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ARAUJO, A.R. Potencial biotecnoldgico da fragdo aquosa do extrato etandlico de
Terminalia fagifolia Mart. e identificacdo do seu constituinte majoritario. 2019, 127f. Tese
de Doutorado. Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia pela Rede Nordeste de
Biotecnologia — RENORBIO, Ponto Focal UFPI. Orientador: Prof. Dr. José Roberto de Souza
de Almeida Leite.

RESUMO

A espécie Terminalia fagifolia Mart., presente no cerrado brasileiro, se destaca pelo seu uso
etnofarmacoldgico. Em estudos anteriores, a fracdo aquosa do extrato etanélico de T. fagifolia
apresentou resultados promissores no tocante a atividade antibacteriana, antibiofilme,
citotoxica, antiulcerogénica e vasorrelaxante, sendo a fracdo do extrato etanolico mais ativa
dentre aquelas testadas. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi averiguar o potencial
biotecnolodgico da fracdo aquosa do extrato etandlico de T. fagifolia Mart., bem como isolar e
identificar seu constituinte majoritario. A fracdo aquosa foi avaliada quanto ao seu potencial
antifungico contra leveduras e fungos filamentosos, de acordo com os documentos M27-A3 e
M38-A2 da CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute (2008), com posterior analise
das alteracbes morfoldgicas em Candida albicans por microscopia de forca atdmica. O
potencial anti-inflamatério da fracdo aquosa foi verificado por meio dos modelos de edema de
pata e peritonite induzidos por carragenina em camundongos, além do modelo de
neuroinflamacdo induzida por lipopolissacarideo em células microgliais. A atividade
antioxidante da fracdo aquosa foi caracterizada por ensaios in vitro, tais como sequestro dos
radicais DPPH, ABTS, além da capacidade de reducao do ferro (FRAP) e de absorcao do radical
oxigénio (ORAC). A toxicidade da fracdo aquosa foi testada em eritrocitos humanos e em larvas
de Galleria mellonella. Para identificagdo do constituinte majoritario, o estudo fitoquimico da
fracdo aquosa foi realizado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear. As caracteristicas
do mecanismo de ativacdo da molécula foram estudadas usando simula¢fes computacionais de
guimica quantica. O extrato etanolico e a fracdo aquosa de T. fagifolia foram utilizados para
sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs), que foram caracterizadas por espectroscopia
do ultra-violeta ao visivel, infra-vermelho com transformada de Fourier, analise de
rastreamento de nanoparticulas, microscopia eletrdnica de transmissdo acoplada a
espectroscopia por dispersdo de energia e voltametria ciclica. Uma vez caracterizadas, as
AgNPs foram testadas quanto a sua atividade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP e ORAC),
com determinagdo de fenolicos e flavonoides totais, alem da sua atividade antibacteriana e
antifungica. O teste de hemdlise foi realizado para verificar a atividade hemolitica das AgNPs.
Apos a realizacdo dos testes, a fracdo aquosa demonstrou excelente potencial antiflngico,
principalmente contra leveduras sensiveis e resistentes do género Candida sp.. Em relacdo aos
modelos murinos utilizados, a fragdo aquosa diminuiu significativamente (p<0.05) o edema de
pata na terceira hora, com percentual de inibi¢cdo do processo inflamatorio semelhante ao da
Indometacina, além disso, reduziu significativamente (p<0.05) os niveis de malondialdeido no
modelo de peritonite. Em microglias, o pré-tratamento com a fragdo aquosa foi capaz de inibir
significativamente a producéo de fator nuclear kappa B apés inducdo com lipopolissacarideo.
Quanto aos ensaios de toxicidade, a fracdo aquosa ndo demonstrou toxicidade contra as larvas



de G. mellonella e ndo diminuiu a viabilidade dos eritrocitos, nas concentragdes < 500 pg/mL.
A partir das andlises fitoquimicas, identificou-se um derivado do &cido elagico, eschweilenol
C, como o constituinte majoritario da fracdo aquosa. Os estudos tedricos mostraram semelhanca
estrutural entre a molécula isolada e a indometacina, além de um excelente potencial
antioxidante. Com o extrato etanolico e a fracdo aquosa foi possivel sintetizar nanoparticulas
de prata esféricas e poligonais, respectivamente e as AgNPs sintetizadas apresentaram atividade
antimicrobiana e potencial antioxidante. Os resultados obtidos nessa investigacdo indicam que
a fracdo aquosa do extrato etandlico tem potencial para aplicacdo na &rea biomédica, com baixa
toxicidade. Com a fracdo aquosa rica em metabdlitos secundarios foi possivel reduzir e
estabilizar a prata, resultando em nanoparticulas de prata bioativas.

Palavras-chave: Terminalia sp.; antifngico; anti-inflamatdrio; antioxidante; nanoparticulas
de prata; acido elagico.



ARAUJO, A R. Biotechnological potential of the aqueous fraction of the ethanolic extract
of Terminalia fagifolia Mart. and identification of its major constituent. 2019, 127s. Thesis,
PhD Program in Biotechnology, RENORBIO, Focal Point UFPI. Doctoral supervisor: Prof. Dr.
José Roberto de Souza de Almeida Leite.

ABSTRACT

The species Terminalia fagifolia Mart., present in the Brazilian cerrado, stands out for its
ethnopharmacological use. In previous studies, the aqueous fraction of the ethanolic extract of
T. fagifolia showed promising results regarding the antibacterial, antibiofilm and cytotoxic
activities, being the fraction of the ethanolic extract more active among those tested. Thus, the
objective of this study was to investigate the biotechnological potential of the aqueous fraction
of the ethanolic extract of T. fagifolia Mart., as well as to isolate and identify its major
compound. The aqueous fraction was evaluated for its antifungal potential against yeasts and
filamentous fungi, according to the documents M27-A3 and M38-A2 of CLSI (2008), with
subsequent analysis of the morphological alterations in Candida albicans by atomic force
microscopy. The anti-inflammatory potential of the aqueous fraction was verified by
carrageenan-induced paw edema and peritonitis models in mice, in addition to the model of
LPS-induced neuroinflammation in microglial cells. The antioxidant activity of the aqueous
fraction was characterized by in vitro assays, such as sequestration of DPPH, ABTS radicals,
in besides iron reduction capacity (FRAP) and ORAC value. Toxicity of the aqueous fraction
was tested on human erythrocytes and Galleria mellonella larvae. For the identification of the
major constituent, the phytochemical study of the aqueous fraction was performed using HPLC,
LC-MS and NMR. Further insights on the activation mechanism were studied using quantum
chemistry computer simulations. The ethanolic extract and the aqueous fraction of T. fagifolia
were used for green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs), which were characterized by
UV-vis spectroscopy, FTIR, NTA, TEM/EDS and cyclic voltammetry. Once characterized, the
AgNPs were tested for their antioxidant activity (DPPH, ABTS, FRAP and ORAC), with
determination of phenolics and total flavonoids, in addition to their antibacterial and antifungal
activity. The haemolysis test was performed to verify the hemolytical activity of AgNPs. After
the tests, the aqueous fraction showed excellent antifungal potential, especially against sensitive
and resistant yeasts of the genus Candida sp.. In relation to the murine models used, the aqueous
fraction significantly (p<0.05) decreased the paw edema in the third hour, with percentage of
inhibition of the inflammatory process similar to Indomethacin, in addition, significantly
(p<0.05) reduced the levels of malondialdehyde in the peritonitis model. In microglia, pre-
treatment with the aqueous fraction was able to significantly inhibit the production of NF-xB
after induction with LPS. As for the toxicity tests, the aqueous fraction showed no toxicity
against G. mellonella larvae and did not decrease the viability of erythrocytes at the
concentrations < 500 ug/mL. From the phytochemical analyzes, eschweilenol C, an ellagic acid
derivative, was identified as the major constituent of the aqueous fraction. The theoretical
studies showed structural similarity between isolated molecule and indomethacin, besides an
excellent antioxidant potential. With the ethanolic extract and the aqueous fraction it was
possible to synthesize spherical and polygonal silver nanoparticles, respectively, and the
synthesized AgNPs presented antimicrobial activity and antioxidant potential. The results



obtained in this investigation indicate that the aqueous fraction of ethanolic extract has potential
for application in the biomedical area, with low toxicity. With the aqueous fraction rich in

secondary metabolites it was possible to reduce and stabilize silver, resulting in bioactive silver
nanoparticles.

Keywords: Terminalia sp.; antifungal; anti-inflammatory; antioxidant; silver nanoparticles;
ellagic acid.
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Existem evidéncias que as plantas medicinais sdo usadas desde o tempo pré-histérico
para o tratamento das mais diversas enfermidades, fazendo parte das interagdes humanas com
0 ambiente (ADOVASIO; FRY, 1976; HALBERSTEIN, 2005; SASIDHARAN et al., 2011).
O trabalho taxondmico realizado pelo naturalista sueco Carl von Linné (1707-1778), no século
XVII1, classificou milhares de espécies botanicas, permitindo a padronizacdo na documentagao
relacionada ao histdrico do uso das plantas medicinais (PETROVSKA, 2012; AJLAN, 2016).
O conhecimento etnobotanico é transmitido através de geracGes e o estudo farmacologico e
fitoquimico de extratos de plantas levaram a caracterizacdo de muitas moléculas bioativas
(MANDAL et al., 2013).

Os principais metabolitos secundarios que promovem uma acgdo fisiologica no
organismo humano sdo taninos, alcaloides, terpenoides, esteroides, flavonoides e fendis.
(TIWARI et al., 2011). Atualmente, 0s recursos vegetais disponiveis ainda representam uma
importante alternativa terapéutica, tendo em vista que muitas espécies produzem componentes
quimicos que atuam como analgésicos, antimicrobianos, anti-inflamatérios, antidiarreicos,
digestivos auxiliares, antioxidantes e reguladores de fertilidade (NUNES et al., 2014; ARAUJO
etal., 2015; JAIN; CHOUDHARY; JAIN, 2015; TERCAS et al., 2017). Geralmente, as drogas
a base de plantas sdo facilmente disponiveis, relativamente seguras, menos dispendiosas,
eficientes e raramente apresentam efeitos colaterais (YADAV; AGRAWALA, 2011).

Plantas nativas, como membros da familia Combretaceae, sdo muito utilizados pela
populacdo para fins medicinais. Essa familia compreende 20 géneros e cerca de 600 espécies
de plantas ricas em metabdlitos secundarios, distribuidas, principalmente, entre os tropicos. O
género Terminalia sp., se destaca por possuir cerca de 200 espécies amplamente utilizadas na
medicina popular, que possuem uma gama de metabolitos secundérios com comprovada
atividade bioldgica. Dentre elas, a espécie Terminalia fagifolia Mart., presente no cerrado
brasileiro, chama atencdo pelo seu uso etnofarmacoldgico para o tratamento de doencas
crénicas e infecciosas (EXEL; STACE, 1966; ALMEIDA et al., 1998; MASOKO; PICARD;
ELOFF, 2005; AYRES et al., 2009; VENKATALAKSHMI; VADIVEL; BRINDHA, 2016).

As doencas infecciosas se mantém prevalentes, consistindo em um problema de satde
mundialmente reconhecido, principalmente, devido a capacidade que 0S micro-organismos
(bactérias e fungos) tém de desenvolver mecanismos de resisténcia aos farmacos disponiveis.
Esse fato tem aumentado o nimero de mortes e internacgdes, principalmente, se associadas a
outras comorbidades (OLAR et al., 2010; MOHANTY et al., 2012). A Organiza¢do Mundial

da Saude (OMS) alerta que novos mecanismos de resisténcia microbianos estdo surgindo e se
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disseminando globalmente, fato que diminui a obtengé&o de sucesso no tratamento de doencas
infecciosas comuns, resultando em doengas prolongadas, deficiéncia e morte (WHO, 2018).

Tanto as doencas infecciosas como outros estimulos nocivos (substancias quimicas
perigosas ou insultos fisicos) podem desencadear processos inflamatérios no corpo
(MEDZHITOV, 2008; ROCK et al., 2010). Tais processos associados a outras doencas
reduzem significativamente a qualidade de vida das pessoas em todo o mundo (ORCHARD et
al., 2017; BACCI et al., 2018). Vale ressaltar que a inflamacdo aguda € uma resposta curta,
caracterizada pela reacdo do sistema imunoldgico aos estimulos mencionados anteriormente,
culminando com infiltragdo celular, cicatrizacdo e reparo tecidual. No entanto, 0 processo
inflamatorio pode ser prolongado e tornar-se cronico, promovendo dano tecidual que pode levar
a perda da funcdo (NATHAN; DING, 2010; SELDERS et al., 2017). Apesar do efeito
terapéutico, os anti-inflamatorios disponiveis para o tratamento dessas doencas causam efeitos
colaterais indesejaveis que poderiam ser minimizados pelo uso de produtos naturais com
potencial anti-inflamatorio (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011).

Além do exposto anteriormente, extratos e fraces ricos em compostos fendlicos tém,
notavelmente, potencial para atividade antioxidante (ERKAN, 2012). Tais compostos
contribuem para combater o excesso de radicais livres no organismo e, consequentemente,
prevenir ou minimizar os danos peculiares do tecido inflamado, além de reprimir o
aparecimento ou progressdo de doencas cronicas e degenerativas (DAVALLI et al., 2016). A
prevaléncia das doencas degenerativas também tem aumentado nos ultimos anos, diminuindo
consideravelmente a qualidade de vida das pessoas, principalmente dos idosos (BOEING et al.,
2012; SVRAKA et al., 2017). Entre as doencas degenerativas, algumas que afetam o sistema
nervoso central podem ser desencadeadas por processos inflamatérios com ativacao crénica de
células microgliais, como as doencas de Alzheimer e Parkinson e esclerose multipla (GLASS
etal., 2010; SOLLEIRO-VILLAVICENCIO; RIVAS-ARANCIBIA, 2018).

Dessa forma, as populagdes tradicionais usam plantas ricas em metabolitos secundarios
para o tratamento de uma grande variedade de doencas, e 0 estudo desses derivados naturais
pode propiciar tanto a confirmacao do efeito terapéutico esperado, em fungdo do uso empirico
pela populagdo, como a descoberta de novas drogas (VALLI et al., 2012). O isolamento dos
constituintes presentes nos derivados de T. fagifolia é importante para a padronizacdo dos
efeitos farmacologicos observados, além de ser uma possivel fonte de identificacdo de novas

moléculas. No entanto, os extratos e fracGes dessa espécie, ricos em metabolitos secundarios,
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também podem ser bastante Uteis para aplica¢fes biotecnoldgicas relacionadas a area da salde,
particularmente no campo da nanotecnologia (PARSONS; PERALTA-VIDEA; GARDEA-
TORRESDEY, 2007; GRIFFIN et al., 2018).

Materiais em escala nanométrica tem propriedades exclusivas que podem ser aplicadas
em diversas areas da Biotecnologia, inclusive na area médica para tratar e/ou curar doencas
com elevada morbimortalidade. A nanotecnologia € um campo da ciéncia que tem crescido
cada vez mais, devido a versatilidade e as propriedades Unicas que 0s nanomateriais possuem
(AMIN; HWANG; PARK, 2011). As nanoparticulas de prata, que sdo bem conhecidas e
utilizadas principalmente em funcdo das suas propriedades antibacterianas, antifingicas e
antioxidantes, sdo atualmente os nanomateriais mais utilizados nos produtos disponibilizados
para consumo. Nesse sentido, a sintese verde de nanoparticulas busca manter essas propriedades
de maneira simples, eficiente, barata, ecolégica e com grandes possibilidades de producéo em
escala industrial (TOLAYMAT et al., 2010; ZHANG et al., 2016).

Ha alguns anos, os derivados de plantas, principalmente extratos e fracGes ricos em
moléculas bioativas, sdo reconhecidos pela sua capacidade de reduzir ions metalicos
(GOVINDARAJU et al., 2010; PARK et al., 2011; SATHISHKUMAR et al., 2017). Sabendo-
se das possibilidades de aplicacdo dos extratos vegetais €, da necessidade de novas alternativas
terapéuticas para o tratamento de doencas que elevam a morbimortalidade da populacgéo, este
estudo buscou a avaliacdo do potencial biotecnolégico da fragdo aquosa do extrato etanélico de
T. fagifolia Mart. e identificacdo do seu constituinte majoritario.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o potencial biotecnoldgico da fracdo aquosa do extrato etandlico de Terminalia

fagifolia Mart. e identificar o seu constituinte majoritario.

2.2 Objetivos Especificos:

v

<

Averiguar a atividade antifangica in vitro da fracdo aquosa frente a leveduras e fungos
filamentosos e o potencial antibiofilme contra biofilme de Candida albicans;
Investigar a capacidade antioxidante da fragdo aquosa in vitro;

Estudar o potencial anti-inflamatorio da fracdo aquosa em modelos murinos de edema
de pata e peritonite induzidos por carragenina;

Testar o potencial anti-inflamat6rio em modelo de neuroinflamagdo em micrdglia
induzida por lipopolissacarideo (LPS);

Determinar a toxicidade da fracdo aquosa em larvas de Galleria mellonella e em
eritrocitos humanos;

Isolar e identificar o constituinte majoritario da fracdo aquosa;

Caracterizar a molécula identificada por meio de estudos in silico;

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata com a fracdo aquosa e com outros
derivados da Terminalia fagifolia;

Verificar a capacidade antioxidante das nanoparticulas de prata sintetizadas;

Testar a atividade antibacteriana e antifungica das nanoparticulas sintetizadas;

Estudar a atividade hemolitica das nanoparticulas de prata em eritrocitos humanos.



3 REVISAO OE LITERATURA
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3.1 Plantas medicinais

A medicina tradicional é baseada no conhecimento empirico, passado de geracdo em
geracdo e adquirido a partir da observacdo da natureza, principalmente a observacdo do
comportamento animal. A partir dos fatos observados, a exploracao dos recursos naturais para
fins medicinais acontece gradualmente, principalmente por difuséo cultural (HALBERSTEIN,
2005; AJLAN, 2016; TSABANG et al, 2016). As plantas medicinais ainda sdo muito utilizadas
para tratamento e cura de diversas enfermidades, cerca de 80% da populacdo residente nos
paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para os cuidados primarios de
salde, pois esta € considerada segura e acessivel (SASIDHARAN et al., 2011; BHATIA et al.,
2014).

A etnomedicina e a farmacologia tradicional estdo ganhando cada vez mais
reconhecimento na medicina moderna devido a busca por novas alternativas terapéuticas. Além
disso, o estudo para comprovagcdo cientifica das propriedades medicinais de produtos naturais,
permitiu o isolamento e identificacdo de moléculas diversificadas que possuem uma vasta gama
de atividades bioldgicas e, até hoje, tém sido utilizadas para o desenvolvimento de novos
farmacos. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), plantas medicinais seriam
a melhor fonte para obtencdo de drogas (FYHRQUIST et al., 2002; AWAAD; AL-JABER,
2010; YADAV; AGRAWALA, 2011; HASSAN, 2013).

A extragdo com solventes apropriados e procedimentos padronizados permite a
separacdao de porcoes biologicamente ativas do material vegetal, que se constituem de misturas
relativamente complexas de metabdlitos com afinidade quimica pelo solvente utilizado, ap6s
difusdo do mesmo no material sélido da planta (geralmente moido ou triturado). Os produtos
podem se apresentar na forma liquida, semi-solida ou p6 (apds remocgdo do solvente) e a
populagéo, geralmente, usa na forma de preparaces conhecidas como decocgdes, infusdes,
tinturas, dentre outros (HANDA et al., 2008; TIWARI et al., 2011).

As ervas medicinais podem promover muitas atividades bioldgicas benéficas ao homem,
tais como atividade anticancer, antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria, antidiarreica,
analgésica e cicatrizante. Entretanto, experimentos e ensaios clinicos necessitam ser realizados
para comprovacdo do uso tradicional da planta, bem como a sua seguranca a longo prazo
(SASIDHARAN et al., 2011). Alguns exemplos classicos de substancias derivadas de plantas
que tiveram seu efeito comprovado cientificamente e sdo bastante utilizadas na clinica médica,

sdo: acido acetilsalicilico, morfina, codeina, digoxina, quinina, reserpina, taxol, doxorrubicina,
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vimblastina, vincristina, dentre outras (BONADONNA et al., 2004; HALBERSTEIN, 2005;
FALK et al., 2017).

Alguns paises, como a Alemanha, apostam na fitoterapia racional como opcao de
tratamento, esta se baseia na aplicacéo de preparac@es cuja eficiéncia depende da dose aplicada
e dos componentes ativos identificados, apds comprovacao de sua eficiéncia por experimentos
e testes clinicos. Tratam-se de preparagdes padronizadas de produtos vegetais que seguem 0S
pré-requisitos de boas praticas de fabricacdo exigidos pelas agéncias reguladoras
(PETROVSKA, 2012). A escolha pelo tratamento com fitoterapicos é crescente nos Gltimos
anos, por serem considerados mais seguros e em funcéo da crenca de que esse tipo de tratamento
promova uma vida mais natural e saudavel (O’HARA et al., 1998; KAZEMIPOOR et al., 2012;
EKOR, 2014).

No Brasil, apesar da enorme biodiversidade disponivel, ainda existem poucos
fitoterapicos no mercado, a exemplo do Acheflan®, primeiro fitomedicamento comercializado
no pais, a base de 6leo essencial de Varronia curassavica (Cordia verbenacea), rico em a-
humuleno e trans-cariofileno. Sua producgdo e comercializacdo foi efetivada apds confirmacéo
da atividade anti-inflamatdria dos constituintes do 6elo por Fernandes et al. (2007) (BOLZANI
et al., 2012). Em 2009, O Ministério da Salde, por meio do Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, elaborou um documento que consiste em uma Relacdo de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS - RENISUS, na qual constam 70 espécies com potencial
terapéutico, além da erva baleeira (V. curassavica) (BRASIL, 2009).

Entretanto, algumas plantas nativas do Brasil e ricas em metabolitos secundérios ainda
ndo estdo citadas nessa lista, como as plantas pertencentes a familia Combretaceae.

3.2 Familia Combretaceae

A familia Combretaceae pertence a ordem Myrtales e compreende 20 géneros com cerca
de 600 espécies catalogadas em areas tropicais e subtropicais, dentre eles 5 géneros sdo
recorrentes no Brasil e os géneros Combretum sp. e Terminalia sp. sdo 0s que mais se destacam.
As plantas dessa familia, geralmente, crescem em lugares bem drenados, ao longo de corregos,
rios e vales (TAN et al., 2002; VENKATALAKSHMI; VADIVEL; BRINDHA, 2016;
MORGAN et al., 2018). E uma familia de ervas, arbustos e &rvores ricas em taninos,
flavonoides, terpenoides e estilbenoides (ELOFF; KATERERE; MCGAW, 2008; LIMA et al.,
2012).
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Os membros da familia Combretaceae sdo muito utilizados para fins medicinais em
varios continentes no mundo, principalmente o caule e as raizes (ELOFF; KATERERE;
MCGAW, 2008). Isto inclui o tratamento de disturbios e dores abdominais, dores nas costas,
tosse, resfriado, conjuntivite, diarreia e disenteria, dismenorreia, otite, febre, cefaleia,
ancilostomiase, infertilidade em mulheres, hanseniase, pneumonia, pegonhas de escorpido ou
cobra, sifilis, Ulcera géstrica, doencas venéreas, cardiopatias, calculos biliares, hemorragias
nasais e astenia (FYHRQUIST et al., 2002; MASOKO; PICARD; ELOFF, 2005;
FYHRQUIST, 2007).

O género Terminalia, pertencente a familia Combretaceae, compreende cerca de 200
espécies distribuidas em regibes tropicais, que variam de arbustos a grandes arvores e sao
amplamente utilizadas na medicina popular. O nome do género vem do latim Terminus, devido
a disposicdo das folhas que aparecem nas porcdes terminais dos brotos. As plantas desse género
sdo ricas em diversos metabdlitos secundarios, tais como triterpenos pentaciclicos e seus
derivados glicosilados, flavonoides, taninos e outros compostos aromaticos (GARCEZ et al.,
2003a; GARCEZ et al., 2003b; GARCEZ et al., 2006; AYRES et al., 2009; COCK, 2015;
FAHMY; AL-SAYED; SINGAB, 2015; VENKATALAKSHMI; VADIVEL; BRINDHA,
2016).

Pesquisas relatam que as plantas desse género possuem atividade antibacteriana,
antifungica, antiviral, hipoglicémica, anti-mutagénica, antioxidante, antiulcerogénica, anti-
nociceptiva, anti-proliferativa e cicatrizante, entre outras atividades farmacolégicas (KAUR et
al., 2002; GUPTA, 2012; CHANDA et al., 2013; DESIRE et al., 2014; NUNES et al., 2014;
RATHINAMOORTHY; THILANGAVATHI, 2014; ARAUJO et al., 2015). Muitas espécies
do género Terminalia apresentam potente atividade antibacteriana, como a T. chebula, e
algumas espécies se mostraram efetivas para inibir o crescimento fangico, principalmente de
leveduras (T. prunioides, T. brachystemma, T. sericea, T. gazensis, T. mollis and T.
sambesiaca). Substancias isoladas de plantas do género também mostram atividades bioldgicas
promissoras, como a casuarinina, isolada de T. arjuna, que foi capaz de inibir a replicacéo viral
de Herpes virus (MALEKZADEH et al.,, 2001; CHENG; LIN; LIN, 2002; MASOKO;
PICARD; ELOFF, 2005).

Reddy et al. (2009) ao testarem o &cido chebulagico, derivado de Terminalia chebula,
comprovaram a atividade citotoxica dessa substancia sobre linhagens de células cancerosas por
inducdo de apoptose. Chen e Li (2006) testaram punicalagina, o tanino mais abundante nas

folhas de Terminalia catappa quanto & sua atividade citotoxica e observaram redugdo na
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viabilidade celular. Apesar da vasta literatura sobre plantas desse género, existem poucos
estudos acerca da espécie T. fagifolia que € o foco deste trabalho.

3.3 Terminalia fagifolia Mart.

Terminalia fagifolia Mart. (Combretaceae) (Fig. 1) € uma planta nativa, de grande porte
(cerca de 14 m), encontrada no cerrado brasileiro, inclusive no meio-norte do Brasil, conhecida
popularmente como capitdo, capitdo-do-mato, capitdo-do-cerrado, capitdo-do-campo,
mirindiba, pau-de-bicho e cascudo. Trata-se de uma arvore melifera e ornamental, utilizada
tanto para fins artesanais (frutos) como na marcenaria e construcao civil (madeira). Na medicina
popular, as cascas do caule sdo usadas no combate de aftas, tumores e distlrbios
gastrointestinais (ALMEIDA et al., 1998; SOARES-NETO et al., 2014).

Figura 1. Terminalia fagifolia Mart. (Combretaceae).

(Foto: Valdelania Gomes)

O estudo dos caracteres morfoldgicos das folhas de T. fagifolia demonstra um formato
eliptico (3,0—4,3 x 9,0—1,5 cm) com &pice agudo ou arredondado e peciolo de 1 a 2 mm de

comprimento. As flores sdo amareladas e tomentosas (3,5—4,0 x 3,0-3,5 mm) e os frutos séo
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alados (SOARES-NETO et al., 2014). Os detalhes das folhas e da flor podem ser observados
na Figura 2.

Figura 2. Detalhes da folha e da flor de Terminalia fagifolia Mart. (Combretaceae).

(Foto: Jodo de Deus Medeiros)

Estudos realizados com T. fagifolia mostraram que o extrato das cascas e das folhas é
rico em (+)-catechin, flavonoides, 1,3-diarilpropanos, triterpenos pentaciclicos glicosilados e
ndo glicosilados, acido galico e sitosterol, corroborando com a composicdo de outras plantas
do mesmo género. Estes compostos podem apresentar diversas atividades farmacoldgicas de
importancia para a saide humana e animal (AYRES et al., 2009; GARCEZ et al., 2006).

Garcez et al. (2006) demonstraram efeito anti-proliferativo de substancias isoladas do
extrato etandlico de T. fagifolia, Nunes et al. (2014) comprovaram o efeito antiulcerogénico,
gastroprotetor, bem como o potencial antioxidante de extratos e fragdes derivados da casca do
caule de T. fagifolia. A atividade antibacteriana foi demonstrada por Araujo et al. (2015),
concomitantemente ao relato do potencial antibiofilme e citotdxico do extrato etandlico e
fracOes de T. fagifolia; enquanto o efeito vasorrelaxante, dependente de canais de K*, foi
elucidado por Carvalho et al. (2019). Nos trés ultimos estudos citados acima, a fracdo aquosa
do extrato etanolico de T. fagifolia apresentou bons resultados para os testes realizados, sendo
a mais ativa dentre as fracfes utilizadas. Apesar disso, 0 seu potencial antifingico e anti-
inflamatdrio, bem como seu potencial para sintese de nanoparticulas de prata ainda néo foi

demonstrado.

3.4 Atividade antifungica de extratos de plantas
Comumente, as plantas medicinais produzem moléculas que funcionam como agentes

protetores contra micro-organismos ou fitopatdgenos. Estas moléculas podem ser extraidas e
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testadas contra fungos patogénicos no intuito de suprir a necessidade por alternativas para o
tratamento de plantas, animais e seres humanos, com reduzidos efeitos colaterais e menores
riscos ao meio ambiente (SHUPIN; ELOFF, 2017; NAZZARO et al., 2017). O uso de farmacos
imunossupressores, bem como 0 aumento na sobrevida de pacientes com enfermidades que
comprometem o sistem imunoldgico, permitiram uma maior disseminacao e acometimento da
populagéo por infeccBes causadas por fungos oportunistas. O aumento na prevaléncia dessas
infeccbes ocorre em todo o mundo, tanto em paises subdesenvolvidos, como em paises
desenvolvidos (FISHMAN, 2013; BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014).

Os principais antifangicos disponiveis no mercado sdo derivados azoélicos, alilaminas,
equinocandinas, alem da griseofulvina e flucitosina, tendo como principais alvos a membrana
plasmatica e a parede celular das células fangicas (MAZU et al., 2016; SCORZONI et al.,
2017). O uso indiscriminado desses antifingicos propicia o desenvolvimento de resisténcia
pelos micro-organismos e os efeitos colaterais associados ao seu uso, séo limitantes durante a
implementacdo desses farmacos como opcdo terapéutica (NIGAM, 2015). Neste contexto, as
plantas ricas em metabdlitos secundarios (alcaloides, taninos, flavonoides, e compostos
fenolicos) representam alternativas oportunas, por possuirem moléculas que podem atingir as
células fangicas com mecanismos de acdo diferenciados, podendo atuar isoladamente ou em
sinergismo com os farmacos atualmente usados na prética clinica (VANDEPUTTE; FERRARI,
COSTE, 2012; MURTAZA; MUKHTAR; SARFRAZ, 2015).

Masoko, Picard e Eloff (2005) testaram a atividade antifungica de extratos de seis
espécies de Terminalia (T. prunioides, T. brachystemma, T. sericea, T. gazensis, T. mollise T.
sambesiaca) contra fungos leveduriformes e fungos filamentosos (Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Microsporum canis e Sporothrix schenkii),
demonstrando o potencial antifingico de plantas desse género. Os estudos de Fyhrquist et al.
(2015) também mostram o potencial antifungico de extratos derivados desse género (T.
sambesiaca, T. sericea e T. kaiserana) contra Candida glabrata e C. neoformans.

Dentre outros sinais e sintomas, as infec¢des fangicas sdo acompanhadas pela resposta
imune do organismo acometido, com surgimento de processos inflamatorios associados, tais
como ativacao de fatores de transcri¢do e secre¢do de mediadores inflamatdrios. Nesse caso,
vale salientar que extratos ricos em compostos fenolicos e flavonoides também podem ser anti-
inflamatdrios, atuando tanto no combate a infeccdo como na atenuacdo da resposta imune
(CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003; RICHARDSON; MOYES, 2015;
TUNGMUNNITHUM et al., 2018).
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3.5 Atividade anti-inflamatoria e antioxidante de extratos de plantas

Inimeros estimulos podem desencadear inflamag&o no corpo humano, apresentando o0s
sinais caracteristicos do processo inflamatorio: dor, rubor, inchaco, calor e perda de funcdo. A
depender do tempo de duracdo ela pode ser classificada como aguda ou cronica. A inflamagéo
aguda pode ser caracterizada como uma resposta do sistema imune inato que cursa com edema
(extravasamento de fluido), aumento do fluxo sanguineo, migracdo de neutréfilos e estresse
oxidativo. Mediante uma falha na resposta inicial ou persisténcia do estimulo, a inflamagéo
pode se tornar cronica levando ao dano tecidual (MEDZHITOV, 2008; VEGA et al., 2018).

O tratamento das doencas inflamatérias & extensivamente realizado com anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) e traz ao paciente efeitos adversos associados. Dentre
eles, desconforto e erosdo gastrica, além de reacGes de hipersensibilidade e desordens renais
(MEEK; VAN DE LAAR; VONKEMAN, 2010; YAP; GOH, 2015). Assim, o0 uso de produtos
naturais para o tratamento de doencas inflamatorias tem sido encorajado, tendo em vista o
potencial anti-inflamatorio de algumas classes de metabdlitos secundarios (terpenos,
flavonoides, etc.), com reduzida toxicidade (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011; KHEDIR et al.,
2016).

Muitas vezes, a atividade anti-inflamatdria de produtos naturais estd associada a sua
capacidade de combater radicais livres gerados durante o processo inflamatdrio ou prevenir o
estresse oxidativo, que pode ocorrer ap6s um desequilibrio entre o sistema de defesa
antioxidante do organismo e a geracdo de radicais livres a partir do metabolismo enddgeno
(SILVA et al., 2013; KHEDIR et al., 2016). Jami et al. (2014) reportaram a atividade anti-
inflamatoria de Terminalia chebula em modelos animais experimentais. Essa espécie também
possui potencial antioxidante estudado, além de outras plantas do mesmo género, tais como T.
arjuna, T. bellerica e T. fagifolia, algumas por sequestro de radicais DPPH, ABTS*, outras por
reducdo do ferro (FRAP) e capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC) (AYRES et
al., 2009; NUNES et al., 2014; FAHMY; AL-SAYED; SINGAB, 2015).

A propriedade antioxidante de produtos naturais pode estar associada a atuagdo dessas
moléculas como agentes redutores (FARIAS et al., 2013; LEE et al., 2017). Essa capacidade
pode ser explorada para sintese de nanoparticulas metélicas visando utilizacdo na éarea
biomeédica (GRIFFIN et al., 2018).

3.6 Nanotecnologia

O termo nanotecnologia se refere a producéo, caracterizacao e aplicacdo de sistemas em

escala nanométrica, ou seja, 10° m e essa ideia foi introduzida pela primeira vez em 1959, por
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Richard Feynman (DREXLER, 1981; FANFAIR; DESAI; KELTY, 2007). A pesquisa e
desenvolvimento em nanotecnologia tém atraido a atencdo da comunidade cientifica, pelas
propriedades Unicas que os sistemas nanoestruturados apresentam e pelo potencial de aplicacéo
nos mais variados setores, inclusive na area biomédica, especialmente pela similaridade de
tamanho entre as nanoparticulas e as biomoléculas, como proteinas e &cidos nucléicos
(AHMED et al., 2016; DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006; INGALE; CHAUDHARI,
2013).

O tamanho, a forma e a morfologia de superficie das nanoparticulas desempenham um
papel fundamental no controle das propriedades fisicas, quimicas, Opticas, eletrbnicas e
bioldgicas desses nanomateriais (EDISON; SETHURAMAN, 2012). Quanto menor a particula,
maior € a sua relacdo area/volume e maior sua reatividade quimica e, provavelmente, sua
atividade biolégica (DURAN et al., 2010). As nanoparticulas metalicas sdo consideradas
nanoparticulas promissoras, entre elas, as nanoparticulas de prata (AgNPs) despertam interesse
por suas propriedades, tais como estabilidade quimica, boa condutividade, atividade catalitica
e um grande potencial para atividades bioldgicas, como atividade antibacteriana, antifungica,
antioxidante e anti-inflamatéria. Além disso, as AgNPs tém sido relatadas para 0 uso no
diagndstico e tratamento de cancer (AHMED et al., 2016). Alguns produtos a base de
nanoparticulas de prata tém sido aprovados e liberados por véarios 6rgédos reguladores, tais como
o FDA (“Food and Drug Administration”’) ¢ EPA (“Environmental Protection Agency”) Nnos
Estados Unidos e SIAA (“Society of International Sustaining Growth for Antimicrobial
Articles”) no Japao (VEERAPUTHIRAN, 2013).

A prevaléncia de patdgenos resistentes aos antimicrobianos disponiveis € um importante
problema de salde publica e motiva a continua busca por novos antimicrobianos, tais como
nanoparticulas de prata que se mostram efetivas contra bactérias (Gram-positivas e Gram-
negativas) e fungos, além de outros tipos de patdgenos (DURAN et al, 2007). Vérios
mecanismos de acdo estdo envolvidos no efeito microbicida das nanoparticulas de prata, sendo
que o processo de sintese pode influenciar diretamente no efeito observado. Dentro do processo
de sintese, pardmetros como pH, temperatura, rotacdo e tempo irdo influenciar na nanoparticula
sintetizada e no efeito observado (DURAN et al., 2010; AZIZ; JASSIM, 2018;
KOBASHIGAWA et al., 2018), portanto, independente da abordagem escolhida para a sintese,

esses pormenores devem ser bem estabelecidos.

Existem duas abordagens geralmente utilizadas para sintese de nanoparticulas de prata,

“Top-down” (de cima para baixo) e “Bottom-up” (de baixo para cima) (Tabelal). A técnica
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Top-down consiste na desconstrucdo de material em particulas finas, geralmente por técnicas
litogréaficas ou por moagem de alta energia, pulverizacao catodica, ablagéo térmica ou a laser,
até a obtencao do produto final nanoestruturado, enquanto a Bottom-up segue o caminho oposto,
no qual ocorrem interacGes entre atomos e/ou moléculas individuais para a formacao de novos
nacleos nanoestruturados, sendo que nesta ultima, métodos quimicos e biologicos podem ser
usados para sintese de AgNPs (DEEPAK et al., 2011; AHMED et al., 2016).

Tabela 1. Métodos para sintese de nanoparticulas metalicas de acordo com AHMED et al.,
2016.

Top-down Bottom-up
Cauterizacdo quimica Processo sol-gel
Ablacdo a laser/térmica Deposic¢édo de vapor
Moagem Pirolise
Pulverizacdo catodica Condensacdo atbmica ou molecular
Processos explosivos Reducdo quimica

Sintese verde (extratos de plantas, micro-
organismos)

Fonte: Autoria prépria

Diferentes métodos sintéticos (sintese quimica) tém sido empregados para obtencao de
nanoparticulas de prata, os quais podem ser muito caros e danosos ao meio ambiente, dessa
forma torna-se necessario um processo de sintese mais seguro, com maior viabilidade industrial
e mais ecolégico (SHARMA; KANCHI; BISSETY, 2015). A sintese verde, é um método
ambientalmente benigno e eficaz, por isso foi a abordagem escolhida nesse estudo para a sintese
de nanoparticulas de prata.

3.7 Sintese verde de nanoparticulas de prata

A sintese verde de nanoparticulas de prata, denominagdo comum dada as rotas de sintese
que utilizam produtos relativamente atdxicos, biodegradaveis para reduzir e estabilizar a prata,
¢ uma abordagem promissora, que consiste na geracdo de produtos com impacto ambiental
reduzido, associado a ganhos econémicos e sociais. Ao contrario da maioria dos métodos
quimicos, que incluem a utilizacéo de solventes toxicos, a geracdo de residuos nocivos para a
salde e 0 meio ambiente, alem de resultar em um alto consumo de energia, demandado em rotas
geralmente complexas e com multiplos passos (DHUPER; PANDA; NAYAK, 2012).

Para o processo de sintese verde, pode ser utilizado um organismo bioldgico ou parte

dele. Dentre os recursos bioldgicos disponiveis estdo produtos vegetais e animais, algas, fungos,
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bactérias, dentre outros. No caso dos extratos vegetais, biomoléculas e metaboélitos secundéarios
atuam como agentes redutores, resultando na formacdo das AgNPs. Geralmente, esses
compostos também atuam estabilizando as nanoparticulas (QUELEMES et al., 2013;
KULKARNI; MUDDAPUR, 2014; ARAGAO et al., 2016).

A utilizacdo de extratos de plantas traz outras vantagens, pois trata-se de um processo
de maior acessibilidade & matéria prima, com menos risco bioldgico, menos dispendioso, onde
ndo ha necessidade de manutencédo de culturas. Além disso, a utilizacdo de plantas endémicas
da regido pode fortalecer a cadeia produtiva local (KALISHWARALAL et al., 2010).
Geralmente, a sintese verde de nanoparticulas com extratos vegetais € um processo de um Unico
passo, que inicialmente, envolve a coleta do material vegetal e preparacdo do extrato. Em
seguida, o extrato é colocado em contato com a solugcdo de AgNQO3 para que ocorra a reducéo
de fons Ag* a Ag®, a qual pode ser monitorada por espectroscopia na regido do ultravioleta ao
visivel (UV-vis). Acredita-se que durante o processo de nanoestruturacdo, a quantidade de
extrato vegetal no meio reacional pode determinar a forma e o tamanho das nanoparticulas
sintetizadas (DUBEY et al., 2010; TILLOTSON; THERIAULT, 2013; AHMED et al., 2016).

Os niveis relativamente elevados de metabolitos secundarios, tais como esteroides,
carboidratos, flavonoides e compostos fenolicos, atuam como agentes redutores e podem
recobrir as nanoparticulas, proporcionando estabilidade e potencial para atividades bioldgicas
(SUNA et al., 2014). Algumas plantas da familia Combretaceae sdo ricas em metabdlitos
secundarios e demonstram potencial para sintese de nanoparticulas (EDISON;
SETHURAMAN, 2012), inclusive plantas do género Terminalia (KUMAR et al., 2012;
EDISON; LEE; SETHURAMAN, 2016). Neste contexto, os extratos e fragdes derivados da
espécie T. fagifolia foram considerados bons candidatos para sintese verde de nanoparticulas

de prata.



4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Colecdo do material vegetal, preparacgdo dos extratos e parti¢céo das fragdes do extrato
etanolico

As cascas do caule de T. fagifolia foram coletadas na cidade de Timon, Estado do
Maranhdo, Brasil. A espécie foi identificada e a exsicata depositada no Herbario Graziela
Barroso, da Universidade Federal do Piaui, Teresina-Pl, Brasil, com niumero 21691. O material
vegetal foi seco a sombra a, aproximadamente, 40 °C, moido e o pd extraido com 99,6% de
etanol a temperatura ambiente. Apds a filtracdo, o solvente foi eliminado sob vacuo a 50 °C e
o concentrado foi liofilizado para obtencdo do extrato etanélico seco de T. fagifolia (EEt), que
foi armazenado sob refrigeracdo até uma posterior utilizagdo. Para obtengéo da fragdo aquosa
(FAQ), o extrato foi dissolvido numa solucdo de metanol/agua destilada (1:2 v/v) e extraido com
acetato de etila. Em seguida, a fase acetato de etila foi concentrada e dissolvida numa solugéo
de metanol/agua destilada (9:1 v/v). A fase aquosa obtida foi concentrada por eliminacdo do
solvente (NUNES et al., 2014) e o p6 obtido (FAQ) foi utilizado nos experimentos a seguir (Fig.
3).

Figura 3. Esquema da obtencdo da fracdo aquosa a partir da casca do caule de T. fagifolia
(NUNES et al., 2014).

Fragao Aquosa

(FAq)

Cascas do caule
de T. fagifolia

Fonte: Autoria propria
4.2 Ensaios para avaliacdo da atividade antifungica da FAq
4.2.1 Determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

A fracdo aquosa - FAQ foi testada contra leveduras do género Candida spp. e
Cryptococcus neoformans conforme recomendado pelo documento M27-A3 e contra fungos
filamentosos Fonsecaea pedrosoi e Tricophyton interdigitale (Tabela 2) de acordo com o
documento M38-A2, ambos do Clinical Laboratory Standard Institute - CLSI (2008).
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Tabela 2. Estirpes fangicas utilizadas para determinagdo da concentragdo inibitoria minima.

Espécie fungica Tipo de fungo
Candida albicans SC 5314 Levedura
Candida tropicalis ATCC 750 Levedura
Candida parapsilosis ATCC 22901 Levedura
Candida glabrata ATCC 90030 Levedura
Candida albicans ATCC 96901 Levedura
Candida albicans ATCC 10231 Levedura
Candida krusei ATCC 6258 Levedura
Cryptococcus neoformans H99 Levedura
Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 Dermatofito (filamentoso)
Tricophyton interdigitale 73826 Dermatofito (filamentoso)

Fonte: Autoria propria

As leveduras foram previamente cultivadas em agar Sabouraud (Difco™) e mantidas a
30 °C por 24 h (Candida spp.) ou 48 h (Cryptococcus neoformans), em condi¢des aerdbicas. A
partir do cultivo anterior, uma coldnia foi isolada, cultivada em caldo Sabouraud (37 °C, 24 h,
sob agitacdo de 200 rpm), apds esse tempo as células leveduriformes foram coletadas, lavadas
3 vezes com PBS e entdo ajustadas para 1x10° e 1x10* células/mL para Candida spp e C.
neoformans, respectivamente, em cdmara de Neubauer. Os micro-organismos foram expostos
a diluicdes seriadas da fracdo aquosa (FAQ) em concentragcdes que variaram de 2.000 a 0,06
pg/mL em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com tampdo MOPs (3-[N-
morfolino]propano-acido sulfénico, Sigma-Aldrich), usando fluconazol (16 a 0,25 ug/mL)
como controle positivo para Candida spp e Anfotericina B (32 a 0,5 pg/mL) para C.

neoformans.

Para o teste com os fungos filamentosos, os isolados fungicos foram inoculados em agar

Batata Dextrose e mantidos a 35 °C, em estufa. A suspensdo de esporos de cada cultura foi
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preparada em solucdo salina a 0,85% (v/v) e ajustada em espectrofotbmetro até atingir
densidade celular padronizada a 530 nm com transmisséo de 68-70% para Fonsecaea pedrosoi
e 80-82% para Tricophyton interdigitale. A partir dessa solu¢do, o inoculo fungico foi
preparado de maneira que a concentragio fosse igual a 0,4x10* - 5x 10* UFC/mL para F.
pedrosoi e 1x102- 3x10® UFC/mL para T. interdigitale. O meio de cultura utilizado foi 0 mesmo
citado anteriormente, RPMI-1640 com MOPs, e como controle positivo utilizou-se o
antifngico padréo itraconazol diluido em DMSO e caldo RPMI-MOPS para obter uma faixa
de concentracdo de 16 a 0,0313 pg/mL (CLSI, 2008).

Os resultados foram visualizados em tempos diferentes de acordo com o micro-
organismo: Candida spp. — 24 h, C. neoformans — 48 h, T. interdigitale — 5 dias, F. pedrosoi —
7 dias. A determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) da fracdo aquosa contra as
leveduras foi observado apds adicdo de AlamarBlue™ (Sigma-Aldrich) por 2 h para Candida
spp. e 24 h para Cryptococcus. O corante de viabilidade utilizado (AlamarBlue™) possuli
coloracdo azulada e mediante o crescimento celular, a cor vira de azul para rosa e a
fluorescéncia pode ser lida, sendo diretamente proporcional ao crescimento microbiano
(RAMPERSAD, 2012). O resultado para fungos filamentosos foi observado visualmente em
comparacdo com o crescimento do controle livre de drogas (meio inoculado). O ensaio foi
realizado utilizando placas estéreis de 96 pocos com uma base em forma de “U” (U shape),
onde o controle de esterilidade também foi realizado, com meio estéril (Fig. 4). A CIM foi
definida como a menor concentracdo da substancia que inibe substancialmente o crescimento

do micro-organismo (CLSI, 2008). Todas os testes foram realizados em triplicata.

Figura 4. Esquema ilustrativo do experimento realizado para determinacdo da atividade
antifungica.
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Legenda: CC: controle de crescimento/CE: controle de esterilidade.
Fonte: Autoria propria.
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4.2.2 Anédlise do efeito antifungico da fragdo aquosa por Microscopia de Forca Atdmica -
MFA

Para as analises de MFA, a concentracdo inibitoria minima (CIM) da fracdo aquosa -
FAQ (com concentracfes variando de 1.000 a 1,9 pug/mL) contra Candida albicans ATCC
10231 (1x10® células/mL) foi determinada como descrito anteriormente, com algumas
modificag0es. Apds 24 horas de tratamento, 30 pL. de amostras de levedura tratadas ou néo-
tratadas foram depositados em uma superficie de vidro previamente limpa e seca, com
subsequente incubacdo das amostras a 35 £ 2 °C por 30 min. Em seguida, as amostras foram
lavadas 2 vezes com Tween 20 (0,05%) e secas como explicado acima. O efeito da FAQ nas
leveduras foi observado em microscopio TT-AFM (AFM Workshop, EUA) em modo contato
intermitente (“vibrating” ou “tapping mode”) utilizando sondas de silicio (TAP300-G-10, TED
PELLA, INC.) com uma frequéncia de ressonancia de aproximadamente 250 kHz. As imagens

foram analisadas usando o software Gwyddion 2.47.
4.2.3 Estudo da atividade contra o biofilme de Candida albicans

Inicialmente, aliquotas de 100 uL de 1x10° células/mL de Candida albicans SC 5314,
cultivadas previamente de acordo com o item 4.2.1, foram adicionadas em microplacas de 96
pocos e incubadas a 37 °C por 24 h em meio RPMI-1640 com MOPs como descrito por Repp
(2007), com modificacdes. Apos o periodo de incubacgédo, os pogos foram lavados trés vezes
com PBS para remocdo de células ndo aderidas e, em seguida, aquelas que permaneceram
aderidas a placa foram tratadas com a FAqQ em concentragdes que variaram de 2.000 a 62,5
pug/mL. Apos a adicdo da FAQ, as placas foram incubadas a 37 °C durante mais 24 h. Para
avaliacdo do resultado, os poc¢os foram lavados novamente com PBS e o biofilme foi
quantificado utilizando o reagente de viabilidade AlamarBlue™ (Sigma-Aldrich) durante 2 h a
37 °C. Apos esse tempo, o resultado foi observado em leitor de microplacas (SpectraMax®)
apos determinacéo da fluorescéncia com excitacdo de 530 nm e emissao de 585 nm. O resultado
também foi observado por microscopia de fluorescéncia (microscopio optico invertido, Axio
observer Z1 - Carl Zeiss microscopy, EUA), ap0s adicdo de 0,01% de floxina B, que marcara

as células mortas do biofilme.
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4.3 Avaliacdo in vivo do potencial anti-inflamatério da fracio aquosa — FAq
4.3.1 Animais

Os camundongos Swiss saudaveis (machos e fémeas; 25-35 g), utilizados no estudo,
foram obtidos no biotério central da Universidade Federal do Piaui (UFPI), Brasil. Previamente
a realizacdo dos testes, os animais foram mantidos a temperatura ambiente (25 °C), com ciclos
claro/escuro de 12 horas e acesso a agua e alimento ad libitum. O anti-inflamatério
indometacina (Sigma-Aldrich) e o veiculo (Tween 80 a 1% em solucdo salina a 0,9%) foram
utilizados como controles nos experimentos. Os tratamentos e protocolos experimentais foram
conduzidos de acordo com a aprovagdo do Comité Institucional de Etica em Pesquisa Animal
da UFPI (protocolo n° 068/14).

4.3.2 Edema de pata induzido por carragenina

Os camundongos foram divididos em grupos de acordo com os tratamentos, com a
fragdo aquosa - FAQ nas doses de 0,6, 1,2 ou 2,5 mg/kg, via oral (v.0.) ou com a indometacina
(10 mg/kg, v.0.). O pré-tratamento foi realizado e ap6s 30 min, 50 uL do agente flogistico,
carragenina (500 pg/pata), foram administrados na pata traseira direita. Os animais do grupo
controle (ndo-tratados) receberam apenas o veiculo (v.0.). O volume da pata foi medido em
pletismémetro (Insight®, Brasil) no tempo zero (volume basal) e 1, 2, 3 e 4 horas ap6s a
administracdo de carragenina. Os dados foram expressos como a diferenca do volume inicial
(Vo) e final (Vs), em mililitros (mL), como media £+ EPM (WINTER et al., 1962).

4.3.3 Peritonite induzida por carragenina

A melhor dose, determinada no experimento descrito anteriormente (edema de pata), foi
utilizada neste ensaio. Camundongos Swiss foram pré-tratados por via oral com a fracdo aquosa
- FAqQ (1,2 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou veiculo. Ap6s 1 hora, 0s animais receberam
injecOes com carragenina (500 pg/250 pL por cavidade, i.p.) ou solugéo salina (i.p.) como
controle. Ap6s 4 horas, os camundongos foram eutanasiados e a cavidade peritoneal foi lavada
com 1,5 mL de tampéo fosfato salina (PBS) heparinizado e as amostras foram coletadas para a
analise dos niveis de malondialdeido (MDA) de acordo com Mihara e Uchiyama (1978). Os

resultados foram expressos como nanomoles por mililitro de exsudato peritoneal (nmol/mL).
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4.3.4 Andlise estatistica

No edema de pata induzido por carragenina e no ensaio de peritonite, os resultados
foram expressos como média £ EPM e a diferenca estatistica entre os tratamentos foi avaliada
com ANOVA two way ou ANOVA one-way seguida de pos-teste de Tukey. Todas as analises
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® 6.01 e a significancia estatistica foi
admitida com p <0,05.

4.4 Avaliacdo da inibicdo de NF-kB em modelo de neuroinflamacédo em microglias

A linhagem de células microgliais humanas CHME3 foi obtida a partir de culturas
primarias de células microgliais embrionarias humanas, por transfeccdo com um plasmideo
mutante do virus simio (SV40) que codifica o antigeno T (JANABI et al., 1995), no laborat6rio
de células gliais do i3S em Porto, Portugal. As micréglias CHME3 foram cultivadas em DMEM
GlutaMAX™-], com 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina suplementada
com 10% de soro fetal bovino, como descrito anteriormente (SOCODATO et al., 2018). As
celulas foram mantidas a 37 °C, 95% de ar e 5% de CO, em incubadora umidificada. As culturas
foram realizadas em placas de cultura de células (35 mm, Ibidi polymer coverslip), apropriadas
para protocolos de microscopia in vivo. Para 0s ensaios, as microglias foram transientemente
transfectadas com o biossensor do inibidor da via do NF-kB (SHCHERBAKOVA et al., 2016)
usando Jetprime (Polyplus), de acordo com as indicagdes do fabricante. Os experimentos foram
realizados em um microscopio DMI6000B totalmente motorizado (Leica Microsystems)

equipado com um filtro infra-vermelho.

As células microgliais foram gravadas por 10 minutos em solugdo salina normal ou
solugéo salina com FA(Q (para obtencéo da linha de base) e, entéo, as imagens foram registradas
na presenca ou auséncia de LPS (1 pg/mL) por 30 minutos (periodo de estimulacdo). As
imagens foram exportadas e processadas no software FIJI. Usando FIJI, os valores
correspondentes a intensidade média do biossensor utilizado (da via do inibidor de NF-kB)
foram recuperados (SOCODATO et al., 2015; PORTUGAL et al., 2017; SOCODATO et al.,
2017). Em seguida, o efeito minimo do inibidor da via do NF-kB na presenca de LPS foi
utilizado para avaliacdo estatistica, que foi realizada por meio do teste ANOVA one-way
seguido do teste para multiplas comparagdes de Sidak, com auxilio do programa GraphPad
Prism® 6.0, onde p<0,05 foi adotado para dados estatisticamente significativos. Para o0s testes
em células microgliais, a fragdo aquosa - FA(q foi utilizada na concentragdo de 125 pg/mL.
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4.5 Averiguacéo do potencial antioxidante da fragdo aquosa — FA(Q

4.5.1 Atividade antioxidante pelo ensaio de ABTS

O estudo da atividade antioxidante das amostras foi analisado por meio do ensaio
colorimétrico de sequestro de radicais ABTS* (2, 2'-azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-sulfonico)
proposto por Giao et al. (2007). De acordo com esta técnica, a producéo direta do cromoforo
ABTS" foi conseguida pela reacdo entre 7 mM de ABTS (Sigma-Aldrich) e 2,45 mM de
persulfato de potassio (Merk, Damstadt, Alemanha). A solucdo de ABTS™ foi misturada com
as amostras e ap6s o tempo de incubacdo, a absorbancia foi registrada a 734 nm e comparada
com o acido ascérbico padrdo (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). Usando a curva de
calibracdo, previamente preparada com &cido ascorbico como padrdo, o resultado final foi

expresso como concentragdo equivalente de acido ascorbico (EAA).

4.5.2 Sequestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-I-picrilidrazilo)

O ensaio de DPPH foi realizado de acordo com o método aplicado por Barroso et al.
(2016), com algumas modificacdes. Para tanto, aliquotas de 25 uL das amostras (AgNPs,
extratos e fragdes) foram misturadas com 200 pL de solugao etandlica de DPPH e a mistura,
apos agitacdo, foi deixada em repouso durante 30 min ao abrigo da luz. A curva de calibragéo
foi preparada com solugdes de Trolox e a absorbancia foi medida em 517 nm. A curva padrdo
foi linear entre 25 e 800 mM de Trolox. Os resultados sdo expressos em ug equivalente de

Trolox (ET).

4.5.3 Ensaio para determinacéo da capacidade de absorc¢éo do radical oxigénio (ORAC)

O método para determinacdo da capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC)
avalia a capacidade sequestradora de uma molécula antioxidante frente a formacdo de uma
radical peroxila. O ensaio para mensuracdo de ORAC foi realizado de acordo com Huang et al.
(2002) em microplacas com fluoresceina. A analise foi realizada em microplacas 96 pocos, para
tanto um volume de 25 pL da amostra foi misturado com 150 uL de fluoresceina (55,5 nM) e
incubado por 15 minutos a 37 °C na microplaca, antes da adi¢do de 25 pL da solucdo 2,2'-
azobis-2-amidinopropano (AAPH, 155 mM). A fluorescéncia foi observada por 50 minutos
(Aexcit. = 485 nm; Aemis. = 520 nm). As solugdes Trolox foram preparadas para a curva de
calibracéo (8, 16, 24, 32 e 40 M). Todas as solugdes foram diluidas em tampé&o fosfato (75 mM,

pH 7,4). Os resultados foram expressos em mmol equivalente de Trolox por g da amostra.



Araiijo, A. R, (2019) 46

4.5.4 Ensaio para mensurar o poder antioxidante de reducéo do Ferro (FRAP)

O reagente FRAP (tampdo acetato de sodio, solugdo TPTZ (Sal de 2,4,6-Tri-(2-Piridil)-
1,3,5-Triazina 1:3 com Acido p-Toluenosulfonico) e solugdo de cloreto férrico), preparado
recentemente foi misturado com 20 pLL de amostras ou padrdo, em seguida as amostras foram
incubadas a 37 °C. Ao final do periodo de incubacéo, as leituras da absorbancia foram feitas
imediatamente a 593 nm (BENZIE; STRAIN, 1999). A quantificacéo foi realizada utilizando a
curva de calibragdo construida com o acido ascérbico como padréo. A atividade antioxidante
foi expressa como pg equivalente de acido ascorbico por mL. Todo o experimento foi realizado
a 37 °C.

4.6 Avaliacdo da toxicidade da FAqQ
4.6.1 Teste de viabilidade de eritrocitos humanos

O ensaio para observar o percentual de viabilidade de eritrécitos humanos (O*) apds a
exposicéo a diferentes concentragdes da FAQ (7,8 a 1.000 pg/mL) foi realizado de acordo com
Marani et al. (2016). Resumidamente, o sangue foi coletado por venopuncdo em tubo com
anticoagulante (EDTA K2, BD Vacutainer®) e os eritrocitos foram separados do plasma por
centrifugacdo (3.600 rpm/15 min). Em seguida, os eritrocitos foram lavados trés vezes com
solucdo salina (0,85 % p/v) e a suspenséo de eritrocitos em solucdo salina (2%) que foi utilizada
para o ensaio foi preparada. Os eritrocitos foram incubados com a FAQ por 30 min a 37 °C,
apos esse periodo de incubacdo, o sobrenadante foi coletado e a absorbancia lida a 492 nm em
leitor de microplacas. O resultado foi expresso como média + desvio-padrdo. Solucdo salina

(0,85% p/v) e Triton-X 0,1% (v/v) foram utilizados como controles.

4.6.2 Avaliacéo de toxicidade no modelo de Galleria mellonella

As larvas de Galleria mellonella do sexto instar foram selecionadas aleatoriamente
(250-300 mg) e usadas para testes de toxicidade, conforme descrito por Ignasiak e Maxwell,
(2007). As larvas sdo mantidas no laboratério do Instituto de Biologia da Universidade de
Brasilia em uma incubadora a 30 °C. Para cada tratamento, 16 larvas foram usadas e 10 uL de
diferentes doses de FAq (5, 2,5 e 1,25 mg/kg) diluidas em PBS ou apenas PBS (controle) foram
injetados. As larvas foram incubadas a 37 °C e monitoradas por sete dias, contando-se o nimero
de larvas mortas diariamente. O ensaio foi realizado duas vezes e os resultados foram avaliados

no software Graphpad Prism 6.0.
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4.7 Estudo fitoquimico da fracdo aquosa — FA(Q
4.7.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para analise do perfil cromatografico do Extrato Etanolico (EEt), da Fracdo Aquosa
(FAQ) e da Mangiferina (Sigma-Aldrich®), foi utilizado um Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE, Shimadzu, Tokio - Japao) hibrido, composto por sistema binario de bombas
LC-6AD, um degasser DGU-20As, forno CTO-20A, um detector UV-vis SPD-20A, injetor
automatico SIL-10AF e um controlador CBM-20A. As condicdes usadas para a obtencao dos
cromatogramas foram: coluna analitica C18 Phenomenex-Luna (250 X 2 mm e 4um),
comprimento de onda (A) de 254 nm, fluxo de 0,3 mL/min e injecdo manual de 20 pL. As
amostras foram diluidas em etanol e 4gua (8:2) e as solugbes foram eluidas utilizando Acido
formico 0,1% (Bomba A) e Acetonitrila com TFA 0,1% (Bomba B) segundo o gradiente: A
(0%) a B (100%) por 40 min e A (100%) a B (0%) por 5 min, de acordo com o método utilizado
por Nunes et al. (2014), com adaptacdes. O software utilizado foi o LCsolution Release 1.24
SP1.

4.7.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM)

A andlise do peso molecular dos constituintes majoritarios da FAq de T. fagifolia foi
feita utilizando-se CL-EM (Cromatografia Liquida Ultrarrapida Acoplada ao Espectrémetro de
Massas), equipamento da Shimadzu (Tokio, Japdo) composto por sistema de degaseificagéo
DGU-20As3, sistema binario de bombas LC-20AD, injetor automético SIL-20AHT e um
controlador CBM-20A. A amostra foi eluida utilizando 50% de Acido Férmico a 2% e 50% de

Acetonitrila, com fluxo de 0,05 mL/min.

Para a espectrometria de massas, a fonte de ionizagdo utilizada foi eletrospray (ESI)
com analisador duplo quadrupolo e sistema de armadilha de ions (ION TRAP), Bruker
(Bremen, Alemanha). As condigdes de trabalho foram: temperatura do gas (N2): 200°C; fluxo
do gas: 10 L/min; pressdo do nebulizador: 12 psi; voltagem no capilar: 2000 V; voltagem da
fonte: -200 V e gas de colisdo: He. O Software de controle utilizado foi o HyStar e a
Mangiferina adquirida da Sigma-Aldrich® foi o padrdo utilizado na analise.

4.7.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN foram realizados em parceria com o prof. Dr. Reinhard
Wimmer na Universidade de Aalborg, Dinamarca. Os dados de RMN foram registrados num
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espectrometro RMN Bruker AVI111-600 MHz, equipado com uma sonda de tripla ressonancia,
arrefecida criogenicamente. Para tanto, a amostra foi dissolvida em 525 pL. de DMSO-d6
(99,8% D, contendo 0,03% v/v TMS, Sigma-Aldrich). Todos os espectros de RMN foram
registados a 308,1 K. O TopSpin 3.5pl6 foi usado para registrar e processar dados.

4.8 Andlise de Quimica Quantica Computacional da molécula isolada e identificada

Estas analises foram realizadas em parceria com o prof. Dr. Filipe Dalmatti Lima do
Intituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Sdo Paulo. O constituinte majoritario da
FAq, Indometacina, H.O2, OH * e HOO * foram projetadas usando o programa Avogadro
(HANWELL etal., 2012) e pré-otimizadas usando mecanismo molecular Generic Amber Force
Field (GAFF) (WANG et al., 2004) e o método PM6 (Parametric Method 6) semi-empirico do
programa MOPAC (STEWART, 2013), apropriados para moléculas organicas.

As estruturas moleculares foram totalmente otimizadas, empregando Teoria do
funcional da densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory) (KOHN; SHAM, 1965),
com auxilio do software Gaussian 09 (FRISCH et al., 2004). As otimizacdes geométricas e 0
calculo da estrutura eletrénica foram realizados utilizando o conjunto de func@es de correlacao
e de troca B3LYP (LEE; YANG; PARR, 1988) e 6-31G (d, p). Utilizou-se o Polarizable
Continuum Model (PCM) (TOMASI; MENUCCI; CAMMI, 2005) para simular a presenca do
solvente (agua).

As energias dos orbitais moleculares de fronteira, tanto 0os ocupados de mais alta energia
como os desocupados de mais baixa energia (HOMO e LUMO, respectivamente), foram
estimadas para todos os sistemas visando o entendimento da reatividade quimica das moléculas
estudadas, usando os potenciais de ionizacéo (IP) e afinidades eletrdnicas (EA), de acordo com
as seguintes equacoes:

Enomo=-IP=E(M)-E(M"), 1)

ELumo=-EA=E(M)-E(M), (2)

Onde E (M +), E (M-) e E (M) representam as energias totais das espécies cationica,
aniodnica e neutra da molécula M tomadas como uma transicao vertical, seguindo o principio de
Franck-Condon que versa sobre as transi¢cGes eletrdnicas que ocorrem com 0s nucleos
estacionarios (KABOUCHI et al., 2017).

A técnica de Indices de Fukui Condensados sobre os Atomos (IFCAs) (YANG:
MORTIER, 1986) foi empregada para classificar a reatividade das moléculas. Tais indices
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descrevem as mudancas nas populaces eletrénicas locais ao desenhar/inserir elétrons,
permitindo identificar locais moleculares propensos a interagir com os agentes nucleofilicos (f
+), eletrofilicos (f-) e radicais (f0). Estes descritores tém sido utilizados em estudos prévios de
polimeros e moléculas (BRONZE-UHLE et al., 2011; BATAGIN-NETO et al., 2013;
CESARINO et al., 2016; MARTINS et al., 2018). Para evitar valores negativos de IFCA, o
modelo de carga de Hirshfeld foi usado para obter as populagdes eletronicas (HIRSHFELD,
1977; PROFT et al., 2002; SAHA; ROY; AYERS, 2009). A abordagem restrita open shell de
Kohn-Sham foi empregada para evitar a contaminacgéo do spin (CUNDARI, 2001).

Para tornar a analise IFCA mais quantitativa, em particular no que se refere as reagdes
radicais, foram calculados indices de maciez local para cada composto. O parametro de maciez
local (s«°) carrega informagOes sobre a reatividade local no k-ésimo atomo (fi°) e a maciez
global (S) da molécula. Neste contexto, com base no principio dos &cidos e bases duros e macios
(HSAB, do inglés hard and soft acids and bases), € possivel estimar quais &tomos das moléculas
tém maior probabilidade de reagir (LEWARS, 2010). A equacao (3) ilustra como os parametros

50 sdo estimados:
sko=fko . S, 3)

Onde S = 1/(IP-EA). De acordo com o principio da HSAB, as interacGes
eletrofilicas/nucledfilas e radicais/radicais sdo favorecidas entre atomos com maciez
semelhante. Neste sentido, comparando os valores s é possivel identificar reacdes que sdo
propensas a ocorrer. Finalmente, para entender melhor a propriedade antioxidante da molécula
isolada e da indometacina (farmaco padrdo), os indices de aceitacdo de elétrons (Ra) e de

doacdo de elétrons (Rd) propostos por Martinez et al. (2008) foram avaliados:

__ ou
Ra T ot . (4)
Fluorine
Ry = —w—M (5)
Wsodium

Onde wm e w*m representam os poderes de eletroaceitacdo e eletrodoagédo obtidos dos
valores de IP e EA, que descrevem com que facilidade o sistema M doa ou aceita cargas
eletronicas, respectivamente, dadas por (VAZQUEZ et al., 2007):

(6)

_ _ (3IP+EA)?
T 16(IP-EA)?
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+ _ (IP+3EA)?
T 16(IP—EA)?

()

" Fluorine € W sodium €StA0 associados a atomos de fllor e sddio e foram obtidos a partir de
seus valores experimentais de IP e EA (MARTINEZ et al., 2008). Em geral, valores mais altos
de Ra e valores mais baixos de Rd indicam que M é mais efetivo que os modelos de atomos de
sodio e fluor, seguindo o mapa doador-receptor (DAM). Os indices associados a outros
antioxidantes comuns também foram avaliados seguindo a mesma abordagem tedrica.

Ap0s identificacdo e caracterizacdo in silico do constituinte majoritario da fracao
aquosa, esta foi utilizada para sintese de nanoparticulas metalicas, no intuito de ampliar seu
potencial antimicrobiano, tendo em vista as propriedades j& reconhecidas da prata. Sabendo-se
da riqueza de metabdlitos secundarios nos outros extratos e fraces derivados da casca do caule
de T. fagifolia, extraidos de acordo com Nunes et al. (2014), o potencial para sintetizar e
estabilizar nanoparticulas de prata desses extratos e fracdes foi estudado e o resultado utilizado

para comparacdo com a fracdo aquosa.

4.9 Sintese e caracterizacao de nanoparticulas de prata (AgNPs) com extratos e frac6es de
T. fagifolia

As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram sintetizadas misturando-se o precursor
AgNO3z (1ImM) da Sigma-Aldrich Corporation diluido em &gua destilada e as solucbes dos
extratos (Extrato etandlico — EEt e Extrato hidroalcoolico — EHa) e fracdes do EEt da casca do
caule de T. fagifolia (Fracdo aquosa — FAQ e Fragdo hidroalcdolica — FHa) a 0,2% (p/v) recém-
preparadas, na propor¢do de 1:1 (v/v). As solucbes obtidas foram agitadas durante 72 h a
temperatura ambiente. A concentracéo final foi igual a 500 uMAg (54 pgAg/mL) e 0,1% (1000
pg/mL) de extratos ou fracGes.

As AgNPs foram caracterizadas usando espectroscopia na regido do Ultravioleta ao
visivel (UV-1800, Shimadzu, Japdo) na faixa de 300-600 nm. Os grupos funcionais foram
estudados utilizando a espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-
Shimadzu IRAffinity-1S, Japdo) na faixa espectral de 4000 a 400 cm™ em modo ATR. O
potencial Zeta (mV) e o tamanho médio (nm) foram medidos usando o analisador Malvern Zeta
Sizer por meio do método de Espalhamento de Luz Dinadmico (DLS). As analises de
rastreamento de nanoparticulas (“Nanoparticle Tracking Analysis” — NTA) foram realizadas
num equipamento Malvern NanoSight NS300, utilizando um médulo LASER de 542 nm e
0 software NTA 3.2 para observar a concentracéo de particulas em cada solugdo de AgNPs e 0

tamanho médio das AgNPS.
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A Microscopia Eletrénica de Transmisséo, acoplada a espectroscopia por Disperséo de
Energia (MET/EDS) foi realizada para estudar a morfologia de superficie das AgNPs,

composicao quimica, bem como o tamanho médio das AgNPs.

4.10 Testes para determinacéo da capacidade antioxidante das AgNPs

A atividade antioxidante das AgNPs e respectivos extratos/fragdes precursores foi
estudada pela capacidade de sequestrar radicais (ABTS*, DPPH), além da capacidade de re
ducdo do ferro (FRAP), conforme descrito anteriormente para a fracdo aquosa. As leituras
Opticas dos resultados foram realizadas em leitor de microplacas de modo mdltiplo (BioTek
Instruments, EUA).

4.11 Anélise Eletroquimica das AgNPs

Para avaliar o perfil de oxirreducdo das AgNPs e extratos/fracfes precursores, realizou-
se 0 ensaio de voltametria de pulso diferencial. Por meio deste ensaio também foi possivel
confirmar a presenca da prata no estado reduzido (Ag°, nanoestruturado). Os experimentos de
voltametria de pulso diferencial foram realizados utilizando um Potenciostato/Galvanostato
Autolab PGSTAT128N (EcoChemie, Utrecht, Holanda), juntamente com o software NOVA
1.6.

Para tanto, foi adotada uma configuragdo de trés eletrodos usando um eletrodo de
carbono impresso (SPCE), com o eletrodo de trabalho de carbono (4 mm), um eletrodo de
carbono auxiliar e um eletrodo de referéncia de prata. Para as anélises, a solu¢ao tampéo padrédo
(HC1 0,1 M, pH 4,3) que continha acido galico (1 mg/mL) ou quercetina (1 mg/mL) foi utilizada
como modelo do sistema analista. Para a determinacdo voltamétrica, adicionou-se uma aliquota
de 5 pL de amostra e 45 uL de tampdo a superficie do eletrodo de trabalho, um potencial
constante de -0,2 V foi aplicado por 180 s para a pré-concentracdo de ions na superficie do
eletrodo de trabalho. Entéo, o potencial foi varrido de -0,2 V a +0,1 V usando voltametria de
pulso diferencial para retirar os ions de volta a solugéo. Todas o0s experimentos eletroquimicos

foram realizados a temperatura ambiente (25 °C).

4.12 Estimacao do conteudo de fendlicos totais (TPC)

O TPC das AgNPs, extratos e fracbes foi determinado usando o reagente de Folin-
Ciocalteau. Resumidamente, 25 pL das amostras foram misturadas com 75 pL de agua destilada
e subsequentemente com 100 pL de solugdo de Na>COs (75 g/L). Logo ap6s a agitacdo da

mistura de reacdo (30 s), as solucbes foram colocadas ao abrigo da luz durante 90 min e a
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absorbancia foi registada a 765 nm. A analise foi realizada em triplicata e os resultados foram
expressos como equivalentes de acido gélico (EAG).

4.13 Avaliacdo da Atividade Antibacteriana das AgNPs, extratos e fracGes de T. fagifolia

A atividade antibacteriana foi realizada com linhagens de bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 43300 (“Methicillin
Resistant” - MRSA), Enterococcus faecalis ATCC 29212; e linhagens Gram-negativas:
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Typhimurium ATCC 14028. Para determinar a concentracdo
inibitéria minima (CIM), os micro-organismos foram cultivados em agar Mueller-Hinton a
35+2 °C por 24 horas, em condi¢des aerobicas. Em seguida, foi preparada uma suspensao
bacteriana em salina esteéril (0,85% p/v) com uma densidade dptica (625 nm) equivalente a 0,5
da escala de McFarland (1-2 x 108 UFC/mL), esta solugdo foi utilizada para confecgdo do
indculo bacteriano final (5 x 10° UFC/mL).

O ensaio antibacteriano foi realizado de acordo com Quelemes et al. (2013). Dessa
forma, o experimento foi realizado em microplacas de 96 pocos, onde as bactérias foram
expostas a diluicdo seriada de razéo dois das AgNPs e AgNOs variando de 27 a 0,84 ugAg/mL,
além dos extratos e fracdes de T. fagifolia (500 a 0,97 ug/mL) em caldo Mueller-Hinton (Difco
™) Qs antibioticos padrao, efetivos contra as bactérias usadas, também foram utilizados como
controle positivo (32 a 0,25 pug/mL). O controle de esterilidade do teste foi realizado com o
meio de cultura estéril e o controle do crescimento bacteriano foi feito com caldo inoculado. A
CIM foi definida como a menor concentracdo do agente testado que foi capaz de restringir o
crescimento bacteriano visivel no meio de cultura. Toda a manipulagéo bacteriana realizada nos
procedimentos descritos anteriormente foi realizada seguindo condi¢des assépticas em cabine

de seguranca nivel 2, além disso, os testes foram realizados em triplicata.

4.14 Estudo do efeito das AgNPs sobre a morfologia das bactérias por Microscopia de
Forca Atomica (MFA)

A analise morfologica da bactéria E. coli ATCC 25922, apds o tratamento com a
nanoparticula que apresentou melhor potencial inibitério, foi realizada utilizando um
miscroscopio de forca atbmica TT-AFM (AFM Workshop, EUA) em modo contato
intermitente (“tapping mode ) com 512 x 512 pixels (6 um x 6 um). Antes da analise por MFA,
0 experimento antibacteriano foi realizado para determinar a CIM da AgNP contra E. coli

conforme descrito anteriormente. No experimento, as concentragdes da AgNP variaram de 27
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a 0,84 ngAg/mL contra 5x10° UFC/mL de E. coli. Apds o periodo de incubacéo (35+2 °C/24
h), 20 uL do meio de cultura contendo bactérias ndo tratadas ou bactérias submetidas a
concentragdes sub-inibitoria (1/2CIM) e inibitoria (CIM) foram depositadas sobre uma
superficie de vidro limpa, seguida por secagem a temperatura ambiente durante 20 min. As
amostras foram suavemente lavadas duas vezes com 1 mL de &gua deionizada e secas
novamente nas mesmas condicdes. As imagens foram feitas usando cantilevers ACT-20
(AppNano - EUA) com uma freqiiéncia de ressonancia de aproximadamente 359 kHz e as

imagens representativas foram analisadas usando o software Gwyddion 2.47.

4.15 Avaliacdo da Atividade Antifungica das AgNPs, extratos e fracdes de T. fagifolia

O teste de susceptibilidade antifungica foi conduzido de acordo com o método de
microdiluicdo em caldo proposto nos protocolos M38-A2 e M27-A3 da CLSI (CLSI, 2008),
semelhante ao descrito para a fracdo aquosa. Os isolados fungicos foram inoculados em agar
Batata Dextrose e mantidos a 35 °C, em estufa. A suspensdo de esporos de cada cultura foi
preparada em solucdo salina a 0,85% (v/v) e ajustada em espectrofotbmetro até atingir
densidade celular a 530 nm com transmissao de 68-70% para Fonsecaea pedrosoi, 80-82% para
Tricophyton interdigitale e 90% para Candida krusei. O in6culo foi diluido numa proporcéo de
1:50 em caldo RPMI 1640 tamponado com MOPS. O medicamento padréo, itraconazol foi
usado como controle positivo (16 a 0,0313 ug/mL). As AgNPs foram testadas contra uma
levedura: C. krusei ATCC 6258 (5,0 x 10 - 2,5 x 10® UFC/mL); e duas estirpes de fungos
filamentosos: T. interdigitale ATCC 73826 (1x10° - 3x10° UFC/mL) e F. pedrosoi ATCC
46428 (0,4x10* - 5x 10* UFC/mL). Os micro-organismos foram expostos a diluicdo em série
das AgNPs com concentracGes variando de 27 a 0,05 pgAg/mL, AgNO3 (0,05 a 27 ug/mL) e
extratos e fragGes de T. fagifolia (500 a 0,97 ug/mL).

4.16 Estudo da atividade hemolitica das AgNPs

O ensaio de atividade hemolitica foi realizado em eritrécitos humanos (O*), coletados
em tubos contendo EDTA (1,8 mg/mL), por medigdo espectrofotométrica da liberacdo de
hemoglobina apds exposicéo a varias concentragdes das AgNPs in vitro. Os eritrocitos foram
lavados trés vezes por centrifugacdo a 3600 rpm/10 min e ressuspendidos com solugdo salina
estéril (0,85% v/v), conforme descrito anteriormente para a fracdo aquosa (MARANI et al.,
2016). A suspenséo de globulos vermelhos (GVs) (2%) foi misturada com a solucédo de AgNP
e AgNOs nas concentragdes de 27 a 0,84 ugAg/mL, as misturas foram incubadas durante 30

min a 35x2 °C e apo6s centrifugacdo a 10.000 xg por 1 min o sobrenadante foi separado e o
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valor da absorbancia (A) foi mensurado a 492 nm em leitor de placas (Bioeasy). Triton-X (0,1%
v/v) e solugdo salina foram utilizados como controles de hemdlise positivo e negativo,
respectivamente. A porcentagem de hemolise (%) foi calculada a partir da equacéo: [(Aagne -
Asalina) / Atriton-Asalina)] X 100.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por ANOVA de duas vias com pos-
teste de Tukey usando GraphPad Prism® versdo 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA

/ EUA). A significancia estatistica foi aceita quando p <0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os processos de extracdo e fracionamento foram realizados conforme descrito na se¢éo
anterior e a fracdo aquosa (FAQ) derivada do extrato etandlico de Terminalia fagifolia foi obtida
com sucesso. Apos o processo de liofilizacdo, o pé foi utilizado para o estudo do potencial
antifangico, anti-inflamatorio e para uma maior investigacdo do seu potencial antioxidante,
além da sintese verde de nanoparticulas de prata. A atividade antifungica foi avaliada contra
leveduras e fungos filamentosos, onde o resultado encontrado mostrou que todas as linhagens
de Candida spp. e de dermatdfitos (Fonsecaea pedrosoi e Tricophyton interdigitale) foram
susceptiveis (Tabela 3). Os fungos filamentosos, dentre eles os causadores de dermatofitoses,
comumente presentes em paises tropicais, muitas vezes necessitam de um tratamento longo,
com associacao de medicamentos para obtencdo da cura (SUGANTHI, 2017), assim, produtos
naturais capazes de inibir o crescimento desses micro-organismos podem representar
importantes alternativas terapéuticas.

Neste estudo, a fracdo aquosa (FAQ) demonstrou um excelente potencial antifungico
contra leveduras do género Candida (tanto estirpes de Candida albicans como espécies de
Candida ndo-albicans), com CIMs variando de 0,48 — 1.000 pg/mL. Entre as linhagens
sensiveis, a FAq foi mais ativa contra Candida parapsilosis ATCC 22901 (CIM = 0,48 pg/mL).
No entanto, a fracdo aquosa foi bastante ativa contra a estirpe de Candida albicans ATCC
96901, resistente ao fluconazol (CIM = 100 pg/mL), com CIM igual a 0,48 pg/mL. O mesmo
resultado ndo foi demonstrado para o Cryptococcus neoformans que ndo apresentou
sensibilidade a fracdo aquosa nas concentragdes utilizadas (<2000 pg/mL), de acordo com a
Tabela 3. A despeito de ser um fungo leveduriforme, C. neoformans possui fatores de
viruléncia, tais como a presenca de cépsula e a melanizacdo que pode torna-lo menos
susceptivel as substancias testadas (GROSSMAN; CASADEVALL, 2017). Apesar disso, nos
estudos de Bognan et al. (2013) C. neoformans foi susceptivel aos extratos da casca do caule
de Terminalia mantaly, entretanto a metodologia utilizada pelos autores foi diferente.

O resultado encontrado para Candida spp. corrobora com os achados de Machado-
Gongalves et al. (2018) que demonstraram atividade do extrato de Terminalia cattapa contra
C. albicans, no entanto, vale ressaltar que a concentragdo inibitoria do extrato de T. cattapa foi
igual a 6.250 pug/mL, ou seja, bem superior aquelas utilizadas neste estudo. Por outro lado,
Aneja, Sharma e Joshi (2012) relataram que Terminalia arjuna ndo foi ativa contra C. albicans,
bem como Terminalia ivorensis que foi mais ativa contra Aspergillus fumigatus (fungo
filamentoso) do que contra C. albicans (SITAPHA et al., 2013). Apesar de pertencerem ao
mesmo género, as espécies de Terminalia citadas tém potencial antifungico variavel,

provavelmente devido a diferenca entre a composicdo dos extratos, tendo em vista que a
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producdo de metabdlitos secundérios pelas plantas depende de multiplos fatores (clima,
localizagéo, tipo de solo, etc.) (DONG et al., 2011; GUERRIERO et al., 2018).

Tabela 3. Concentracdo inibitéria minima - CIM da fragdo aquosa (FAQ) contra leveduras e
fungos filamentosos.

Micro-organismos CIM FAQ CIM CIM CIM
(ug/mL) Itraconazol Fluconazol Anfotericina B

(ug/mL)  (ug/mL) (ug/mL)

Candida albicans SC 30 - 0,25 -
5314

Candida tropicalis 125 - 1,0 -
ATCC 750

Candida parapsilosis 0.4 - 2,0 -
ATCC 22901

Candida glabrata ATCC 1000 - 4,0 -
90030

Candida albicans ATCC 0.4 - 100 -
96901

Candida krusei ATCC 3,9 0,12

6258

Cryptococcus > 2000 > 2000 - 2,0

neoformans H99

Fonsecaea pedrosoi 15,6 0,5 -
ATCC 46428 )
Tricophyton interdigitale 3,9 0,12 - -
73826

-Néo testado Fonte: Autoria prépria

Leveduras pertencentes ao género Candida sdo os agentes etiologicos da candidiase,

doenca que ampliou sua prevaléncia, principalmente pelo aumento da sobrevida de pacientes
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imunocomprometidos. Tal infec¢do pode afetar a mucosa oral e 0s 6rgdos sexuais, além da
corrente sanguinea, principalmente em infecces nosocomiais (DE-LA-TORRE et al., 2018;
EL-HOUSSAINI et al., 2019). Além disso, C. albicans é a principal causadora de infec¢oes
nosocomiais na corrente sanguinea, com alta taxa de mortalidade (MORAN; COLEMAN;
SULLIVAN, 2012; DELALOYE; CALANDRA, 2014). A literatura mostra que a atividade
anti-Candida de produtos naturais que possuem acidos fendlicos em sua composicao, assim
como a fracdo aquosa, deve-se, provavelmente, a precipitacdo de proteinas e a capacidade
guelante e antioxidante desses compostos que culminam com modificacBes importantes no
metabolismo dos micro-organismos (OKUDA, 2008; TERCAS et al., 2017).

A existéncia de estirpes de Candida resistentes aos medicamentos comumente usados,
bem como os efeitos colaterais causados por essas drogas, torna o tratamento da candidiase
complicado (NASROLLAMHI et al., 2015). Surpreendentemente, a linhagem de C. albicans
resistente ao fluconazol (antifingico padrdo) foi mais susceptivel a FAq do que as outras
linhagens da mesma espécie. Dentre os mecanismos de resisténcia ao Fluconazol, o
envolvimento de genes da biossintese do ergosterol € o mais comum e pode ser desenvolvido a
partir da exposicao excessive a droga, ja no caso da C. krusei, que também foi susceptivel a
FAQ, a resisténcia ao fluconazol é intrinseca (BERKOW; LOCKHART, 2017).

Hong-Zhuo et al. (2019) mostraram compostos naturais que eram capazes de inibir o
crescimento de Candida albicans sensivel e resitente aos azdis e que alguns deles inibiam
melhor o crescimento das leveduras resistentes, corroborando com o resultado encontrado neste
estudo. Nesse sentido, Sardi et al. (2011) reportaram o0 uso de produtos naturais como
alternativa para o tratamento de infec¢des fungicas, inclusive infeccdes orais. Vale lembrar que
a populacéo faz uso de T. fagifolia para o tratamento de aftas e que essas lesdes sdo causadas,
frequentemente, por Candida sp. (NUNES et al., 2014).

Para o estudo do efeito da FAq sobre a morfologia fingica, a estirpe de Candida
albicans ATCC 10231, utilizada para microscopia, foi susceptivel a fragdo aquosa com CIM
igual a 15,6 pg/mL. As imagens de microscopia de forca atbmica (MFA) das leveduras expostas
a FAgQ (na concentragdo sub-CIM, 7,8 pug/mL) e das leveduras ndo-tratadas (controle) sédo
mostradas na Figura 5. Por meio da microscopia foi possivel observar uma diminui¢do na
densidade das celulas fungicas com o tratamento, bem como mudangas drasticas na morfologia
celular (Fig. 5 C/D), com reducéo da altura (Z). As leveduras controle apresentaram uma forma

caracteristica, com superficie lisa, presenca de hifas ou pseudo-hifas e brotamento caracteristico
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(Fig. 5 A/B). Esse comportamento das leveduras ndo tratadas (morfologia e presenca de
pseudo-hifas) demonstra a viabilidade dessas leveduras no teste quando ndo ha tratamento com

a FAQ, comprovando que a inibicdo do crescimento, realmente, se da por acao da fracao testada.

Figura 5. Imagens 3D de microscopia de forga atdbmica (MFA) de células de Candida albicans.

5.4 um [ 18 um
0.0 um 0.0 um
1.8 um
0.0 um

Legenda: Células de Candida albicans ndo tratadas (A) ou tratadas com a fragdo aquosa de T. fagifolia (C). As
imagens B e D mostram detalhes das células antes e depois do tratamento, respectivamente.

A Figura 6 evidencia o efeito da FAq (Fig. 6 B) em 2D e em outro campo analisado,
onde também pode-se observar alteracGes na conformacédo estrutural das leveduras tratadas,
corroborando com a imagem anterior. Ainda na Figura 6B observa-se uma possivel ruptura da
levedura com extravasamento do conteudo citoplasmatico (setas brancas), aquelas células em
que ndo se observa o possivel extravasamento, nota-se maior rugosidade na superficie em
relagdo ao controle. Dessa forma, as imagens de MFA revelaram alteracbes morfologicas
causadas pela fracdo aquosa em células de C. albicans com diminui¢do do volume celular,
alteracdo na superficie celular e provavel ruptura, conforme demonstrado por Tyagi e Malik
(2010) e Goncalves et al. (2017).
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Figura 6. Imagens topograficas de microscopia de forca atbmica (MFA) de células de Candida
albicans.

BRG]
uosa de T. fagifolia (B).

Legenda: Células de Candida albicans ndo tratadas (A) ou tratadas com a fracdo aq

A microscopia de forca atbmica (MFA) tem algumas vantagens em relagcdo as outras
microscopias para o estudo do efeito de substancias em superficies bioldgicas como a facilidade
de preparacéo da amostra (que ndo necessita de muitos tratamentos prévios) e, principalmente,
a alta resolucdo, que permite a observacdo de danos nas membranas de micro-organismos.
Como desvantagem pode-se citar 0 tempo para geracdo da imagem, principalmente, em alta
resolucdo (MULLER; DUFRENE, 2011; HEINISCH et al., 2012).

As alteracOes observadas (Fig. 5 C/D e 6 B) corroboram com 0s mecanismos
previamente propostos para extratos ou fragdes ricas em acidos fendlicos, que envolvem uma
alteracdo no metabolismo da levedura, impedindo seu crescimento ou levando ao
extravasamento do conteudo celular pela desestabilizagdo da membrana. Essa desestabilizacdo
da membrana poderia ocorrer pela inibigcdo da sintese do ergosterol, que é o mecanismo de acéo
descrito para varios antifingicos utilizados na prética clinica, como o fluconazol (LI et al.,
2015). No entanto, ndo se pode afirmar que esse seja 0 Unico mecanismo envolvido, ja que
estirpes resistentes a fluconazol mostraram sensibilidade a FAq, além disso, a literatura
demonstra que produtos naturais podem agir por varios mecanismos ao mesmo tempo, dentre
eles, maior acumulagdo intracelular das substancias naturais em detrimento do farmaco padréo
utilizado (HONG-ZHUO et al., 2019).
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Ainda que o efeito sobre células plancténicas de C. albicans seja promissor, a fracao
aquosa ndo apresentou atividade contra o biofilme formado (24 h) dessa mesma linhagem. Os
dados obtidos mostram que ndo houve diminuicdo na fluorescéncia emitida pelas células do
biofilme coradas com Alamar blue™, apds tratamento com FAQ em concentragdes variando de
62,5 — 2.000 pg/mL, indicando auséncia de efeito na taxa metabolica dos fungos no biofilme,
tendo em vista que a fluorescéncia emitida pelo corante é proporcional ao metabolismo destes
micro-organimos (Fig. 7).

Figura 7. Avaliacdo da atividade da fracdo aquosa (62,5 a 2000 pg/mL) contra biofilme
formado (24 h) de Candida albicans.
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Legenda: Controle: Biofilme de 24 h sem tratamento/****p<0,05 para atividade inibitéria significativa em relacéo
ao controle.

A microscopia de fluorescéncia confirma a auséncia de inibi¢cdo do biofilme formado
pela fracdo aquosa (FAQ) nas concentracfes de 1.000 e 500 pg/mL, onde o fluoréforo marcaria
as células mortas, ja o controle positivo utilizado, Anfotericina B, apresenta células fangicas
marcadas, indicando a acdo inibitoria desse farmaco contra o biofilme formado (24 h),

conforme observado na Figura 8.
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Figura 8. Visualizacdo do biofilme de Candida albicans SC5314 por microscopia de
fluorescéncia.
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Legenda: As células mortas aparecem marcadas em verde apds tratamento com Anfotericina B.
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No entanto, levando-se em consideragdo a relevancia da formacdo do biofilme em
infeccdes persistentes e recorrentes (principalmente vaginites), testes para estudo da formacéo
inicial do biofilme, devem ser realizados. Esses testes buscariam avaliar a influéncia da FAq
nos processos iniciais de formacdo do agregado fungico, ou seja, na adesdo das leveduras a
superficie, bem como nos mecanismos intrinsecos necessarios para a formacdo do biofilme,
como a producéo de prostaglandina E, que é imprescindivel para o estabelecimento do biofilme,

caracterizando-se como um importante fator de viruléncia (MATOS et al., 2016).

O resultado deste estudo contrasta com os achados de Machado-Gongcalves et al. (2018)
gue demonstraram a atividade antibiofilme do extrato de Terminalia catappa (vale ressaltar que
o teste foi realizado em concentragdes superiores as concentracdes utilizadas aqui). Embora as
duas espécies de plantas (T. fagifolia e T. catappa) sejam ricas em compostos fendlicos que
podem contribuir para o efeito antibiofilme, a diversidade e quantidade desses compostos em
cada extrato pode explicar a presenca ou auséncia do efeito inibitorio contra o biofilme de
Candida.

Infec¢des fungicas, bacterianas, injurias e toxinas sdo estimulos que podem desencadear
processos inflamatérios no organismo (GALLO et al., 2017). Para estudar o potencial anti-
inflamatorio da fracdo aquosa (FAQ), optou-se pelo modelo de edema de pata induzido por
carragenina e as doses (0,6, 1,2 e 2,5 mg/kg) foram selecionadas ap0s estudos prévios (dados
ndo publicados) no laboratério. E importante lembrar que essa fracdo (FAq, 2000 mg/kg) é
classificada como segura (nivel 5 de seguranca), pois ndao causa toxicidade em camundongos
machos e fémeas (Nunes et al., 2014). A inflamac¢do induzida por carragenina na pata de
camundongos é caracterizada por um evento bifasico baseado na acdo de mediadores
inflamatdrios e na geracao de radicais livres, como espécies reativas de nitrogénio e oxigénio
(MOILANEN et al., 2012). Os resultados do estudo do potencial anti-inflamatério da fragéo
aquosa sdo mostrados na Figura 9.

Os dados mostrados indicam que a carragenina provoca um aumento no volume da pata
com o tempo, atingindo o pico méximo na terceira hora (0,107 £ 0,03 mL), conforme o
esperado. A partir da segunda hora, a fragcdo aquosa ja apresenta reducéo significativa do edema
de pata na dose de 1,2 mg/kg (0,028 + 0,01 mL) em relacdo ao veiculo (0,076 + 0,01, p <0,01).
Na terceira hora, todas as doses foram capazes de prevenir o aumento do volume da pata

induzido pelo agente flogistico (nas doses de 0,6 e 2,5 mg/kg, p <0,01 e na dose de 1,2 mg/kg,
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p <0,001). Também na Figura 9 é possivel observar que a dose de 1,2 mg/kg segue 0 mesmo
comportamento da indometacina (10 mg/kg) até a 32 hora.

Figura 9. Reducdo do edema de pata induzido por carragenina em camundongos pré-tratados
com fracdo aquosa - FAq (0,6, 1,2 ou 2,5 mg/kg).
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Legenda: Os resultados dos grupos tratados com a FAQ (linhas verdes) foram comparados aos grupos veiculo
(linha vermelha) e indometacina - Indo (linha preta). Cada linha representa a média + EPM. O eixo y representa a
diferenca do volume final e basal, enquanto o eixo x representa os periodos de tempo em horas. *p<0,05, ** p<0,01
e *** p<0,001 vs grupo veiculo (ANOVA two-way seguida pelo pés-teste de Tukey).

Os resultados apresentados anteriormente corroboram com os achados de Jami et al.
(2014) que demonstraram o potencial anti-inflamatorio do extrato de frutos de Terminalia
chebula em edema de pata induzido por carragenina. Assim como Talwar et al. (2011) que
relataram a atividade anti-inflamatoria do extrato aquoso de Terminalia paniculata, com efeito
na segunda e terceira hora, tal qual os resultados desta pesquisa. Os autores ainda sugerem que
o efeito anti-inflamatdrio pode se dar por inibi¢do na inflamacéo mediada pelas prostaglandinas
derivadas do &cido araquidoénico, via ativagdo das isoenzimas cicloxigenases (COX), assim
como o farmaco padrdo utilizado, indometacina, um anti-inflamatério néo esteroidal — AINE
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

Os animais tratados com a FAQ apresentaram percentual de inibicdo da inflamacao
semelhante a droga padré@o (indometacina) até a terceira hora, na dose de 1,2 mg/kg (Fig. 9),

momento em que o pico de inflamag&o ocorre e o efeito pode ser melhor observado (KHEDIR
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et al., 2016). Cabe salientar que a partir da segunda hora, todas as doses testadas mostraram
inibic&o significativa do processo inflamatorio induzido pela carragenina (p <0,05). A literatura
mostra que o extrato de Terminalia bellerica apresentou potencial anti-inflamatério em modelo
de edema de pata induzido por carragenina, com percentual de inibicdo da inflamacao

semelhante aos resultados desse estudo na terceira hora (CHAUHAN et al., 2018).

Figura 10. Percentual de inibicdo da inflamacdo pela fracdo aquosa - FAq (0,6, 1,2 ou 2,5
ma/kg).
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Legenda: Inibicdo da inflamacdo pela fracdo aquosa (FAQ) em diferentes doses ou Indometacina (Indo), em
comparacdo com os grupos veiculo (CG) por hora (1-4 h). As barras representam as médiastEPM. *p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001 and **** p<0,0001 vs grupo veiculo (ANOVA two-way seguido pelo pés-teste de Tukey).

A carragenina também foi utilizada para induzir peritonite com subsequente
quantificacdo do malondialdeido (MDA), que reflete a peroxidacdo lipidica derivada do
estresse oxidativo (KHEDIR et al., 2016), tendo em vista que os lipideos de membrana séo o
primeiro alvo das espécies reativas de oxigénio geradas. De acordo com os resultados, a fracdo
aquosa (1,2 mg/kg) promoveu uma diminuicao significativa (p <0,001) nas concentracdes de
MDA (Fig. 11), indicando um efeito protetor contra a geragdo de radicais livres que pode
culminar na reducéo da inflamacéo (SILVA et al., 2013). O resultado observado corrobora com
o resultado apresentado pelo extrato hidroalcodlico de T. chebula que também foi capaz de
reduzir os niveis de MDA em ratos, ap6s inducéo de peritonite por carragenina (melhor dose,
onde os niveis assemelham-se aos niveis basais, de 250 mg/kg), os autores afirmam que o
resultado de inibicdo de MDA somado ao resultado de diminui¢do do edema de pata provocado
por carragenina, aumentam a probabilidade de interferéncia na sintese das prostaglandinas pelo

extrato, 0 mesmo pode ser inferido para este estudo (BAG et al., 2013).



Araiijo, A. R, (2019) 66

Figura 11. Concentracdo de MDA peritoneal depois do tratamento com a fragdo aquosa - FA(Q
(1,2 mg/kg).
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Legenda: Pré-tratamento com a fracdo aquosa (FAQ, 1,2 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou veiculo. Carragenina
(500 pg/cavidade) foi injetada 30 minutos depois dos tratamentos. Valores sdo expressos com médiatEPM. ***
p<0,001 vs grupo veiculo com carragenina i.p., e ### p<0,001 vs grupo veiculo com carragenina (ANOVA one-
way seguido pelo pds-teste de Tukey).

Conforme abordado anteriormente, o grupo FAQ (1,2 mg/kg) manteve a concentragao
de MDA (1,00 + 0,09 nmol/mL) semelhante ao grupo veiculo sem carragenina (1,24 + 0,1
nmol/mL), ou seja, manteve os niveis basais de MDA. Comparando-se o grupo FAQ ao grupo
veiculo com carragenina, que apresentou um aumento significativo (p <0,001) nos niveis de
MDA (2,48 £+ 0,14 nmol/mL), percebe-se que ha diferenca significativa entre eles. Nesse teste,
o resultado para o grupo tratado com a FA(Q foi semelhante ao grupo tratado com indometacina.

A concentracdo média de MDA ¢€ vista na Tabela 4.

Tabela 4. Niveis de malondialdeido - MDA (nmol/mL) nos diferentes grupos estudados (média
+ EPM).

Veiculo Veiculo FAQ Indometacina
Grupos (1,2 mg/kg) (10 mg/kg)
Carragenina (500 pg/cavidade)

Niveis de 1.24+010 248+0.14 1.00 +0.09 1.48 +0.13
MDA

Fonte: Autoria prépria
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Outro teste realizado para investigacdo do potencial anti-inflamatério da fragdo aquosa
(FAQ) foi a indugdo de neuroinflamacdo por lipopolissacarideo (LPS). Neste teste, as células
microgliais sdo induzidas a um processo inflamatorio e sao pré-incubadas ou ndo com FAQ, em
seguida as células vivas sdo monitoradas por microscopia. Os resultados mostraram que a fragdo
aquosa (125 pg/mL) foi capaz de inibir a producdo de fator nuclear kappa B (NF-kB) pelas
células microgliais (Fig. 12). Em relagdo ao do grupo LPS, observa-se uma reducgdo nos niveis
de inibidor da via do NF-kB em comparagéo ao controle (CT), o que indica um aumento na
atividade do NF-kB. Enquanto nas células tratadas com FAQ, observa-se atenuacao significativa
(p<0,001) do efeito prévio, ou seja, o pré-tratamento com FAq (125 pg/mL) permitiu a
manutencédo da inibicéo da atividade de NF-kB nos niveis basais, ap6s a indugdo com LPS. Este
resultado indica um bloqueio do efeito do LPS na ativacdo do NF-kB, que pode estar associado

a um efeito anti-inflamatorio promovido pela FAq (Fig. 12 B).

Figura 12. Niveis celulares do inibidor da via do NF-kB em células microgliais, tratadas ou
néo-tratadas com a fracdo aquosa - FAQ.
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Legenda: (A) Culturas de células microgliais expressando biosensor do inibidor da via do NF-kB. (B)
Quantificacdo do efeito do inibidor da via do NF-kB na presenca ou auséncia de LPS em células microgliais. ***
p<0,001 vs controle (CT) e ### p<0,001vs grupo LPS.

O ensaio de neuroinflamacdo em células microgliais, enfocando a inibigdo do NF-«B, ¢
um modelo adequado para o estudo do potencial anti-inflamatério de compostos bioativos, uma

vez que a producdo celular de muitos marcadores pro-inflamatdrios estd envolvida com a



Araiijo, A. R, (2019) 68

ativagdo desse fator de transcricdo (NF-kB) (KHASNAVIS et al., 2012; SHIH et al., 2015).
Dessa forma, o resultado demonstrado nesse estudo pode indicar um efeito neuroprotetor da
FAq derivada de T. fagifolia, considerando que a inducdo de NF-kB leva a um aumento na
producdo de mediadores inflamatérios e consequente agravamento de doencas
neurodegenerativas (KALTSCHMIDT; KALTSCHMIDT, 2009). Em estudos similares,
Rahimi et al. (2018) demonstraram o efeito neuroprotetor do extrato hidroetandlico de
Terminalia chebula apds inflamacéo induzida por LPS em células de microglias, corroborando

com os achados desta pesquisa.

A ativacdo de NF-kB também esta relacionada com o agravamento do estresse oxidativo
e este, por sua vez, também pode modular a ativacdo da via do NF-kB, de maneira que
compostos com atividade antioxidante tem capacidade para reparar danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio e modular a sinalizagdo celular (MORGAN; LIU, 2011,
LINGAPPAN, 2018). Nunes et al. (2014) mostraram que a fracdo aquosa do extrato etanélico
tem capacidade para sequestrar radicais DPPH e ABTS, assim como neste estudo (Tabela 5).
Além desses testes antioxidantes, realizou-se também ensaios para verificacdo da reducdo do
ferro (FRAP) e para determinacgéo da capacidade de absor¢éo do radical oxigénio (ORAC). A
fracdo agquosa mostrou boa capacidade antioxidante em todas as metodologias in vitro utilizadas
(de acordo com a Tabela 5), fato que pode ser atribuido a presenca de compostos fendlicos e
flavonoides na FAQ (Nunes et al., 2014). Estes resultados também estdo de acordo com o
potencial antioxidante demonstrado por Ayres et al. (2009) para o extrato das folhas de T.
fagifolia e para o extrato rico em polifenois de T. chebula (SAHA; VERMA, 2016).

Tabela 5. Ensaios para determinacdo da capacidade antioxidante da fracdo aquosa — FAQ.

Testes FAQ
ABTS* (LgEAA/ML) 83t1
DPPH (ugET/mL) 240+2
FRAP (LgEAA/mL) 873+15
ORAC (mmolET/gEXxt) 9.8+0.9

Fonte: Autoria propria

Os resultados antioxidantes de FRAP e ORAC para a fracdo aquosa de T. fagifolia sdo
inéditos e relevantes para consolidacdo dos dados publicados até 0 momento. Dentre os testes

realizados, o ensaio de ORAC tem uma melhor correlagdo com resultados in vivo, sendo
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amplamente aceito para medir a capacidade antioxidante total de amostras bioldgicas e
alimentares, por estar relacionado a medicdo de um radical biologicamente relevante. Além
disso, os dois testes citados apresentam boa correlacdo entre si (THAIPONG et al., 2006;
SAENZ et al., 2009). Estes resultados corroboram com o efeito demonstrado no ensaio de
peritonite (in vivo), onde foi demonstrado um possivel efeito antioxidante da frag&o, relacionado
a diminuicdo dos niveis de malondialdeido (MDA), ap6s a administracdo do agente flogistico

(carragenina).

Apo6s os estudos para verificacdo do potencial antifingico, anti-inflamatério e
antioxidante da fracdo aquosa, foram realizados protocolos para analisar a toxicidade desta
fracdo. A hemocompatibilidade da fracdo aquosa - FAqQ foi avaliada utilizando eritrocitos
humanos. Neste teste, concentragdes < 500 pg/mL ndo causaram nenhum dano aos globulos
vermelhos (Fig. 13), similar a solucdo salina (0,85%), controle positivo e ao resultado
encontrado por Bag et al. (2013) para o extrato hidroalcodlico de T. chebula (50 — 500 pg/mL).
Estes autores afirmam que a hemocompatibilidade também pode ser associada a atividade anti-
inflamatoria in vitro de produtos naturais, tendo em vista a semelhanga das membranas dos
eritrécitos com membranas lisossomais. A auséncia de dano pode evitar a liberacao de enzimas
relacionadas ao processo inflamatério agudo e crénico (KOTA; SHARMA; TAHASHILDAR,
2018).

Figura 13. Avaliacdo da viabilidade de eritrocitos tratados com a fracdo aquosa — Fag.
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Legenda: Controle: Solucéo salina a 0,85%.
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Além do estudo in vitro com eritrdcitos, larvas de Galleria mellonella foram tratadas
com a FAq em diferentes doses (1,25; 2,5 e 5,0 mg/kg) ou PBS e observadas por sete dias, para
avaliacdo da toxicidade em um modelo in vivo. Apds esse tempo, a curva de sobrevivéncia foi
construida (Fig. 14). A FAqg administrada em doses de at¢é 5 mg/kg ndo reduziu
significativamente a sobrevida das larvas em comparagdo ao controle (larvas tratadas com
PBS). Todas as larvas do grupo controle (com PBS) sobreviveram (100%), enquanto as doses
de 1,25, 2,5 e 50 mg/kg apresentaram 81,25%, 75% e 81,25% de sobrevivéncia,

respectivamente.

Figura 14. Curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella tratada com PBS ou fragdo aquosa
(5,0; 2,5 ou 1,2 mg/kg) apos sete dias de observacao.
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Legenda: Controle: PBS (linha preta), fracdo aquosa (linhas coloridas).

Em modelos in vitro (viabilidade de eritrocitos) e in vivo (toxicidade em Galleria
mellonella), a fracdo aquosa - FAQ apresentou baixa toxicidade. A viabilidade dos eritrocitos
na presenca de novos compostos deve ser testada, levando-se em conta a possibilidade de esses
compostos cairem na corrente sanguinea e causarem danos as células vermelhas. O dano,
geralmente, ocorre na membrana dos eritrocitos, provocando sua disrup¢do com liberagdo do
contetdo de hemoglobina. Esse dano na membrana pode ser causado pela geracéo de radicais
livres (SINGH; RAJINI, 2008), portanto a baixa toxicidade da FAq neste modelo pode ser
explicada pelo seu potencial antioxidante demonstrado anteriormente e devido a rica

composi¢cdo em flavonoides e compostos fendlicos (NUNES et al., 2014). Neste contexto,
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Hebbani, Reddy e Nallanchakravarthula (2014) mostraram o efeito anti-hemolitico do extrato

aquoso de Terminalia arjuna, que foi atribuido ao seu potencial antioxidante.

A avaliacdo da toxicidade in vivo em larvas de Galleria melonella € um modelo
alternativo rapido e econdmico em comparacdo com modelos de mamiferos, além disso a
viabilidade da larva pode ser observada facilmente por auséncia de movimento e melanizacéo
devido a toxicidade (DESBOIS; COOTE, 2012). Este modelo é frequentemente utilizado para
avaliar produtos direcionados para aplicagdo como antimicrobiano, considerando que a larva
possui semelhancgas com o sistema imune inato de mamiferos (GLAVIS-BLOOM et al., 2012;
SCORZONI et al., 2013; GU et al., 2018; PARTHUISOT et al., 2018).

Além disso, Altincicek e cols. (2008) identificaram uma metaloproteinase em G.
mellonela com papel na imunidade inata, que pode ser induzida por LPS e tem alta similaridade
com metaloproteinases humanas que estdo envolvidas na resposta a feridas e processos
inflamatorios. Assim, o resultado encontrado neste estudo em larvas G. mellonella pode ser
utilizado como um indicador para o uso seguro da fracdo aquosa de T. fagifolia no tratamento
de doencgas humanas, a baixa toxicidade encontrada aqui estd de acordo com os achados de
Nunes et al. al. (2014). Os autores afirmam que esta fracdo se enquadra no nivel 5 de seguranca,
de acordo com “United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labeling of

Chemicals”.

Em virtude do qudo promissora a fracdo aquosa — FA(Q se mostrou, € de grande interesse
a elucidagdo do seu constituinte majoritario. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
é uma técnica versatil e amplamente utilizada para o isolamento de produtos naturais, devido
ao seu adequado poder de resolucdo para processamento das amostras, tanto em escala analitica
qguanto preparativa (CANNELL, 1998; SASIDHARAN et al.,, 2011). Pela metodologia
utilizada, voltada para identificacdo de flavonoides e compostos fendlicos, é possivel observar
o perfil fitoquimico do extrato etandlico - EEt, bem como da fracdo aquosa - FAQ. A partir dos
cromatogramas mostrados nas Figuras 15 e 16 podemos observar 0s picos e seus respectivos
tempos de retengdo (Tr) que correspondem aos constituintes presentes no EEt e na FAQ, de
acordo com a interacdo deles com a coluna (fase estacionaria) e os solventes (fase mdvel)

utilizados.

O cromatograma do EEt (Fig. 15) mostra os picos majoritarios com 0s seguintes

Tempos de retengéo: Tr= 22,48 min e Tr = 24,47 min, todos com intensidade acima de 900
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mAU. Para a FAQ a analise cromatogréafica revelou dois picos majoritarios com Tr iguais a
23,12 e 26,46 minutos, ambos com intensidade maior que 500 mAU (Fig. 16).

Figura 15. Cromatograma do Extrato Etandlico (EEt) de T. fagifolia no A=254 nm, mostrando
o0 tempo de retencao dos picos majoritarios.
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Figura 16. Cromatograma da Fracdo Aquosa (FAQ) do EEt de T. fagifolia no A=254nm,
mostrando o tempo de retencdo dos picos majoritarios.
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A partir da Figura 16, observa-se que a fracdo aquosa possui dois picos que se destacam
dentre os outros, ao contrario do extrato etanolico que possui, pelo menos, quatro picos com

absorbancia acima de 500 mAu. Portanto, o fracionamento mostrou-se efetivo a medida que
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permitiu a predominancia de dois constituintes em detrimento daqueles observados no extrato
(Fig. 15).

A Figura 17 apresenta os cromatogramas da fracdo aquosa e do extrato etanolico
sobrepostos. Por meio dela, podemos observar que os principais constituintes da fracdo aquosa
estéo presentes no extrato etandlico. Considerando-se um leve atraso no cromatograma da FAQ
(evidenciado pelo atraso no pico do solvente de Tr ~ 6 min no cromatograma do EEte Tr ~ 7
min no cromatograma de FAQ), supde-se que 0 pico com Tr=23,12 da FAQ seja 0 mesmo
constituinte majoritario do Extrato etandlico com Tr=22,48 e que 0 constituinte majoritario da
FAQ (Tr=26,46 min) seja 0 mesmo constituinte presente no EEt com Tr~25 min, no entanto

esta substancia encontra-se mais concentrada na fragdo aquosa do que no seu extrato de origem.

Figura 17. Cromatogramas sobrepostos da Fracdo Aquosa (vermelho) e do EEt (verde) de T.
fagifolia no A=254nm.
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Legenda: As setas pretas representam os constituintes do EEt que podem ser os constituintes majoritarios da FAq
(setas vermelhas).

Para validagdo do método utilizado, optou-se por usar a Mangiferina (Sigma-Aldrich),
substancia que se encontra presente na casca do caule de Mangifera indica L., popularmente
conhecida como mangueira (LUO et al, 2012). O padrdo de xantona utilizado apresentou um
pico majoritario no Tr = 23,34 min. A Figura 18 mostra que o0 pico da Mangiferina possui um
tempo de retencdo semelhante a alguns picos encontrados nos cromatogramas anteriores,
sugerindo que essas moléculas tém polaridade semelhante a Mangiferina. Além disso, esse

resultado demonstra que o método utilizado foi adequado para essa classe de metabolitos
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secundarios, ainda que a mangiferina ndo esteja presente na fracdo aquosa que é o foco deste

estudo.

Figura 18. Cromatograma da Mangiferina no A=254nm, mostrando o tempo de reten¢do do

pico majoritario.
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Ap0s a obtengdo dos cromatogramas e separacao eficaz das moléculas, o constituinte
majoritario da fragdo aquosa foi coletado e seco. Apds secagem do mesmo, percebeu-se que se
tratava de um composto solivel em DMSO, em etanol e 4gua ou metanol e agua. Essas

caracteristicas sdo compativeis com aquelas citadas para compostos fendlicos, que sdo
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metabolitos secundarios polifendlicos, derivados do acido chiquimico (Fig. 19).

Figura 19. Biossintese de compostos fenolicos, flavonoides e acidos benzoicos, a partir do

Acido Chiquimico.
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Adaptado de Ansari & Misra (2007).
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De posse da molécula isolada, buscou-se analisar, por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (CL-EM), o peso molecular da amostra e da Mangiferina, usada como
padrdo para validagdo da metodologia empregada. A CL-EM também é uma técnica
rotineiramente usada para a analise de constituintes de extratos de plantas. Esta técnica fornece
informagdes importantes para a elucidacao estrutural dos compostos quando o padrdo ndo esta
disponivel, ou quando a molécula é desconhecida (SASIDHARAN et al., 2011; YE et al., 2007).

O espectro apds a ionizacdo positiva da substancia majoritaria da FAq de T. fagifolia,
com Tr = 26,46 minutos (Pico 2), mostra um ion parental 448.9 m/z, conforme pode ser

observado na Figura 20.

Figura 20. Espectro de massas do constituinte majoritario com Tr = 26,46 min da FAq de T.
fagifolia, obtido ap6s Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM).
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Conforme pode ser observado na figura acima, o espectro m/z do isolado é diferente do
pico encontrado para Mangiferina (Fig. 21), que corrobora com a literatura (422.9 m/z) (Fig.
22).

Figura 21. Estrutura quimica da Mangiferina.
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Fonte: PUBCHEM (2018).
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Figura 22. Espectro de massas da Mangiferina, obtido apds Cromatografia Liquida Acoplada
a Espectrometria de Massas (CL-EM).
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Para completa elucidacdo da estrutura do constituinte da fracdo aquosa, buscou-se

analisar, por RMN, a substancia coletada. Apds a obtencdo dos dados de RMN (Tabela 6) o

constituinte isolado foi identificado como um composto fendlico, derivado do acido elagico,

eschweilenol C (Fig. 23). De posse desse resultado, pode-se observar que ha similaridade

estrutural entre a molécula identificada a partir da FAq e a mangiferina utilizada como padréo,

0 que pode explicar a proximidade dos tempos de retencdo observados por cromatografia.

Apesar de pertencerem a classes diferentes as duas moléculas sdo derivadas da via do acido
Chiquimico (fig. 19).

Figura 23. Estrutura quimica do eschweilenol C.

Fonte: Autoria propria.
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Os principais dados encontrados pela analise de *H RMN foram dois singletos (5 7,75 e
7,49) na regido aromatica, juntamente com um sinal de dubleto metilico (8 1,14), enquanto o
espectro de 3C apresentou 20 sinais de carbono com duas unidades de 7-carbono, indicando o
esqueleto do &cido elagico de acordo com Yang et al. (1998). Além disso, os deslocamentos
quimicos de *C do residuo de agtcar, § 100,1, 69,7, 70,0, 71,6, 69,8 e 17,7 (C-1" para C-6")
foram observados e se assemelharam aos sinais correspondentes de uma ramnose glicosidica 1-

substituida, conform pode ser visto na Tabela 6.

Tabela 6. Dados da espectroscopia de RMN.

Posicdo &'H Mult 8%3C 13C HMBC
fragmento

1 11445 C

2 136.30 C

3 14115 C

4 146.30 C

5 775 s 111.55 CH 141.15 (3), 146.31(4), 114.45 (1),
111.71(1"), 107.41(6), 136.30(2),
158.99(7)

6 10741 C

7 15899 C

1 11171 C

2 136.66 C

3 139.72 C

4 14868 C

5 749 s 110.19 CH 136.66(27), 139.72(3"), 114.45(1),
111.71(1°), 148.68(4°), 107.94(6"),
158.84(7)

6 10794 C

7 15884 C

17 546  “g” 100.12 CH 146.31(4), 69.80(5""), 69.76(2")

27 400 «“d” 69.76 CH 71.67(47),

37 3.85 dd 70.03 CH 71.67(47), 69.76(2"")

4 333 dd 71.67 CH 69.80(5"), 69.76(2""), 17.72(6"")

57 3.57 ddq 69.80 CH 70.03(37), 17.72(6™")

6" 114 d 17.72 CHs 71.67(4"), 69.80(5")

Fonte: Autoria propria.

Apbs a analise de RMN, o material recuperado foi novamente analisado por
espectrometria de massas e apresentou um ion 449 m/z semelhante ao resultado demonstrado
anteriormente. Apos a fragmentagdo desse ion, o espectro MS? apresentou um ion 303 m/z,
caracteristico do Eschweilenol C apds perder a ramnose (CsH1004) que possui 146 Da,
exatamente a diferenca entre os dois ions. Portanto, corrobora com os dados de RMN que

apontam para um acido elagico deoxihexosideo (eschweilenol C).
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Neves et al. (2018) afirmam que a ramnose € a Unica desoxihexose descrita na literatura
como um agente glicosilante do &cido elagico, corroborando com nossos achados. Os dados de
RMN foram comparados com os da literatura, onde os deslocamentos quimicos e as correlacdes
de HMBC confirmaram a identidade da molécula (YANG et al., 1998; LI et al., 1999; ASAMI
et al., 2003). O eschweilenol C (&cido 4-O- (a-ramnopiranosil) elagico) ndo € um derivado do
acido eldgico muito comum em plantas do género Terminalia e foi relatado apenas por
Yamauchi et al (2016) no extrato metanolico da casca de Terminalia brownii (no Sudao) e por
Kim et al. (2018) no extrato metanolico da fruta de Terminalia chebula, coletada na Coréia do
Sul.

Em termos de atividade bioldgica descrita, esta biomolécula possui fraca atividade
contra o crescimento de Saccharomyces cerevisae, potencial citotdxico contra células tumorais
(P388, K562, B16, HeLa e KB) e é um inibidor enzimético da protease do HIV-1,
glicosiltransferase bacteriana e acetilcolinesterase (YANG et al., 1998; ASAMI et al. al., 2003;
KUSPRADINI et al., 2007; KIM et al., 2018). Neste contexto, Teodoro et al. (2015) reportaram
a atividade do extrato de Buchenavia tomentosa contra leveduras do género Candida. Esta
espécie pertence ao género Combretaceae, assim como a T. fagifolia, e também possui em sua
composicdo o derivado do acido elagico, eschweilenol C. Semelhante ao resultado reportado

anteriormente neste estudo.

Realizou-se, entdo, o estudo tedrico do eschweilenol C em comparacdo com a
indometacina (droga padréo de anti-inflamatdrio), para verificar a similaridade entre elas. Para
aprimorar o conhecimento acerca desse bioativo, abordagens tedricas para verificacdo do

potencial antioxidante desta molécula também foram realizadas.

A Figura 24 apresenta os Indices de Fukui Condensados sobre os Atomos (IFCAS)
estimados para as moléculas eschweilenol C e indometacina, onde a reatividade ¢ classificada
de azul (mais baixa) a vermelha (mais alta), seguindo uma escala de cores RGB. Em geral, as
reatividades moleculares de ambos 0os compostos séo bastante semelhantes: i) maior reatividade
em relacéo aos nucleodfilos (f +) e radicais livres (f0) nos atomos de oxigénio mais externos; ii)

maior reatividade para eletréfilos (f-) nas regides internas dos anéis ressonantes.

Do ponto de vista geométrico, é possivel inferir que os efeitos de impedimento estérico
séo reduzidos no eschweilenol C em relagdo ao composto comercial, 0 que poderia supor uma

melhora na atividade biologica dessa molécula, no entanto, estudos experimentais com a
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molécula precisam ser desenvolvildos para explorar o seu potencial bioldgico e confirmar essa

Suposigao.

Figura 24. Representacdo molecular (3D) do Eschweilenol C e da Indometacina e IFCAS para
reacOes em direcdo a nucledfilos (), eletrofilos (f) e radicais livres ().

Composto Estrutura £ f f

Eschweilenol
C

Indometacina

Legenda: Esquema de cores: cinza (Carboho), vermelho (Oxigénio) e branco (Hidrogénio). De vermelho a verde:
locais de maior reatividade e azul: locais de menor reatividade.

A semelhanca eletrdnica entre os compostos foi confirmada considerando a posicéo
relativa dos orbitais de fronteira (analise de HOMO - onde a molécula tem maior capacidade
de doar elétrons e LUMO - onde a molécula tem menos resisténcia para aceitar elétrons) (Fi.
25 a/b). Na Figura 25 b é possivel observar que o comportamento do eschweilenol C é similar
ao da indomentacina e da vitamina A, funcionando melhor como aceptor de elétrons do que

como doador.

Figura 25. Caracteristicas acerca do carater doador/receptor de elétrons do Eschweilenol C.
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Legenda: a) Alinhamento dos niveis de HOMO e LUMO espécies quimicas Eschweilenol C e Indometacina.b)
Razdao de doacédo/aceitagdo de elétrons comparada a valores da literatura.
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O local de maciez quimica, observado entre eles e com relacéo as espécies H.O2, OH" e
HOO" (Fig. 26), sugere que eschweilenol C e indometacina tém mecanismos de desativacdo
antiradical semelhantes, no que diz respeito a atividade antioxidante e o sequestro de radicais

livres.

Figura 26. Local de maciez em relacédo a reatividade com radicais para eschweilenol C.
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Legenda: eschweilenol C (esquerda) e indometacina (direita). As Gltimas colunas mostram a atividade dos radicais
H202 OH- e HOO- para comparagao.

Em resumo, os célculos de Teoria do funcional de densidade (DFT) sugerem que o
composto majoritario da FAqQ (eschweilenol C) apresenta mecanismos anti-radicais livres
semelhantes aos do composto comercial, indometacina, conforme mencionado antes. No
entanto, espera-se uma melhora nas atividades biolégicas principalmente devido a auséncia de
efeitos de impedimento em eschweilenol C. Como pode ser observado, estes resultados tedricos
dao suporte a atividade anti-inflamatoria da FAQ, dada a similaridade estrutural e quimica do
seu constituinte majoritario com a indometacina, corroborando com o comportamento
semelhante nos estudos in vivo. O mesmo pode ser inferido para a atividade antioxidante da
FA(q, tendo em vista que este constituinte € bastante presente na fracdo estudada.

Além do eschweilenol C (constituinte majoritéario) identificado neste estudo, Nunes et
al. (2014) relataram a provavel presenca de epicatequina, como sendo 0 segundo composto mais
abundante na fragdo aquosa (FAQ) do extrato etandlico de T. fagifolia. A epicatequina também
¢ uma molécula antioxidante e ja possui diversas propriedades bioldgicas relatadas
(BERNATOVA, 2018; SHAY et al., 2015).

Sabendo-se da riqueza da FAg em moléculas bioativas, buscou-se realizar a sintese
verde de nanoparticulas de prata (AgNPs). Para efeito de comparacéo, e aproveitamento do

potencial quimico, outros extratos e fragdes de T. fagifolia também foram utilizados.



Araiijo, A. R, (2019) 81

Todos os extratos e fracdes utilizados foram capazes de reduzir a prata (Ag®) e formar
nanoparticulas. As AgNPs sintetizadas foram denominadas conforme a Tabela 7 e

caracterizadas pelos protocolos descritos na secdo Material e métodos.

Tabela 7. Denominacdo utilizada para as nanoparticulas sintetizadas.

Extrato ou fracédo precursora Sigla utilizada
Extrato etandlico de T. fagifolia AgNPEEt
Extrato hidroalcoolico de T. fagifolia AgNPEHa
Fracdo aquosa do extrato etanolico de T. AgNPFAQ
fagifolia
Fracdo hidroalcodlica do extrato etanolico de AgNPFHa
T. fagifolia

Fonte: Autoria prépria.

A formacgéo das AgNPs foi monitorada e confirmada pela alteragéo de cor na mistura de
reacdo e analise por espectroscopia na regido do UV-vis, na qual observa-se a presenca de
bandas de ressonancia plasmonica de superficie na regido de 350 e 500 nm (ROY; BARIK,
2010; SALEM et al., 2016). A Figura 27 mostra uma ilustracdo esquematica da sintese das
AgNPs, bem como a aparéncia da solucdo de nanoparticulas sintetizada (Fig. 27 A). O espectro
de UV-vis (Fig. 27 B) mostra banda em torno de 365 nm para todas as AgNP formadas,
semelhante a encontrada por Rasheed et al. (2018) ao sintetizar nanoparticulas de prata com
Cefixime e a relatada na literatura para AgNPs sintetizadas com citrato (MULVANEY, 1996).

Kumar et al. (2012), Edison e Sethuraman (2012) e Dwivedi (2013) sintetizaram
nanoparticulas de prata com extrato Terminalia chebula tanto para fins bioldgicos, como para
atividade catalitica e reducéo de corantes. Ankamwar (2011) e Devadiga, Shetty e Saidutta
(2017) realizaram sintese verde de nanoparticulas de prata usando folhas de Terminalia cattapa,
enquanto Shah, Patil e Sharma (2014) utilizaram o extrato da raiz de T. tomentosa. El-Rafie e
Hamed (2014) sintetizaram AgNPs com atividade antioxidante e anti-inflamatoria utilizando
estrato de varias espécies de Terminalia (T. catappa, T. mellueri, T. bentazoe e T. bellerica). O

extrato de T. arjuna também foi utilizado para sintese verde de nanoparticulas de prata para
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aplicacdes biologicas (AHMED; IKRAM, 2015), demonstrando o potencial de plantas do

género Terminalia para sintese verde de nanoparticulas de prata, assim como nesse estudo.

Figura 27. Figura esquematica da sintese verde das AgNPs (A) e espectros de UV-vis das
solugdes de AgNPs (B).
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Legenda: AgNPEEt — AgNps sintetizadas com extrato etanélico de T. fagifolia. AQNPEHa — AgNPs sintetizadas
com extrato hidroalcodlico de T. fagifolia. AQNPFAg — AgNPs sintetizadas com a fracdo aquosa do extrato
etanolico de T. fagifolia. AgNPFHa — AgNPs sintetizadas com a fragdo hidroalcodlica do extrato etandlico de T.
fagifolia.

Ao observar o espectro de UV-vis, verifica-se que as bandas se apresentam
relativamente largas, o que pode representar um conjunto de nanoparticulas polidispersas, como
pode ser visto na Tabela 8, que mostra o indice de polidispersdo (PDI) das AgNPs, determinado
pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) (ANURADHA; SUNDAR; RAMANA,
2014). O tamanho hidrodinamico médio das particulas medido por DLS variou de 66,22 + 3,65
nm a 110,57+2,17 nm, valores para AgNPEEt e AgNPFHa, respectivamente. O PDI das
nanoparticulas variou de 0,41+0,01 a 0,57+0,07, valores que podem caracterizar amostras
polidispersas e que corroboram com a banda larga apresentada pela analise de UV-vis. No
entanto, é um resultado comum para nanoparticulas de prata polidispersas analisadas por DLS
devido a limitacOes técnicas para este tipo de amostra (EATON et al., 2017). O mesmo
comportamento polidisperso pode ser observado para nanoparticulas de prata sintetizadas com
extrato de T. arjuna (AHMED; IKRAM, 2015)

O potencial Zeta foi negativo para todas as nanoparticulas e os valores encontrados
ficaram entre -27 e -23,5 mV, estes valores podem indicar a estabilidade coloidal do sistema

por forte forga repulsiva entre as particulas carregadas negativamente e estdo de acordo com o
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reportado por Edison e Sethuraman (2012) para AgNPs de T. chebula (SALOPEK; KRASI,
FILIPOVI, 1992).

Pela técnica de rastreamento de nanoparticulas - NTA também foi possivel determinar
o tamanho médio de AgNPs que variou de 110,2+1,8 nm a 157,745,7 nm. As técnicas de DLS
e NTA tém diferentes mecanismos de medicéo, fato que pode justificar as pequenas diferencgas
encontradas no resultado das analises de tamanho, além disso outros estudos também relataram
resultados diferentes entre as duas tecnicas (MACCUSPIE et al., 2011). A concentracdo de
nanoparticulas em solugio medida por NTA foi da ordem de 108 particulas/mL, assim como o
resultado relatado por Mwilu et al. (2013) ao analisarem AgNPs por NTA. Os dados
apresentados acima sé@o mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Tamanho médio das nanoparticulas de prata (AgNPs), indice de polidispersédo (PDI),
potencial Zeta e concentragdo das AgNPs.

AgNPs Tamanho Tamanho PDI Potencial Concentracgéo
meédio (nm)  médio (nm) Zeta (particles/mL)
por DLS por NTA (mV)

AgNPEHa 69,77+1,70  112,6#1,3 0,57+0,07 -26,0 14,10 x 10°+3,58 x108
AgNPEEt 66,2243,65  110,2+1,8 051+0,04 -27,0 9,99 x 10%+3,45 x 108
AgNPFAq 81,39#157 1335478 0,41+0,01  -235 19,10 x 10°+7,42 x10®
AgNPFHa 11057+2,17  157,7457 0,57+0,07 -246 9,68 x 10°+7,08 x 10°

Fonte: Autoria propria.

A distribuicao das nanoparticulas por tamanho pode ser evidenciada nos graficos abaixo
(Fig. 28), gerados a partir da analise por NTA. Percebe-se que apesar de apresentar um dos
maiores valores de indice de polidispersao (0.57+0.07) por DLS, a AgNPEHa apresentou uma
populacdo unimodal na analise por NTA. Essa discrepancia entre as técnicas pode ser explicada
pela presenca de agregados nessa amostra (ver adiante na Fig. 31 A/B) que pode limitar a
sensibilidade do DLS (EATON et al., 2017). Ja a AgNPFHa (nanoparticula de prata sintetizada
com a fracdo hidroalcodlica) apresentou 0 mesmo PDI e também se mostrou polidispersa na
analise por NTA. Pelos graficos da Figura 28 confirmam-se 0s nimeros apresentados na
Tabela 8 para o tamanho mensurado por NTA, ou seja, percebe-se uma predominancia de

nanoparticulas em torno de 100 nm.
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Figura 28. Gréficos de distribuicdo de tamanho das AgNPs a partir de analises por NTA.
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As andlises de FTIR foram realizadas para extratos, fracdes e AgNPs, visando
identificar as possiveis moléculas envolvidas na reducdo dos ions Ag* e no recobrimento das
AgNPs (Fig. 29). Os espectros mostram as bandas caracteristicas de OH (regido de 3.200-3.600
cm™?), além das bandas de compostos fendlicos presentes em derivados de T. fagifolia: bandas
em 1.600 cm™ atribuidas a C=C, em 1440-1450 cm™* devido ao estiramento de CH, em 1.100-
1.040 cm* atribuidas as vibragoes de CO de alcoois.

Ao tempo que nos espectros das AgNPs podemos observar a diminui¢do das bandas
caracteristicas dos compostos fendlicos citados acima, como a banda na regido de 1200 cm?
(CO de acidos carboxilicos, esteres e éteres), nos espectros das AgNPs ocorre 0 aparecimento
de uma intensa banda na regi&o de 1636 cm™, o que corresponde a deformacgdo de NH de aminas
primarias e 1380 cm™ que pode ser atribuida a estiramento de NO3 ou CN de amina aromatica
(Fig. 29), esse resultado é similar aos apresentados nos espectros de FTIR por Edison e
Sethuraman (2012) para nanoparticulas de prata sintetizadas com T. chebula. A anélise FTIR

confirmou que a reducédo dos ions Ag* para as nanoparticulas de prata, provavelmente, deve-se
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aos componentes presentes no material vegetal derivado de T. fagifolia (ANURADHA,
SUNDAR; RAMANA, 2014; SASIREKHA et al., 2018), assim como a analise de FTIR feita
por Ahmed e Ikram (2015) para AgNPs de T. arjuna.

Figura 29. Espectros de FTIR dos extratos, fracoes e AgNPs sintetizadas.
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Legenda: A: espectro do extrato hidroalcodlico — EHa e sua respectiva nanoparticula — AGNPEHa; B: espectro do
extrato etandlico — EEt e sua respectiva nanoparticula — AgQNPEEt; C: espectro da fragdo aquosa — FAQ e sua
respectiva nanoparticula — AgNPFAQ; D: espectro da fracdo hidroalcodlica — FHa e sua respectiva nanoparticula
— AgNPFHa.

Conforme mencionado anteriormente, T. fagifolia € uma planta rica em metabdlitos
secundarios, tais como: compostos fenolicos, taninos hidrolisaveis, flavonoides, triterpenos
glicosilados e outros compostos que podem ser oxidados em aldeidos, acidos carboxilicos,
cetonas ou flavonas, dessa forma, os ions metalicos séo reduzidos a nanoparticulas e podem
desempenhar um papel importante no recobrimento das nanoparticulas. Baseado nestas
afirmacGes, um possivel mecanismo de sintese foi proposto para as AgNPs sintetizadas e
estabilizadas com extratos e fracbes de T. fagifolia (Fig 30) (GARCEZ et al., 2006;
ANURADHA; SUNDAR; RAMANA, 2014).
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Figura 30. Mecanismo sugerido de sintese e estabilizacdo de AgNPs com extratos e fracdes de
T. fagifolia.
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Adaptado de Edison e Sethuraman (2012).

Uma vez que as AgNPs foram sintetizadas, a observacdo da morfologia dessas
nanoparticulas é de extrema importancia. A Figura 30 evidencia uma populacdo heterogénea
de nanoparticulas analisadas por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), pode-se
observar AgNPs com formato esférico (Fig. 31 B), com simetria hexagonal (Fig. 31 E/F) ou
cubos (Fig. 31 G/H), corroborando com o resultado encontrado por Ankamwar (2011) para
AgNPs de T. cattapa. As diferentes formas das AgNP sintetizadas podem explicar as bandas
largas observadas na analise por UV-vis (Fig. 27) e o PDI acima de 0,3 mostrado na Tabela 8.
Outra caracteristica perceptivel das AgNPs é que aquelas sintetizadas com as fracdes (aquosa
ou hidroalcodlica) tem um formato mais poligonal em detrimento da predominancia de
nanoparticulas esféricas sintetizadas com os extratos. Como as fracBes possuem menos
variedade de moléculas, esse fato pode ser decorrente de uma maior organizacao cristalina das
moléculas para o processo de estabilizacdo das nanoparticulas de prata.

A partir da analise de espectroscopia de dispersao de energia - EDS da AQNPFAq (Fig.
32), observa-se um forte sinal dos atomos de prata - Ag e carbono - C com % atémico de 14,5%
e 68,9%, respectivamente. A presenca de outros elementos, bem como o pico intenso de C,
pode ser causada pela existéncia de moléculas organicas derivadas dos extratos e fracdes de T.
fagilfolia ligados as nanoparticulas, j& a presenca marcante do pico de Ag indica a propriedade
cristalina das AgNPs, enquanto que o pico de oxigénio - O alinhado com o pico de Ag, pode
indicar que as AgNPs séo recobertas pelos metabdlitos secundéarios de T. fagifolia pelo atomo
de oxigénio, conforme proposto na Figura 30. A presenca intensa do cobre (Cu) é devido a
grade usada para realizacdo da microscopia (EDISON; SETHURAMAN, 2012).
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Legenda: A-B) AgNPEHa; C-D) AgNPEETt; E-F) AgNPFAQ e G-H) AgNPFHa.
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Figura 32. Analise por EDS da nanoparticula de prata sintetizada com a fracdo aquosa de T.

fagifolia (AgNPFAQ).
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O tamanho também foi calculado a partir das imagens obtidas por meio de microscopia

eletronica de transmissdo (MET). O tamanho médio das AgNPs aferido por MET variou de
20,5 = 20,21 nm a 113,10 + 101,64 nm, para AQNPEHa e AgNPFHa, respectivamente. A
AgNPEETt apresentou tamanho igual a 24,8 £ 29,47 nm e a AgNPFA(Q apresentou tamanho

médio de 30,0 + 44,60 nm (Fig. 33), semilar ao tamanho encontrado por Edison e Sethuraman

(2012) para AgNPs de T. chebula, a partir da microscopia eletronica de transmissao.

Figura 33. Histogramas de dispersao das AgNPs a partir de imagens de MET.
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Por esta técnica o tamanho médio das AgNPs foi menor que o encontrado por DLS e

NTA, no entanto era um resultado esperado, tendo em vista que as duas técnicas medem o
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didmentro hidrodindmico e ndo o tamanho real da particula. O alto desvio padrdo apresentado
demonstra a polidispersao das amostras, que pode ser observada nos histogramas gerados apos
analise por MET e nas imagens da microscopia (Fig. 31). O histograma apresentado na Figura
33 para AgNPFHa corrobora com o grafico gerado pela analise de NTA (Fig. 28), pois esta
amostra se apresenta como a mais polidispersa dentre as AgNPs sintetizadas.

Os resultados obtidos para os testes realizados para a detecc¢do do potencial antioxidante
das AgNPs sdo mostrados na Tabela 9. As nanoparticulas de prata sdo conhecidas por possuir
propriedade antioxidante (EL-RAFIE; HAMED, 2014) que corrobora com o resultado
encontrado neste estudo, dessa forma, dentre as nanoparticulas, a AgNPFAq foi a que
demonstrou a maior atividade antioxidante (111+7,3 ug equivalente de acido ascorbico/mL)
pelo ensaio de ABTS, no entanto apresentou menor sequestro do radical DPPH (210 +2 pg
equivalente de TROLOX/mL). A maior atividade antioxidante das AgNPs, provavelmente, esta
relacionada com a forma de adsorcdo das moléculas antioxidantes do extrato ou fracdo na
superficie da nanoparticula (PATIL; KUMBHAR, 2017).

Tabela 9. Atividade antioxidante das AgNPs, extratos e fragdes determinados pelos ensaios de
ABTS, DPPH e FRAP.

AgNPs/Extratos ABTS™* DPPH FRAP
(LgEAA/ML) (MLgET/mL) (LgEAA/mML)
AgNPEHa 59,4 +6,1 1170 +20 463,02 +41,78
AgNPEEt 72 £3,0 1090 +10 759,50 £23,38
AgNPFAQ 111+7,3 210 £2 412.40 +79.48
AgNPFHa 752 %11 1120+£50 481,13 +66,87
EHa 67,7 4,1 1030£10 442 56 +56,69
EEt 61,0 6,4 920+10 606,61 +24,54
FAqQ 82,8 1,2 240+2 873,14 +14,61
FHa 131,1 +15,9 1010+£90 747,11 +109,86

Fonte: Autoria propria.

O teste de DPPH baseia-se na capacidade de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
reagirem com doadores de hidrogénio, incluindo compostos fenélicos (AL-RIMAWI et al.,
2017). A AgNPEEt apresentou o melhor resultado no teste de FRAP (759.50+23.38 pg de

equivalente de acido ascorbico/mL), entre os extratos o melhor foi a FAg e FHa com
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873.14+14.61 e 747,11 £109,86 pg de equivalente de acido ascorbico/mL, respectivamente. No
entanto, esse valor caiu quase metade apos a sintese de AgNPFAQ (412,40+79,48 ug
equivalente de acido ascorbico/mL) e AgNPFHa (481,13 £66,87 ug equivalente de acido
ascorbico/mL). Provavelmente o(s) composto(s) responsavel(is) pela capacidade de reduzir o
ferro foram consumidos (ainda que parcialmente) durante a sintese das AgNPs. Nao é possivel
realizar a comparacdo das AgNPs sem extrato ou fragdo para estabiliza-la, pois, mesmo
utilizando um redutor quimico, as nanoparticulas ndo se mantém estaveis.

A literatura relata que as plantas da familia Combretaceae, principalmente do género
Terminalia, s&o ricas em compostos que promovem atividade antioxidante (ELDEEN et al.,
2006; MASOKO & ELOFF, 2007; ELOFF; KATERERE; MCGAW, 2008; AYRES et al.,
2009; LEE et al., 2017).

Para continuar a investigacdo acerca do potencial antioxidante das nanoparticulas
sintetizadas, utilizou-se a eletroquimica para complementar a caracterizacdo das AgNPs. De
fato, sendo a prata um composto eletroativo, torna-se razoavel usar técnica voltamétrica para
analisar as AgNPs como um aspecto importante da pesquisa, apesar das limitaces da técnica
(MOHAN et al., 2016). Nesse sentido, a voltametria do pulso diferencial (DPV) foi utilizada
para observar o comportamento eletroquimico das AgNPs, que pode mostrar o potencial
antioxidante, bem como o pico de oxidacdo da prata, comprovando que estava no seu estado
reduzido, caracteristico da sua forma nanoestruturada.

As medidas de voltametria foram realizadas por eletrodo de carbono impresso (SPCE)
de -0,2 V para +1 V. Na Figura 34 observa-se sinal anddico tipico em 0,0013 V, 0,0114 V, -
0,0137 V e 0,0064 V para a oxidacdo do AgNPEHa (Fig. 34/A), AgNPEEt (Fig. 34/B),
AgNPFA(q (Fig. 34/C) e AgNPFHa (Fig. 34/D), respectivamente, com uma corrente de pico
maior do que a mostrada para extratos ou fragfes precusoras.

Trés picos anddicos sdo observados a partir dos extratos, fracdes e AgNPs, mas entre 0s
trés picos, os picos anodicos mais visiveis sdo os das AgNPs, que correspondem a Ag* ap6s a
oxidacio de Ag® presente nas nanoparticulas (MOHAN et al., 2016). Nestes voltamogramas
foram observados picos anodicos entre 0,4394 e 0,5754 V que podem ser atribuidos a oxidacdo
de diferentes compostos polifendlicos, incluindo acido galico e quercetina, como mostrado na
Figura 34/E e Figura 34/F, respectivamente. Esses constituintes sdo metabolitos secundarios
comuns produzidos por diversas espécies de vegetais, inclusive pela T. fagifolia, e funcionam
como padrdo para validagéo da metodologia, que pode ser correlacionada com os dados obtidos

nesse estudo e publicados na literatura para atividade antioxidante de derivados de T. fagifolia.
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Figura 34. Voltametria de pulso diferencial para AgNPs, extratos e fracdes.
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Legenda: AgNPs (A-D/linha preta), extratos de T. fagifolia (A e B/linha azul escura), fracdes de T. fagifolia (C e

D/linha vermelha), Acido gélico (E/linha laranja) e Quercetina (F/linha verde) em 0,1 M HCI (linha azul claro) no

eletrodo.

Para explicar os resultados dos testes antioxidantes realizados neste estudo, o conteudo

de fenolicos totais (TPC) das AgNPs, extratos e fragGes, foi analisado (Fig. 35). O TPC esta
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relacionado a capacidade antioxidante mostrada anteriormente, devido estrutura quimica das
moléculas envolvidas e suas propriedades redutoras. Os compostos fendlicos possuem um anel
aromatico com um ou mais aneis hidroxilas e estdo presentes em muitas espécies vegetais.
Englobam varios metabolitos secundarios, tais como acidos fenolicos, flavonoides, lignanas,
estilbenos, cumarinas e taninos que além de possuir potencial antioxidante, formam
intermediarios relativamente estaveis em funcdo da ressonéncia do anel aromatico presente
nessas substancias (SOUSA et al, 2007; IGNAT; VOLF; POPA, 2011; ABDEL-AZIZ et al.,
2014).

A partir da Figura 35 pode-se inferir que o conteudo de fendlicos totais (TPC) em
extratos e fracdes (EHa = 470+27,09, EEt = 887,40+59,17, FAq = 826,80+33,07 e FHa =
762,50+7,40 mg equivalente de acido galico/L) diminui apos a sintese das AgNPs (AgNPEHa
= 465,99 + 18,42, AgNPEEt = 420,92+9,46, AgNPFAq = 440,99+21,91 e AgNPFHa =
887,37+59,17 mg equivalente de &cido galico/L), exceto para o extrato e a fracdo hidroalcodlica
(EHa e FHa) que permaneceu praticamente o mesmo valor. No geral, esse resultado corrobora

com os espectros obtidos nas analises de FT-IR.

Figura 35. Conteudo de fendlicos totais das AgNPs, extratos e fracdes de T. fagifolia.
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Abdel-Azziz et al. (2014) também demonstraram potencial antioxidante das
nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato vegetal e quantificaram o conteudo de
fenolicos totais, que, provavelmente, estdo envolvidos no potencial antioxidante demonstrado.
A partir dos resultados demonstrados, pode-se observar que as AgNPs possuem boa atividade

antioxidante, o que favorece a aplicacdo desses materiais na area biomédica, tendo em vista que
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a capacidade antioxidante pode diminuir o dano oxidativo provocado nas células eucaridticas e
assim, as AgNPs possam ser usadas como antimicrobianos, por exemplo (GELAIN et al., 2012;
PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2013).

Para avaliar o potencial antibacteriano, as AgNPs foram testadas contra seis estirpes
bacterianas, trés Gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. aureus MRSA e Enterococcus
faecalis) e trés Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
enterica typhimurium) com relevancia clinica devido a alta prevaléncia em infecgdes humanas
(OMS, 2018). Todas as AgNPs mostraram atividade contra bactérias Gram-positivas sensiveis
e resistentes (CIMs variando de 27 a 6,75 pgAg/mL), bem como extratos e fragdes precursoras,
corroborando com o resultado encontrado por Aradjo et al. (2015). Para bactérias Gram-
negativas, as CIMs variaram de 27 a 3,37 ugAg/mL, os extratos e fragdes precursoras ndo

apresentaram atividade inibitdria frente as linhagens Gram-negativas (Tabela 10).

Tabela 10. Valores de Concentragdes Inibitérias Minimas (CIMs) em pg/mL das AgNPs,
AgNOQO3, extratos, fracbes e antibacterianos padrdo (Controle positivo) contra as bactérias
testadas.

Linhagens AgNP EHA AgNP EEt AgNP FAq AgNP FHa AgNOs Controle
bacterianas EHa EEt FAQ FHa

Staphylococcus 13,5 250 6,75 125 135 62,5 27 125 13,5 <0,25?
aureus

ATCC 29213

Staphylococcus 13,5 125 27 125 27 62,5 13,5 125 13,5 <0,5°
aureus

ATCC 43300

(MRSA)

Enterococcus 27 125 6,75 125 27 62,5 27 125 6,75 <4,0°
faecalis

ATCC 29212

Escherichia 27 - 6,75 - 27 - 13,5 - 6,75 <0,5°¢
coli

ATCC 25922

Pseudomonas 13,5 - 3,37 - 27 - 13,5 - 3,37 <0,5°
aeruginosa

ATCC 27853

Salmonella - - 3,37 - - - 27 - 27 <0,5°¢
enterica

typhimurium

ATCC 14028

Notas: 2Oxacilina, PVancomicina e °Meropenem/ - N&o apresentou atividade nas concentraces testadas. Fonte:
Autoria propria
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Bactérias Gram-negativas apresentam um amplo espectro de mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos disponiveis, como producao de enzimas, bombas de efluxo, dentre outros.
Escherichia coli € um exemplo de bactéria que, atualmente, apresenta resisténcia aos
medicamentos mais utilizados para o tratamento de infec¢des do trato urinario, que séo 0s
antibacterianos da classe das fluoroquinolonas. Em alguns paises este tratamento tornou-se
ineficaz em mais da metade dos pacientes acometidos, nesse sentido as AgNPs podem se tornar
alternativas promissoras (REDGRAVE et al., 2014; RUPPE; WOETHER; BARBIER, 2015;
WHO, 2018).

Em geral, a AQNPEEt apresentou o melhor resultado antibacteriano, sendo que P.
aeruginosa e S. enterica Typhimurium foram as linhagens mais sensiveis com CIM = 3,37
pugAg/mL, provavelmente as AgNPs interagem melhor com os lipopolissacarideos das bactérias
Gram-negativas do que com o0s componentes externos das bactérias Gram-positivas
(SHRIVASTAVA et al., 2007). A AgNPEEt apresentou o menor tamanho médio dentre as
nanoparticulas sintetizadas (Tabela 8), o que pode ter contribuido para o marcante efeito
antibacteriano, tendo em vista que um menor tamanho aumenta a area de superficie e,

consequentemente, o contato com 0s micro-organismos.

Apesar de mostrar boa sensibilidade a AQNPEEt a bactéria Gram-negativa S. enterica
Typhimurium foi a Gnica estirpe que ndo apresentou sensibilidade a todas as AgNPs (AgNPEHa
e AgNPFAQ). A literatura mostra alguns casos de bactérias resistentes a prata, dentre as espéecies
citadas encontra-se a S. enterica Typhimurium, que foi o primeiro caso reportado de resisténcia
a prata mediada pelo gene pMG101. Geralmente, esse tipo de resisténcia € associado ao habitat
da bactéria e normalmente estd presente em bactérias ambientais (MC HUGH et al., 1975;
DURAN et al., 2016).

As bactérias do género Staphylococcus foram susceptiveis as AgNPs testadas, no
entanto a S. aureus (MRSA\) resistente a Meticilina/Oxacilina foi menos sensivel para a maioria
da nanoparticulas. A resisténcia a Meticilina é um fator adicional importante no
estabelecimento das infeccOes causadas por S. aureus, e cada vez se torna mais prevalente.
Garza-Gonzéalez e Dowzicky (2013) analisaram o perfil de susceptibilidade de 3.126 estirpes
de S. aureus isoladas de diversos espécimes clinicos de pacientes hospitalizados em paises da
America Latina no periodo de 2004 - 2010, destas 1.467 (46,9%) foram identificadas como
resistentes a Meticilina. Durante o estudo, 241 linhagens foram coletadas no Brasil, dentre elas

127 (52,7%) eram resistentes a Meticilina.
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A resisténcia aos B-lactdmicos em MRSA é conferida pela aquisicdo de um elemento
genético mdvel conhecido como cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec),
prevalente no género Staphylococcus. O SCCmec carrega 0 gene mecA que codifica para a
expressao de uma proteina modificada de 78 kDa chamada PBP-2A ou PBP-2’ (Protein Binding
Penicilin), que possui afinidade diminuida pelos B-lactamicos. Assim, a biossintese da parede
celular nas estirpes MRSA continua, ainda que na presenca de niveis considerados inibitorios
de antibioticos B-lactdmicos (CHAMBERS; DELEO, 2009; SHORE; COLEMAN, 2013;
LAWUNG et al., 2014; PATERSON et al., 2014).

As AgNPs, podem funcionar como alternativas ao aumento da resisténcia bacteriana por
atuarem por varios mecanismos de acdo, além do aumento da area de superficie, sdo eles:
ruptura da parede celular, aumento da permeabilidade da membrana, quebra da membrana
celular e perturbacdo da sintese protéica, prolongamento da fase de adaptacdo ou fase Lag, na
qual ocorre intensa sintese proteica e se da a preparacao para a fase de crescimento exponencial
ou fase Log. A liberacdo de ions Ag™ promove a interacdo destes ions com o DNA bacteriano,
provocando a fragmentacdo do DNA por intercalacéo entre as bases e quebra das ligacOes de
hidrogénio que mantém a dupla fita de DNA unida (FENG et al., 2000; SONDI; SONDI et al.,
2004; AHMED et al., 2016; KATSHURI; KATHIRAVAN; RAJENDIRAN, 2017; JUNG et
al., 2017; Ll et al., 2017).

O tratamento com AgNPs pode levar a formacdo de poros na membrana bacteriana,
aumentando a permeabilidade aos ions Ag* liberados das AgNPs, no entanto, a atividade
antibacteriana intrinseca ndo depende apenas disso. Acredita-se que as AgNPs aumentam a
quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) no ambiente celular. Além da atividade
antibacteriana evidente, as nanoparticulas tém uma grande reatividade, portanto menor
tendéncia para induzir resisténcia microbiana (HWANG et al., 2008; PARK et al., 2009;
MOGHADAM et al., 2012). Os mecanismos citados sdao mostrados na Figura 36.

O AgNOs também mostrou atividade antibacteriana contra as bactérias testadas, sendo
que em alguns casos a atividade foi melhor do que a atividade das AgNPs, como o resultado
encontrados por Li et al. (2017) em seus estudos com nanoparticulas de prata.
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Figura 36. Possiveis mecanismos para a atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata.
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Legenda: As nanoparticulas podem causar danos e penetrar na parede celular e na membrana plasmética
bacteriana, promover o aumento na geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs), liberar ions de prata (Ag+)
gue também podem interagir com a parede celular e a membrana plasmatica, inibir a replicacdo por ligagdo e
fragmentacdo do DNA bacteriano e interromper a sintese protéica. (Modificado de Durén et al. (2016)).

As alteragdes morfologicas que AgNPEEt promove em E. coli ATCC 25922 sédo
mostradas nas imagens realizadas por Microscopia de Forga Atdmica, na Figura 37. A imagem
do controle mostrou bactérias caracteristicas, em forma de bastonete (Fig. 37 A), em contraste,
apos exposicao a concentragdo sub-CIM (1/2 da CIM) de AgNPEEt (3,37 ugAg/mL) durante
24 horas, a imagem revela aumento da rugosidade da superficie celular e diminuicao da altura
das células, além de endentacBes na superficie bacteriana. Provavelmente, ocorreu danos na
parede celular e na membrana, assim, as células foram deformadas com aparente

extravasamento do conteudo citoplasmatico (Fig. 37 B).

Apos a exposigdo a 6,75 ngAg/mL de AgNPEEt (concentracédo igual a CIM) durante 24
h, a morfologia celular mudou de forma irreversivel com muitas protuberancias na superficie.
Em resumo, E. coli parece estar destruida severamente (Fig. 37 C). Estudos revelam que as
AgNPs podem desestabilizar a embrana externa, promover o colapso do potencial da membrana
plasmaética, esgotar os niveis de ATP intracelular e conduzir a formacéao de poros, culminando
na lise celular (LOK et al., 2006; PRIETO; KIAT, 2017).
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Figura 37. Imagens de MFA de Escherichia coli ATCC 25922.
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Legenda: A) E. coli ndo tratada (controle); B) E. coli tratada com a concentragdo sub-CIM (3,37 pgAg/mL) de

AgNPEEt e C) E. coli tratada com a concentragado igual a CIM da AgNPEEt (6,75 ngAg/mL).
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Para explorar melhor o potencial antimicrobiano das AgNPs, elas foram testadas contra
fungos patogénicos. O aumento da sobrevivéncia de pacientes imunocomprometidos, discutido
anteriormente, permitiu uma maior incidéncia de infeccBes fungicas, dessa forma, também
surge a necessidade do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. Assim como
algumas infeccOes bacterianas sdo causadas por micro-organismos resistentes aos antibioticos,
alguns fungos j& ndo respondem aos medicamentos antifungicos que séo projetados para mata-
los. Este fendbmeno emergente, conhecido como resisténcia antifungica, € um fator preocupante,
principalmente nos casos de infecg¢bes invasivas causadas por fungos do género Candida, um
dos principais agentes causadores de infeccGes na corrente sanguinea. Embora a maioria das
resisténcias antiflngicas ocorra em espécies de Candida sp., a resisténcia em outros tipos de
fungos, também é uma questdo emergente (ARENDRUP, 2014; MAGILL; EDWARDS;
BAMBERG, 2014; SANGLARD, 2016).

Ap0s a realizacdo dos testes, as nanoparticulas apresentaram boa atividade antifungica
com CIMs variando de 6,75 a 0,10 ugAg/mL (Tabela 11). A levedura C. krusei, reconhecido
pela resisténcia intrinseca, foi a estirpe mais sensivel a acdo das AgNPs, porém é importante
observar que os fungos filamentosos utilizados neste estudo sdo dificeis de tratar e vém se
tornando resistentes aos agentes antifungicos utilizados na préatica clinica (BEDOUT; GOMEZ;
RESTREPO, 1997; VANDEPUTTE et al., 2012; TAMURA et al., 2014).

E relatado na literatura que as nanoparticulas de prata tém atividade inibitdria contra
leveduras do género Candida sp. alterando o potencial da membrana, formando poros,
liberando o contetdo citoplasmatico, semelhante ao mecanismo de acdo das AgNPs contra
bactérias (KIM et al., 2009). Outro importante mecanismo de acdo é o aumento das espécies
reativas de oxigénio que se convertem dentro da célula fingica no oxidante forte ‘OH (radicais
hidroxila) levando a reducédo do potencial da membrana mitocondrial e a liberacéo do citocromo
¢ das mitocéndrias resultando em apoptose (HWANG et al., 2012).

Esta € a primeira vez que nanoparticulas de prata foram testadas contra F. pedrosoi,
agente etiologico da cromoblastomicose (KRZYSCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA;
PIASZCZYNSKI, 2014; CASTRO et al., 2017), no entanto, estudos com outro fungo
filamentoso revela que as AgNPs podem interferir no processo de reproducdo dos fungos e
causar mudangcas estruturais em hifas (LAMSAL et al., 2011). Ronavari et al. (2018) mostraram
em seu estudo que as nanoparticulas de prata podiam reduzir o didmetro da colbnia de
Tricophyton sp. com 30 pgAg/mL, mas ndo apresentou o mesmo efeito com 10 pg/mL, enquan
to que em nosso estudo a CIM das AgNPs para T. interdigitale foi muito menor, variando de
1,69a0,21 a pgAg/mL.
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Tabela 11. Valores de Concentragdes Inibitorias Minimas (C1Ms) de AgNPs, AgNO3, extratos,
fracdes e Itraconazol contra fungos testados em pg/mL.

Linhagens AgNP EHA AgNP EEt AgNP FAg AgNP FHa AgNOs Itraconazol
fangicas EHa EEt FAQ FHa

Candida krusei 0,21 1,9 0,10 19 0,21 3,9 0,21 3,9 0,12 0,12
ATCC 6258

Tricophyton 0,84 7,8 1,69 3,9 1,69 3,9 0,21 7,8 0,84 0,12
interdigitale

ATCC 75826

Fonsecaea 6,75 31,25 6,75 31,25 6,75 1562 6,75 31,25 27 0,5
pedrosoi

ATCC 46428

Fonte: Autoria prépria

A cromoblastomicose é uma doenca fangica polimérfica definida pela implantacao do
fungo que leva a uma hiperproliferacdo do tecido hospedeiro, combinada com a presenca de
uma fase fungica patogénica na forma de células muriformes. Esta infeccdo apresenta-se como
uma infec¢do cronica e granulomatosa da pele e tecido subcutaneo e pode apresentar infec¢éo
secundaria, responsavel pela morbidade dessa doenga, juntamente com a incapacidade da parte
do corpo afetada ou a transformacdo das células escamosas em carcinoma (DABOIT et al.,
2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Nesse estudo as AgNPs apresentaram um valor de CIM igual a 6,75 pg/mL para
Fonsecaea pedrosoi, um género que é considerado o mais comum no Brasil e tem relacionado
as infeccOes causadas por Fonsecaea spp. sdo mais dificeis de tratar do que outros géneros. No
que diz respeito a cromoblastomicose, que é uma infeccéo fungica mais prevalente, a melanina
Ihes confere um fator de viruléncia o que os torna mais resistentes do que outros fungos. A
terapia € longa e esta relacionada a baixas taxas de cura e mesmo a terapia padrdo, com
itraconazol, para esta micose mostra taxas de cura que variam de 15 a 80% (BONIFAZ;
PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004; DABOIT et al., 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Além do potencial bioldgico, o conhecimento do grau de dano nos glébulos vermelhos
apos a exposicao a nanoparticulas de prata é extremamente necessario, tendo em vista que as

AgNPs podem acessar o sistema circulatorio por vérias rotas (HUANG et al., 2016). No estudo
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da atividade hemolitica, os eritrocitos foram expostos a AgNPs (27 a 0,84 pugAg/mL) e o

resultado pode ser observado na Figura 38.

Figura 38. Percentual de hemolise induzida por AgNPs em diferentes concentragdes.
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Legenda: *** para p <0,001/* para p <0,05 e # sem significancia.

AgNPEEt foi a nanoparticula mais biocompativel entre as AgNPs testadas, apresentou
abaixo de 15% de hemolise na maior concentracdo, seguida de AgNPFAQ que apresentou cerca
de 65% de hemolise na concentragdo de 27 pgAg/mL, enquanto AgNOs, AgNPFHa e
AgNPEHa promoveram 100% de hemdélise nesta mesma concentracdo. AgNO3z na concentracdo
de 6,75 pugAg/mL promoveu cerca de 80% de hemdlise, ao contrario das AgNPs que
apresentaram percentuais < 5%, como AgNPEEt e AgNPFAQ.

Ruden et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes ao comparar a atividade
hemolitica de nanoparticulas de prata com a do AgNOs. As substancias testadas ndo foram
capazes de promover hemoélise em concentragdes < 3,37 ugAg/mL. E importante enfatizar que
AgNPEEt foi ativo contra todas as linhagens de micro-organismos utilizados em concentragdes
abaixo de 13,5 pgAg/mL, portanto, biocompativel nas concentragdes efetivas. As outras
nanoparticulas também mostraram atividade antibacteriana e antifungica em concentra¢des ndo
toxicas.

O efeito hemolitico observado promove a ruptura de eritrdcitos e a liberacdo de seu
conteddo de hemoglobina, alterando a integridade da membrana e as caracteristicas da

superficie. Tais mudancas podem ser induzidas pela liberacéo de produtos de estresse oxidativo
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apos a exposicdo a AgNPs, mas ainda ndo esta claro sobre 0 mecanismo exato que provoca 0
dano na membrana dos globulos vermelhos (MOCAN, 2013; HUANG et al., 2016).

Ap0s a andlise dos resultados obtidos para a sintese verde de nanoparticulas de prata,
pode-se inferir que o sistema sintetizado tem suas limitacdes, no entanto foi efetivo para aquilo
que foi proposto. Pode-se observar que as nanoparticulas ndo foram muito melhores que os
extratos e fragcGes em termos de atividade antibacteriana, mas o fato de ter ampliado o espectro
de acdo e inibir o crescimento tanto de bactérias Gram-positivas, como de Gram-negativas ja
traz uma enorme vantagem para aplicacdo clinica, principalmente quando ndo se sabe qual
micro-organismo estd provocando a infeccéo, além disso também apresenta atividade contra
micro-organismos resistentes. Em relacdo aos fungos estudados, as nanoparticulas também
foram ativas e podem ser utilizadas em formulagdes topicas como adjuvante na terapia de
dermatofitoses complicadas.

Além dos aspectos explorados acima, este trabalho traz uma proposta de biomaterial
que pode ser otimizado e incorporado em diversas formulagdes farmacéuticas para aplicacao

clinica, com algumas vantagens se comparado a prata (Ag®).
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A fracdo aquosa apresentou potencial antifungico, principalmente contra leveduras do
género Candida sp., mostrando resultado promissor contra Candida albicans resitente a
fluconazol.

A fracdo aquosa também foi capaz de reduzir o edema de pata na terceira hora, com
percentual de inibi¢do semelhante & indometacina, assim como a reducéo dos niveis de MDA,
demonstrando potencial anti-inflamatdrio.

No modelo de células microgliais, a fracdo aquosa inibiu o aumento de NF-kB apos
inducdo por LPS, indicando um possivel efeito protetor contra neuroinflamacao.

A fracdo aquosa apresentou excelente capacidade antioxidante.

O constituinte majoritéario da fracdo aquosa foi identificado como um derivado do &cido
elagico, eschweilenol C.

Estudos teoricos do eschweilenol C apontaram similaridades quimicas e estruturais com
indometacina, além de demonstrar o potencial antioxidante dessa molécula.

Os extratos e as fraces da casca do caule de T. fagifolia foram efetivos na sintese verde
de nanoparticulas de prata com atividade antioxidante e alto teor de compostos fendlicos.

As AgNPs apresentaram boa atividade antibacteriana e antifungica contra as linhagens
testadas, vale ressaltar que foi o primeiro relato de atividade de nanoparticulas de prata contra
Fonsecaea pedrosoi, agente etiol6gico da cromoblastomicose (doenca endémica em algumas
regides do Brasil).

As AgNPs também apresentaram baixa atividade hemolitica, em relacdo ao AgNQO3, e

podem ser alternativas promissoras para aplicacfes biomédicas.
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e Isolar maiores quantidades das substancias majoritarias da Fragdo Aquosa por meio de
CLAE.

e Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica do Eschweilenol C e estudar os
respectivos mecanismos de agéo.

e Testar os constituintes isolados quanto a sua atividade citotoxica e estudar 0s
mecanismos de acdo envolvidos.

e Otimizar a sintese verde das AgNPs e realizar o teste de viabilidade celular.
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