condi¢gdes padrao (37 °C com

atmosfera imida (95 %) e 5 % de CO.) até a confluéncia das linhagens.

4.4 Plaqueamento celular

Ap6s a confluéncia celular, as linhagens celulares foram lavadas com PBS-EDTA (2
g/L) (solugdo fosfato salino), tripsinizada (tripsina-EDTA 2,5 g/L, Sigma-Aldrich®) e
ressuspendidas em meio completo para contagem na camara de Neubauer. No plaqueamento
foram semeadas para linhagem tumoral 5 x 10° e 1 x 10* células para linhagem normal em 100
pnL de meio completo, em cada poco das microplacas de 96 pogos. Estas foram incubadas em

estufa, sob condi¢des padrao (descrito anteriormente no item 4.3), por 24horas para aderéncia.

4.5 Ensaio de MTT

Ap6s aderéncia das linhagens, os extratos diluidos em dimetilsulféxido (DMSO 0,4 %
- Sigma-Aldrich®) foram incorporados em meio de cultura e cada pogo com células recebeu
aliquotas de 100 puL da solugdo nas concentragdes de 500 pg/ml, 100 pg/ml e 10 pg/ml para os
testes preliminares e na concentracao inicial de 250 pg/ml nos testes com diluigdo seriada. As
células foram novamente incubadas em estufa de CO; durante 72horas. Posteriormente, os

tratamentos foram substituidos por 50 pl de solugdo de meio contendo 10 % de MTT (3- (4,5-
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dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazélio) (0,5 mg/ml - Sigma-Aldrich®) e as placas
incubadas por 3 horas, protegidas da luz. Apds esse periodo, o MTT foi substituido por 50 pl
de DMSO, por pogo, para dissolug¢ao dos cristais de formazan sintetizados nas células viaveis
pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018).
A absorbancia das placas foi medida utilizando um espectrofotometro (SpectraMax®) a 570
nm. Pogos com células tratadas com meio completo contendo DMSO 0,4 % foram utilizadas
como controle negativo e pogos sem células como branco durante a leitura da absorbancia.

Todas as amostras foram utilizadas em triplicata.

4.6 Analises Estatisticas

A proliferagdo normalizada representa a viabilidade celular e foi calculada utilizando

os dados de absorbancia (Abs) conforme a equacao:

] . ) média Abs tratamento
Proliferacdo Normalizada = —— — %100
média Abs controle negativo

Onde, Abs controle negativo corresponde a absorvancia do controle com células sem
tratamento (utilizando DMSO) a 570 nm e Abs tratamento representa a absorvancia do

tratamento das células com os extratos a 570 nm.

As andlises estatisticas e a construcao dos graficos se deram pelo programa GraphPad
Prism® versdo 8.0.1 e Microsoft Office Excel 2019®. A analise foi obtida em graficos de
coluna e aplicada pela Analise de Variancia — ANOVA.

Para a realizacdo de testes de eficacia de drogas, na maioria das vezes ¢ utilizado a
concentracdo eficaz (CE50), em que ¢ avaliado uma determinada ag¢do biologica, usando
produtos purificados. No presente trabalho utilizou-se diferentes extratos ndo purificados,
apesar da analise cromatografica ndo ter sido foco do estudo, ¢ sabido que todo material vegetal
contém a presenca de diversos constituintes majoritarios que podem atuar de forma sinérgica
ou antagdnica durante a realizacao de testes de eficacia (Minho et al., 2017), justificando assim
a utilizagdo das andlises de dados em graficos de coluna, por serem indicados para comparagao

de um ou mais conjuntos de dados.
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4.7 Micro-organismos e meios de cultivo

Foram realizadas analises antimicrobianas em dois laboratorios, inicialmente no
Laboratorio de Quimica e Bioquimica de Produtos Naturais - BioNat (pertencente ao
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa - UFV),
seguido pelo Laboratorio de Imunoquimica e Glicobiologia - LIG (vinculado ao Departamento

de Biologia Geral da mesma institui¢do).

Foram utilizadas as seguintes cepas de bactérias gram-positivas no BioNat:
Staphylococcus aureus (10132), Staphylococcus haemolyticus (MDS57), Staphylococcus
pseudintermedius (27), Staphylococcus coagulans (15), Staphylococcus epidermidis (35984)
(Rossi et al., 2016; Souza-Silva et al., 2022).

No LIG o teste foi realizado com 2 bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus
(ATCC 33591) e Bacillus cereus (ATCC 14579) e gram-negativas, Escherichia coli (ATCC
29214) e Salmonella entérica (ATCC 14028).

Os meios de cultivo utilizado foram BHI e Agar Mueller Hinton (AMH).

4.8 Avaliacao da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar/ placas

A metodologia de difusdo em agar foi realizada conforme descrito por (Balouiri et al.,
2016), com modificacdes, a qual consiste na utilizacdo de placas de petri contendo meio de
cultura AMH com coldnias de bacterianas cultivadas por 24 horas a 37 °C. As colonias de
bactérias foram diluidas para a escala de McFarland 0.5 (aproximadamente 1:100 em um novo
tubo contendo caldo AMH). A inoculagdo foi feita em superficie pela técnica de Spread Plate
Method, com auxilio de swab esterilizado, em forma de estrias na superficie do dgar em trés
direcdes, girando a placa em angulo de 60° apos cada estria. A bactéria foi distribuida
uniformemente sobre a superficie do agar e deixado em repouso a temperatura ambiente durante

3 minutos.

No BioNat os pocos foram confeccionados com auxilio do cilindro de encaixe de
ponteiras esterilizadas. A seguir, os pocos foram preenchidos com 50 pL dos extratos a serem

testados na concentragdo de 100 mg/ml, além do controle negativo contendo DMSO puro.
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No LIG, a inoculacdo bacteriana foi feita a técnica de inoculagcdo em profundidade
(Pour Plate Method) onde o inoculo foi adicionado ao fundo da placa estéril seguida da adi¢ao
do meio de cultura. A homogeneizagdo ocorreu por meio de movimentos rotacionais leves.
Utilizou-se o 10 uL. de extrato na concentragdo de 100 pg/ml e como controle positivo o

antibidtico Ceftiofur (30 pg/ml). Foi incubado por 24horas em estufa a 35 °C.

A leitura foi realizada pela observacao de aparecimento de halo inibidor e através da
comparagao entre os extratos, a fim de classifica-los quanto ao nivel de atividade como sendo:

alta, média, baixa e sem atividade.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata utilizando-se cepas provenientes do

BioNat e LIG.

Figura 1 - Representagdo da técnica de difusdo em agar realizada no BioNat

Placa: Bactéria

Fonte: Autoria préopria (2023).

4.9 Determinacio da concentracio inibitoria minima (CIM) pela técnica da microdiluicao

em caldo

A determinagdo da concentracao inibitoria minima dos extratos foi realizada segundo
a metodologia da diluicao em caldo (microdiluicao) seguindo os procedimentos preconizados
pelo Comité Europeu de Suceptibilidade Antimicrobiana (EuCAST, documento Broth
midcrodilution — EUCAST reading guide v 4.0 (Eucast, 2023), com as mesmas bactérias
utilizadas nas técnicas de difusdo em agar. Foram utilizadas microplacas com 96 pocos (Placa
Para Cultura de Células — 96 Pocos Kasvi). Os microrganismos previamente cultivados, foram

diluidos 1:100 em 100 pL de caldo Mueller Hinton contendo concentragdes de extratos
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variando de 5000 pg/ml a 0,15 pg/ml. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e
posteriormente foram adicionados em cada orificio 100 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-
phenoxazin-3-onal0-6xido) a 0,01 % em solu¢do aquosa esterilizada onde, ap6s 4 horas de

reincubagdo, a leitura qualitativa foi realizada (Pribst et al., 2017).

A determinagdao da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi de forma visual e
qualitativa, onde os pogos com auséncia de bactérias viaveis apresentaram coloragdo roxo-
azulado e os pocos com bactérias vidveis apresentaram coloragdo résea (O’Brien et al., 2000).
Foi considerado o valor do CIM, aquela menor concentracdo em que a solu¢do dos pogos se
mantinha roxo-azulado. Para a classificagdo dos valores de CIM, foram considerados valores
de CIM abaixo de 625 pg/ml como forte inibicdo, valores de 625 pg/ml a 1.250 pg/ml
relacionados com inibicdo moderada e valores acima de 1.250 pg/ml inibigado fraca (Aligiannis
et al., 2001).

Meio de cultura sem extrato foram usados como controle negativo. Uma placa com o
antibiotico Mupirox (ciclopirox olamine) foi utilizada como controle positivo na concentragao

de 50 pg/ml.

Os ensaios foram realizados em duplicata utilizando-se cepas provenientes do BioNat.

Figura 2 - Representagdo do teste em microplacas
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Fonte: Autoria propria (2023).

A leitura foi realizada por meio da resazurina ¢ um indicador de oxida¢do-reducao,

onde seu uso ¢ indicado em testes antibacterianos e de contaminagdo bacteriana (Palomino et
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al., 2002). A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) ¢ considerada o indicador

mais utilizado em condi¢des de redugdo em meios de cultura (Fukushima et al., 2003).

4.10 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria dos extratos in vitro

Com o intuito de investigar a possivel atividade anti-inflamatéria dos extratos obtidos,
foi realizada uma série de ensaios de screening no LIG. O ensaio de inibicdo de desnaturagdo
da albumina, de inibi¢do da a¢do da protease tripsina, de estabilidade da membrana e o teste de
inibicao da hemolise, foram escolhidos como os ensaios de screening preliminares para essa

analise.

4.10.1 Inibicao da Desnaturagdo da Albumina

Muitos métodos in vitro, foram desenvolvidos para um screening inicial da agdo anti-
inflamatoria. Um desses métodos baseia-se na protecdo contra a desnaturacdo proteica,
considerando que alguns agentes anti-inflamatérios inibem essa desnaturagdo (Bhaskar &

Modhite, 2010).

O método proposto por Sakat et al., (2010) foi adotado, com adaptacdes, no qual a
mistura conteve os extratos e solu¢do aquosa a 1 % da fragdao albumina sérica bovina (BSA).
As amostras foram incubadas a 37 °C por 20 minutos e depois aquecida a 70 °C por 10 minutos.
ApOs resfriar as amostras, a turbidez foi medida em Espectrofotometro Genesys® 10S UV-VIS

a 660 nm. O experimento foi realizado em triplicata.
A inibi¢do percentual da desnaturagdo da proteina foi calculada da seguinte forma:

Abs controle - Abs tratamento

% inibi¢do desnaturacao de BSA = Abs controle x 100

Onde, Abs controle corresponde a absorvancia do controle a 660 nm e Abs tratamento

representa a absorvancia do tratamento a 660 nm.

4.10.2 A¢ao Inibidora da Digestao de Proteinase
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O experimento foi conduzido de acordo com o protocolo proposto por (Sakat et al.,
2010). A solugao de ensaio continha 0,06 % de tripsina e os extratos foram utilizados na
concentragao de 100 pug/ml. A mistura foi incubada a 37 °C por 5 minutos seguida da adicao de
BSA 1 % (p/v), e uma subsequente incubacdo de 25 minutos. Posteriormente, foi adicionado

acido tricloroacético (TCA) a 15%.

A suspensdo turva foi centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5427 R) a 10.000 rpm por
10 min e a absorbancia do sobrenadante foi lida a 210 nm em Espectrofotometro Genesys®
10S UV-VIS contra o tampao como branco. A droga acido acetilsalicilico (AAS) foi usada

como controle positivo. O experimento foi realizado em triplicata.

A porcentagem de inibicao da atividade inibidora da proteinase foi calculada conforme

calculo anterior.

4.10.3 Ensaio de Estabilizagdo de Membrana (Hemolise) e Teste de Inibicao da

Hemolise

4.10.3.1 Preparagdo de suspensdo de globulos vermelhos

Foi coletado (10 ml) de sangue humano fresco e transferido para tubos de
centrifugacdo heparinizados. Os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos e
lavados trés vezes com igual volume de solugdo salina normal. O volume do sangue foi medido

e reconstituido como suspensao a 10 % (v / v) com solugdo salina normal.

4.10.3.1 Hemolise induzida por calor e teste de inibi¢do da hemolise

Os dois testes foram realizados utilizando-se de uma mistura de reacao (2 ml) que
consistia em 1 ml de solugdo de extrato (100 pg/ml) e 1 ml de suspensao de 10 % de hemaécias,
em vez de droga, apenas solucgdo salina (Cloreto de S6dio 0,45 g e dgua destilada) foi adicionada
ao tubo de teste de controle. Acido acetilsalicilico (AAS) foi usado como controle. Todos os
tubos de centrifuga contendo a mistura de reagdo foram incubados em um banho maria (Banho
Seco com Agitacdo (Thermo Shaker) 110v — Modelo K80-100 | Kasvi) a 37 °C por 24 horas
para o ensaio de hemolise. No teste de inibicdo da hemolise a mistura foi incubada a 56 °C por

30 minutos. Ao final da incubacdo, os tubos foram resfriados em agua corrente. A mistura
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reacional foi centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5427 R) a 2.500 rpm por 5 minutos e a
absorbancia dos sobrenadantes foi obtida a 560 nm (Sakat et al., 2010), no Espectrofotometro

de Microplacas Multiskan SkyHigh. O experimento foi realizado em triplicata.

A porcentagem de hemolise e a porcentagem da inibi¢do da hemolise foram calculadas

pela formula mencionada anteriormente.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao e rendimento dos extratos

Durante o processo de extragao foi observado apos a etapa de evaporagdo do etanol no
RotaVapor, a consisténcia gelatinosa dos extratos. Além disso, a formagao de uma pelicula seca
sobre 0os mesmos dificultou o processo de secagem na cabine de exaustdo quimica, sendo
necessario homogeneizar os extratos diariamente para que o solvente, que se encontrava no

interior do frasco fosse evaporado completamente.

Os extratos foram pesados constantemente para verificar a evaporacao do restante do
solvente. Foi verificado perda de massa ao longo de 1 més, quando essa passou a ser constante

por sucessivas pesagens foi iniciado o processo de liofilizagao.

A selecdo do método de extracdo que empregou o etanol como solvente foi embasada
em sua ampla aplicacdo em trabalhos cientificos anteriores, que obteve resultados positivos
nesse dominio. Além disso, a escolha se baseou na disponibilidade e acessibilidade desse
solvente. O processo de evaporacdo rotativa e posterior secagem na cabine de exaustdo quimica
durante um més foi extremamente necessario para se obter o extrato mais puro, o ponto negativo
nesta etapa foi a formagao de uma pelicula seca do extrato na superficie, o que exigiu a agitagao
manual didria durante todo o periodo. Foi optado por levar esses extratos para uma nova etapa
de secagem, onde foi retirada toda a 4gua ainda presente nos extratos durante 3 dias
consecutivos transformando os extratos gelatinosos em pd, na sua maioria. A facilidade de
manuseio e os resultados alcancados foram assertivos devido ao processo de extracdo bem-

sucedido.

O método de extracao utilizado forneceu 11 extratos, sendo 10 extratos de folhas ¢ 1
de fruto. Os resultados de rendimento e massa estdo apresentados na tabela 2 e discutidos a

seguir.
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Tabela 2 - Obtencao e Rendimento dos extratos durante o processo de extracao.

Peso das Pesodo  Pesodo Reducao do Rendimento
Extratos folhas secas Extrato extrato  volume apos a total do

em po (g) bruto (g) seco(g) liofilizacdo (g)  extrato (%)

Amoreira 61,31 10,93 9,29 1,64 15,15
Caneleira 69,91 12,79 8,28 4,51 11,84
Lobeira 46,61 4,63 2,09 2,54 4,48
Candeia 84,79 21,44 16,93 4,51 19,96
Aroeira Preta 115,34 23,07 19,26 3,81 16,69
Aroeira Branca 107,76 25,92 17,77 8,15 16,49
Aroeira Branca -

45,67 11,68 7,9 3,78 17,29
Fruto
Jabuticabeira 215,02 55,64 36,19 19,45 16,83
Caramboleira 219,67 97,69 62,81 34,88 28,59
Serigueleira 146,68 50,32 36,46 13,86 24,85
Pitangueira 162,11 58,01 37,69 20,32 23,47

Fonte: Autoria propria (2023).

* O célculo do rendimento total dos extratos foi obtivo através da divisdo do peso do extrato

seco sob o peso das folhas secas em po.

Os resultados mostram varia¢des nos rendimentos dos extratos, onde a Caramboleira
registrou o maior rendimento (28,59 %), seguida por Serigueleira (24,85 %) e Pitangueira

(23,47 %) e a Lobeira o menor (4,48 %).

Diversas condi¢des podem interferir no produto final da extracdo, como a parte do
material vegetal utilizada, a origem e localizagdo, o tipo de processamento realizado, o tamanho
dos fragmentos, o solvente empregado no processo, o tempo de extracdo, temperatura,

polaridade e concentracdo do solvente (Tiwari et al., 2011).
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Os rendimentos obtidos justificam-se em parte pela escolha do solvente etanol, pois
pesquisas realizadas apontam que a extragdo feita com esse solvente tem tido melhores
rendimentos pelo fato de ser uma molécula anfifilica e extrair substancias polares e apolares,

quando comparados a outros solventes e outras técnicas de extracao (Oliveira et al., 2016).

A discussao dos resultados aborda, de forma abrangente, as propriedades medicinais
especificas das espécies investigadas, bem como suas semelhancas e discrepancias, as quais
foram documentadas na literatura cientifica. Como exemplo, a Aroeira Branca (Schinus
terebinthifolia) ¢ notoria por suas capacidades antioxidantes, cicatrizantes, antitumorais e
antimicrobianas, sendo tais atributos atribuidos ao elevado contetido de fendis totais (Barbosa
et al., 2007; Guerra et al., 2000). Da mesma forma, a Serigueleira (Spondias purpurea L)
demonstra atividades antiespasmddicas, diuréticas, analgésicas e antianémicas, acompanhadas
da presenca de fendis totais, flavonoides e ester6is (Almeida et al., 2017; Ingrid et al., 2017;

Zakaria et al., 2016).

Por outro lado, a Aroeira Preta (Lithraea molleoides) destaca-se pela sua alta
concentragdo de taninos, atribuindo-lhe propriedades adstringentes, diuréticas e estimulantes
(Carvalho, 2006). A Candeia (Eremanthus incanus), por sua vez, ¢ descrita pela presenca de o-
bisabolol, um composto associado as atividades anti-inflamatérias, antimicrobianas e
cicatrizantes (Gimenes et al., 2018; Scolforo et al., 2002). A Jabuticabeira (Plinia cauliflora) é
notavel por seu potencial anti-inflamatorio, amparado por um teor elevado de flavonoides e
taninos (Galvao et al., 2021; Paula et al., 2021). A Pitangueira (Eugenia uniflora), por sua vez,
exibe presenca de compostos fendlicos como flavonoides e taninos, associados a atividades
antidepressivas, antidiabéticas e anti-inflamatdrias (Brito et al., 2022). Quanto a caramboleira
(Averrhoa carambola), possui atividades antioxidantes, antitumorais e anti-inflamatdrias (Luan

etal., 2021), relacionadas a substancias fendlicas (M. R. Da Silva & Costa, 2021).

Em conjunto, os resultados obtidos destacam a diversidade de compostos e potenciais
farmacologicos das espécies da Mata Atlantica brasileira, oferecendo insights valiosos para
aplicagdes terapéuticas e explorando as ricas propriedades medicinais dessas plantas na area de

biologia celular e saude.

5.2 Screening da atividade antitumoral dos extratos etandlicos na cultura celular tumoral

—linhagem 4T1
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Os extratos foram avaliados em relagdo a atividade antitumoral através da viabilidade
celular medida pelo ensaio do MTT com a linhagem tumoral 4T1 (cancer de mama murino),
onde foram determinadas trés concentracao iniciais (500 pg/ml, 100 pg/ml e 10 pg/ml) a fim

de obter a concentragdo com a maior atividade para cada extrato.

Figura 3 - Atividade antitumoral dos extratos etanolicos através de screening para a linhagem
celular tumoral 4T1.
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Legenda: Proliferacdo Normalizada. As células foram expostas a diferentes concentragdes de
cada extrato (indicadas abaixo do eixo x) por 72 horas. (*) estatisticamente significativo (p

value < 0,05) e (ns) ndo houve diferenga significativa em relacdo ao controle.

Neste screening realizado os extratos de Pitangueira (A), Amoreira (H), Candeia (I) e
Fruto-Aroeira Branca parte superior (L), ndo apresentaram diferengas significativas quando

comparados ao controle, sendo considerados sem atividade antitumoral.
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Para os extratos de Aroeira Branca (C), Caneleira (D) e Aroeira Preta (G), foi
observada proliferacao celular em todas as concentracdes, sendo considerados invidveis para
estudos futuros como putativos extratos com atividade antitumoral. O restante dos extratos,
apresentaram proliferacdo em pelo menos uma concentragdo, sendo classificados como

invidveis, € nas outras concentracdes nao apresentam diferenca em relacdo ao controle.

Analisando os resultados apresentados pelos extratos nas diferentes concentracoes,
temos dois dados que requerem atencao. Primeiro, os extratos ndo causaram morte da célula
cancerosa ¢ em segundo, os valores de proliferacdo celular estdo elevados, ou seja, esse

resultado caminhou para o sentido oposto a morte de uma célula tumoral.

Estudos In Silico feitos através de varias abordagens, mostram a interacdo dos
componentes do extrato da folha de Aroeira Branca (Schinus terebinthifolia) com a tirosinase
humana, os resultados deste trabalho indicam a influéncia de varios compostos, especialmente
luteolina possuindo atividade anti-tirosinase (Bezerra et al., 2022). A enzima tirosinase atua na
biossintese de melanina, responsavel pela protecdo da pele humana dos efeitos prejudiciais da
radiagdo UV do sol, os compostos inibidores de tirosinase vém sendo muito estudados na

cosmética sendo potenciais medicamentos € cosméticos clareadores (Silvério et al., 2013).

Além disso, testes in vitro com a linhagem celular de melanoma murino B16F1 foram
realizados a fim de investigar o potencial clareador de dois diferentes compostos do extrato de
S. terebinthifolia e de uma fragdo de acido linoleico isolada de Passiflora edulis e os resultados
mostram que o extrato de S. ferebinthifolia reduziu a atividade da tirosinase e a combinagdo do
extrato com o 4cido linoléico diminui a quantidade de melanina produzida pelas células em
cultura (Jorge et al., 2012). Com esses dados nota-se que mais estudos devem ser realizados,
tanto de forma independentes, como a combinacdo de extratos, para avaliagdo da atividade

antitumoral do extrato de aroeira branca.

O extrato de serigueleira foi alvo deste estudo devido a atividade fotoprotetora
comprovada por (M. R. Da Silva & Costa, 2021), onde a Spondias purpurea L, demonstrou
bons resultados em relagdo a protecdo contra UV-A, supondo ter relagdo com a quantidades
elevadas de compostos fenolicos presentes em suas folhas, divergindo dos resultados obtidos

neste trabalho.

As folhas da aroeira preta sdo conhecidas por suas propriedades aromadticas e
medicinais, no entanto, podem induzir reagdes alérgicas em individuos com sensibilidade

dérmica, potencialmente acompanhados de sintomas como febre e mal-estar. Além disso, os
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frutos da planta contém 6leos essenciais altamente toxicos (Carvalho, 2006; Piveta et al., 2014).
No entanto, ¢ importante ressaltar que o extrato etanolico obtido neste estudo ndo declarou

citotoxicidade em nossas analises.

Alguns compostos naturais da Candeia (Eremanthus incanus) possuem um aroma
peculiar sendo o 6leo essencial do tronco da candeia utilizado na industria farmacéutica e
cosmética pois possui alfa-bisabolol (Scolforo et al., 2002). Nossos resultados nao indicaram

propriedades antitumorais para o extrato etanolico desta espécie.

Apesar de nossos resultados ndo terem demonstrado atividade antitumoral
significativa para o extrato foliar de Eugenia uniflora, ¢ interessante observar que estudos
prévios relatando resultados diferentes. Por exemplo, em um estudo anterior, observou-se
atividade antiproliferativa do extrato foliar da pintagueira (Eugenia uniflora) em uma linhagem
de cancer de mama T47D (Ismiyati et al., 2012). Outro estudo abordou diferentes linhagens
celulares de cancer, como HCT-116 (colon), AGP-01 (ascite gastrica maligna) e SKMEL-19
(melanoma), demonstrando atividade citotoxica e indugdo da apoptose (Fidelis et al., 2022).
Além disso, estudos com a linhagem MCF7 (cancer de mama) destacaram os 6leos essenciais
de Eugenia uniflora como potenciais agentes anticancerigenos (Sobeh et al., 2016). Essa
discrepancia de resultados destaca a importancia das nuances especificas das linhagens
celulares e das interacdes entre os compostos do extrato e as células cancerigenas,

demonstrando que as respostas podem variar dependendo das caracteristicas de cada estudo.

Foram realizados estudos in vitro sobre a atividade antitumoral utilizando a linhagem
celular de cancer de colon humano (HT-29). Nesses experimentos, o extrato etandlico do fruto
de Amora (Morus nigra) anunciou o objetivo de reduzir a viabilidade celular, desencadeando a
morte das células da linhagem tumoral. Além disso, foi observado que esse efeito ocorreu por
meio de mecanismos independentes da caspase, resultando na diminui¢do da expressao da p53

mutante em células HT-29 (Erden, 2021).

Estudos sobre a investigacdo da atividade citotoxica de substancias isoladas de
Nectandra leucantha, foram realizados através de analises laboratoriais, onde foram obtidas
duas substancias que apresentaram toxicidade em testes in vitro em células de melanoma
humano (SKMEL-147). Esses resultados indicam um potencial efeito citotoxico sobre células
cancerigenas desse tipo, indicando uma possivel utilidade desses produtos em abordagens
terapéuticas contra o melanoma humano. Vale ressaltar que a pesquisa realizada pelo autor

envolveu o isolamento das duas substancias em questdo, enquanto a presente pesquisa utilizou
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o extrato completo das folhas da planta, sem a separacdo de nenhum componente. Essa
diferenga na abordagem experimental pode influenciar nos resultados obtidos, uma vez que a
interacdo entre diferentes presentes compostos no extrato pode ter um efeito combinado sobre
a atividade antitumoral. Portanto, os resultados divergentes também podem ser atribuidos a
diferentes metodologias empregadas, enfatizando a complexidade das intera¢des entre
composi¢des naturais e células cancerigenas, e a importancia de considerar abordagens variadas
para uma compreensao completa do potencial terapéutico dessas substancias (Sousa et al.,

2019).

Com base nos resultados e discussdo apresentada, surge um argumento so6lido em favor
da exploragdo das complexidades dos resultados divergentes obtidos no ambito desta pesquisa.
As diferengas podem ser atribuidas a diversos fatores, como as caracteristicas especificas das
linhagens celulares utilizadas, a diversidade dos compostos presentes nos extratos e as

interagdes complexas que ocorrem entre esses compostos € as células tumorais.

Concluindo, esta série de experimentos revelou a falta de atividade antitumoral em
extratos avaliados na linhagem celular 4T1. Esse resultado fundamentou a decisdo de ampliar
nossa analise, investigando as potencialidades proliferativas e cicatrizantes dos extratos em
cultura de células normais. Essa abordagem ampliada permitird uma compreensdo mais
abrangente dos efeitos dos extratos, fornecendo informagdes valiosas para uma avaliacdo mais

completa de suas propriedades biologicas.

5.3 Atividade proliferativa dos extratos etandlicos em cultura celular normal — Linhagens:

VERO E BGM

Para avaliacao do potencial proliferativo, as duas linhagens normais de rim de macaco
verde africano VERO e BGM passaram por um screening, onde foi constatado potencial

proliferativo dos extratos vegetais que estdo demonstrados nos Apéndices (Apéndice B e C).

Destes, os extratos com maior potencial proliferativo foram submetidos a avaliacao
mais detalhada utilizando dilui¢do seriada a partir da concentracao inicial determinada de 250

pg/ml.
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Figura 4 - Atividade proliferativa dos extratos etandlicos para as linhagens celulares normais
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Legenda: Proliferacdo Normalizada. As células foram expostas a diferentes concentragdes de
cada extrato (indicadas abaixo do eixo x) por 48 horas. (*) estatisticamente significativo (p

value < 0,05) e (ns) ndo houve diferenca significativa em relagdo ao controle.

O trabalho estabelece classificagdo de acordo com o potencial do composto, sendo
dividido em forte potencial, médio e baixo potencial (Aligiannis et al., 2001). No presente

trabalho, essa classificacao foi empregada para todos os testes realizados.

Para atividade proliferativa dos extratos, foi considerado extrato com forte atividade
proliferativa aquele com valor de proliferagdo normalizada acima de 2,0. Para o extrato que
obteve proliferacao entre 2,0 e 1,5 foi estabelecido média atividade proliferativa. Para o extrato

que valores entre 1,5 a 1,0 foi considerado baixa atividade proliferativa.

O extrato de Caramboleira apresentou atividade proliferativa mais evidente na
concentragao de 250 pg/ml para VERO (A) onde a proliferacdo atingiu o dobro da atividade do
controle (2,0) sendo classificada como de forte atividade. Na linhagem BGM (B), obteve
proliferacdo (1,3) na concentra¢do de 250 pg/ml sendo classificada como de baixa atividade.
Nota-se uma dose resposta de acao do extrato em ambas as linhagens, onde com a dilui¢ao do

extrato seu efeito vai se tornando menor até se igualar ao grupo controle.

O extrato do FRUTO-Aroeira Branca obteve grande variagdo em todas as
concentracdes. Na linhagem VERO (C) seu pico de proliferagdo ocorreu na concentragao 62,5
pg/ml, onde obteve média atividade proliferativa (1,58) e na linhagem BGM (D) foi na

concentragdo 31,25 pg/ml com baixa proliferacao (1,15).
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O extrato de Lobeira demonstrou médio potencial proliferativo (1,54) para linhagem
VERO (E) na concentracao de 250 pg/ml, e na mesma concentragao apresentou para a linhagem

de BGM (F) baixo potencial (1,24) para atividade proliferativa.

O extrato de Caneleira (G e H) foi considerado de grande potencial para atividade
proliferativa, (2,14) e (2,17), respectivamente, onde sua acdo foi mais elevada na maior

concentracgao utilizada (250 pg/ml).

O extrato de Aroeira Preta obteve-se baixo indice de proliferacio em ambas as
linhagens celulares. Nas concentragdes 31,25 pg/ml e 15,62 pg/ml, em que para VERO (1) foi
constatado valores de (1,23) em ambas as concentragdes, ¢ para a linhagem BGM (J) foi na

concentragdo 62,5 pg/ml com valor de (1,28).

O extrato de Aroeira Branca em células VERO (K) e BGM (L) apresentou potencial
proliferativo discreto (1,4) e (1,28) nas concentragdes 125 pg/ml, 62,55 pg/ml,
respectivamente, destacando uma taxa de morte celular na concentracdo de 250 pg/ml na

linhagem BGM (0,7).

Foram realizados testes com os extratos de Candeia (M) e Jabuticabeira (N) apenas
com a linhagem VERO. Nestas, estes extratos apresentaram indice de morte celular nas

primeiras concentragdes, sendo considerados inaptos para fins proliferativos.

O oleo essencial do tronco da Candeia (Eremanthus incanus) € utilizado na industria
farmacéutica e cosmética pois possui alfa-bisabolol, um ativo natural com propriedades
cicatrizantes, esse ativo € o principal componente sendo mais comercializado e estdo presentes

em cremes e protetor solar (Scolforo et al., 2002).

A aceleracdo da cicatrizagdo de feridas e inibi¢do do edema de patas em ratos foi
constatado ao utilizar extratos de Amoreira (morus nigra) in vivo (Zhou et al., 2019). Uma
hipdtese para a divergéncia dos resultados apresentados neste trabalho se baseia nas diferencas

dos métodos de extracdo e purifica¢do de constituintes do extrato.

Estudos demonstram que a infusdo da Canela (Nectandra sp.) sdo utilizadas na
medicina popular e atuam na cicatrizagdo de feridas, com propriedades antirreunaticas,

digestivas e diuréticas (Corréa & Pena, 1984).

Alguns modelos de células in vitro foram descritos para estudos de cicatrizagcdo de
feridas, dentre elas células derivadas do epitélio renal (Vidmar et al., 2017), justificando assim,

a utilizagdo das linhagens VERO e BGM neste trabalho.
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5.4 Atividade antimicrobiana dos extratos vegetais em cultura de bactérias gram-positivas

e gram-negativas pelo método de difusdo em agar/ placas

Os 11 extratos foram avaliados em relacao a atividade antimicrobiana pelo método de

difusdo em agar em Placas de Petri, onde foram realizados dois testes independentes.

No primeiro teste foi realizado analise de 6 extratos na concentragdo de 100 mg/ml em
5 bactérias gram-positivas do género Staphylococcus sp. A escolha dos extratos se baseou nos
resultados positivos em cultura de células normais de mamiferos realizadas no ensaio de
proliferacdo celular com intuido de averiguarmos se eles exibiam dupla acdo. Posteriormente,
os extratos que apresentaram atividade antimicrobiana satisfatoria foram submetidos ao teste

de concentragdo inibitéria minima (CIM).

No segundo teste foram avaliados os 11 extratos no método de difusdo em agar na
concentragdo de 100 pg/ml com intuido de correlacionar com a utilizagdo das concentragdes
usadas nos testes para avaliagdo antitumoral, proliferativo e anti-inflamatdrio. Neste segundo

ensaio, foram utilizadas 4 cepas de bactérias, sendo duas gram-positivas e duas gram-negativas.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar, realizadas em dois
testes independentes

Cepas Bacterianas

EXTRATOS

I5 27 35984 10132 MDS57 | 33591 14579 29214 14028
Caramboleira ++ ++H F++ 1 ++ - - - R
Lobeira - - ++ - - - - - -
Aroeira Preta +++ ++H -+ - - - - + -
Caneleira - - ++ + - - - -
Aroeira

A+ HH ++ el = S S
Branca

Fruto- Aroeira

+++ ++ +4+ - - - -
Branca
Pitangueira nd nd nd nd nd + ++ ++ +

Candeia nd nd nd nd nd +
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Jabuticabeira nd nd nd nd nd - - - -
Serigueleira nd nd nd nd nd - - - -
Amoreira nd nd nd nd nd - - - -
Controle
) - - - - - nd nd nd nd
Negativo
Controle
nd nd nd nd nd 4+ 4 4 4
Positivo

Legenda: (+++) Extratos/controle positivo (antibiotico) com alto potencial antimicrobiano;
(++) Extratos com médio potencial antimicrobiano; (+) Extratos com baixo potencial
antimicrobiano, (-) Extratos/controle negativo (Meio de cultura e DMSO) sem a formagdo do

halo de inibi¢do microbiano; (nd) nao determinado.

Adotando o sistema de classificagdo de Aligiannis et al., (2001) o extrato de Aroeira
Branca se destacou com alto potencial antimicrobiano nos dois testes, onde é notavel que, na
utilizagdo de concentragdes mais elevadas e mais baixas, sua atividade foi de alta a moderada

em todas as cepas bacterianas testadas.

Os extratos de Aroeira Preta, Caramboleira, e Fruto-Aroeira Branca manifestaram um
notavel potencial antimicrobiano em sua forma de concentra¢do mais elevada (100 mg/ml)
conforme demonstrado nos resultados expressos na tabela acima. Entretanto, a eficacia
antimicrobiana diminuiu significativamente ao reduzir a concentracao para 100 ug/ml. Embora
a abordagem de avaliar a atividade antimicrobiana em concentragdes mais baixas seja mais
especifica, ¢ relevante considerar uma atividade moderada, visto que os extratos estudados
exibem uma gama de substancias diferentemente de compostos purificados destacando seus

efeitos antimicrobianos.

Os extratos de Lobeira e Caneleira obtiveram baixa/moderada atividade
antimicrobiana na concentra¢do de 100 mg/ml, e ndo foi observada atividade na concentracao

de 100 pg/ml, sendo considerados extratos com baixo ou nenhum potencial antimicrobiano.

O extrato de Pitanga foi avaliado somente na concentragdo de 100 pg/ml e apresentou

um potencial antimicrobiano considerado de médio a baixo.

Neste método de analise, o crescimento do microrganismo ocorre respeitando a difusao

do extrato, restringindo sua area de abrangéncia formando uma zona de inibi¢ao de crescimento
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ao redor do extrato que possui acdo antimicrobiana. Tal fendmeno introduz toda a teoria que
respalda o método de difusdo, estudada num primeiro momento apenas para antibidticos (Pinto

etal., 2020).

Com esse conceito fundamentado, podemos determinar que para os extratos com
formagdo do halo de inibigdo (+++, ++, +), 0 microrganismo teve seu crescimento inibido em
funcdo da concentracdo do antimicrobiano difundido, onde foi suficientemente capaz de

impedir o seu desenvolvimento, em oposicao ao restante do meio de cultura.

Os extratos da Pintagueira (Eugenia uniflora) sdo conhecidos por apresentarem
atividades farmacologicas e tém sido estudados no tratamento de diabetes, disturbios
gastrointestinais hipertensdo, além de possuir atividade antimicrobiana (Brito et al., 2022). A
atividade antibacteriana foi constatada em extratos etandlicos do fruto e da folha (Fidelis et al.,

2022).

O ativo natural, alfa-bisabolol presente no 6leo essencial da madeira da Candeia
(Eremanthus incanus) possui propriedades antimicrobianas (Scolforo et al., 2002). No presente
estudo, essa atividade antimicrobiana foi comprovada para a bactéria Bacillus cereus (ATCC

14579) utilizando o extrato etandlico foliar de E. incanus.

Estudos realizados com extratos de Amoreira (morus nigra) comprovaram a atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e atividade antioxidante
aumentando niveis das enzimas (Zhou et al., 2019). Uma das hipdteses para a divergéncia dos
resultados se da pelo fato do teste ter sido realizado com outras cepas bacterianas, e pelo fato

do extrato ndo ter sido liofilizado.

Extratos de frutas de Carambola em vérios estdgios contra bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas mostram diferentes graus de atividade antimicrobianas (Wakte & Patil, 2011).

5.5 Determinacio da concentracio inibitoria minima (CIM) pelo Método de microdiluicio

em caldo

O método de diluicio em caldo considera a associacdo entre a dimensdao do
crescimento bacteriano no meio liquido e a concentracdo do extrato testado (Ostrosky et al.,

2008). Para determinar qual a concentragdo onde o extrato seria capaz de inibir o crescimento
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bacteriano, foi realizado o teste de microdilui¢do em caldo que consiste na utilizacdo de

microplacas com 96 pogos contendo volume maximo de 200 pl.

Os trés extratos testados iniciaram a diluicao seriada na concentragao de 5.000 pg/ml
e controle positivo sendo o antibidtico Mupirox, iniciou na concentragdo de 50 pg/ml,

estabelecida pelo grupo de pesquisas do BioNat.

A Leitura realizada com o corante resazurina favorece a verificagdo da presenca de
crescimento microbiano, onde a coloragdo azul indica auséncia de crescimento microbiano,
enquanto a cor rosa indica a presenca de células viaveis em crescimento. Dessa forma notavel,
¢ possivel realizar a determinacao da menor concentragdo de cada extrato capaz de inibir o
crescimento dos micro-organismos indicadores diluidos, conhecida como CIM mostrada na

Tabela 4.

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana de 3 extratos para determinagdo da CIM em 5 cepas

bacterianas
EXTRATOS Cepas Bacterianas

I5 27 35984 10132 MD57
Caramboleira 2.500 312 1.250 1.875 2.500
Aroeira Preta 58.5 58.5 78 468.5 937.50
Aroeira Branca 625 29 625 625 1.250
Controle Positivo

6.25 6.25 12.5 25 12.5

(Mupirox)

Legenda: Os resultados estdo expressos em pg/ml

Os valores apresentados representam uma média de duas repetigoes.

O trabalho de ALIGIANNIS e colaboradores (2001) estabeleceu uma classificagao de
compostos que apresentam trés classes de atividade antimicrobiana, sendo fortes inibidores,
inibidores moderados e inibidores fracos. De acordo com essa classificagdo, temos o extrato de
Aroeira Branca e Aroeira Preta considerados fortes inibidores com valor de CIM abaixo de 625
pg/ml para as cepas bacterianas Staphylococcus coagulans (15), Staphylococcus
pseudintermedius (27), Staphylococcus epidermidis (35984) e para o extrato de Aroeira Branca
a cepa de Staphylococcus aureus (10132). Para o extrato de carambola também foi obtido forte

poder inibitorio para a cepa Staphylococcus pseudintermedius (27). Estes resultados reforcam
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e comprovam o resultado obtido anteriormente na avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo
método de difusdo em dagar. Estudos anteriores na literatura exploraram a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial proveniente do fruto maduro, bem como das folhas e partes
aéreas da planta da espécie Lithraea molleoides (Aroeira Preta). Essas investigagdes revelaram
uma atividade antimicrobiana de baixa magnitude contra bactérias e leveduras. (Shimizu et al.,
2006) Por outro lado, no que diz respeito a espécie Schinus terebinthifolia (Aroeira Branca), foi
documentada a eficacia do extrato obtido a partir das folhas e dos frutos (Gomes et al., 2020).
Em relagdo a carambola (Averrhoa carambola), ja existe registro de eficacia do extrato do fruto

(Wakte & Patil, 2011).

Apresentaram inibicdo moderada com valores entre 625 pg/ml a 1.250 pg/ml, o extrato
de Caramboleira para a cepa bacteriana Staphylococcus epidermidis (35984) e os extratos de

Aroeira Preta e Aroeira Branca para a cepa Staphylococcus haemolyticus (MDS57).

Com fraca inibicao e valores acima de 1.250 pg/ml temos o extrato de caramboleira
para cepa de Staphylococcus coagulans (15), Staphylococcus aureus (10132) e Staphylococcus
haemolyticus (MDS57).

Pesquisas relatam algumas inconsisténcias na utilizagdo desta técnica como a
precipitagdo de alguns compostos presentes em extratos ¢ a coloragao verde da clorofila que
em concentragdes elevadas interferem na analise (Ostrosky et al., 2008), justificando assim, a
necessidade de diminuicao da concentracao usada no teste de difusdo em agar de 100.000 pg/ml

para 5.000 pg/ml.

5.6 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria dos extratos in vitro

Avaliou-se a atividade anti-inflamatoria dos extratos obtidos no presente estudo em
quatro ensaios de screening de atividade anti-inflamatoéria baseados em mecanismos

bioquimicos distintos.

Serd considerado o extrato com maior potencial anti-inflamatorio, aquele que
apresentar resultados satisfatorios nos quatro testes, o extrato que apresentar bons resultados de
trés a dois testes sera considerado com médio potencial e o extrato que apresentar resultado
satisfatorio em um ou nenhum teste, serdo classificados com nenhum potencial anti-

inflamatorio.
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As siglas usadas para denominagao dos extratos serdo apresentadas na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5 - Identificacdo dos tratamentos utilizados

Sigla

Extrato

AB
AP
FRU
LOB
AMO
SER
CAN
CAND
PIT
JAB
CARA
AAS

Aroeira Branca
Aroeira Preta
Fruto-Aroeira Branca
Lobeira
Amoreira
Serigueleira
Caneleira
Candeia
Pitangueira
Jabuticabeira
Caramboleira

Acido acetilsalicilico - Controle Positivo

Fonte: Autoria propria

5.6.1 Inibi¢ao da Desnaturagao da Albumina

A desnaturagdo de proteina € um evento comprovado em processos inflamatorios, €

drogas anti-inflamatorias vem mostrando capacidade protetora para a desnaturacdo (Sakat et

al., 2010).

Para inibicdo de desnaturagdo da albumina, foram considerados extratos com

potencial, aqueles que apresentaram valores superiores a 30 % da desnaturacdo. E necessario

levar em considera¢do que nao sao0 compostos puros.
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Figura 5 - Percentagens de inibi¢cdo da desnaturacdo da albumina pelos extratos

Desnaturacao de Albumina
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Legenda: Percentual de Inibi¢ao da Desnaturagdo Proteica representada no eixo y. Os extratos
variados sdo especificados no eixo x. O farmaco acido acetilsalicilico (ASS) foi empregado

como controle.

Os resultados da atividade anti-inflamatoria in vitro revela que cinco extratos inibem
a desnaturacgao da albumina em comparagdo com o controle. A droga padrao AAS exibiu 82,33
% de inibi¢ao da desnaturacdo da albumina. Os extratos de Caramboleira, Jabuticabeira e Fruto-
Aroeira Branca inibem a desnaturacdo da albumina em 53,89 %, 45,05 % e 42,73 %
respectivamente, quando comparados com controle, possuindo potente atividade anti-
inflamatoéria. Outros extratos como Pitangueira e Candeia inibem a desnaturagdo de proteinas
em 38,31 % e 31,57 % respectivamente. Isso significa que esses compostos possuem boa
atividade anti-inflamatoria. Verificou-se que o restante dos extratos testados possuiu fraca ou

nenhuma capacidade de desnaturagdo proteica.

Uma das causas e/ou consequéncias de respostas inflamatorias ¢ a desnaturagdo de
proteinas. A desnaturagdo das proteinas acontece tanto por causa da inflamag¢ao como também

pode causar inflamagao.

A desnaturacdo proteica ¢ simultaneamente causa e consequéncia da resposta
inflamatoria (Chopade et al., 2012; Govindappa et al., 2011; Leelaprakash & Dass, 2011; Sakat
etal., 2010). O acido acetilsalicilico e outros farmacos anti-inflamatorios possuem a capacidade

de inibir a desnaturagdo de proteinas (Sakat et al., 2010).
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5.6.2 Agao Inibidora da Digestdo de Protease

A fim de verificar se os extratos conseguem inibir a atividade enzimatica foi realizado
o teste de Inibi¢ao da Digestdo de Protease usando albumina sérica bovina (BSA). Para inibi¢ao
de Digestdo de Protease, os extratos que inibiram mais do que 30 % da digestdo proteica foram

considerados extratos com potencial, levando em consideracao que ndo sao compostos puros.

Figura 6 - Inibicao da acgdo da tripsina
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Legenda: Percentual de Inibicdo da digestdo de protease representada no eixo y. Os extratos

variados sdo especificados no eixo x. A droga 4cido acetilsalicilico (ASS) foi empregada como

controle.

Todos os extratos conseguiram inibir pelo menos 50 % da atividade do AAS, onde

todos os extratos foram classificados como fortes potenciais agentes anti-inflamatorio.

Durante a inflamagdo, ocorre degradacdo de matriz extracelular (processo
inflamatério) com muitas metaloproteinases degradando o tecido. Uma das vias de agao dos

anti-inflamatorios ¢ impedir as enzimas de clivarem ou de ativar cascatas enzimaticas.

Deve ser levado em consideragdo a precipitagdo da enzima tripsina, impedindo a

protease de digeri-la, fazendo com que seja necessario a realizagdo de outros testes para a
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confirmagdo da atividade anti-inflamatoria, pois se fosse utilizado somente este experimento

todos os extratos teriam potenciais.

5.6.3 Ensaio de Estabilizacdo de Membrana (Hemolise)

A estabilidade da membrana de eritrocitos foi estudada de forma a avaliar a agdo anti-

inflamatoria pelos extratos.

Foi considerado com efeito ndo toxico os extratos que apresentaram menos de 10 %
de hemolise. A hemolise acima de 10 % ¢ considerada prejudicial (Sakat et al., 2010), assim,
os extratos abaixo desse limite, foram considerados viaveis € a taxa de hemolise causada esta

dentro da tolerancia estabelecida e ndo causara prejuizo ao organismo.

Figura 7 - Percentagens de estabilizagao da membrana dos eritrocitos (hemolise)
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Legenda: Percentual de hemolise representada no eixo y. Os extratos variados sao especificados

no eixo X. A droga acido acetilsalicilico (ASS) foi empregada como controle.

O ASS sendo uma droga usual obteve 2,79 % de hemolise, com isso os extratos que
lisaram até 5 % das hemadcias, foram considerados como possuidores de efeito similar ao ASS.
Nossos resultados demonstraram que a Candeia (2,83 %), Caramboleira (3,10 %), Serigueleira
(3,43 %), Jabuticabeira (3,38 %) e Lobeira (3,87 %) possuem forte potencial anti-inflamatorio.

Os extratos de Pitangueira (6,89 %) e Amora (7,6 %) foram classificados como de médio
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potencial. O extrato de Caneleira (12,17 %) ficou no limite sendo considerado de baixo
potencial. Os extratos de Aroeira Branca (31,08 %), Aroeira Preta (64,22 %) e Fruto-Aroeira
Branca (69,28 %) causaram elevada taxa de hemolise, sendo inaptos para atividade anti-

inflamatoria.

O estudo da estabilizacdo da membrana dos eritrocitos ¢ considerado anédlogo ao
estudo da integridade da membrana de lisossomos (Leelaprakash & Dass, 2011) e vem sendo
utilizado em testes anti-inflamatorios in vitro visto que os farmacos anti-inflamatorios atuam
na estabilizacdo da membrana lisossomal prevenindo a liberagdo de constituintes lisossomais

de neutroéfilos ativados (Okoye & Osadebe, 2010; Yoganandam G.P; et al., 2010).

O protocolo estabelecido por Sakat e colaboradores (2010), utilizou temperatura de 37
°C por 24 horas para verificagdo da hemolise, assim como no presente trabalho e foi observado

que grande parte dos extratos ndo causaram hemolise durante todo esse periodo.

5.6.4 Teste de Inibicao da Hemolise

O método de estabilizagdo da membrana dos glébulos vermelhos humanos, foi

utilizado como forma de avaliar a atividade anti-inflamatoria in vitro.

Figura 8 - Percentagens de inibicao de hemolise
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Legenda: Percentual de Inibigao da hemolise representada no eixo y. Os extratos variados sao

especificados no eixo x. A droga 4cido acetilsalicilico (ASS) foi empregada como controle.
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O AAS apresentou 62,76 % de protecao contra o rompimento de hemadcias, assim para
os tratamentos com os extratos vegetais, foi estipulado que aqueles que apresentaram 50 % da
atividade do AAS, ou seja, os extratos que apresentaram resultados acima de 30 % de inibi¢ao
da hemolise foram considerados promissores neste teste. Assim, se destacaram os extratos de
Aroeira Branca (40,49 %), Serigueleira (38,31 %), Jabuticabeira (37,90 %) e Candeia (34,10),
em que ficaram acima do limite estabelecido. Os extratos de Canela (29,82 %) e Aroeira Preta
(29,17 %) apresentaram sua capacidade de inibi¢ao da hemolise proximo do limite estabelecido,
sendo entdo considerados extratos com moderada atividade protetora contra hemolise. Os
demais extratos que ficaram abaixo do limite de 50 % da atividade do ASS, ndo inibiram o

processo de hemolise.

Este teste utiliza o aumento da temperatura, onde a taxa de difusdo para dentro da
célula aumenta devido ao aumento do movimento molecular, diminuindo o tempo de hemolise
(Scott, 1993). Neste estudo foi verificado que o tempo de hemolise para o sangue de ovelha em
células expostas a 0,3 M de glicerol a temperatura ambiente foi de aproximadamente 14
minutos, quando submetidas a 40 °C a hemolise ocorreu em 2 minutos, e a 5 °C foi de 2 horas

e 30 minutos (Scott, 1993).

5.7 Analise comparativa dos quatro ensaios de atividade anti-inflamatoria dos extratos.

Ao avaliar os quatro ensaios realizados para avaliar a atividade anti-inflamatdria dos
extratos, podemos inferir que, de acordo com a classificacdo adotada, o extrato com agdo anti-
inflamatoéria de destaque foi o extrato da folha de Jabuticabeira (Plinia cauliflora). Esta planta
¢ amplamente utilizada na medicina tradicional brasileira para tratamento de doengas
infecciosas e inflamatorias (Galvao et al., 2021), apresentando potencial como agente anti-
inflamatorio (Paula et al., 2021). Essa atividade foi comprovada através dos quatro testes anti-
inflamatoérios realizados no presente estudo, onde o extrato etanolico da folha de Jabuticabeira
exibiu um potencial anti-inflamatorio alto, semelhante ao do medicamento comercialmente

disponivel (AAS).

Em seguida, o extrato de Candeia apresentou médio potencial anti-inflamatorio, uma

vez que este foi efetivo em trés, dos quatro testes realizados e apresentou moderada capacidade
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de desnaturagdo proteica. Dentre as diversas propriedades medicinais da Candeia (Eremanthus
incanus), destaca-se seu potencial anti-inflamatoério, que tem sido objeto de investigagdo em
estudos cientificos. Pesquisas recentes tém explorado os compostos naturais presentes na
Candeia, como o o-bisabolol, que demonstraram propriedades anti-inflamatorias,
antimicrobianas e cicatrizantes em diferentes contextos (Gimenes et al., 2018; Scolforo et al.,

2002).

Outro extrato vegetal que teve seu potencial evidenciado neste estudo foi a
Serigueleira, com médio potencial anti-inflamatério devido a obtencdo de bons resultados em
trés dos quatro testes realizados. Estudos realizados por Silva & Costa, (2021) comprovam
atividade antioxidante para o extrato etandlico de Spondias purpurea L. devido a composi¢ao
quimica das serigueleiras, contendo elevadas quantidades de compostos fendlicos, conhecidos

por conferir efeito antioxidante ao extrato.

De forma similar, o extrato de Caramboleira apresentou resultados promissores em
trés dos quatro ensaios realizados. As folhas de A. carambola apresentaram efeito anti-
inflamatorio topico em um modelo de inflamagao cutdnea em camundongos (Otuki et al., 2011),

refor¢ando os resultados encontrados neste trabalho para este extrato.

Os extratos de Lobeira e do fruto de Aroeira Branca; apresentaram dois resultados
elevados dentre os quatro testes realizados. Em estudos recentes, a Lobeira (Solanum
falciforme) tem despertado interesse devido as suas propriedades anti-inflamatorias, entre
outras atividades farmacoldgicas (Zakaria et al., 2016). Além disso, o fruto da Aroeira Branca
(Schinus terebinthifolia) também tem sido objeto de investigagdo quanto a sua atividade anti-
inflamatoria, bem como seus potenciais agoes antioxidantes e antimicrobianas (Barbosa et al.,

2007; Iwanaga et al., 2019).

O extrato de Pitangueira, obteve forte resultado em apenas um teste e dois resultados
moderados. Estudos dos extratos etandlicos da folha da Pintagueira (Eugenia uniflora) tém sido
promissores in vivo demonstrando capacidade anti-inflamatoéria (Fidelis et al., 2022). No
presente trabalho o extrato de Pitangueira obteve médio potencial anti-inflamatorio,

comprovando assim, essa atividade para o extrato.

Resultados menos acentuados foram observados nos extratos de Canela, Amoreira,
Aroeira Branca e Aroeira Preta. Uma andlise fitoquimica revelou a presenca de flavonoides e

ligninas em espécies de Canela (Nectandra sp.), compostos que tém sido associados a
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propriedades biologicas capazes de contribuir para o efeito anti-inflamatorio dessa planta (Melo

et al., 2006).

Para melhor elucidar os diversos experimentos, serao apresentados na tabela a seguir

os resultados abrangentes de todos os testes realizados no presente trabalho:

Tabela 6 - Resultado geral das atividades biologicas

Anti Proliferativo Antimicrobiano Anti-inflamatorio
Extratos tumoral

4T1 |VERO BGM| I5 27 35984 10132 MDS57 33591 14579 29214 14028 |D.A. LP HE LHE
CARA - +++ + I e A e o R o s ++ - - - - -+ At A -
LOB - ++ + - - ++ - - - - - - - At A+ -
AP - + + |+ A - - + - o ++
CAN - -+ | - - ++ + - - - - - A+
A.B - + + | A el e N = o s
FRU - ++ + |+ ++ +++ - - - - -+ A - -
PIT - + - nd nd nd nd nd + ++ ++ + ++ -
CAND - + - nd nd nd nd nd + ++ A
JAB - + - nd nd nd nd nd - - - - -+ A A
SER - - - nd nd nd nd nd - - - - - A A
AMO - - - nd nd nd nd nd - - - - -t 4 -

Legenda: Resumo abrangente das atividades bioldgicas investigadas no estudo. (+++)
Representa extratos de elevado potencial; (++) denota extratos de potencial moderado; (+)
assinalados extratos de potencial reduzido; (-) indica extratos sem atividade observada; (nd)
refere-se a ndo determinado. DA: Desnaturacao da Albumina; IP: Inibi¢ao de Proteinase; HE:

Hemolise; I.HE: Inibicao da Hemolise.
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6 CONCLUSAO

Os resultados positivos obtidos no processo de extragao e nas analises abrangentes das
propriedades biologicas alcangcaram com sucesso os objetivos determinados neste estudo.

Os testes proliferativos em cultura de células obtiveram resultados notdveis nos
extratos da Caneleira e Caramboleira, sugerindo um caminho promissor para expandir os
estudos para diferentes tipos de células e para explorar a capacidade de cicatrizagdo desses
extratos.

No que diz respeito a investigacdo antimicrobiana, os resultados apontaram um
potencial antimicrobiano consideravel, com destaque para o extrato da Aroeira Branca, que
demonstrou atividade significativa contra varias cepas bacterianas. Além disso, os extratos da
Caramboleira, Aroeira Preta, Fruto de Aroeira Branca e Pitangueira também apresentaram alta

atividade antimicrobiana, abrindo um horizonte de pesquisa em expansao.

No screening realizado para a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria, os extratos de
Jabuticabeira, Candeia, Serigueleira e Caramboleira obtiveram um potencial notavel, o que
indica a necessidade de realizar mais experimentos, incluindo estudos em organismos vivos,

para uma compreensdo mais completa de sua eficécia.

Em suma, os resultados obtidos reforgam a importancia das técnicas de extragao e das
caracteristicas dos solventes como fatores cruciais na obtencdo dos resultados observados.
Quanto ao futuro, nosso grupo de pesquisa estd comprometido em realizar analises
complementares, explorando a diversidade de compostos presentes nos extratos. Além disso,
pretendemos expandir o escopo das atividades biologicas investigadas, confiantes assim para o
avango continuo do conhecimento da ligacdo fascinante entre a biodiversidade vegetal da Mata

Atlantica brasileira e as possiveis aplicacdes terap€uticas desses extratos.
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APENDICE

Apéndice A - Exemplar de exsicata de Schinus terebinthifolia Raddi (Aroeira Branca)

Legenda: Todas as espécies trabalhadas neste estudo tém a exsicata depositada no herbario

VIC-UFV.
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Apéndice B - Teste preliminar com os extratos para a linhagem VERO
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Legenda: Proliferacdo Normalizada. As células foram expostas a diferentes concentragdes de
cada extrato (indicadas abaixo do eixo x) por 48 horas. (*) estatisticamente significativo (p

value < 0,05) e (ns) ndo houve diferenga significativa em relagdo ao controle.

Apéndice C - Teste preliminar com os extratos para a linhagem BGM.
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Legenda: Proliferagdo Normalizada. As células foram expostas a diferentes concentragdes de
cada extrato (indicadas abaixo do eixo x) por 48 horas. (*) estatisticamente significativo (p

value < 0,05) e (ns) ndo houve diferencga significativa em relagdo ao controle.

Apéndice D - Analise proliferativa dos extratos Caramboleira e Fruto-Aroeira Branca em
cultura celular com a linhagem VERO

s

Extrato de Carambola
[1250 pg/ml

Controle com DMSO

Extrato de Fruto-Aroeira Branca
[162,50 pg/ml

Legenda: Proliferacdo. As células foram expostas a diferentes concentracdes de cada extrato

por 48h. O extrato de Caramboleira apresentou maior atividade proliferativa na concentragdo
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de 250 pg/ml e o extrato do Fruto-Aroeira Branca na concentracdo de 62,50 pg/ml podendo

ser comparados com o grupo controle usando DMSO (mesmo diluente dos extratos).

Apéndice E - Analise proliferativa dos extratos Lobeira e Aroeira Preta em cultura celular
com a linhagem VERO

Extrato de Lobeira
[1250 pg/ml

Controle com DMSO

Extrato de Aroeira Preta
[131,25 pg/ml
Legenda: Proliferacdo. As células foram expostas a diferentes concentracdes de cada extrato
por 48h. O extrato de Lobeira apresentou maior atividade proliferativa na concentracdo de 250
png/ml e o extrato do Aroeira Preta na concentracao de 31,25 pg/ml podendo ser comparados

com o grupo controle usando DMSO (mesmo diluente dos extratos).
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Apéndice F - Analise proliferativa dos extratos Caneleira e Aroeira Branca em cultura celular
com a linhagem VERO

Extrato de Caneleira
[ 1250 pg/ml

Controle com DMSO

Extrato de Aroeira Branca
[ 1125 pg/ml

Legenda: Proliferagdo. As células foram expostas a diferentes concentracdes de cada extrato
por 48h. O extrato de Caneleira apresentou maior atividade proliferativa na concentra¢do de
250 pg/ml e o extrato do Aroeira Branca na concentragdo de 125 pg/ml  podendo ser

comparados com o grupo controle usando DMSO (mesmo diluente dos extratos).
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Apéndice G - Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar/ placas de cinco
bactérias do género Staphylococcus

Staphylococcus haemolyticus (MD57)

Legenda: (C-) controle negativo (DMSO) sem a formagdo do halo de inibigdo microbiano;
Extrato na concentracdo de 100mg/ml (1-6); (1) Caramboleira; (2) Lobeira; (3) Aroeira Preta;

(4) Caneleira; (5) Aroeira Branca; (6) Fruto-Aroeira Branca.
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Apéndice H - Concentragdo inibitéria minima (CIM) determinada pela técnica da
microdilui¢ao em caldo — Controle Positivo: antibiético Mupirox

Mupirox (Controle Positivo)

15 | 27 | 35984 | 10132 i M057i C-
1 I ]
1

[ 1 Inicial 50 pg/ml : :

A - 50 pg/ml
B - 25 pug/ml
C - 12,5 pg/ml

D - 6,25 pg/ml

G - 0,78 pg/ml

/2
H- 0,39 ug/mt
»

Legenda: (C-) controle negativo (DMSO) e cinco bactérias testadas; Antibidtico Muripox em

concentragdes de dilui¢do seriada iniciando em 50 pg/ml. Duas repetigdes por extrato.

Apéndice I - Concentracao inibitéria minima (CIM) determinada pela técnica da
microdilui¢ao em caldo — Extrato de Caramboleira

CARAMBOLEIRA (1° repeticao) CARAMBOLEIRA (2° repeticao)
[ ] Inicial 5000 pg/ml 15 | 27[35984)10132[MDS57| C - 15 | 27 35984 |10132| MDS7|!C -
A - 5.000 pug/ml —~ v~ ! 1 ! !
B - 2.500 pg/ml
C - 1.250 pug/ml
D - 625 pg/ml
E - 312 pg/ml
F - 156 ug/ml
G - 78 pg/ml
H - 39 ug/ml

V7

A =19 pg/ml

B - 9.7 ng/ml
C-48ugml
D - 2.44 pg/ml
E - 1.22 pg/ml
F - 0,61 pg/ml
G - 0,30 pg/ml
H - 0,15 pg/ml

Legenda: (C-) controle negativo (DMSO) e cinco bactérias testadas; Extrato em concentragdes
de dilui¢do seriada iniciando em 5.000 pg/ml. Duas repeticdes por extrato; Experimento

realizado em duplicata.
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Apéndice J - Concentragdo inibitéria minima (CIM) determinada pela técnica da
microdilui¢ao em caldo — Extrato de Aroeira Preta

[ 1 Inicial 5000 pg/ml
A -5.000 pg/ml
B - 2.500 pg/ml
C - 1.250 pg/ml
D - 625 pg/ml
E - 312 ug/ml
F - 156 pg/ml
G - 78 pg/ml
H - 39 pg/ml

A =19 pg/ml

B - 9.7 ug/ml
C-4.8pugml
D - 2.44 pg/ml
E - 1.22 pg/ml
F - 0,61 ug/ml
G - 0,30 pg/ml
H - 0,15 pg/ml

AROEIRA PRETA (1° repeticao) AROEIRA PRETA (2° repeticao)
15 | 27 |3s5984)10132| MD57|C - 15 [ 27 {35984]10132|MD57, C -

LK
48
s

:
Pt

29
X

0,9,000000
r X { X X “‘

Legenda: (C-) controle negativo (DMSO) e cinco bactérias testadas; Extrato em concentragdes

de diluicdo seriada iniciando em 5.000 pg/ml. Duas repeticdes por extrato; Experimento

realizado em duplicata.

Apéndice K - Concentragao inibitéria minima (CIM) determinada pela técnica da
microdilui¢ao em caldo — Extrato de Aroeira Branca

[ ] Inicial 5000 pg/ml
A - 5.000 pg/ml
B - 2.500 pg/ml
C -1.250 pug/ml
D - 625 pug/ml
E - 312 pg/ml
F - 156 ug/ml
G - 78 pug/ml
H - 39 ug/ml

A =19 pg/ml

B - 9.7 pg/ml
C-48pugml
D - 2.44 pg/ml
E - 1.22 pg/ml
F - 0,61 pg/ml
G - 0,30 pg/ml
H - 0,15 pug/ml

AROEIRA BRANCA (1° repetigao) AROEIRA BRANCA (2’ repeticao)
15| 27 |35984]10132| MDS7| C - 15 | 27 [35984| 10132| MDS57| C -

s 9,8/,
AN AN )

B it A e i iy

Legenda: (C-) controle negativo (DMSO) e cinco bactérias testadas; Extrato em concentragdes
de diluigdo seriada iniciando em 5.000 pg/ml. Duas repeticdes por extrato; Experimento

realizado em duplicata.



