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ARAÚJO, A.R. Potencial biotecnológico da fração aquosa do extrato etanólico de 

Terminalia fagifolia Mart. e identificação do seu constituinte majoritário. 2019, 127f. Tese 

de Doutorado. Programa de Pós-Graduação 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 

etnofarmacológico. Em estudos anteriores, a fração aquosa do extrato etanólico de T. fagifolia 

apresentou resultados promissores no tocante à atividade antibacteriana, antibiofilme, 

citotóxica, antiulcerogênica e vasorrelaxante, sendo a fração do extrato etanólico mais ativa 

dentre aquelas testadas. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi averiguar o potencial 

biotecnológico da fração aquosa do extrato etanólico de T. fagifolia Mart., bem como isolar e 

identificar seu constituinte majoritário. A fração aquosa foi avaliada quanto ao seu potencial 

antifúngico 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 análise 

das alterações morfológicas em Candida albicans por microscopia de força atômica. O 

potencial anti-inflamatório da fração aquosa foi verificado por meio dos modelos de edema de 

pata e peritonite induzidos por carragenina em camundongos, além do modelo de 

neuroinflamação induzida por lipopolissacarídeo em células microgliais. A atividade 

antioxidante da fração aquosa foi caracterizada por ensaios in vitro, tais como sequestro dos 

radicais DPPH, ABTS, além da capacidade de redução do ferro (FRAP) e de absorção do radical 

oxigênio (ORAC). A toxicidade da fração aquosa foi testada em eritrócitos humanos e em larvas 

de Galleria mellonella. Para identificação do constituinte majoritário, o estudo fitoquímico da 

fração aquosa foi realizado por meio de cromatografia líquida de alta eficiência, cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas e ressonância magnética nuclear. As características 

do mecanismo de ativação da molécula foram estudadas usando simulações computacionais de 

química quântica. O extrato etanólico e a fração aquosa de T. fagifolia foram utilizados para 

síntese verde de nanopartículas de prata (AgNPs), que foram caracterizadas por espectroscopia 

do ultra-violeta ao visível, infra-vermelho com transformada de Fourier, análise de 

rastreamento de nanopartículas, microscopia eletrônica de transmissão acoplada a 

espectroscopia por dispersão de energia e voltametria cíclica. Uma vez caracterizadas, as 

AgNPs foram testadas quanto a sua atividade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP e ORAC), 

com determinação de fenólicos e flavonoides totais, além da sua atividade antibacteriana e 

antifúngica. O teste de hemólise foi realizado para verificar a atividade hemolítica das AgNPs. 

Após a realização dos testes, a fração aquosa demonstrou excelente potencial antifúngico, 

principalmente contra leveduras sensíveis e resistentes do gênero Candida sp.. Em relação aos 

modelos murinos utilizados, a fração aquosa diminuiu significativamente (p<0.05) o edema de 

pata na terceira hora, com percentual de inibição do processo inflamatório semelhante ao da 

Indometacina, além disso, reduziu significativamente (p<0.05) os níveis de malondialdeído no 

modelo de peritonite. Em micróglias, o pré-tratamento com a fração aquosa foi capaz de inibir 

significativamente a produção de fator nuclear kappa B após indução com lipopolissacarídeo. 

Quanto aos ensaios de toxicidade, a fração aquosa não demonstrou toxicidade contra as larvas 



de G. mellonella e não diminuiu a viabilidade dos eritrócitos, nas concentrações ≤ 500 µg/mL. 

A partir das análises fitoquímicas, identificou-se um derivado do ácido elágico, eschweilenol 

C, como o constituinte majoritário da fração aquosa. Os estudos teóricos mostraram semelhança 

estrutural entre a molécula isolada e a indometacina, além de um excelente potencial 

antioxidante. Com o extrato etanólico e a fração aquosa foi possível sintetizar nanopartículas 

de prata esféricas e poligonais, respectivamente e as AgNPs sintetizadas apresentaram atividade 

antimicrobiana e potencial antioxidante. Os resultados obtidos nessa investigação indicam que 

a fração aquosa do extrato etanólico tem potencial para aplicação na área biomédica, com baixa 

toxicidade. Com a fração aquosa rica em metabólitos secundários foi possível reduzir e 

estabilizar a prata, resultando em nanopartículas de prata bioativas. 

Palavras-chave: Terminalia sp.; antifúngico; anti-inflamatório; antioxidante; nanopartículas 

de prata; ácido elágico. 

 

 

 

 



ARAÚJO, 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-κB 

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 µg/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 evidências que as plantas medicinais são usadas desde o tempo pré-histórico 

para o tratamento das mais diversas enfermidades, fazendo parte das interações humanas com 

o ambiente (ADOVASIO; FRY, 1976; HALBERSTEIN, 2005; SASIDHARAN et al., 2011). 

O trabalho taxonômico realizado pelo naturalista sueco Carl von Linné (1707-1778), no século 

XVIII, classificou milhares de espécies botânicas, permitindo a padronização na documentação 

relacionada ao histórico do uso das plantas medicinais (PETROVSKA, 2012; AJLAN, 2016). 

O conhecimento etnobotânico é transmitido através de gerações e o estudo farmacológico e 

fitoquímico de extratos de plantas levaram à caracterização de muitas moléculas bioativas 

(MANDAL et al., 2013).  

Os principais metabólitos secundários que promovem uma ação fisiológica no 

organismo humano são taninos, alcaloides, terpenoides, esteroides, flavonoides e fenóis. 

(TIWARI et al., 2011). Atualmente, os recursos vegetais disponíveis ainda representam uma 

importante alternativa terapêutica, tendo em vista que muitas espécies produzem componentes 

químicos que atuam como analgésicos, antimicrobianos, anti-inflamatórios, antidiarreicos, 

digestivos auxiliares, antioxidantes e reguladores de fertilidade (NUNES et al., 2014; ARAÚJO 

et al., 2015; JAIN; CHOUDHARY; JAIN, 2015; TERÇAS et al., 2017). Geralmente, as drogas 

à base de plantas são facilmente disponíveis, relativamente seguras, menos dispendiosas, 

eficientes e raramente apresentam efeitos colaterais (YADAV; AGRAWALA, 2011). 

 Plantas nativas, como membros da família Combretaceae, são muito utilizados pela 

população para fins medicinais. Essa família compreende 20 gêneros e cerca de 600 espécies 

de plantas ricas em metabólitos secundários, distribuídas, principalmente, entre os trópicos. O 

gênero Terminalia sp., se destaca por possuir cerca de 200 espécies amplamente utilizadas na 

medicina popular, que possuem uma gama de metabólitos secundários com comprovada 

atividade biológica. Dentre elas, a espécie Terminalia fagifolia Mart., presente no cerrado 

brasileiro, chama atenção pelo seu uso etnofarmacológico para o tratamento de doenças 

crônicas e infecciosas (EXEL; STACE, 1966; ALMEIDA et al., 1998; MASOKO; PICARD; 

ELOFF, 2005; AYRES et al., 2009; VENKATALAKSHMI; VADIVEL; BRINDHA, 2016). 

As doenças infecciosas se mantêm prevalentes, consistindo em um problema de saúde 

mundialmente reconhecido, principalmente, devido à capacidade que os micro-organismos 

(bactérias e fungos) têm de desenvolver mecanismos de resistência aos fármacos disponíveis. 

Esse fato tem aumentado o número de mortes e internações, principalmente, se associadas a 

outras comorbidades (OLAR et al., 2010; MOHANTY et al., 2012). A Organização Mundial 

da Saúde (OMS) alerta que novos mecanismos de resistência microbianos estão surgindo e se 



                                                                                                                                                 

Araújo, A. R. (2019)                                                                                                                                                   23 
 

disseminando globalmente, fato que diminui a obtenção de sucesso no tratamento de doenças 

infecciosas comuns, resultando em doenças prolongadas, deficiência e morte (WHO, 2018). 

Tanto as doenças infecciosas como outros estímulos nocivos (substâncias químicas 

perigosas ou insultos físicos) podem desencadear processos inflamatórios no corpo 

(MEDZHITOV, 2008; ROCK et al., 2010). Tais processos associados a outras doenças 

reduzem significativamente a qualidade de vida das pessoas em todo o mundo (ORCHARD et 

al., 2017; BACCI et al., 2018). Vale ressaltar que a inflamação aguda é uma resposta curta, 

caracterizada pela reação do sistema imunológico aos estímulos mencionados anteriormente, 

culminando com infiltração celular, cicatrização e reparo tecidual. No entanto, o processo 

inflamatório pode ser prolongado e tornar-se crônico, promovendo dano tecidual que pode levar 

à perda da função (NATHAN; DING, 2010; SELDERS et al., 2017). Apesar do efeito 

terapêutico, os anti-inflamatórios disponíveis para o tratamento dessas doenças causam efeitos 

colaterais indesejáveis que poderiam ser minimizados pelo uso de produtos naturais com 

potencial anti-inflamatório (QUINTANS-JÚNIOR et al., 2011). 

Além do exposto anteriormente, extratos e frações ricos em compostos fenólicos têm, 

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 progressão de doenças crônicas e degenerativas (DAVALLI et al., 2016). A 

prevalência das doenças degenerativas também tem aumentado nos últimos anos, diminuindo 

consideravelmente a qualidade de vida das pessoas, principalmente dos idosos (BOEING et al., 

2012; SVRAKA et al., 2017). Entre as doenças degenerativas, algumas que afetam o sistema 

nervoso central podem ser desencadeadas por processos inflamatórios com ativação crônica de 

células microgliais, como as doenças de Alzheimer e Parkinson e esclerose múltipla (GLASS 

et al., 2010; SOLLEIRO-VILLAVICENCIO; RIVAS-ARANCIBIA, 2018). 

Dessa forma, as populações tradicionais usam plantas ricas em metabólitos secundários 

para o tratamento de uma grande variedade de doenças, e o estudo desses derivados naturais 

pode propiciar tanto a confirmação do efeito terapêutico esperado, em função do uso empírico 

pela população, como a descoberta de novas drogas (VALLI et al., 2012). O isolamento dos 

constituintes presentes nos derivados de T. fagifolia é importante para a padronização dos 

efeitos farmacológicos observados, além de ser uma possível fonte de identificação de novas 

moléculas. No entanto, os extratos e frações dessa espécie, ricos em metabólitos secundários, 
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também podem ser bastante úteis para aplicações biotecnológicas relacionadas à área da saúde, 

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 áreas da Biotecnologia, inclusive na área médica para tratar e/ou curar doenças 

com elevada morbimortalidade. A nanotecnologia é um campo da ciência que tem crescido 

cada vez mais, devido à versatilidade e às propriedades únicas que os nanomateriais possuem 

(AMIN; HWANG; PARK, 2011). As nanopartículas de prata, que são bem conhecidas e 

utilizadas principalmente em função das suas propriedades antibacterianas, antifúngicas e 

antioxidantes, são atualmente os nanomateriais mais utilizados nos produtos disponibilizados 

para consumo. Nesse sentido, a síntese verde de nanopartículas busca manter essas propriedades 

de maneira simples, eficiente, barata, ecológica e com grandes possibilidades de produção em 

escala industrial (TOLAYMAT et al., 2010; ZHANG et al., 2016).  

Há alguns anos, os derivados de plantas, principalmente extratos e frações ricos em 

moléculas bioativas, são reconhecidos pela sua capacidade de reduzir íons metálicos 

(GOVINDARAJU et al., 2010; PARK et al., 2011; SATHISHKUMAR et al., 2017). Sabendo-

se das possibilidades de aplicação dos extratos vegetais e, da necessidade de novas alternativas 

terapêuticas para o tratamento de doenças que elevam a morbimortalidade da população, este 

estudo buscou a avaliação do potencial biotecnológico da fração aquosa do extrato etanólico de 

T. fagifolia Mart. e identificação do seu constituinte majoritário.  

  



2 OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo Geral: 

Avaliar o potencial biotecnológico da fração aquosa do extrato etanólico de Terminalia 

fagifolia Mart. e identificar o seu constituinte majoritário.  

 

2.2 Objetivos Específicos: 

 Averiguar a atividade antifúngica in vitro da fração aquosa frente a leveduras e fungos 

filamentosos e o potencial antibiofilme contra biofilme de Candida albicans; 

 Investigar a capacidade antioxidante da fração aquosa in vitro; 

 Estudar o potencial anti-inflamatório da fração aquosa em modelos murinos de edema 

de pata e peritonite induzidos por carragenina; 

 Testar o potencial anti-inflamatório em modelo de neuroinflamação em micróglia 

induzida por lipopolissacarídeo (LPS); 

 Determinar a toxicidade da fração aquosa em larvas de Galleria mellonella e em 

eritrócitos humanos; 

 Isolar e identificar o constituinte majoritário da fração aquosa; 

 Caracterizar a molécula identificada por meio de estudos in silico; 

 Sintetizar e caracterizar nanopartículas de prata com a fração aquosa e com outros 

derivados da Terminalia fagifolia; 

 Verificar a capacidade antioxidante das nanopartículas de prata sintetizadas; 

 Testar a atividade antibacteriana e antifúngica das nanopartículas sintetizadas;  

 Estudar a atividade hemolítica das nanopartículas de prata em eritrócitos humanos. 
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3.1 Plantas medicinais  

 A medicina tradicional é baseada no conhecimento empírico, passado de geração em 

geração e adquirido a partir da observação da natureza, principalmente a observação do 

comportamento animal. A partir dos fatos observados, a exploração dos recursos naturais para 

fins medicinais acontece gradualmente, principalmente por difusão cultural (HALBERSTEIN, 

2005; AJLAN, 2016; TSABANG et al, 2016). As plantas medicinais ainda são muito utilizadas 

para tratamento e cura de diversas enfermidades, cerca de 80% da população residente nos 

países em desenvolvimento depende da medicina tradicional para os cuidados primários de 

saúde, pois esta é considerada segura e acessível (SASIDHARAN et al., 2011; BHATIA et al., 

2014). 

A etnomedicina e a farmacologia tradicional estão ganhando cada vez mais 

reconhecimento na medicina moderna devido à busca por novas alternativas terapêuticas. Além 

disso, o estudo para comprovação científica das propriedades medicinais de produtos naturais, 

permitiu o isolamento e identificação de moléculas diversificadas que possuem uma vasta gama 

de atividades biológicas e, até hoje, têm sido utilizadas para o desenvolvimento de novos 

fármacos. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), plantas medicinais seriam 

a melhor fonte para obtenção de drogas (FYHRQUIST et al., 2002; AWAAD; AL-JABER, 

2010; YADAV; AGRAWALA, 2011; HASSAN, 2013).  

A extração com solventes apropriados e procedimentos padronizados permite a 

separação de porções biologicamente ativas do material vegetal, que se constituem de misturas 

relativamente complexas de metabólitos com afinidade química pelo solvente utilizado, após 

difusão do mesmo no material sólido da planta (geralmente moído ou triturado). Os produtos 

podem se apresentar na forma líquida, semi-sólida ou pó (após remoção do solvente) e a 

população, geralmente, usa na forma de preparações conhecidas como decocções, infusões, 

tinturas, dentre outros (HANDA et al., 2008; TIWARI et al., 2011). 

As ervas medicinais podem promover muitas atividades biológicas benéficas ao homem, 

tais como atividade anticâncer, antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória, antidiarreica, 

analgésica e cicatrizante. Entretanto, experimentos e ensaios clínicos necessitam ser realizados 

para comprovação do uso tradicional da planta, bem como a sua segurança a longo prazo 

(SASIDHARAN et al., 2011). Alguns exemplos clássicos de substâncias derivadas de plantas 

que tiveram seu efeito comprovado cientificamente e são bastante utilizadas na clínica médica, 

são: ácido acetilsalicílico, morfina, codeína, digoxina, quinina, reserpina, taxol, doxorrubicina, 
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vimblastina, vincristina, dentre outras (BONADONNA et al., 2004; HALBERSTEIN, 2005; 

FALK et al., 2017). 

Alguns países, como a Alemanha, apostam na fitoterapia racional como opção de 

tratamento, esta se baseia na aplicação de preparações cuja eficiência depende da dose aplicada 

e dos componentes ativos identificados, após comprovação de sua eficiência por experimentos 

e testes clínicos. Tratam-se de preparações padronizadas de produtos vegetais que seguem os 

pré-requisitos de boas práticas de fabricação exigidos pelas agências reguladoras 

(PETROVSKA, 2012). A escolha pelo tratamento com fitoterápicos é crescente nos últimos 

anos, por serem considerados mais seguros e em função da crença de que esse tipo de tratamento 

promova uma vida mais natural e saudável (O’HARA et al., 1998; KAZEMIPOOR et al., 2012; 

EKOR, 2014). 

No Brasil, apesar da enorme biodiversidade disponível, ainda existem poucos 

fitoterápicos no mercado, a exemplo do Acheflan®, primeiro fitomedicamento comercializado 

no país, à base de óleo essencial de Varronia curassavica (Cordia verbenacea), rico em α-

humuleno e trans-cariofileno. Sua produção e comercialização foi efetivada após confirmação 

da atividade anti-inflamatória dos constituintes do óelo por Fernandes et al. (2007) (BOLZANI 

et al., 2012). Em 2009, O Ministério da Saúde, por meio do Programa Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos, elaborou um documento que consiste em uma Relação de Plantas 

Medicinais de Interesse ao SUS - RENISUS, na qual constam 70 espécies com potencial 

terapêutico, além da erva baleeira (V. curassavica) (BRASIL, 2009). 

Entretanto, algumas plantas nativas do Brasil e ricas em metabólitos secundários ainda 

não estão citadas nessa lista, como as plantas pertencentes à família Combretaceae.  

3.2 Família Combretaceae  

A família Combretaceae pertence à ordem Myrtales e compreende 20 gêneros com cerca 

de 600 espécies catalogadas em áreas tropicais e subtropicais, dentre eles 5 gêneros são 

recorrentes no Brasil e os gêneros Combretum sp. e Terminalia sp. são os que mais se destacam. 

As plantas dessa família, geralmente, crescem em lugares bem drenados, ao longo de córregos, 

rios e vales (TAN et al., 2002; VENKATALAKSHMI; VADIVEL; BRINDHA, 2016; 

MORGAN et al., 2018). É uma família de ervas, arbustos e árvores ricas em taninos, 

flavonoides, terpenoides e estilbenoides (ELOFF; KATERERE; MCGAW, 2008; LIMA et al., 

2012). 
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Os membros da família Combretaceae são muito utilizados para fins medicinais em 

vários continentes no mundo, principalmente o caule e as raízes (ELOFF; KATERERE; 

MCGAW, 2008). Isto inclui o tratamento de distúrbios e dores abdominais, dores nas costas, 

tosse, resfriado, conjuntivite, diarreia e disenteria, dismenorreia, otite, febre, cefaleia, 

ancilostomíase, infertilidade em mulheres, hanseníase, pneumonia, peçonhas de escorpião ou 

cobra, sífilis, úlcera gástrica, doenças venéreas, cardiopatias, cálculos biliares, hemorragias 

nasais e astenia (FYHRQUIST et al., 2002; MASOKO; PICARD; ELOFF, 2005; 

FYHRQUIST, 2007). 

 O gênero Terminalia, pertencente à família Combretaceae, compreende cerca de 200 

espécies distribuídas em regiões tropicais, que variam de arbustos a grandes árvores e são 

amplamente utilizadas na medicina popular. O nome do gênero vem do latim Terminus, devido 

a disposição das folhas que aparecem nas porções terminais dos brotos. As plantas desse gênero 

são ricas em diversos metabólitos secundários, tais como triterpenos pentacíclicos e seus 

derivados glicosilados, flavonoides, taninos e outros compostos aromáticos (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 gênero possuem atividade antibacteriana, 

antifúngica, antiviral, hipoglicêmica, anti-mutagênica, antioxidante, antiulcerogênica, anti-

nociceptiva, anti-proliferativa e cicatrizante, entre outras atividades farmacológicas (KAUR et 

al., 2002; GUPTA, 2012; CHANDA et al., 2013; DÉSIRÉ et al., 2014; NUNES et al., 2014; 

RATHINAMOORTHY; THILANGAVATHI, 2014; ARAÚJO et al., 2015). Muitas espécies 

do gênero Terminalia apresentam potente atividade antibacteriana, como a T. chebula, e 

algumas espécies se mostraram efetivas para inibir o crescimento fúngico, principalmente de 

leveduras (T. prunioides, T. brachystemma, T. sericea, T. gazensis, T. mollis and T. 

sambesiaca). Substâncias isoladas de plantas do gênero também mostram atividades biológicas 

promissoras, como a casuarinina, isolada de T. arjuna, que foi capaz de inibir a replicação viral 

de Herpes vírus (MALEKZADEH et al., 2001; CHENG; LIN; LIN, 2002; MASOKO; 

PICARD; ELOFF, 2005).  

Reddy et al. (2009) ao testarem o ácido chebulágico, derivado de Terminalia chebula, 

comprovaram a atividade citotóxica dessa substância sobre linhagens de células cancerosas por 

indução de apoptose. Chen e Li (2006) testaram punicalagina, o tanino mais abundante nas 

folhas de Terminalia catappa quanto à sua atividade citotóxica e observaram redução na 
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viabilidade celular. Apesar da vasta literatura sobre plantas desse gênero, existem poucos 

estudos acerca da espécie T. fagifolia que é o foco deste trabalho. 

3.3 Terminalia fagifolia Mart. 

Terminalia fagifolia Mart. (Combretaceae) (Fig. 1) é uma planta nativa, de grande porte 

(cerca de 14 m), encontrada no cerrado brasileiro, inclusive no meio-norte do Brasil, conhecida 

popularmente como capitão, capitão-do-mato, capitão-do-cerrado, capitão-do-campo, 

mirindiba, pau-de-bicho e cascudo. Trata-se de uma árvore melífera e ornamental, utilizada 

tanto para fins artesanais (frutos) como na marcenaria e construção civil (madeira). Na medicina 

popular, as cascas do caule são usadas no combate de aftas, tumores e distúrbios 

gastrointestinais (ALMEIDA et al., 1998; SOARES-NETO et al., 2014). 

 

Figura 1. Terminalia fagifolia Mart. (Combretaceae). 

 

 

(Foto: Valdelânia Gomes) 

 

 O estudo dos caracteres morfológicos das folhas de T. fagifolia demonstra um formato 

elíptico (3,0−4,3 × 9,0−1,5 cm) com ápice agudo ou arredondado e pecíolo de 1 a 2 mm de 

comprimento. As flores são amareladas e tomentosas (3,5−4,0 × 3,0−3,5 mm) e os frutos são 
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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: João 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 pentacíclicos glicosilados e 

não glicosilados, ácido gálico e sitosterol, corroborando com a composição de outras plantas 

do mesmo gênero. Estes compostos podem apresentar diversas atividades farmacológicas de 

importância para a saúde humana e animal (AYRES et al., 2009; GARCEZ et al., 2006). 

Garcez et al. (2006) demonstraram efeito anti-proliferativo de substâncias isoladas do 

extrato etanólico de T. fagifolia, Nunes et al. (2014) comprovaram o efeito antiulcerogênico, 

gastroprotetor, bem como o potencial antioxidante de extratos e frações derivados da casca do 

caule de T. fagifolia. A atividade antibacteriana foi demonstrada por Araújo et al. (2015), 

concomitantemente ao relato do potencial antibiofilme e citotóxico do extrato etanólico e 

frações de T. fagifolia; enquanto o efeito vasorrelaxante, dependente de canais de K+, foi 

elucidado por Carvalho et al. (2019). Nos três últimos estudos citados acima, a fração aquosa 

do extrato etanólico de T. fagifolia apresentou bons resultados para os testes realizados, sendo 

a mais ativa dentre as frações utilizadas. Apesar disso, o seu potencial antifúngico e anti-

inflamatório, bem como seu potencial para síntese de nanopartículas de prata ainda não foi 

demonstrado. 

3.4 Atividade antifúngica de extratos de plantas 

 Comumente, as plantas medicinais produzem moléculas que funcionam como agentes 

protetores contra micro-organismos ou fitopatógenos. Estas moléculas podem ser extraídas e 
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testadas contra fungos patogênicos 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 fármacos 

imunossupressores, bem como o aumento na sobrevida de pacientes com enfermidades que 

comprometem o sistem imunológico, permitiram uma maior disseminação e acometimento da 

população por infecções causadas por fungos oportunistas. O aumento na prevalência dessas 

infecções ocorre em todo o mundo, tanto em países subdesenvolvidos, como em países 

desenvolvidos (FISHMAN, 2013; BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014). 

Os principais antifúngicos disponíveis no mercado são derivados azólicos, alilaminas, 

equinocandinas, além da griseofulvina e flucitosina, tendo como principais alvos a membrana 

plasmática e a parede celular das células fúngicas (MAZU et al., 2016; SCORZONI et al., 

2017). O uso indiscriminado desses antifúngicos propicia o desenvolvimento de resistência 

pelos micro-organismos e os efeitos colaterais associados ao seu uso, são limitantes durante a 

implementação desses fármacos como opção terapêutica (NIGAM, 2015). Neste contexto, as 

plantas ricas em metabólitos secundários (alcaloides, taninos, flavonoides, e compostos 

fenólicos) representam alternativas oportunas, por possuírem moléculas que podem atingir as 

células fúngicas com mecanismos de ação diferenciados, podendo atuar isoladamente ou em 

sinergismo com os fármacos atualmente usados na prática clínica (VANDEPUTTE; FERRARI; 

COSTE, 2012; MURTAZA; MUKHTAR; SARFRAZ, 2015).  

Masoko, Picard e Eloff (2005) testaram a atividade antifúngica de extratos de seis 

espécies de Terminalia (T. prunioides, T. brachystemma, T. sericea, T. gazensis, T. mollis e T. 

sambesiaca) contra fungos leveduriformes e fungos filamentosos (Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Microsporum canis e Sporothrix schenkii), 

demonstrando o potencial antifúngico de plantas desse gênero. Os estudos de Fyhrquist et al. 

(2015) também mostram o potencial antifúngico de extratos derivados desse gênero (T. 

sambesiaca, T. sericea e T. kaiserana) contra Candida glabrata e C. neoformans. 

Dentre outros sinais e sintomas, as infecções fúngicas são acompanhadas pela resposta 

imune do organismo acometido, com surgimento de processos inflamatórios associados, tais 

como ativação de fatores de transcrição e secreção de mediadores inflamatórios. Nesse caso, 

vale salientar que extratos ricos em compostos fenólicos e flavonoides também podem ser anti-

inflamatórios, atuando tanto no combate à infecção como na atenuação da resposta imune 

(CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003; RICHARDSON; MOYES, 2015; 

TUNGMUNNITHUM et al., 2018). 
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3.5 Atividade anti-inflamatória e antioxidante de extratos de plantas  

Inúmeros estímulos podem desencadear inflamação no corpo humano, apresentando os 

sinais característicos do processo inflamatório: dor, rubor, inchaço, calor e perda de função. A 

depender do tempo de duração ela pode ser classificada como aguda ou crônica. A inflamação 

aguda pode ser caracterizada como uma resposta do sistema imune inato que cursa com edema 

(extravasamento de fluido), aumento do fluxo sanguíneo, migração de neutrófilos e estresse 

oxidativo. Mediante uma falha na resposta inicial ou persistência do estímulo, a inflamação 

pode se tornar crônica levando ao dano tecidual (MEDZHITOV, 2008; VEGA et al., 2018).  

O tratamento das doenças inflamatórias é extensivamente realizado com anti-

inflamatórios não-esteroidais (AINES) e traz ao paciente efeitos adversos associados. Dentre 

eles, desconforto e erosão gástrica, além de reações de hipersensibilidade e desordens renais 

(MEEK; VAN DE LAAR; VONKEMAN, 2010; YAP; GOH, 2015). Assim, o uso de produtos 

naturais para o tratamento de doenças inflamatórias tem sido encorajado, tendo em vista o 

potencial anti-inflamatório de algumas classes de metabólitos secundários (terpenos, 

flavonoides, etc.), com reduzida toxicidade (QUINTANS-JÚNIOR et al., 2011; KHEDIR et al., 

2016).  

Muitas vezes, a atividade anti-inflamatória de produtos naturais está associada à sua 

capacidade de combater radicais livres gerados durante o processo inflamatório ou prevenir o 

estresse oxidativo, que pode ocorrer após um desequilíbrio entre o sistema de defesa 

antioxidante do organismo e a geração de radicais livres a partir do metabolismo endógeno 

(SILVA et al., 2013; KHEDIR et al., 2016). Jami et al. (2014) reportaram a atividade anti-

inflamatória de Terminalia chebula em modelos animais experimentais. Essa espécie também 

possui potencial antioxidante estudado, além de outras plantas do mesmo gênero, tais como T. 

arjuna, T. bellerica e T. fagifolia, algumas por sequestro de radicais DPPH, ABTS.+, outras por 

redução do ferro (FRAP) e capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC) (AYRES et 

al., 2009; NUNES et al., 2014; FAHMY; AL-SAYED; SINGAB, 2015). 

A propriedade antioxidante de produtos naturais pode estar associada à atuação dessas 

moléculas como agentes redutores (FARIAS et al., 2013; LEE et al., 2017). Essa capacidade 

pode ser explorada para síntese de nanopartículas metálicas visando utilização na área 

biomédica (GRIFFIN et al., 2018). 

3.6 Nanotecnologia 

 O termo nanotecnologia se refere à produção, caracterização e aplicação de sistemas em 

escala nanométrica, ou seja, 10-9 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 têm atraído a atenção da comunidade científica, pelas 

propriedades únicas que os sistemas nanoestruturados apresentam e pelo potencial de aplicação 

nos mais variados setores, inclusive na área biomédica, especialmente pela similaridade de 

tamanho entre as nanopartículas e as biomoléculas, como proteínas e ácidos nucléicos 

(AHMED et al., 2016; DURÁN; MATTOSO; MORAIS, 2006; INGALE; CHAUDHARI, 

2013). 

 O tamanho, a forma e a morfologia de superfície das nanopartículas desempenham um 

papel fundamental no controle das propriedades físicas, químicas, ópticas, eletrônicas e 

biológicas desses nanomateriais (EDISON; SETHURAMAN, 2012). Quanto menor a partícula, 

maior é a sua relação área/volume e maior sua reatividade química e, provavelmente, sua 

atividade biológica (DURÁN et al., 2010). As nanopartículas metálicas são consideradas 

nanopartículas promissoras, entre elas, as nanopartículas de prata (AgNPs) despertam interesse 

por suas propriedades, tais como estabilidade química, boa condutividade, atividade catalítica 

e um grande potencial para atividades biológicas, como atividade antibacteriana, antifúngica, 

antioxidante e anti-inflamatória. Além disso, as AgNPs têm sido relatadas para o uso no 

diagnóstico e tratamento de câncer (AHMED et al., 2016). Alguns produtos à base de 

nanopartículas de prata têm sido aprovados e liberados por vários órgãos reguladores, tais como 

o FDA (“Food and Drug Administration”) e EPA (“Environmental Protection Agency”) nos 

Estados Unidos e SIAA (“Society of International Sustaining Growth for Antimicrobial 

Articles”) no Japão (VEERAPUTHIRAN, 2013). 

A prevalência de patógenos resistentes aos antimicrobianos disponíveis é um importante 

problema de saúde pública e motiva a contínua busca por novos antimicrobianos, tais como 

nanopartículas de prata que se mostram efetivas contra bactérias (Gram-positivas e Gram-

negativas) e fungos, além de outros tipos de patógenos (DURÁN et al, 2007). Vários 

mecanismos de ação estão envolvidos no efeito microbicida das nanopartículas de prata, sendo 

que o processo de síntese pode influenciar diretamente no efeito observado. Dentro do processo 

de síntese, parâmetros como pH, temperatura, rotação e tempo irão influenciar na nanopartícula 

sintetizada e no efeito observado (DURÁN et al., 2010; AZIZ; JASSIM, 2018; 

KOBASHIGAWA et al., 2018), portanto, independente da abordagem escolhida para a síntese, 

esses pormenores devem ser bem estabelecidos. 

Existem duas abordagens geralmente utilizadas para síntese de nanopartículas de prata, 

“Top-down” (de cima para baixo) e “Bottom-up” (de baixo para cima) (Tabela1). A técnica 



                                                                                                                                                 

Araújo, A. R. (2019)                                                                                                                                                   36 
 

Top-down consiste na desconstrução de material em partículas finas, geralmente por técnicas 

litográficas ou por moagem de alta energia, pulverização catódica, ablação térmica ou a laser, 

até a obtenção do produto final nanoestruturado, enquanto a Bottom-up segue o caminho oposto, 

no qual ocorrem interações entre átomos e/ou moléculas individuais para a formação de novos 

núcleos nanoestruturados, sendo que nesta última, métodos químicos e biológicos podem ser 

usados para síntese de AgNPs (DEEPAK et al., 2011; AHMED et al., 2016).  

Tabela 1. Métodos para síntese de nanopartículas metálicas de acordo com AHMED et al., 

2016. 

Top-down Bottom-up 

Cauterização química Processo sol-gel 

Ablação a laser/térmica Deposição de vapor 

Moagem Pirólise 

Pulverização catódica Condensação atômica ou molecular 

Processos explosivos Redução química 

 Síntese verde (extratos de plantas, micro-

organismos) 

Fonte: Autoria própria 

 Diferentes métodos sintéticos (síntese química) têm sido empregados para obtenção de 

nanopartículas de prata, os quais podem ser muito caros e danosos ao meio ambiente, dessa 

forma torna-se necessário um processo de síntese mais seguro, com maior viabilidade industrial 

e mais ecológico (SHARMA; KANCHI; BISSETY, 2015). A síntese verde, é um método 

ambientalmente benigno e eficaz, por isso foi a abordagem escolhida nesse estudo para a síntese 

de nanopartículas de prata.  

3.7 Síntese verde de nanopartículas de prata 

 A síntese verde de nanopartículas de prata, denominação comum dada às rotas de síntese 

que utilizam produtos relativamente atóxicos, biodegradáveis para reduzir e estabilizar a prata, 

é uma abordagem promissora, que consiste na geração de produtos com impacto ambiental 

reduzido, associado a ganhos econômicos e sociais. Ao contrário da maioria dos métodos 

químicos, que incluem a utilização de solventes tóxicos, a geração de resíduos nocivos para a 

saúde e o meio ambiente, além de resultar em um alto consumo de energia, demandado em rotas 

geralmente complexas e com múltiplos passos (DHUPER; PANDA; NAYAK, 2012). 

 Para o processo de síntese verde, pode ser utilizado um organismo biológico ou parte 

dele. Dentre os recursos biológicos disponíveis estão produtos vegetais e animais, algas, fungos, 



                                                                                                                                                 

Araújo, A. R. (2019)                                                                                                                                                   37 
 

bactérias, dentre outros. No caso dos extratos vegetais, biomoléculas e metabólitos secundários 

atuam como agentes redutores, resultando na formação das AgNPs. Geralmente, esses 

compostos também atuam estabilizando as nanopartículas (QUELEMES et al., 2013; 

KULKARNI; MUDDAPUR, 2014; ARAGÃO et al., 2016). 

A utilização de extratos de plantas traz outras vantagens, pois trata-se de um processo 

de maior acessibilidade à matéria prima, com menos risco biológico, menos dispendioso, onde 

não há necessidade de manutenção de culturas. Além disso, a utilização de plantas endêmicas 

da região pode fortalecer a cadeia produtiva local (KALISHWARALAL et al., 2010). 

Geralmente, a síntese verde de nanopartículas com extratos vegetais é um processo de um único 

passo, que inicialmente, envolve a coleta do material vegetal e preparação do extrato. Em 

seguida, o extrato é colocado em contato com a solução de AgNO3 para que ocorra a redução 

de íons Ag+ a Ag0, a qual pode ser monitorada por espectroscopia na região do ultravioleta ao 

visível (UV-vis). Acredita-se que durante o processo de nanoestruturação, a quantidade de 

extrato vegetal no meio reacional pode determinar a forma e o tamanho das nanopartículas 

sintetizadas (DUBEY et al., 2010; TILLOTSON; THERIAULT, 2013; AHMED et al., 2016). 

 Os níveis relativamente elevados de metabólitos secundários, tais como esteroides, 

carboidratos, flavonoides e compostos fenólicos, atuam como agentes redutores e podem 

recobrir as nanopartículas, proporcionando estabilidade e potencial para atividades biológicas 

(SUNA et al., 2014). Algumas plantas da família Combretaceae são ricas em metabólitos 

secundários e demonstram potencial para síntese de nanopartículas (EDISON; 

SETHURAMAN, 2012), inclusive plantas do gênero Terminalia (KUMAR et al., 2012; 

EDISON; LEE; SETHURAMAN, 2016). Neste contexto, os extratos e frações derivados da 

espécie T. fagifolia foram considerados bons candidatos para síntese verde de nanopartículas 

de prata.  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1 Coleção do material vegetal, preparação dos extratos e partição das frações do extrato 

etanólico 

As cascas do caule de T. fagifolia foram coletadas na cidade de Timon, Estado do 

Maranhão, Brasil. A espécie foi identificada e a exsicata depositada no Herbário Graziela 

Barroso, da Universidade Federal do Piauí, Teresina-PI, Brasil, com número 21691. O material 

vegetal foi seco à sombra a, aproximadamente, 40 °C, moído e o pó extraído com 99,6% de 

etanol à temperatura ambiente. Após a filtração, o solvente foi eliminado sob vácuo a 50 °C e 

o concentrado foi liofilizado para obtenção do extrato etanólico seco de T. fagifolia (EEt), que 

foi armazenado sob refrigeração até uma posterior utilização. Para obtenção da fração aquosa 

(FAq), o extrato foi dissolvido numa solução de metanol/água destilada (1:2 v/v) e extraído com 

acetato de etila. Em seguida, a fase acetato de etila foi concentrada e dissolvida numa solução 

de metanol/água destilada (9:1 v/v). A fase aquosa obtida foi concentrada por eliminação do 

solvente (NUNES et al., 2014) e o pó obtido (FAq) foi utilizado nos experimentos a seguir (Fig. 

3). 

 

Figura 3. Esquema da obtenção da fração aquosa a partir da casca do caule de T. fagifolia 

(NUNES et al., 2014). 

 
Fonte: Autoria própria 

4.2 Ensaios para avaliação da atividade antifúngica da FAq 

4.2.1 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM)  

A fração aquosa - FAq foi testada contra leveduras do gênero 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 fúngicas utilizadas para determinação da concentração inibitória mínima. 

Espécie fúngica 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 Dermatófito (filamentoso) 

Tricophyton interdigitale 73826 Dermatófito (filamentoso) 

Fonte: Autoria própria 

As leveduras foram previamente cultivadas em ágar Sabouraud (Difco™) e mantidas a 

30 °C por 24 h (Candida spp.) ou 48 h (Cryptococcus neoformans), em condições aeróbicas. A 

partir do cultivo anterior, uma colônia foi isolada, cultivada em caldo Sabouraud (37 °C, 24 h, 

sob agitação de 200 rpm), após esse tempo as células leveduriformes foram coletadas, lavadas 

3 vezes com PBS e então ajustadas para 1x103 e 1x104 células/mL para Candida spp e C. 

neoformans, respectivamente, em câmara de Neubauer. Os micro-organismos foram expostos 

a diluições seriadas da fração aquosa (FAq) em concentrações que variaram de 2.000 a 0,06 

μg/mL em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com tampão MOPs (3-[N-

morfolino]propano-ácido sulfônico, Sigma-Aldrich), usando fluconazol (16 a 0,25 μg/mL) 

como controle positivo para Candida spp e Anfotericina B (32 a 0,5 μg/mL) para C. 

neoformans.  

Para o teste com os fungos filamentosos, os isolados fúngicos foram inoculados em ágar 

Batata Dextrose e mantidos a 35 ºC, em estufa. A suspensão de esporos de cada cultura foi 
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preparada em solução salina a 0,85% (v/v) e ajustada em espectrofotômetro até atingir 

densidade celular padronizada a 530 nm com transmissão de 68-70% para Fonsecaea pedrosoi 

e 80-82% para Tricophyton interdigitale. A partir dessa solução, o inóculo fúngico foi 

preparado de maneira que a concentração fosse igual a 0,4x104 - 5x 104 UFC/mL para F. 

pedrosoi e 1x103 - 3x103 UFC/mL para T. interdigitale. O meio de cultura utilizado foi o mesmo 

citado anteriormente, RPMI-1640 com MOPs, e como controle positivo utilizou-se o 

antifúngico padrão itraconazol diluído em DMSO e caldo RPMI-MOPS para obter uma faixa 

de concentração de 16 a 0,0313 μg/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 determinação da concentração inibitória mínima (CIM) da fração aquosa contra as 

leveduras foi observado após adição de AlamarBlue™ (Sigma-Aldrich) por 2 h para Candida 

spp. e 24 h para Cryptococcus. O corante de viabilidade utilizado (AlamarBlue™) possui 

coloração azulada e mediante o crescimento celular, a cor vira de azul para rosa e a 

fluorescência pode ser lida, sendo diretamente proporcional ao crescimento microbiano 

(RAMPERSAD, 2012). O resultado para fungos filamentosos foi observado visualmente em 

comparação com o crescimento do controle livre de drogas (meio inoculado). O ensaio foi 

realizado utilizando placas estéreis de 96 poços 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 concentração da substância 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 determinação da atividade 

antifúngica.  

 
Legenda: CC: controle de crescimento/CE: controle de esterilidade. 

Fonte: Autoria própria. 
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4.2.2 Análise do efeito antifúngico da fração aquosa por Microscopia de Força Atômica - 

MFA 

Para as análises de MFA, a concentração inibitória mínima (CIM) da fração aquosa - 

FAq (com concentrações variando de 1.000 a 1,9 μg/mL) contra Candida albicans ATCC 

10231 (1x103 células/mL) foi determinada como descrito anteriormente, com algumas 

modificações. Após 24 horas de tratamento, 30 μL de amostras de levedura tratadas ou não-

tratadas foram depositados em uma superfície de vidro previamente limpa e seca, com 

subsequente incubação 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 microscópio TT-AFM (AFM Workshop, EUA) em modo contato 

intermitente (“vibrating” ou “tapping mode”) utilizando sondas de silício (TAP300-G-10, TED 

PELLA, INC.) com uma frequência de ressonância 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, alíquotas de 100 µL de 1x106 células/mL de Candida albicans SC 5314, 

cultivadas previamente de acordo com o item 4.2.1, foram adicionadas em microplacas de 96 

poços e incubadas a 37 °C por 24 h em meio RPMI-1640 com MOPs como descrito por Repp 

(2007), com modificações. Após o período de incubação, os poços foram lavados três vezes 

com PBS para remoção de células não aderidas e, em seguida, aquelas que permaneceram 

aderidas à placa foram tratadas com a FAq em concentrações que variaram de 2.000 a 62,5 

μg/mL. Após a adição da FAq, as placas foram incubadas a 37 °C durante mais 24 h. Para 

avaliação do resultado, os poços foram lavados novamente com PBS e o biofilme foi 

quantificado utilizando o reagente de viabilidade AlamarBlue™ (Sigma-Aldrich) durante 2 h a 

37 °C. Após esse tempo, o resultado foi observado em leitor de microplacas (SpectraMax®) 

após determinação da fluorescência com excitação de 530 nm e emissão de 585 nm. O resultado 

também foi observado por microscopia de fluorescência (microscópio óptico invertido, Axio 

observer Z1 - Carl Zeiss microscopy, EUA), após adição de 0,01% de floxina B, que marcará 

as células mortas do biofilme. 
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4.3 Avaliação in vivo do potencial anti-inflamatório da fração aquosa – FAq 

4.3.1 Animais 

Os camundongos Swiss saudáveis (machos e fêmeas; 25-35 g), utilizados no estudo, 

foram obtidos no biotério central da Universidade Federal do Piauí (UFPI), Brasil. Previamente 

à realização dos testes, os animais foram mantidos à temperatura ambiente (25 °C), com ciclos 

claro/escuro de 12 horas e acesso a água e alimento ad libitum. O anti-inflamatório 

indometacina (Sigma-Aldrich) e o veículo (Tween 80 a 1% em solução salina a 0,9%) foram 

utilizados como controles nos experimentos. Os tratamentos e protocolos experimentais foram 

conduzidos de acordo com a aprovação do Comitê Institucional de Ética em Pesquisa Animal 

da UFPI (protocolo nº 068/14). 

4.3.2 Edema de pata induzido por carragenina 

 Os camundongos foram divididos em grupos de acordo com os tratamentos, com a 

fração aquosa - FAq nas doses de 0,6, 1,2 ou 2,5 mg/kg, via oral (v.o.) ou com a indometacina 

(10 mg/kg, v.o.). O pré-tratamento foi realizado e após 30 min, 50 μL do agente flogístico, 

carragenina (500 μg/pata), foram administrados na pata traseira direita. Os animais do grupo 

controle (não-tratados) receberam apenas o veículo (v.o.). O volume da pata foi medido em 

pletismômetro (Insight®, Brasil) no tempo zero (volume basal) e 1, 2, 3 e 4 horas após a 

administração de carragenina. Os dados foram expressos como a diferença do volume inicial 

(V0) e final (Vf), em mililitros (mL), como média ± 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 fração aquosa 

- FAq (1,2 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou veículo. Após 1 hora, os animais receberam 

injeções com carragenina (500 µg/250 µL por cavidade, i.p.) ou solução salina (i.p.) como 

controle. Após 4 horas, os camundongos foram eutanasiados e a cavidade peritoneal foi lavada 

com 1,5 mL de tampão fosfato salina (PBS) heparinizado e as amostras foram coletadas para a 

análise dos níveis de malondialdeído (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 Análise estatística 

No edema de pata induzido por carragenina e no ensaio de peritonite, os resultados 

foram expressos como média ± EPM e a diferença estatística entre os tratamentos foi avaliada 

com ANOVA two way ou ANOVA one-way seguida de pós-teste de Tukey. Todas as análises 

foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® 6.01 e a significância estatística foi 

admitida com p <0,05. 

4.4 Avaliação da inibição de NF-kB em modelo de neuroinflamação em micróglias 

 A linhagem de células microgliais humanas CHME3 foi obtida a partir de culturas 

primárias de células microgliais embrionárias humanas, por transfecção com um plasmídeo 

mutante do vírus símio (SV40) que codifica o antígeno T (JANABI et al., 1995), no laboratório 

de células gliais do i3S em Porto, Portugal. As micróglias CHME3 foram cultivadas em DMEM 

GlutaMAX™-I, com 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina suplementada 

com 10% de soro fetal bovino, como descrito anteriormente (SOCODATO et al., 2018). As 

células foram mantidas a 37 °C, 95% de ar e 5% de CO2 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 os ensaios, as micróglias foram transientemente 

transfectadas com o biossensor do inibidor da via do NF-kB (SHCHERBAKOVA et al., 2016) 

usando Jetprime (Polyplus), de acordo com as indicações do fabricante. Os experimentos foram 

realizados em um microscópio DMI6000B totalmente motorizado (Leica Microsystems) 

equipado com um filtro infra-vermelho. 

As células microgliais foram gravadas por 10 minutos em solução salina normal ou 

solução salina com FAq (para obtenção da linha de base) e, então, as imagens foram registradas 

na presença ou ausência de LPS (1 µg/mL) por 30 minutos (período de estimulação). As 

imagens foram exportadas e processadas no software FIJI. Usando FIJI, os valores 

correspondentes à 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 mínimo do inibidor da via do NF-kB na presença de LPS foi 

utilizado para avaliação estatística, que foi realizada por meio do teste ANOVA one-way 

seguido do teste para múltiplas comparações de Sidak, com auxílio do programa GraphPad 

Prism® 6.0, onde p<0,05 foi adotado para dados estatisticamente significativos. Para os testes 

em células microgliais, a fração aquosa - FAq foi utilizada na concentração de 125 µg/mL. 
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4.5 Averiguação do potencial antioxidante da fração aquosa – FAq 

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-sulfônico) 

proposto por Gião et al. (2007). De acordo com esta técnica, a produção direta do cromóforo 

ABTS.+ foi conseguida pela reação entre 7 mM de ABTS (Sigma-Aldrich) e 2,45 mM de 

persulfato de potássio (Merk, Damstadt, Alemanha). A solução de ABTS.+  foi misturada com 

as amostras e após o tempo de incubação, a absorbância foi registrada a 734 nm e comparada 

com o ácido ascórbico padrão (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). Usando a curva de 

calibração, previamente preparada com ácido ascórbico como padrão, o resultado final foi 

expresso como concentração equivalente de ácido ascórbico (EAA). 

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

O ensaio de DPPH foi realizado de acordo com o método aplicado por Barroso et al. 

(2016), com algumas modificações. Para tanto, alíquotas de 25 μL das amostras (AgNPs, 

extratos e frações) foram misturadas com 200 μL de solução etanólica de DPPH e a mistura, 

após agitação, foi deixada em repouso durante 30 min ao abrigo da luz. A curva de calibração 

foi preparada com soluções de Trolox e a absorbância foi medida em 517 nm. A curva padrão 

foi linear entre 25 e 800 mM de Trolox. Os resultados são expressos em µg equivalente de 

Trolox (ET). 

4.5.3 Ensaio para determinação da capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC) 

O método para determinação da capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC) 

avalia a capacidade sequestradora de uma molécula antioxidante frente à formação de uma 

radical peroxila. O ensaio para mensuração de ORAC foi realizado de acordo com Huang et al. 

(2002) em microplacas com fluoresceína. A análise foi realizada em microplacas 96 poços, para 

tanto um volume de 25 μL da amostra foi misturado com 150 μL de fluoresceína (55,5 nM) e 

incubado por 15 minutos a 37 ºC na microplaca, antes da adição de 25 μL da solução 2,2'-

azobis-2-amidinopropano (AAPH, 155 mM). A fluorescência foi observada por 50 minutos 

(λexcit. = 485 nm; λemis. = 520 nm). As soluções Trolox foram preparadas para a curva de 

calibração (8, 16, 24, 32 e 40 M). Todas as soluções foram diluídas em tampão fosfato (75 mM, 

pH 7,4). Os resultados foram expressos em mmol equivalente de Trolox por g da amostra.  
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4.5.4 Ensaio para mensurar o poder antioxidante de redução do Ferro (FRAP) 

O reagente FRAP (tampão acetato de sódio, solução TPTZ (Sal de 2,4,6-Tri-(2-Piridil)-

1,3,5-Triazina 1:3 com Ácido p-Toluenosulfônico) e solução de cloreto férrico), preparado 

recentemente foi misturado com 20 μL de amostras ou padrão, em seguida as amostras foram 

incubadas a 37 °C. Ao final do período de incubação, as leituras da absorbância foram feitas 

imediatamente a 593 nm (BENZIE; STRAIN, 1999). A quantificação foi realizada utilizando a 

curva de calibração construída com o ácido ascórbico como padrão. A atividade antioxidante 

foi expressa como μg equivalente de ácido ascórbico por mL. Todo o experimento foi realizado 

a 37 °C. 

4.6 Avaliação da toxicidade da FAq 

4.6.1 Teste de viabilidade de eritrócitos humanos 

O ensaio para observar o percentual de viabilidade de eritrócitos humanos (O+) após a 

exposição a diferentes concentrações da FAq (7,8 a 1.000 µg/mL) foi realizado de acordo com 

Marani et al. (2016). Resumidamente, o sangue foi coletado por venopunção em tubo com 

anticoagulante (EDTA K2, BD Vacutainer®) e os eritrócitos foram separados do plasma por 

centrifugação (3.600 rpm/15 min). Em seguida, os eritrócitos foram lavados três vezes com 

solução salina (0,85 % p/v) e a suspensão de eritrócitos em solução salina (2%) que foi utilizada 

para o ensaio foi preparada. Os eritrócitos foram incubados com a FAq por 30 min a 37 °C, 

após esse período de incubação, o sobrenadante foi coletado e a absorbância lida a 492 nm em 

leitor de microplacas. O resultado foi expresso como média ± desvio-padrão. Solução salina 

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

4.6.2 Avaliação 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 são mantidas no laboratório do Instituto de Biologia da Universidade de 

Brasília em uma incubadora a 30 ºC. Para cada tratamento, 16 larvas foram usadas e 10 μL de 

diferentes doses de FAq (5, 2,5 e 1,25 mg/kg) diluídas em PBS ou apenas PBS (controle) foram 

injetados. As larvas foram incubadas a 37 °C e monitoradas por sete dias, contando-se o número 

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 fitoquímico da fração aquosa – FAq 

4.7.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

Para análise do perfil cromatográfico do Extrato Etanólico (EEt), da Fração Aquosa 

(FAq) e da Mangiferina (Sigma-Aldrich®), foi utilizado um Cromatógrafo Líquido de Alta 

Eficiência (CLAE, Shimadzu, Tokio -  Japão) híbrido, composto por sistema binário de bombas 

LC-6AD, um degasser DGU-20A5, forno CTO-20A, um detector UV-vis SPD-20A, injetor 

automático SIL-10AF e um controlador CBM-20A. As condições usadas para a obtenção dos 

cromatogramas foram: coluna analítica C18 Phenomenex-Luna (250 x 2 mm e 4µm), 

comprimento de onda (λ) de 254 nm, fluxo de 0,3 mL/min e injeção manual de 20 µL. As 

amostras foram diluídas em etanol e água (8:2) e as soluções foram eluídas utilizando Ácido 

fórmico 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 adaptações. O software utilizado foi o LCsolution Release 1.24 

SP1. 

4.7.2 Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (CL-EM) 

A análise do peso molecular dos constituintes majoritários da FAq de T. fagifolia foi 

feita utilizando-se CL-EM (Cromatografia Líquida Ultrarrápida Acoplada ao Espectrômetro de 

Massas), equipamento da Shimadzu (Tokio, Japão) composto por sistema de degaseificação 

DGU-20A3, sistema binário de bombas LC-20AD, injetor automático SIL-20AHT e um 

controlador CBM-20A. A amostra foi eluída utilizando 50% de Ácido Fórmico a 2% e 50% de 

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

Para a espectrometria de massas, a fonte de ionização utilizada foi eletrospray (ESI) 

com analisador duplo quadrupolo e sistema de armadilha de íons (ION TRAP), Bruker 

(Bremen, Alemanha). As condições de trabalho foram: temperatura do gás (N2): 200°C; fluxo 

do gás: 10 L/min; pressão do nebulizador: 12 psi; voltagem no capilar: 2000 V; voltagem da 

fonte: -200 V e gás de colisão: He. O Software de controle utilizado foi o HyStar e a 

Mangiferina adquirida da Sigma-Aldrich® foi o padrão utilizado na análise. 

4.7.3 Ressonância 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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espectrômetro RMN Bruker AVIII-600 MHz, equipado com uma sonda de tripla ressonância, 

arrefecida criogenicamente. Para tanto, a amostra foi dissolvida em 525 μL 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 Análise de Química Quântica Computacional da molécula isolada e identificada 

Estas análises foram realizadas em parceria com o prof. Dr. Filipe Dalmatti Lima do 

Intituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia de São Paulo. O constituinte majoritário da 

FAq, Indometacina, H2O2, OH • e HOO • foram projetadas usando o programa Avogadro 

(HANWELL et al., 2012) e pré-otimizadas usando mecanismo molecular Generic Amber Force 

Field (GAFF) (WANG et al., 2004) e o método PM6 (Parametric Method 6) semi-empírico do 

programa MOPAC (STEWART, 2013), apropriados para moléculas orgânicas. 

As estruturas moleculares foram totalmente otimizadas, empregando Teoria do 

funcional da densidade (DFT, do inglês Density Functional Theory) (KOHN; SHAM, 1965), 

com auxílio do software Gaussian 09 (FRISCH et al., 2004). As otimizações geométricas e o 

cálculo da estrutura eletrônica foram realizados utilizando o conjunto de funções de correlação 

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 presença do 

solvente (água). 

As energias dos orbitais moleculares de fronteira, tanto os 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 química das moléculas 

estudadas, usando os potenciais de ionização (IP) e afinidades eletrônicas (EA), de acordo com 

as seguintes equações: 

EHOMO=-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 catiônica, 

aniônica e neutra da molécula M tomadas como uma transição vertical, seguindo o princípio de 

Franck-Condon que versa sobre as transições eletrônicas que ocorrem com os núcleos 

estacionários (KABOUCHI et al., 2017).  

A técnica de Índices de Fukui Condensados sobre os Átomos (IFCAs) (YANG; 

MORTIER, 1986) foi empregada para classificar a reatividade das moléculas. Tais índices 
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descrevem as mudanças nas populações eletrônicas locais ao desenhar/inserir elétrons, 

permitindo identificar locais moleculares propensos a interagir com os agentes nucleofílicos (f 

+), eletrofílicos (f-) e radicais (f0). Estes descritores têm sido utilizados em estudos prévios de 

polímeros 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 populações eletrônicas (HIRSHFELD, 

1977; PROFT et al., 2002; SAHA; ROY; AYERS, 2009). A abordagem restrita open shell de 

Kohn-Sham foi empregada para evitar a contaminação do spin (CUNDARI, 2001). 

Para tornar a análise IFCA mais quantitativa, em particular no que se refere às reações 

radicais, foram calculados índices de maciez local para cada composto. O parâmetro de maciez 

local (sk
0) carrega informações sobre a reatividade local no k-ésimo átomo (fk

0) e a maciez 

global (S) da molécula. Neste contexto, com base no princípio dos ácidos e bases duros e macios 

(HSAB, do inglês hard and soft acids and bases), é possível estimar quais átomos das moléculas 

têm maior probabilidade de reagir (LEWARS, 2010). A equação (3) ilustra como os parâmetros 

sk
0 são estimados: 

sk⁰=fk⁰ . S,                            (3) 

Onde S = 1/(IP-EA). De acordo com o princípio da HSAB, as interações 

eletrofílicas/nucleófilas e radicais/radicais são favorecidas entre átomos com maciez 

semelhante. Neste sentido, comparando os valores sk
0 é possível identificar reações que são 

propensas a ocorrer. Finalmente, para entender melhor a propriedade antioxidante da molécula 

isolada e da indometacina (fármaco padrão), os índices de aceitação de elétrons (Ra) e de 

doação de elétrons (Rd) propostos por Martínez et al. (2008) foram avaliados: 

𝑅𝑎 =
𝜔𝑀
+

𝜔𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑖𝑛𝑒
+                    (4) 

𝑅𝑑 =
𝜔𝑀
−

𝜔𝑆𝑜𝑑𝑖𝑢𝑚
−                        (5) 

Onde 𝜔-M e 𝜔+
M representam os poderes de eletroaceitação e eletrodoação obtidos dos 

valores de IP e EA, que descrevem com que facilidade o sistema M doa ou aceita cargas 

eletrônicas, respectivamente, dadas por (VÁZQUEZ et al., 2007): 

𝜔− =
(3𝐼𝑃+𝐸𝐴)2

16(𝐼𝑃−𝐸𝐴)2
         (6) 
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𝜔+ =
(𝐼𝑃+3𝐸𝐴)2

16(𝐼𝑃−𝐸𝐴)2
           (7) 

𝜔+
Fluorine e 𝜔-

Sodium estão associados a átomos de flúor e sódio e foram obtidos a partir de 

seus valores experimentais de IP e EA (MARTÍNEZ 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 átomos de 

sódio e flúor, seguindo o mapa doador-receptor (DAM). Os índices associados a outros 

antioxidantes comuns também foram avaliados seguindo a mesma abordagem teórica. 

Após identificação e caracterização in silico do constituinte majoritário da fração 

aquosa, esta foi utilizada para síntese de nanopartículas metálicas, no intuito de ampliar seu 

potencial antimicrobiano, tendo em vista as propriedades já reconhecidas da prata. Sabendo-se 

da riqueza de metabólitos secundários nos outros extratos e frações derivados da casca do caule 

de T. fagifolia, extraídos de acordo com Nunes et al. (2014), o potencial para sintetizar e 

estabilizar nanopartículas de prata desses extratos e frações foi estudado e o resultado utilizado 

para comparação com a fração aquosa. 

 

4.9 Síntese e caracterização de nanopartículas de prata (AgNPs) com extratos e frações de 

T. fagifolia 

As nanopartículas de prata (AgNPs) foram sintetizadas misturando-se o precursor 

AgNO3 (1mM) da Sigma-Aldrich Corporation diluído em água destilada e as soluções dos 

extratos (Extrato etanólico – EEt e Extrato hidroalcoólico – EHa) e frações do EEt da casca do 

caule de T. fagifolia (Fração aquosa – FAq e Fração hidroalcóolica – FHa) a 0,2% (p/v) recém-

preparadas, na proporção de 1:1 (v/v). As soluções obtidas foram agitadas durante 72 h à 

temperatura ambiente. A concentração final foi igual a 500 μMAg (54 µgAg/mL) e 0,1% (1000 

µg/mL) de extratos ou frações. 

As AgNPs foram caracterizadas usando espectroscopia na região do Ultravioleta ao 

visível (UV-1800, Shimadzu, Japão) na faixa de 300-600 nm. Os grupos funcionais foram 

estudados utilizando a espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-

Shimadzu IRAffinity-1S, Japão) na faixa espectral de 4000 a 400 cm-1 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 Dinâmico (DLS). As análises de 

rastreamento de nanopartículas (“Nanoparticle Tracking Analysis” – NTA) foram realizadas 

num equipamento Malvern NanoSight NS300, utilizando um módulo LASER de 542 nm e 

o software NTA 3.2 para observar a concentração de partículas em cada solução de AgNPs e o 

tamanho médio das AgNPS. 
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A Microscopia Eletrônica de Transmissão, acoplada a espectroscopia por Dispersão de 

Energia (MET/EDS) foi realizada para estudar a morfologia de superfície das AgNPs, 

composição química, bem como o tamanho médio das AgNPs.  

 

4.10 Testes para determinação da capacidade antioxidante das AgNPs 

A atividade antioxidante das AgNPs e respectivos extratos/frações precursores foi 

estudada pela capacidade de sequestrar radicais (ABTS.+, DPPH), além da capacidade de re   

dução do ferro (FRAP), conforme descrito anteriormente para a fração aquosa. As leituras 

ópticas dos resultados foram realizadas em leitor de microplacas de modo múltiplo (BioTek 

Instruments, EUA). 

 

4.11 Análise Eletroquímica das AgNPs 

Para avaliar o perfil de oxirredução das AgNPs e extratos/frações precursores, realizou-

se o ensaio de voltametria de pulso diferencial. Por meio deste ensaio também foi possível 

confirmar a presença da prata no estado reduzido (Ag0, 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 configuração de três 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 referência de prata. Para as análises, a solução tampão padrão 

(HCl 0,1 M, pH 4,3) que continha ácido gálico (1 mg/mL) ou quercetina (1 mg/mL) foi utilizada 

como modelo do sistema analista. Para a determinação voltamétrica, adicionou-se uma alíquota 

de 5 μL de amostra e 45 μL de tampão à superfície do eletrodo de trabalho, um potencial 

constante de -0,2 V foi aplicado por 180 s para a pré-concentração de íons na superfície do 

eletrodo de trabalho. Então, o potencial foi varrido de -0,2 V a +0,1 V usando voltametria de 

pulso diferencial para retirar os íons de volta à solução. Todas os experimentos eletroquímicos 

foram realizados à temperatura ambiente (25 °C). 

 

4.12 Estimação do conteúdo de fenólicos totais (TPC) 

O TPC das AgNPs, extratos e frações foi determinado usando o reagente de Folin-

Ciocalteau. Resumidamente, 25 μL das amostras foram misturadas com 75 μL de água destilada 

e subsequentemente com 100 μL de solução de Na2CO3 (75 g/L). Logo após a agitação da 

mistura de reação (30 s), as soluções foram colocadas ao abrigo da luz durante 90 min e a 
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absorbância foi registada a 765 nm. A análise foi realizada em triplicata e os resultados foram 

expressos como equivalentes de ácido gálico (EAG). 

 

4.13 Avaliação da Atividade Antibacteriana das AgNPs, extratos e frações 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 concentração 

inibitória mínima (CIM), os micro-organismos foram cultivados em ágar Mueller-Hinton a 

35±2 °C por 24 horas, em condições aeróbicas. Em seguida, foi preparada uma suspensão 

bacteriana em salina estéril (0,85% p/v) com uma densidade óptica (625 nm) equivalente a 0,5 

da escala de McFarland (1-2 × 108 UFC/mL), esta solução foi utilizada para confecção do 

inóculo bacteriano final (5 × 105 UFC/mL).  

O ensaio antibacteriano foi realizado de acordo com Quelemes et al. (2013). Dessa 

forma, o experimento foi realizado em microplacas de 96 poços, onde as bactérias foram 

expostas a diluição seriada de razão dois das AgNPs e AgNO3 variando de 27 a 0,84 μgAg/mL, 

além dos extratos e frações de T. fagifolia (500 a 0,97 μg/mL) em caldo Mueller-Hinton (Difco 

™). Os antibióticos padrão, efetivos contra as bactérias usadas, também foram utilizados como 

controle positivo (32 a 0,25 μg/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 concentração do agente testado que foi capaz de restringir o 

crescimento bacteriano visível no meio de cultura. Toda a manipulação bacteriana realizada nos 

procedimentos descritos anteriormente foi realizada seguindo condições assépticas em cabine 

de segurança nível 2, além disso, os testes foram realizados em triplicata. 

4.14 Estudo do efeito das AgNPs sobre a morfologia das bactérias por Microscopia de 

Força Atômica (MFA)  

A análise morfológica da bactéria E. coli ATCC 25922, após o tratamento com a 

nanopartícula que apresentou melhor potencial inibitório, foi realizada utilizando um 

miscroscópio de força atômica TT-AFM (AFM Workshop, EUA) em modo contato 

intermitente (“tapping mode”) com 512 × 512 pixels (6 μm x 6 μm). Antes da análise por MFA, 

o experimento antibacteriano foi realizado para determinar a CIM da AgNP contra E. coli 

conforme descrito anteriormente. No experimento, as concentrações da AgNP variaram de 27 
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a 0,84 μgAg/mL contra 5x105 UFC/mL de E. coli. Após o período de incubação (35±2 °C/24 

h), 20 μL do meio de cultura contendo bactérias não tratadas ou bactérias submetidas a 

concentrações sub-inibitória (1/2CIM) e inibitória (CIM) foram depositadas sobre uma 

superfície de vidro limpa, seguida por secagem à temperatura ambiente durante 20 min. As 

amostras foram suavemente lavadas duas vezes com 1 mL de água deionizada e secas 

novamente nas mesmas condições. As imagens foram feitas usando cantilevers ACT-20 

(AppNano - EUA) com uma freqüência de ressonância de aproximadamente 359 kHz e as 

imagens representativas foram analisadas usando o software Gwyddion 2.47. 

 

4.15 Avaliação da Atividade Antifúngica das AgNPs, extratos e frações de T. fagifolia 

O teste de susceptibilidade antifúngica foi conduzido de acordo com o método de 

microdiluição em caldo proposto nos protocolos M38-A2 e M27-A3 da CLSI (CLSI, 2008), 

semelhante ao descrito para a fração aquosa. Os isolados fúngicos foram inoculados em ágar 

Batata Dextrose e mantidos a 35 ºC, em estufa. A suspensão de esporos de cada cultura foi 

preparada em solução salina a 0,85% (v/v) e ajustada em espectrofotômetro até atingir 

densidade celular a 530 nm com transmissão de 68-70% para Fonsecaea pedrosoi, 80-82% para 

Tricophyton interdigitale e 90% para Candida krusei. O inóculo foi diluído numa proporção de 

1:50 em caldo RPMI 1640 tamponado com MOPS. O medicamento padrão, itraconazol foi 

usado como controle positivo (16 a 0,0313 μg/mL). As AgNPs foram testadas contra uma 

levedura: C. krusei ATCC 6258 (5,0 x 102 - 2,5 x 103 UFC/mL); e duas estirpes de fungos 

filamentosos: T. interdigitale ATCC 73826 (1x103 - 3x103 UFC/mL) e F. pedrosoi ATCC 

46428 (0,4x104 - 5x 104 UFC/mL). Os micro-organismos foram expostos à diluição em série 

das AgNPs com concentrações variando de 27 a 0,05 μgAg/mL, AgNO3 (0,05 a 27 μg/mL) e 

extratos e frações de T. fagifolia (500 a 0,97 μg/mL). 

4.16 Estudo da atividade hemolítica das AgNPs 

 O ensaio de atividade hemolítica foi realizado em eritrócitos humanos (O+), coletados 

em tubos contendo EDTA (1,8 mg/mL), por medição espectrofotométrica da liberação de 

hemoglobina após exposição a várias concentrações das AgNPs in vitro. Os eritrócitos foram 

lavados três vezes por centrifugação a 3600 rpm/10 min e ressuspendidos com solução salina 

estéril (0,85% v/v), conforme descrito anteriormente para a fração aquosa (MARANI et al., 

2016). A suspensão de glóbulos vermelhos (GVs) (2%) foi misturada com a solução de AgNP 

e AgNO3 nas concentrações de 27 a 0,84 μgAg/mL, as misturas foram incubadas durante 30 

min a 35±2 °C e após centrifugação a 10.000 xg por 1 min o sobrenadante foi separado e o 
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valor da absorbância (A) foi mensurado a 492 nm em leitor de placas (Bioeasy). Triton-X (0,1% 

v/v) e solução salina foram utilizados como controles de hemólise positivo e negativo, 

respectivamente. A porcentagem de hemólise (%) foi calculada a partir da equação: [(AAgNP - 

Asalina) / Atriton-Asalina)] x 100. 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por ANOVA de duas vias com pós-

teste de Tukey usando GraphPad Prism® versão 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA 

/ EUA). A significância estatística foi aceita quando p <0,05. 
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Os processos de extração e fracionamento foram realizados conforme descrito na seção 

anterior e a fração aquosa (FAq) derivada do extrato etanólico de Terminalia fagifolia foi obtida 

com sucesso. Após o processo de liofilização, o pó foi utilizado para o estudo do potencial 

antifúngico, anti-inflamatório e para uma maior investigação do seu potencial antioxidante, 

além da síntese verde de nanopartículas de prata. A atividade antifúngica foi avaliada contra 

leveduras e fungos filamentosos, onde o resultado encontrado mostrou que todas as linhagens 

de Candida spp. e de dermatófitos (Fonsecaea pedrosoi e Tricophyton interdigitale) foram 

susceptíveis (Tabela 3). Os fungos filamentosos, dentre eles os causadores de dermatofitoses, 

comumente presentes em países tropicais, muitas vezes necessitam de um tratamento longo, 

com associação de medicamentos para obtenção da cura (SUGANTHI, 2017), assim, produtos 

naturais capazes de inibir o crescimento desses micro-organismos podem representar 

importantes alternativas terapêuticas. 

Neste estudo, a fração aquosa (FAq) demonstrou um excelente potencial antifúngico 

contra leveduras do gênero Candida (tanto estirpes de Candida albicans como espécies de 

Candida não-albicans), com CIMs variando de 0,48 – 1.000 µg/mL. Entre as linhagens 

sensíveis, a FAq foi mais ativa contra Candida parapsilosis ATCC 22901 (CIM = 0,48 µg/mL). 

No entanto, a fração aquosa foi bastante ativa contra a estirpe de Candida albicans ATCC 

96901, resistente ao fluconazol (CIM = 100 µg/mL), com CIM igual a 0,48 µg/mL. O mesmo 

resultado não foi demonstrado para o Cryptococcus neoformans que não apresentou 

sensibilidade à fração aquosa nas concentrações utilizadas (≤ 2000 µg/mL), de acordo com a 

Tabela 3. A despeito de ser um fungo leveduriforme, C. neoformans possui fatores de 

virulência, tais como a presença de cápsula e a melanização que pode torná-lo menos 

susceptível às substâncias testadas (GROSSMAN; CASADEVALL, 2017). Apesar disso, nos 

estudos de Bognan et al. (2013) C. neoformans foi susceptível 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-

Gonçalves et al. (2018) que demonstraram atividade do extrato de Terminalia cattapa contra 

C. albicans, no entanto, vale ressaltar que a concentração inibitória do extrato de T. cattapa foi 

igual a 6.250 µg/mL, ou seja, bem superior àquelas utilizadas neste estudo. Por outro lado, 

Aneja, Sharma e Joshi (2012) relataram que Terminalia arjuna  não 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 gênero, as espécies de Terminalia citadas têm potencial antifúngico variável, 

provavelmente devido à diferença entre a composição dos extratos, tendo em vista que a 
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produção de metabólitos secundários pelas plantas depende de múltiplos fatores (clima, 

localização, tipo de solo, etc.) (DONG et al., 2011; GUERRIERO et al., 2018). 

 

Tabela 3. Concentração inibitória mínima - CIM da fração aquosa (FAq) contra leveduras e 

fungos filamentosos. 

Micro-organismos CIM FAq 

(µg/mL) 

CIM 

Itraconazol 

(µg/mL) 

CIM 

Fluconazol 

(µg/mL) 

CIM 

Anfotericina B 

(µg/mL) 

Candida albicans SC 

5314 

30 - 0,25 - 

Candida tropicalis 

ATCC 750 

125 - 1,0 - 

Candida parapsilosis 

ATCC 22901 

0.4 - 2,0 - 

Candida glabrata ATCC 

90030 

1000 - 4,0 - 

Candida albicans ATCC 

96901 

0.4 - 100 - 

Candida krusei ATCC 

6258 

3,9 0,12   

Cryptococcus 

neoformans H99 

> 2000 > 2000 - 2,0 

Fonsecaea pedrosoi 

ATCC 46428 

15,6 0,5  

- 

- 

Tricophyton interdigitale 

73826 

3,9 0,12 - - 

-Não testado                                                                                                                Fonte: Autoria própria 

 

Leveduras pertencentes ao gênero Candida são os agentes etiológicos da candidíase, 

doença que ampliou sua prevalência, principalmente pelo aumento da sobrevida de pacientes 
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imunocomprometidos. Tal infecção pode afetar a mucosa oral e os órgãos sexuais, além da 

corrente sanguínea, principalmente em infecções nosocomiais (DE-LA-TORRE et al., 2018; 

EL-HOUSSAINI et al., 2019). Além disso, C. albicans é a principal causadora de infecções 

nosocomiais na corrente sanguínea, 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 ácidos fenólicos em sua composição, assim 

como a fração aquosa, deve-se, provavelmente, à precipitação de proteínas e à capacidade 

quelante e antioxidante desses compostos que culminam com modificações importantes no 

metabolismo dos micro-organismos (OKUDA, 2008; TERÇAS et al., 2017). 

A existência de estirpes de Candida resistentes aos medicamentos comumente usados, 

bem como os efeitos colaterais causados por essas drogas, torna o tratamento da candidíase 

complicado (NASROLLAHI et al., 2015). Surpreendentemente, a linhagem de C. albicans 

resistente ao fluconazol (antifúngico padrão) foi mais susceptível à FAq do que as outras 

linhagens da mesma espécie. Dentre os mecanismos de resistência ao Fluconazol, o 

envolvimento de genes da biossíntese do ergosterol é o mais comum e pode ser desenvolvido a 

partir da exposição excessive à droga, já no caso da C. krusei, que também foi susceptível à 

FAq, a resistência ao fluconazol é intrínseca (BERKOW; LOCKHART, 2017). 

Hong-Zhuo et al. (2019) mostraram compostos naturais que eram capazes de inibir o 

crescimento de Candida albicans sensível e resitente aos azóis 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 o uso de produtos naturais como 

alternativa para o tratamento de infecções fúngicas, inclusive infecções orais. Vale lembrar que 

a população faz uso de T. fagifolia para o tratamento de aftas e que essas lesões são causadas, 

frequentemente, por Candida sp. (NUNES et al., 2014). 

Para o estudo do efeito da FAq sobre a morfologia fúngica, a estirpe de Candida 

albicans ATCC 10231, utilizada para microscopia, foi susceptível à fração aquosa com CIM 

igual a 15,6 µg/mL. As imagens de microscopia de força atômica (MFA) das leveduras expostas 

à FAq (na concentração sub-CIM, 7,8 µg/mL) e das leveduras não-tratadas (controle) são 

mostradas na Figura 5. Por meio da microscopia foi possível observar uma diminuição na 

densidade das células fúngicas com o tratamento, bem como mudanças drásticas na morfologia 

celular (Fig. 5 C/D), com redução da altura (Z). As leveduras controle apresentaram uma forma 

característica, com superfície lisa, presença de hifas ou pseudo-hifas e brotamento característico 
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(Fig. 5 A/B). Esse comportamento das leveduras não tratadas (morfologia e presença de 

pseudo-hifas) demonstra a viabilidade dessas leveduras no teste quando não há tratamento com 

a FAq, comprovando que a inibição do crescimento, realmente, se dá por ação da fração testada. 

Figura 5. Imagens 3D de microscopia de força atômica (MFA) de células de Candida albicans.  

 

 
Legenda: Células de Candida albicans não tratadas (A) ou tratadas com a fração 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 alterações na conformação estrutural das leveduras tratadas, 

corroborando com a imagem anterior. Ainda na Figura 6B observa-se uma possível ruptura da 

levedura com extravasamento do conteúdo citoplasmático (setas brancas), aquelas células em 

que não se observa o possível extravasamento, nota-se maior rugosidade na superfície em 

relação ao controle. Dessa forma, as imagens de MFA revelaram alterações morfológicas 

causadas pela fração aquosa em células de C. albicans com diminuição do volume celular, 

alteração na superfície celular e provável ruptura, conforme demonstrado por Tyagi e Malik 

(2010) e Gonçalves et al. (2017).  
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Figura 6. Imagens topográficas de microscopia de força atômica (MFA) de células de Candida 

albicans.  

 

 
Legenda: Células de Candida albicans não tratadas (A) ou tratadas com a fração aquosa de T. fagifolia (B). 

 

A microscopia de força atômica (MFA) tem algumas vantagens em relação às outras 

microscopias para o estudo do efeito de substâncias em superfícies biológicas como a facilidade 

de preparação da amostra (que não necessita de muitos tratamentos prévios) e, principalmente, 

a alta resolução, que permite a observação de danos nas membranas de micro-organismos. 

Como desvantagem pode-se citar o tempo para geração da imagem, principalmente, em alta 

resolução (MÜLLER; DUFRÊNE, 2011; HEINISCH et al., 2012).  

As alterações observadas (Fig. 5 C/D e 6 B) corroboram com os mecanismos 

previamente propostos para extratos ou frações ricas em ácidos fenólicos, que envolvem uma 

alteração no metabolismo da levedura, impedindo seu crescimento ou levando ao 

extravasamento do conteúdo celular pela desestabilização da membrana. Essa desestabilização 

da membrana poderia ocorrer pela inibição da síntese do ergosterol, que é o mecanismo de ação 

descrito para vários antifúngicos utilizados na prática clínica, como o fluconazol (LI et al., 

2015). No entanto, não se pode afirmar que esse seja o único mecanismo envolvido, já que 

estirpes resistentes a fluconazol mostraram sensibilidade à FAq, além disso, a literatura 

demonstra que produtos naturais podem agir por vários mecanismos ao mesmo tempo, dentre 

eles, maior acumulação intracelular das substâncias naturais em detrimento do fármaco padrão 

utilizado (HONG-ZHUO et al., 2019). 
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Ainda que o efeito sobre células planctônicas de C. albicans seja promissor, a fração 

aquosa não apresentou atividade contra o biofilme formado (24 h) dessa mesma linhagem. Os 

dados obtidos mostram que não houve diminuição na fluorescência emitida pelas células do 

biofilme coradas com Alamar blue™, após tratamento com FAq em concentrações variando de 

62,5 – 2.000 µg/mL, indicando ausência de efeito na taxa metabólica dos fungos no biofilme, 

tendo em vista que a fluorescência emitida pelo corante é proporcional ao metabolismo destes 

micro-organimos (Fig. 7). 

Figura 7. Avaliação da atividade da fração aquosa (62,5 a 2000 µg/mL) contra biofilme 

formado (24 h) de Candida albicans. 

 

Legenda: Controle: Biofilme de 24 h sem tratamento/****p<0,05 para atividade inibitória significativa em relação 

ao controle. 

 

A microscopia de fluorescência confirma a ausência de inibição do biofilme formado 

pela fração aquosa (FAq) nas concentrações de 1.000 e 500 µg/mL, onde o fluoróforo marcaria 

as células mortas, já o controle positivo utilizado, Anfotericina B, apresenta células fúngicas 

marcadas, indicando a ação inibitória desse fármaco contra o biofilme formado (24 h), 

conforme observado na Figura 8.  
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Figura 8. Visualização do biofilme de Candida albicans SC5314 por microscopia de 

fluorescência.  

 

Legenda: As células mortas aparecem marcadas em verde após tratamento com Anfotericina B. 
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No entanto, levando-se em consideração a relevância da formação do biofilme em 

infecções persistentes e recorrentes (principalmente vaginites), testes para estudo da formação 

inicial do biofilme, devem ser realizados. Esses testes buscariam avaliar a influência da FAq 

nos processos iniciais de formação do agregado fúngico, ou seja, na adesão das leveduras à 

superfície, bem como nos mecanismos intrínsecos necessários para a formação do biofilme, 

como a produção de prostaglandina E, que é imprescindível para o estabelecimento do biofilme, 

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

O resultado deste estudo contrasta com os achados de Machado-Gonçalves et al. (2018) 

que demonstraram a atividade antibiofilme do extrato de Terminalia catappa (vale ressaltar que 

o teste foi realizado em concentrações superiores às concentrações utilizadas aqui). Embora as 

duas espécies de plantas (T. fagifolia e T. catappa) sejam ricas em compostos fenólicos que 

podem contribuir para o efeito antibiofilme, a diversidade e quantidade desses compostos em 

cada extrato pode explicar a presença ou ausência do efeito inibitório contra o biofilme de 

Candida. 

Infecções fúngicas, bacterianas, injúrias e toxinas são estímulos que podem desencadear 

processos inflamatórios no organismo (GALLO et al., 2017). Para estudar o potencial anti-

inflamatório da fração 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 após estudos prévios (dados 

não publicados) no laboratório. É importante lembrar que essa fração (FAq, 2000 mg/kg) é 

classificada como segura (nível 5 de segurança), pois não causa toxicidade em camundongos 

machos e fêmeas (Nunes et al., 2014). A inflamação induzida por carragenina na pata de 

camundongos é caracterizada por um evento bifásico baseado na ação de mediadores 

inflamatórios e na geração de radicais livres, como espécies reativas de nitrogênio e oxigênio 

(MOILANEN et al., 2012). Os resultados do estudo do potencial anti-inflamatório da fração 

aquosa são mostrados na Figura 9.  

Os dados mostrados indicam que a carragenina provoca um aumento no volume da pata 

com o tempo, atingindo o pico máximo na terceira hora (0,107 ± 0,03 mL), conforme o 

esperado. A partir da segunda hora, a fração aquosa já apresenta redução significativa do edema 

de pata na dose de 1,2 mg/kg (0,028 ± 0,01 mL) em relação ao veículo (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 flogístico (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 possível observar que a dose de 1,2 mg/kg segue o mesmo 

comportamento da indometacina (10 mg/kg) até a 3ª hora. 

Figura 9. Redução do edema de pata induzido por carragenina em camundongos pré-tratados 

com fração aquosa - FAq (0,6, 1,2 ou 2,5 mg/kg).  

 
Legenda: Os resultados dos grupos tratados com a FAq (linhas verdes) foram comparados aos grupos veículo 

(linha vermelha) e indometacina - Indo (linha preta). Cada linha representa a média ± EPM. O eixo y representa a 

diferença do volume final e basal, enquanto o eixo x representa os períodos de tempo em horas. *p<0,05, ** p<0,01 

e *** p<0,001 vs grupo veículo (ANOVA two-way seguida pelo pós-teste de Tukey). 

 

Os resultados apresentados anteriormente corroboram com os achados de Jami et al. 

(2014) que demonstraram o potencial anti-inflamatório 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-inflamatória 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-inflamatório pode se dar por inibição na inflamação mediada pelas prostaglandinas 

derivadas do ácido araquidônico, via ativação das isoenzimas cicloxigenases (COX), assim 

como o fármaco padrão utilizado, indometacina, um anti-inflamatório não esteroidal – AINE 

(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). 

Os animais tratados com a FAq apresentaram percentual de inibição da inflamação 

semelhante à droga padrão (indometacina) até a terceira hora, na dose de 1,2 mg/kg (Fig. 9), 

momento em que o pico de inflamação 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 

inibição significativa do processo inflamatório induzido pela carragenina (p <0,05). A literatura 

mostra que o extrato de Terminalia bellerica apresentou potencial anti-inflamatório em modelo 

de edema de pata induzido por carragenina, com percentual de inibição da inflamação 

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

Figura 10. Percentual de inibição da inflamação pela fração aquosa - FAq (0,6, 1,2 ou 2,5 

mg/kg).  

 

Legenda: Inibição da inflamação pela fração aquosa (FAq) em diferentes doses ou Indometacina (Indo), em 

comparação com os grupos veículo (CG) por hora (1-4 h). As barras representam as médias±EPM. *p<0,05, ** 

p<0,01, *** p<0,001 and **** p<0,0001 vs grupo veículo (ANOVA two-way seguido pelo pós-teste de Tukey). 

A carragenina também foi utilizada para induzir peritonite com subsequente 

quantificação do malondialdeído (MDA), que reflete a peroxidação lipídica derivada do 

estresse oxidativo (KHEDIR et al., 2016), tendo em vista que os lipídeos de membrana são o 

primeiro alvo das espécies reativas de oxigênio geradas. De acordo com os resultados, a fração 

aquosa (1,2 mg/kg) promoveu uma diminuição significativa (p <0,001) nas concentrações de 

MDA (Fig. 11), indicando um efeito protetor contra a geração de radicais livres que pode 

culminar na redução da inflamação (SILVA et al., 2013). O resultado observado corrobora com 

o resultado apresentado pelo extrato hidroalcoólico de T. chebula que também foi capaz de 

reduzir os níveis de MDA em ratos, após indução de peritonite por carragenina (melhor dose, 

onde os níveis assemelham-se aos níveis basais, de 250 mg/kg), os autores afirmam que o 

resultado de inibição de MDA somado ao resultado de diminuição do edema de pata provocado 

por carragenina, aumentam a probabilidade de interferência na síntese das prostaglandinas pelo 

extrato, o mesmo pode ser inferido para este estudo (BAG et al., 2013). 
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Figura 11. Concentração de MDA peritoneal depois do tratamento com a fração aquosa - FAq 

(1,2 mg/kg). 

 

Legenda: Pré-tratamento com a fração aquosa (FAq, 1,2 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou veículo. Carragenina 

(500 μg/cavidade) foi injetada 30 minutos depois dos tratamentos. Valores são expressos com média±EPM. *** 

p<0,001 vs grupo veículo com carragenina i.p., e ### p<0,001 vs grupo veículo com carragenina (ANOVA one-

way seguido pelo pós-teste de Tukey). 

Conforme abordado anteriormente, o grupo FAq (1,2 mg/kg) manteve a concentração 

de MDA (1,00 ± 0,09 nmol/mL) semelhante ao grupo veículo sem carragenina (1,24 ± 0,1 

nmol/mL), ou seja, manteve os níveis basais de MDA. Comparando-se o grupo FAq ao grupo 

veículo com carragenina, que apresentou um aumento significativo (p <0,001) nos níveis de 

MDA (2,48 ± 0,14 nmol/mL), percebe-se que há diferença significativa entre eles. Nesse teste, 

o resultado para o grupo tratado com a FAq foi semelhante ao grupo tratado com indometacina. 

A concentração média de MDA é vista na Tabela 4. 

Tabela 4. Níveis de malondialdeído - MDA (nmol/mL) nos diferentes grupos estudados (média 

± EPM). 

Grupos 
Veículo Veículo FAq 

 (1,2 mg/kg) 

Indometacina 

 (10 mg/kg) 

Carragenina (500 μg/cavidade) 

Níveis de 

MDA  

1.24 ± 0.10 2.48 ± 0.14 1.00 ± 0.09 1.48 ± 0.13 

  Fonte: Autoria própria 
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Outro teste realizado para investigação do potencial anti-inflamatório da fração aquosa 

(FAq) foi a indução de neuroinflamação por lipopolissacarídeo (LPS). Neste teste, as células 

microgliais são induzidas a um processo inflamatório e são pré-incubadas ou não com FAq, em 

seguida as células vivas são monitoradas por microscopia. Os resultados mostraram que a fração 

aquosa (125 µg/mL) foi capaz de inibir a produção de fator nuclear kappa B (NF-kB) pelas 

células microgliais (Fig. 12). Em relação ao do grupo LPS, observa-se uma redução nos níveis 

de inibidor da via do NF-kB em comparação ao controle (CT), o que indica um aumento na 

atividade do NF-kB. Enquanto nas células tratadas com FAq, observa-se atenuação significativa 

(p<0,001) do efeito prévio, ou seja, o pré-tratamento com FAq (125 µg/mL) permitiu a 

manutenção da inibição da atividade de NF-kB nos níveis basais, após a indução com LPS. Este 

resultado indica um bloqueio do efeito do LPS na ativação do NF-kB, que pode estar associado 

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

Figura 12. Níveis celulares do inibidor da via do NF-kB em células microgliais, tratadas ou 

não-tratadas com a fração aquosa - FAq.  

 

Legenda: (A) Culturas de células microgliais expressando biosensor do inibidor da via do NF-kB. (B) 

Quantificação do efeito do inibidor da via do NF-kB na presença ou ausência de LPS em células microgliais. *** 

p<0,001 vs controle (CT) e ### p<0,001vs grupo LPS. 

O ensaio de neuroinflamação em células microgliais, enfocando a inibição do NF-κB, é 

um modelo adequado para o estudo do potencial anti-inflamatório de compostos bioativos, uma 

vez que a produção celular de muitos marcadores pró-inflamatórios está envolvida com a 
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ativação desse fator de transcrição (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 indução de NF-kB leva a um aumento na 

produção de mediadores inflamatórios e consequente agravamento de doenças 

neurodegenerativas (KALTSCHMIDT; KALTSCHMIDT, 2009). Em estudos similares, 

Rahimi et al. (2018) demonstraram o efeito neuroprotetor do extrato hidroetanólico de 

Terminalia chebula após inflamação induzida por LPS em células de micróglias, corroborando 

com os achados desta pesquisa. 

A ativação de NF-kB também está relacionada com o agravamento do estresse oxidativo 

e este, por sua vez, também pode modular a ativação da via do NF-kB, de maneira que 

compostos com atividade antioxidante tem capacidade para reparar danos causados pelas 

espécies reativas de oxigênio e modular a sinalização celular (MORGAN; LIU, 2011; 

LINGAPPAN, 2018). Nunes et al. (2014) mostraram que a fração aquosa do extrato etanólico 

tem capacidade para sequestrar radicais DPPH e ABTS, assim como neste estudo (Tabela 5). 

Além desses testes antioxidantes, realizou-se também ensaios para verificação da redução do 

ferro (FRAP) e para determinação da capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC). A 

fração aquosa mostrou boa capacidade antioxidante em todas as metodologias in vitro utilizadas 

(de acordo com a Tabela 5), fato que pode ser atribuído à presença de compostos fenólicos e 

flavonoides na FAq (Nunes et al., 2014). Estes resultados também estão 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 determinação da capacidade antioxidante da fração aquosa – FAq. 

Testes FAq 

ABTS.+  (µgEAA/mL) 83±1 

DPPH (µgET/mL) 240±2 

FRAP (µgEAA/mL) 873±15 

ORAC (mmolET/gExt) 9.8±0.9 

Fonte: Autoria própria 

Os resultados antioxidantes de FRAP e ORAC para a fração aquosa de T. fagifolia são 

inéditos e relevantes para consolidação dos dados publicados até o momento. Dentre os testes 

realizados, o ensaio de ORAC tem uma melhor correlação com resultados in vivo, sendo 
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amplamente aceito para medir a capacidade antioxidante total de amostras biológicas e 

alimentares, por estar relacionado à medição de um radical biologicamente relevante. Além 

disso, os dois testes citados apresentam boa correlação entre si (THAIPONG et al., 2006; 

SAÉNZ et al., 2009). Estes resultados corroboram com o efeito demonstrado no ensaio de 

peritonite (in vivo), onde foi demonstrado um possível efeito antioxidante da fração, relacionado 

à diminuição dos níveis de malondialdeído (MDA), após a administração do agente flogístico 

(carragenina). 

Após os estudos para verificação do potencial antifúngico, anti-inflamatório e 

antioxidante da fração aquosa, foram realizados protocolos para analisar a toxicidade desta 

fração. A hemocompatibilidade da fração aquosa - FAq foi avaliada utilizando eritrócitos 

humanos. Neste teste, concentrações ≤ 500 µg/mL não causaram nenhum dano aos glóbulos 

vermelhos (Fig. 13), similar à solução salina (0,85%), controle positivo e ao resultado 

encontrado por Bag et al. (2013) para o extrato hidroalcoólico de T. chebula (50 – 500 µg/mL). 

Estes autores afirmam que a hemocompatibilidade também pode ser associada à atividade anti-

inflamatória in vitro de produtos naturais, tendo em vista a semelhança das membranas dos 

eritrócitos com membranas lisossomais. A ausência de dano pode evitar a liberação de enzimas 

relacionadas ao processo inflamatório agudo e crônico (KOTA; SHARMA; TAHASHILDAR, 

2018).   

Figura 13. Avaliação da viabilidade de eritrócitos tratados com a fração aquosa – Faq. 

 

Legenda: Controle: Solução salina a 0,85%. 
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Além do estudo in vitro com eritrócitos, 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 

avaliação da toxicidade em um modelo in vivo. Após esse tempo, a curva de sobrevivência foi 

construída (Fig. 14). A FAq administrada em doses de até 5 mg/kg não reduziu 

significativamente a sobrevida das larvas em comparação 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 5,0 mg/kg apresentaram 81,25%, 75% e 81,25% de sobrevivência, 

respectivamente. 

Figura 14. Curva de sobrevivência de Galleria mellonella tratada com PBS ou fração aquosa 

(5,0; 2,5 ou 1,2 mg/kg) após sete dias de observação. 

 

Legenda: Controle: PBS (linha preta), fração aquosa (linhas coloridas). 

Em modelos in vitro (viabilidade de eritrócitos) e in vivo (toxicidade em Galleria 

mellonella), a fração aquosa - FAq apresentou baixa toxicidade. A viabilidade dos eritrócitos 

na presença de novos compostos deve ser testada, levando-se em conta a possibilidade de esses 

compostos caírem na corrente sanguínea e causarem danos às células vermelhas. O dano, 

geralmente, ocorre na membrana dos eritrócitos, provocando sua disrupção com liberação do 

conteúdo de hemoglobina. Esse dano na membrana pode ser causado pela geração 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 à rica 

composição em flavonoides e compostos fenólicos (NUNES et al., 2014). Neste contexto, 
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Hebbani, Reddy e Nallanchakravarthula (2014) mostraram o efeito anti-hemolítico do extrato 

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

A avaliação da toxicidade in vivo em larvas de Galleria melonella é um modelo 

alternativo rápido e econômico em comparação com modelos de mamíferos, além disso a 

viabilidade da larva pode ser observada facilmente por ausência de movimento e melanização 

devido à toxicidade (DESBOIS; COOTE, 2012). Este modelo é frequentemente utilizado para 

avaliar produtos direcionados para aplicação como antimicrobiano, considerando que a larva 

possui semelhanças com o sistema imune inato de mamíferos (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 estão envolvidas na resposta a feridas e processos 

inflamatórios. Assim, o resultado encontrado neste estudo em larvas G. mellonella pode ser 

utilizado como um indicador para o uso seguro da fração aquosa de T. fagifolia no tratamento 

de doenças humanas, a baixa toxicidade encontrada aqui está de acordo com os achados de 

Nunes et al. al. (2014). Os autores afirmam que esta fração se enquadra no nível 5 de segurança, 

de acordo com “United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labeling of 

Chemicals”. 

 Em virtude do quão promissora a fração aquosa – FAq se mostrou, é de grande interesse 

a elucidação do seu constituinte majoritário. A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

é uma técnica versátil e amplamente utilizada para o isolamento de produtos naturais, devido 

ao seu adequado poder de resolução para processamento das amostras, tanto em escala analítica 

quanto preparativa (CANNELL, 1998; SASIDHARAN et al., 2011). Pela metodologia 

utilizada, voltada para identificação de flavonoides e compostos fenólicos, é possível observar 

o perfil fitoquímico do extrato etanólico - EEt, bem como da fração aquosa - FAq. A partir dos 

cromatogramas mostrados nas Figuras 15 e 16 podemos observar os picos e seus respectivos 

tempos de retenção (TR) que correspondem aos constituintes presentes no EEt e na FAq, de 

acordo com a interação deles com a coluna (fase estacionária) e os solventes (fase móvel) 

utilizados. 

O cromatograma do EEt (Fig. 15) mostra os picos majoritários com os seguintes 

Tempos de retenção: TR = 22,48 min e TR = 24,47 min, todos com intensidade acima de 900 
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mAU. Para a FAq a análise cromatográfica revelou dois picos majoritários com TR iguais a 

23,12 e 26,46 minutos, ambos com intensidade maior que 500 mAU (Fig. 16).  

Figura 15. Cromatograma do Extrato Etanólico (EEt) de T. fagifolia no λ=254 nm, mostrando 

o tempo de retenção dos picos majoritários. 

 

Figura 16. Cromatograma da Fração Aquosa (FAq) do EEt de T. fagifolia no λ=254nm, 

mostrando o tempo de retenção dos picos majoritários. 

 

A partir da Figura 16, observa-se que a fração aquosa possui dois picos que se destacam 

dentre os outros, ao contrário do extrato etanólico que possui, pelo menos, quatro picos com 

absorbância acima de 500 mAu. Portanto, o fracionamento mostrou-se efetivo à medida que 
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permitiu a predominância de dois constituintes em detrimento daqueles observados no extrato 

(Fig. 15).  

A Figura 17 apresenta os cromatogramas da fração aquosa e do extrato etanólico 

sobrepostos. Por meio dela, podemos observar que os principais constituintes da fração aquosa 

estão presentes no extrato etanólico. Considerando-se um leve atraso no cromatograma da FAq 

(evidenciado pelo atraso no pico do solvente de TR ~ 6 min no cromatograma do EEt e TR ~ 7 

min no cromatograma de FAq), supõe-se que o pico com TR=23,12 da FAq seja o mesmo 

constituinte majoritário do Extrato etanólico com TR=22,48 e que o constituinte majoritário da 

FAq (TR=26,46 min) seja o mesmo constituinte presente no EEt com TR~25 min, no entanto 

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

Figura 17. Cromatogramas sobrepostos da Fração Aquosa (vermelho) e do EEt (verde) de T. 

fagifolia no λ=254nm.  

 

Legenda: As setas pretas representam os constituintes do EEt que podem ser os constituintes majoritários da FAq 

(setas vermelhas). 

Para validação do método utilizado, optou-se por usar a Mangiferina (Sigma-Aldrich), 

substância que se encontra presente na casca do caule de Mangifera indica L., popularmente 

conhecida como mangueira (LUO et al, 2012). O padrão de xantona utilizado apresentou um 

pico majoritário no TR = 23,34 min. A Figura 18 mostra que o pico da Mangiferina possui um 

tempo de retenção semelhante a alguns picos encontrados nos cromatogramas anteriores, 

sugerindo que essas moléculas têm polaridade semelhante à Mangiferina. Além disso, esse 

resultado demonstra que o método utilizado foi adequado para essa classe de metabólitos 
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secundários, ainda que a mangiferina não esteja presente na fração aquosa que é o foco deste 

estudo.   

Figura 18. Cromatograma da Mangiferina no λ=254nm, mostrando o tempo de retenção do 

pico majoritário. 

 

Após a obtenção dos cromatogramas e separação eficaz das moléculas, o constituinte 

majoritário da fração aquosa foi coletado e seco. Após secagem do mesmo, percebeu-se que se 

tratava de um composto solúvel em DMSO, em etanol e água ou metanol e água. Essas 

características são compatíveis com aquelas citadas para compostos fenólicos, que são 

metabólitos secundários polifenólicos, derivados do ácido chiquímico (Fig. 19).  

Figura 19. Biossíntese de compostos fenólicos, flavonoides e ácidos benzoicos, a partir do 

Ácido Chiquímico.  

 
Adaptado de Ansari & Misra (2007). 
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 De posse da molécula isolada, buscou-se analisar, por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massa (CL-EM), o peso molecular da amostra e da Mangiferina, usada como 

padrão para validação da metodologia empregada. A CL-EM também é uma técnica 

rotineiramente usada para a análise de constituintes de extratos de plantas. Esta técnica fornece 

informações importantes para a elucidação estrutural dos compostos quando o padrão não está 

disponível, ou quando a molécula é desconhecida (SASIDHARAN et al., 2011; YE et al., 2007). 

O espectro após a ionização positiva da substância majoritária da FAq de T. fagifolia,  

com TR = 26,46 minutos (Pico 2), mostra um íon parental 448.9 m/z, conforme pode ser 

observado na Figura 20.  

Figura 20. Espectro de massas do constituinte majoritário com TR = 26,46 min da FAq de T. 

fagifolia, obtido após Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM). 

 

 

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 química da Mangiferina. 

 

Fonte: PUBCHEM (2018). 
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Figura 22. Espectro de massas da Mangiferina, obtido após Cromatografia Líquida Acoplada 

a Espectrometria de Massas (CL-EM). 

 

 

  Para completa elucidação da estrutura do constituinte da fração aquosa, buscou-se 

analisar, por RMN, a substância coletada. Após a obtenção dos dados de RMN (Tabela 6) o 

constituinte isolado foi identificado como um composto fenólico, derivado do ácido elágico, 

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

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

o que pode explicar a proximidade dos tempos de retenção observados por cromatografia. 

Apesar de pertencerem a classes diferentes as duas moléculas são derivadas da via do ácido 

Chiquímico (fig. 19). 

Figura 23. Estrutura química do eschweilenol C. 

 

Fonte: Autoria própria.  
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Os principais dados encontrados pela análise de 1H RMN foram dois singletos (δ 7,75 e 

7,49) na região aromática, juntamente com um sinal de dubleto metílico (δ 1,14), enquanto o 

espectro de 13C apresentou 20 sinais de carbono com duas unidades de 7-carbono, indicando o 

esqueleto do ácido elágico de acordo com Yang et al. (1998). Além disso, os deslocamentos 

químicos de 13C do resíduo de açúcar, δ 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 glicosídica 1-

substituída, conform pode ser visto na Tabela 6. 

Tabela 6. Dados da espectroscopia de RMN. 

Posição δ 1H Mult δ 13C 13C 

fragmento 

HMBC 

1   114.45 C  

2   136.30 C  

3   141.15 C  

4   146.30 C  

5 7.75 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   107.41 C  

7   158.99 C  

1´   111.71 C  

2´   136.66 C  

3´   139.72 C  

4´   148.68 C  

5´ 7.49 s 110.19 CH 136.66(2´), 139.72(3´), 114.45(1), 

111.71(1´), 148.68(4´), 107.94(6´), 

158.84(7) 

6´   107.94 C  

7´   158.84 C  

1´´ 5.46 “s” 100.12 CH 146.31(4), 69.80(5´´), 69.76(2´´) 

2´´ 4.00 “d” 69.76 CH 71.67(4´´), 

3´´ 3.85 dd 70.03 CH 71.67(4´´), 69.76(2´´) 

4´´ 3.33 dd 71.67 CH 69.80(5´´), 69.76(2´´), 17.72(6´´) 

5´´ 3.57 ddq 69.80 CH 70.03(3´´), 17.72(6´´) 

6´´ 1.14 d 17.72 CH3 71.67(4´´), 69.80(5´´) 
Fonte: Autoria própria. 

Após a análise de RMN, o material recuperado foi novamente analisado por 

espectrometria de massas e apresentou um íon 449 m/z semelhante ao resultado demonstrado 

anteriormente. Após a fragmentação desse íon, o espectro MS2 apresentou um íon 303 m/z, 

característico do Eschweilenol C após perder a ramnose (C6H10O4) que possui 146 Da, 

exatamente a diferença entre os dois íons. Portanto, corrobora com os dados de RMN que 

apontam para um ácido elágico deoxihexosídeo (eschweilenol C). 
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Neves et al. (2018) afirmam que a ramnose é a única desoxihexose descrita na literatura 

como um agente glicosilante do ácido elágico, corroborando com nossos achados. Os dados de 

RMN foram comparados com os da literatura, onde os deslocamentos químicos e as correlações 

de HMBC confirmaram a identidade da molécula (YANG et al., 1998; LI et al., 1999; ASAMI 

et al., 2003). O eschweilenol C (ácido 4-O- (α-ramnopiranosil) elágico) não é um derivado do 

ácido elágico muito comum em plantas do gênero Terminalia e foi relatado apenas por 

Yamauchi et al (2016) no extrato metanólico da casca de Terminalia brownii (no Sudão) e por 

Kim et al. (2018) no extrato metanólico da fruta de Terminalia chebula, coletada na Coréia do 

Sul. 

Em termos de atividade biológica descrita, esta biomolécula possui fraca atividade 

contra o crescimento de Saccharomyces cerevisae, potencial citotóxico contra células tumorais 

(P388, K562, B16, HeLa e KB) e é um inibidor enzimático 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 gênero Candida. Esta 

espécie pertence ao gênero Combretaceae, assim como a T. fagifolia, e também possui em sua 

composição o derivado do ácido elágico, eschweilenol C. Semelhante ao resultado reportado 

anteriormente neste estudo. 

Realizou-se, então, o estudo teórico do eschweilenol C em comparação com a 

indometacina (droga padrão de anti-inflamatório), para verificar a similaridade entre elas. Para 

aprimorar o conhecimento acerca desse bioativo, abordagens teóricas para verificação do 

potencial antioxidante desta molécula também foram realizadas. 

A Figura 24 apresenta os Índices de Fukui Condensados sobre os Átomos (IFCAs) 

estimados para as moléculas eschweilenol C e indometacina, onde a reatividade é classificada 

de azul (mais baixa) a vermelha (mais alta), seguindo uma escala de cores RGB. Em geral, as 

reatividades moleculares de ambos os compostos são bastante semelhantes: i) maior reatividade 

em relação aos nucleófilos (f +) e radicais livres (f0) nos átomos de oxigênio mais externos; ii) 

maior reatividade para eletrófilos (f-) nas regiões internas dos anéis ressonantes. 

Do ponto de vista geométrico, é possível inferir que os efeitos de impedimento estérico 

são reduzidos no eschweilenol C em relação ao composto comercial, o que poderia supor uma 

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

suposição. 

Figura 24. Representação molecular (3D) do Eschweilenol C e da Indometacina e IFCAs para 

reações em direção a nucleófilos (f+), eletrófilos (f-) e radicais livres (f0).  

 

 
Legenda: Esquema de cores: cinza (Carbono), vermelho (Oxigênio) e branco (Hidrogênio). De vermelho a verde: 

locais de maior reatividade e azul: locais de menor reatividade. 

  

A semelhança eletrônica entre os compostos foi confirmada considerando a posição 

relativa dos orbitais de fronteira (análise de HOMO - onde a molécula tem maior capacidade 

de doar elétrons e LUMO - onde a molécula tem menos resistência para aceitar elétrons) (Fi. 

25 a/b). Na Figura 25 b é possível 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. Características acerca do caráter doador/receptor de elétrons do Eschweilenol C. 

 

Legenda: a) Alinhamento dos níveis de HOMO e LUMO espécies químicas Eschweilenol C e Indometacina.b) 

Razão de doação/aceitação de elétrons comparada a valores da literatura. 
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O local de maciez química, observado entre eles e com relação às espécies H2O2, OH• e 

HOO• (Fig. 26), sugere que eschweilenol C e indometacina têm mecanismos de desativação 

antiradical semelhantes, no que diz respeito à atividade antioxidante e o sequestro de radicais 

livres. 

Figura 26. Local de maciez em relação à reatividade com radicais para eschweilenol C.  

 

 
Legenda: eschweilenol C (esquerda) e indometacina (direita). As últimas colunas mostram a atividade dos radicais 

H2O2 OH- e HOO- para comparação. 

 

 Em resumo, os cálculos de Teoria do funcional de densidade (DFT) sugerem que o 

composto majoritário da FAq (eschweilenol C) apresenta mecanismos anti-radicais livres 

semelhantes aos do composto comercial, indometacina, conforme mencionado antes. No 

entanto, espera-se uma melhora nas atividades biológicas principalmente devido à ausência de 

efeitos de impedimento em eschweilenol C. Como pode ser observado, estes resultados teóricos 

dão suporte à atividade anti-inflamatória da FAq, dada a similaridade estrutural e química do 

seu constituinte majoritário com a indometacina, corroborando com o comportamento 

semelhante nos estudos in vivo. O mesmo pode ser inferido para a atividade antioxidante da 

FAq, tendo em vista que este constituinte é bastante presente na fração estudada. 

Além do eschweilenol C (constituinte majoritário) identificado neste estudo, Nunes et 

al. (2014) relataram a provável presença de epicatequina, como sendo o segundo composto mais 

abundante na fração aquosa (FAq) do extrato etanólico de T. fagifolia. A epicatequina também 

é uma molécula antioxidante e já possui diversas propriedades biológicas relatadas 

(BERNATOVA, 2018; SHAY et al., 2015). 

Sabendo-se da riqueza da FAq em moléculas bioativas, buscou-se realizar a síntese 

verde de nanopartículas de prata (AgNPs). Para efeito de comparação, e aproveitamento do 

potencial químico, outros extratos e frações de T. fagifolia também foram utilizados.  
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Todos os extratos e frações utilizados foram capazes de reduzir a prata (Ag0) e formar 

nanopartículas. As AgNPs sintetizadas foram denominadas conforme a Tabela 7 e 

caracterizadas pelos protocolos descritos na seção Material e métodos. 

 

Tabela 7. Denominação utilizada para as nanopartículas sintetizadas. 

Extrato ou fração precursora Sigla utilizada 

Extrato etanólico de T. fagifolia 

 

AgNPEEt 

Extrato hidroalcoólico de T. fagifolia 

 

AgNPEHa 

Fração aquosa do extrato etanólico de T. 

fagifolia 

AgNPFAq 

Fração hidroalcoólica do extrato etanólico de 

T. fagifolia 

AgNPFHa 

 Fonte: Autoria própria. 

 

A formação das AgNPs foi monitorada e confirmada pela alteração de cor na mistura de 

reação e análise por espectroscopia na região do UV-vis, na qual observa-se a presença de 

bandas de ressonância plasmônica de superfície na região de 350 e 500 nm (ROY; BARIK, 

2010; SALEM et al., 2016). A Figura 27 mostra uma ilustração esquemática da síntese das 

AgNPs, bem como a aparência da solução de nanopartículas 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 à encontrada por Rasheed et al. (2018) ao sintetizar nanopartículas de prata com 

Cefixime e à relatada na literatura para AgNPs sintetizadas com citrato (MULVANEY, 1996).  

Kumar et al. (2012), Edison e Sethuraman (2012) e Dwivedi (2013) sintetizaram 

nanopartículas de prata com extrato Terminalia chebula tanto para fins biológicos, como para 

atividade catalítica e redução de corantes.  Ankamwar (2011) e Devadiga, Shetty e Saidutta 

(2017) realizaram síntese verde de nanopartículas 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-inflamatória utilizando 

estrato de várias espécies de Terminalia (T. catappa, T. mellueri, T. bentazoe e T. bellerica). O 

extrato de T. arjuna também foi utilizado para síntese verde de nanopartículas de prata para 
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aplicações biológicas (AHMED; IKRAM, 2015), demonstrando o potencial de plantas do 

gênero Terminalia para síntese verde de nanopartículas de prata, assim como nesse estudo. 

 

Figura 27. Figura esquemática da síntese verde das AgNPs (A) e espectros de UV-vis das 

soluções de AgNPs (B).  

 

 

Legenda: AgNPEEt – AgNps sintetizadas com extrato etanólico de T. fagifolia. AgNPEHa – AgNPs sintetizadas 

com extrato hidroalcoólico de T. fagifolia. AgNPFAq – AgNPs sintetizadas com a fração aquosa do extrato 

etanólico de T. fagifolia. AgNPFHa – AgNPs sintetizadas com a fração hidroalcoólica do extrato etanólico 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 nanopartículas polidispersas, como 

pode ser visto na Tabela 8, que mostra o índice de polidispersão (PDI) das AgNPs, determinado 

pela técnica de espalhamento de luz dinâmico (DLS) (ANURADHA; SUNDAR; RAMANA, 

2014).  O tamanho hidrodinâmico médio das partículas 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 

nanopartículas 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 análise de UV-vis. No 

entanto, é um resultado comum para nanopartículas de prata polidispersas analisadas por DLS 

devido a limitações técnicas para este tipo de amostra (EATON et al., 2017). O mesmo 

comportamento polidisperso pode ser observado para nanopartículas de prata sintetizadas com 

extrato de T. arjuna (AHMED; IKRAM, 2015) 

O potencial Zeta foi negativo para todas as nanopartículas e os valores encontrados 

ficaram entre -27 e -23,5 mV, estes valores podem indicar a estabilidade coloidal do sistema 

por forte força repulsiva entre as partículas carregadas negativamente e estão 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 nanopartículas - NTA também foi possível determinar 

o tamanho médio de AgNPs que variou de 110,2±1,8 nm a 157,7±5,7 nm. As técnicas de DLS 

e NTA têm diferentes mecanismos de medição, fato que pode justificar as pequenas diferenças 

encontradas no resultado das análises de tamanho, além disso outros estudos também relataram 

resultados diferentes entre as duas técnicas (MACCUSPIE et al., 2011). A concentração de 

nanopartículas em solução medida por NTA foi da ordem de 108 partículas/mL, assim como o 

resultado relatado por Mwilu et al. (2013) ao analisarem AgNPs por NTA. Os dados 

apresentados acima são mostrados na Tabela 8. 

Tabela 8. Tamanho médio das nanopartículas de prata (AgNPs), índice de polidispersão (PDI), 

potencial Zeta e concentração das AgNPs. 

 

AgNPs Tamanho 

médio (nm) 

por DLS 

Tamanho 

médio (nm) 

por NTA 

PDI Potencial 

Zeta 

(mV) 

Concentração 

(particles/mL) 

AgNPEHa 69,77±1,70 112,6±1,3 0,57±0,07 -26,0 14,10 x 109±3,58 x108 

AgNPEEt 66,22±3,65 110,2±1,8 0,51±0,04 -27,0 9,99 x 109±3,45 x 108 

AgNPFAq 81,39±1,57 133,5±47,8 0,41±0,01 -23,5 19,10 x 109±7,42 x108 

AgNPFHa 110,57±2,17 157,7±5,7 0,57±0,07 -24,6 9,68 x 109±7,08 x 108 

Fonte: Autoria própria. 

 

A distribuição das nanopartículas por tamanho pode ser evidenciada nos gráficos abaixo 

(Fig. 28), gerados a partir da análise por NTA. Percebe-se que apesar de apresentar um dos 

maiores valores de índice de polidispersão (0.57±0.07) por DLS, a AgNPEHa apresentou uma 

população unimodal na análise por NTA. Essa discrepância entre as técnicas pode ser explicada 

pela presença de agregados nessa amostra (ver adiante na Fig. 31 A/B) que pode limitar a 

sensibilidade do DLS (EATON et al., 2017). Já a AgNPFHa (nanopartícula de prata sintetizada 

com a fração hidroalcoólica) apresentou o mesmo PDI e também se mostrou polidispersa na 

análise por NTA.  Pelos gráficos da Figura 28 confirmam-se os números apresentados na 

Tabela 8 para o tamanho mensurado por NTA, ou seja, percebe-se uma predominância de 

nanopartículas em torno de 100 nm. 
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Figura 28. Gráficos de distribuição de tamanho das AgNPs a partir de análises por NTA. 

 

 

As análises de FTIR foram realizadas para extratos, frações e AgNPs, visando 

identificar as possíveis moléculas envolvidas na redução dos íons Ag+ e no recobrimento das 

AgNPs (Fig. 29). Os espectros mostram as bandas características de OH (região de 3.200-3.600 

cm-1), além das bandas de compostos fenólicos presentes em derivados de T. fagifolia: bandas 

em 1.600 cm-1 atribuídas a C=C, em 1440-1450 cm-1 devido ao estiramento de CH, em 1.100-

1.040 cm-1 atribuídas às vibrações de CO de álcoois. 

Ao tempo que nos espectros das AgNPs podemos observar a diminuição das bandas 

características dos compostos fenólicos citados acima, como a banda na região de 1200 cm-1 

(CO de ácidos carboxílicos, ésteres e éteres), nos espectros das AgNPs ocorre o aparecimento 

de uma intensa banda na região de 1636 cm-1, o que corresponde à deformação de NH de aminas 

primárias e 1380 cm-1 que pode ser atribuída a estiramento de NO3 ou CN de amina aromática 

(Fig. 29), esse resultado é similar aos apresentados nos espectros de FTIR por Edison e 

Sethuraman (2012) para nanopartículas de prata sintetizadas com T. chebula. A análise FTIR 

confirmou que a redução dos íons Ag+ para as nanopartículas 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 análise de FTIR feita 

por Ahmed e Ikram (2015) para AgNPs de T. arjuna. 

 

Figura 29. Espectros de FTIR dos extratos, frações e AgNPs sintetizadas.  

 

 

Legenda: A: espectro do extrato hidroalcoólico – EHa e sua respectiva nanopartícula – AgNPEHa; B: espectro do 

extrato etanólico – EEt e sua respectiva nanopartícula – AgNPEEt; C: espectro da fração aquosa – FAq e sua 

respectiva nanopartícula – AgNPFAq; D: espectro da fração hidroalcoólica – FHa e sua respectiva nanopartícula 

– AgNPFHa. 
 

Conforme mencionado anteriormente, T. fagifolia é uma planta rica em metabólitos 

secundários, tais como: compostos fenólicos, taninos hidrolisáveis, flavonoides, triterpenos 

glicosilados e outros compostos que podem ser oxidados em aldeídos, ácidos carboxílicos, 

cetonas ou flavonas, dessa forma, os íons metálicos são reduzidos a nanopartículas e podem 

desempenhar um papel importante no recobrimento das nanopartículas. Baseado nestas 

afirmações, um possível mecanismo de síntese foi proposto para as AgNPs sintetizadas e 

estabilizadas com extratos e frações de T. fagifolia (Fig 30) (GARCEZ et al., 2006; 

ANURADHA; SUNDAR; RAMANA, 2014). 
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Figura 30. Mecanismo sugerido de síntese e estabilização de AgNPs com extratos e frações de 

T. fagifolia.  

 

Adaptado de Edison e Sethuraman (2012). 

 

Uma vez que as AgNPs foram sintetizadas, a observação da morfologia dessas 

nanopartículas é de extrema importância. A Figura 30 evidencia uma população heterogênea 

de nanopartículas analisadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão (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 análise por UV-vis (Fig. 27) e o PDI acima de 0,3 mostrado na Tabela 8. 

Outra característica perceptível das AgNPs é que aquelas sintetizadas com as frações (aquosa 

ou hidroalcoólica) tem um formato mais poligonal em detrimento da predominância de 

nanopartículas esféricas sintetizadas com os extratos. Como as frações possuem menos 

variedade de moléculas, esse fato pode ser decorrente de uma maior organização cristalina das 

moléculas para o processo de estabilização das nanopartículas de prata. 

A partir da análise de espectroscopia de dispersão de energia - EDS da AgNPFAq (Fig. 

32), observa-se um forte sinal dos átomos de prata - Ag e carbono - C com % atômico de 14,5% 

e 68,9%, respectivamente. A presença de outros elementos, bem como o pico intenso de C, 

pode ser causada pela existência de moléculas orgânicas derivadas dos extratos e frações de T. 

fagilfolia ligados às nanopartículas, já a presença marcante do pico de Ag indica a propriedade 

cristalina das AgNPs, enquanto que o pico de oxigênio - O alinhado com o pico de Ag, pode 

indicar que as AgNPs são recobertas pelos metabólitos secundários de T. fagifolia pelo átomo 

de oxigênio, conforme proposto na Figura 30. A presença intensa do cobre (Cu) é devido à 

grade usada para realização da microscopia (EDISON; SETHURAMAN, 2012). 
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Figura 31. Morfologia das AgNPs por microscopia eletrônica de transmissão - MET.  

.  
Legenda: A-B) AgNPEHa; C-D) AgNPEEt; E-F) AgNPFAq e G-H) AgNPFHa. 



                                                                                                                                                 

Araújo, A. R. (2019)                                                                                                                                                   88 
 

Figura 32. Análise por EDS da nanopartícula de prata sintetizada com a fração aquosa de T. 

fagifolia (AgNPFAq). 

 
 

O tamanho também foi calculado a partir das imagens obtidas por meio de microscopia 

eletrônica de transmissão (MET). O tamanho médio das AgNPs aferido por MET variou de 

20,5 ± 20,21 nm a 113,10 ± 101,64 nm, para AgNPEHa e AgNPFHa, respectivamente. A 

AgNPEEt apresentou tamanho igual a 24,8 ± 29,47 nm e a AgNPFAq 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 eletrônica de transmissão.  

 

Figura 33. Histogramas de dispersão das AgNPs a partir de imagens de MET.  

 

 
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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diâmentro hidrodinâmico e não o tamanho real da partícula. O alto desvio padrão apresentado 

demonstra a polidispersão das amostras, que pode ser observada nos histogramas gerados após 

análise por MET e nas imagens da microscopia (Fig. 31). O histograma apresentado na Figura 

33 para AgNPFHa corrobora com o gráfico gerado pela análise 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 detecção do potencial antioxidante 

das AgNPs são mostrados na Tabela 9. As nanopartículas de prata são conhecidas por possuir 

propriedade antioxidante (EL-RAFIE; HAMED, 2014) que corrobora com o resultado 

encontrado neste estudo, dessa forma, dentre as nanopartículas, a AgNPFAq foi a que 

demonstrou a maior atividade antioxidante (111±7,3 μg equivalente de ácido ascórbico/mL) 

pelo ensaio de ABTS, no entanto apresentou menor sequestro do radical DPPH (210 ±2 μg 

equivalente de TROLOX/mL). A maior atividade antioxidante das AgNPs, provavelmente, está 

relacionada com a forma de adsorção das moléculas antioxidantes do extrato ou fração na 

superfície da nanopartícula (PATIL; KUMBHAR, 2017). 

 

Tabela 9. Atividade antioxidante das AgNPs, extratos e frações determinados pelos ensaios de 

ABTS, DPPH e FRAP. 

 

AgNPs/Extratos ABTS.+  

(µgEAA/mL) 

DPPH 

(µgET/mL) 

FRAP 

 (µgEAA/mL) 

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 75,2 ±1,1 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 

FAq 82,8 ±1,2 240±2 873,14 ±14,61 

FHa 131,1 ±15,9 1010±90 747,11 ±109,86 

Fonte: Autoria própria. 

 

O teste de DPPH baseia-se na capacidade de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazila 

reagirem com doadores de hidrogênio, incluindo compostos fenólicos (AL-RIMAWI et al., 

2017). A AgNPEEt apresentou o melhor resultado no teste de FRAP (759.50±23.38 μg de 

equivalente de ácido ascórbico/mL), entre os extratos o melhor foi a FAq e FHa com 
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873.14±14.61 e 747,11 ±109,86 μg de equivalente de ácido ascórbico/mL, respectivamente. No 

entanto, esse valor caiu quase metade após a síntese de AgNPFAq (412,40±79,48 μg 

equivalente de ácido ascórbico/mL) e AgNPFHa (481,13 ±66,87 μg equivalente de ácido 

ascórbico/mL). Provavelmente o(s) composto(s) responsável(is) pela capacidade de reduzir o 

ferro  foram consumidos  (ainda que parcialmente) durante a síntese das AgNPs. Não é possível 

realizar a comparação das AgNPs sem extrato ou fração para estabilizá-la, pois, mesmo 

utilizando um redutor químico, as nanopartículas não se mantém estáveis. 

A literatura relata que as plantas da família Combretaceae, principalmente do gênero 

Terminalia, são 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 investigação acerca do potencial antioxidante das nanopartículas 

sintetizadas, utilizou-se a eletroquímica para complementar a caracterização das AgNPs. De 

fato, sendo a prata um composto eletroativo, torna-se razoável usar técnica voltamétrica para 

analisar as AgNPs como um aspecto importante da pesquisa, apesar das limitações da técnica 

(MOHAN et al., 2016). Nesse sentido, a voltametria do pulso diferencial (DPV) foi utilizada 

para observar o comportamento eletroquímico das AgNPs, que pode mostrar o potencial 

antioxidante, bem como o pico de oxidação da prata, comprovando que estava no seu estado 

reduzido, característico 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 anódico típico em 0,0013 V, 0,0114 V, -

0,0137 V e 0,0064 V para a oxidação do AgNPEHa (Fig. 34/A), AgNPEEt (Fig. 34/B), 

AgNPFAq (Fig. 34/C) e AgNPFHa (Fig. 34/D), respectivamente, com uma corrente de pico 

maior do que a mostrada para extratos ou frações precusoras. 

Três picos anódicos são observados a partir dos extratos, frações e AgNPs, mas entre os 

três picos, os picos anódicos mais visíveis são os das AgNPs, que correspondem a Ag+ após a 

oxidação de Ag0 presente nas nanopartículas (MOHAN et al., 2016). Nestes voltamogramas 

foram observados picos anódicos entre 0,4394 e 0,5754 V que podem ser atribuídos à oxidação 

de diferentes compostos polifenólicos, incluindo ácido gálico e quercetina, como mostrado na 

Figura 34/E e Figura 34/F, respectivamente. Esses constituintes são metabólitos secundários 

comuns produzidos por diversas espécies de vegetais, inclusive pela T. fagifolia, e funcionam 

como padrão para validação 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 frações.  

 

Legenda: AgNPs (A-D/linha preta), extratos de T. fagifolia (A e B/linha azul escura), frações de T. fagifolia (C e 

D/linha vermelha), Ácido gálico (E/linha laranja) e Quercetina (F/linha verde) em 0,1 M HCl (linha azul claro) no 

eletrodo. 

 

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

de fenólicos totais (TPC) das AgNPs, extratos e frações, foi analisado (Fig. 35). O TPC está 
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relacionado à capacidade antioxidante mostrada anteriormente, devido estrutura química das 

moléculas envolvidas e suas propriedades redutoras. Os compostos fenólicos possuem um anel 

aromático com um ou mais aneis hidroxilas e estão presentes em muitas espécies vegetais. 

Englobam vários metabólitos secundários, tais como ácidos fenólicos, flavonoides, lignanas, 

estilbenos, cumarinas e taninos que além de possuir potencial antioxidante, formam 

intermediários relativamente estáveis em função da ressonância do anel aromático presente 

nessas substâncias (SOUSA et al, 2007; IGNAT; VOLF; POPA, 2011; ABDEL-AZIZ et al., 

2014). 

A partir da Figura 35 pode-se inferir que o conteúdo de fenólicos totais (TPC) em 

extratos e frações (EHa = 470±27,09, EEt = 887,40±59,17, FAq = 826,80±33,07 e FHa = 

762,50±7,40 mg equivalente de ácido gálico/L) diminui após a síntese 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 ácido gálico/L), exceto para o extrato e a fração hidroalcoólica 

(EHa e FHa) que permaneceu praticamente o mesmo valor. No geral, esse resultado corrobora 

com os espectros obtidos nas análises de FT-IR. 

 

Figura 35. Conteúdo de fenólicos totais das AgNPs, extratos e frações de T. fagifolia. 

 

 

 

Abdel-Azziz et al. (2014) também demonstraram potencial antioxidante das 

nanopartículas de prata sintetizadas com extrato vegetal e quantificaram o conteúdo de 

fenólicos totais, que, provavelmente, estão envolvidos no potencial antioxidante demonstrado. 

A partir dos resultados demonstrados, pode-se observar que as AgNPs possuem boa atividade 

antioxidante, o que favorece a aplicação desses materiais na área biomédica, tendo em vista que 
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a capacidade antioxidante pode diminuir o dano oxidativo provocado nas células eucarióticas 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, três Gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. aureus MRSA e Enterococcus 

faecalis) e três Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella 

enterica typhimurium) com relevância clínica devido à alta prevalência em infecções humanas 

(OMS, 2018). Todas as AgNPs mostraram atividade contra bactérias Gram-positivas sensíveis 

e resistentes (CIMs variando de 27 a 6,75 μgAg/mL), bem como extratos e frações precursoras, 

corroborando com o resultado encontrado por Araújo et al. (2015). Para bactérias Gram-

negativas, as CIMs variaram de 27 a 3,37 μgAg/mL, os extratos e frações precursoras não 

apresentaram atividade inibitória frente às linhagens Gram-negativas (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Valores de Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) em µg/mL das AgNPs, 

AgNO3, extratos, frações e antibacterianos padrão (Controle positivo) contra as bactérias 

testadas. 
 

Linhagens 

bacterianas 

AgNP

EHa  

EHA AgNP

EEt  

EEt AgNP

FAq 

FAq AgNP

FHa 

FHa AgNO3 

 

Controle  

Staphylococcus 

aureus  

ATCC 29213 

13,5 250 

 

6,75 125 

 

13,5 62,5 27 125 

 

13,5 <0,25a 

Staphylococcus 

aureus 

ATCC 43300 

(MRSA) 

13,5 125 

 

27 125 

 

27 62,5 13,5 125 

 

13,5 <0,5b 

Enterococcus 

faecalis 

ATCC 29212 

27 125 

 

6,75 125 

 

27 62,5 27 125 

 

6,75 <4,0b 

Escherichia 

coli 

ATCC 25922 

27 - 6,75 - 27 - 13,5 - 6,75 <0,5c 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 27853 

13,5 - 3,37 - 27 - 13,5 - 3,37 <0,5c 

Salmonella 

enterica 

typhimurium 

ATCC 14028 

- - 3,37 - - - 27 - 27 <0,5c 

Notas: aOxacilina, bVancomicina e cMeropenem/ - Não apresentou atividade nas concentrações testadas. Fonte: 

Autoria própria 
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Bactérias Gram-negativas apresentam um amplo espectro de mecanismos de resistência 

aos antimicrobianos disponíveis, como produção de enzimas, bombas de efluxo, dentre outros. 

Escherichia coli é um exemplo de bactéria que, atualmente, apresenta resistência aos 

medicamentos mais utilizados para o tratamento de infecções do trato urinário, que são os 

antibacterianos da classe das fluoroquinolonas. Em alguns países 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; RUPPÉ; WOETHER; BARBIER, 2015; 

WHO, 2018).  

Em geral, a AgNPEEt apresentou o melhor resultado antibacteriano, sendo que P. 

aeruginosa e S. enterica Typhimurium foram as linhagens mais sensíveis com CIM = 3,37 

μgAg/mL, provavelmente as AgNPs interagem melhor com os lipopolissacarídeos das bactérias 

Gram-negativas do que com os componentes externos das bactérias Gram-positivas 

(SHRIVASTAVA et al., 2007). A AgNPEEt apresentou o menor tamanho médio dentre as 

nanopartículas sintetizadas (Tabela 8), o que pode ter contribuído para o marcante efeito 

antibacteriano, tendo em vista que um menor tamanho aumenta a área de superfície e, 

consequentemente, o contato com os micro-organismos. 

Apesar de mostrar boa sensibilidade à AgNPEEt a bactéria Gram-negativa S. enterica 

Typhimurium foi a única estirpe que não apresentou sensibilidade a todas as AgNPs (AgNPEHa 

e AgNPFAq). A literatura mostra alguns casos de bactérias resistentes à prata, dentre as espécies 

citadas encontra-se a S. enterica Typhimurium, que foi o primeiro caso reportado de resistência 

à prata mediada pelo gene pMG101. Geralmente, esse tipo de resistência é associado ao habitat 

da bactéria e normalmente está presente em bactérias ambientais (MC HUGH et al., 1975; 

DURÁN et al., 2016). 

As bactérias do gênero Staphylococcus foram susceptíveis às AgNPs testadas, no 

entanto a S. aureus (MRSA) resistente à Meticilina/Oxacilina foi menos sensível para a maioria 

da nanopartículas. A resistência à Meticilina é um fator adicional importante no 

estabelecimento das infecções causadas por S. aureus, e cada vez se torna mais prevalente. 

Garza-González e Dowzicky (2013) analisaram o perfil de susceptibilidade de 3.126 estirpes 

de S. aureus isoladas de diversos espécimes clínicos de pacientes hospitalizados em países da 

América Latina no período de 2004 - 2010, destas 1.467 (46,9%) foram identificadas como 

resistentes à Meticilina. Durante o estudo, 241 linhagens foram coletadas no Brasil, dentre elas 

127 (52,7%) eram resistentes à Meticilina. 
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A resistência aos β-lactâmicos em MRSA é conferida pela aquisição de um elemento 

genético móvel conhecido como cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec), 

prevalente no gênero Staphylococcus. O SCCmec carrega o gene mecA que codifica para a 

expressão de uma proteína modificada de 78 kDa chamada PBP-2A ou PBP-2’ (Protein Binding 

Penicilin), que possui afinidade diminuída pelos β-lactâmicos. Assim, a biossíntese da parede 

celular nas estirpes MRSA continua, ainda que na presença de níveis considerados inibitórios 

de antibióticos β-lactâmicos (CHAMBERS; DELEO, 2009; SHORE; COLEMAN, 2013; 

LAWUNG et al., 2014; PATERSON et al., 2014).  

As AgNPs, podem funcionar como alternativas ao aumento da resistência bacteriana por 

atuarem por vários mecanismos de ação, além do aumento da área de superfície, são eles: 

ruptura da parede celular, aumento da permeabilidade da membrana, quebra da membrana 

celular e perturbação da síntese protéica, prolongamento da fase de adaptação ou fase Lag, na 

qual ocorre intensa síntese proteica e se dá a preparação para a fase de crescimento exponencial 

ou fase Log. A liberação de íons Ag+ promove a interação destes íons com o DNA bacteriano, 

provocando a fragmentação do DNA por intercalação entre as bases e quebra das ligações de 

hidrogênio 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; LI et al., 2017).  

O tratamento com AgNPs pode levar à formação de poros na membrana bacteriana, 

aumentando a permeabilidade aos íons Ag+ liberados das AgNPs, no entanto, a atividade 

antibacteriana intrínseca não depende apenas disso. Acredita-se que as AgNPs aumentam a 

quantidade de espécies reativas de oxigênio (ROS) no ambiente celular. Além da atividade 

antibacteriana evidente, as nanopartículas têm uma grande reatividade, portanto menor 

tendência para induzir resistência microbiana (HWANG et al., 2008; PARK et al., 2009; 

MOGHADAM et al., 2012). Os mecanismos citados são mostrados na Figura 36. 

O AgNO3 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 nanopartículas de prata. 
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Figura 36. Possíveis mecanismos para a atividade antibacteriana de nanopartículas de prata.  

 

 

Legenda: As nanopartículas podem causar danos e penetrar na parede celular e na membrana plasmática 

bacteriana, promover o aumento na geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), liberar íons de prata (Ag+) 

que também podem interagir com a parede celular e a membrana plasmática, inibir a replicação por ligação e 

fragmentação do DNA bacteriano e interromper a síntese protéica. (Modificado de Durán et al. (2016)). 

 

As alterações morfológicas que AgNPEEt promove em E. coli ATCC 25922 são 

mostradas nas imagens realizadas por Microscopia de Força Atômica, na Figura 37. A imagem 

do controle mostrou bactérias características, em forma de bastonete (Fig. 37 A), em contraste, 

após exposição à concentração sub-CIM (1/2 da CIM) de AgNPEEt (3,37 μgAg/mL) durante 

24 horas, a imagem revela aumento da rugosidade da superfície celular e diminuição da altura 

das células, além de endentações na superfície bacteriana. Provavelmente, ocorreu danos na 

parede celular e na membrana, assim, as células foram deformadas com aparente 

extravasamento do conteúdo citoplasmático (Fig. 37 B). 

Após a exposição a 6,75 μgAg/mL de AgNPEEt (concentração igual a CIM) durante 24 

h, a morfologia celular mudou de forma irreversível com muitas protuberâncias na superfície. 

Em resumo, E. coli parece estar destruída severamente (Fig. 37 C). Estudos revelam que as 

AgNPs podem desestabilizar a embrana externa, promover o colapso do potencial da membrana 

plasmática, esgotar os níveis de ATP intracelular e conduzir à formação 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.  

 

 

Legenda: A) E. coli não tratada (controle); B) E. coli tratada com a concentração sub-CIM (3,37 μgAg/mL) de 

AgNPEEt e C) E. coli tratada com a concentração igual a CIM da AgNPEEt (6,75 μgAg/mL). 



                                                                                                                                                 

Araújo, A. R. (2019)                                                                                                                                                   98 
 

Para explorar melhor o potencial antimicrobiano das AgNPs, elas foram testadas contra 

fungos patogênicos. O aumento da sobrevivência de pacientes imunocomprometidos, discutido 

anteriormente, permitiu uma maior incidência de infecções fúngicas, dessa forma, também 

surge a necessidade do desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas. Assim como 

algumas infecções bacterianas são causadas por micro-organismos resistentes aos antibióticos, 

alguns fungos já não respondem aos medicamentos antifúngicos que são projetados para matá-

los. Este fenômeno emergente, conhecido como resistência antifúngica, é um fator preocupante, 

principalmente nos casos de infecções invasivas causadas por fungos do gênero Candida, um 

dos principais agentes causadores de infecções na corrente sanguínea. Embora a maioria das 

resistências antifúngicas ocorra em espécies de Candida sp., a resistência em outros tipos de 

fungos, também é uma questão emergente (ARENDRUP, 2014; MAGILL; EDWARDS; 

BAMBERG, 2014; SANGLARD, 2016).  

Após a realização dos testes, as nanopartículas apresentaram boa atividade antifúngica 

com CIMs variando de 6,75 a 0,10 μgAg/mL (Tabela 11). A levedura C. krusei, reconhecido 

pela resistência intrínseca, foi a estirpe mais sensível à ação das AgNPs, porém é importante 

observar que os fungos filamentosos utilizados neste estudo são difíceis de tratar e vêm se 

tornando resistentes aos agentes antifúngicos utilizados na prática clínica (BEDOUT; GOMÉZ; 

RESTREPO, 1997; VANDEPUTTE et al., 2012; TAMURA et al., 2014). 

É relatado na literatura que as nanopartículas de prata têm atividade inibitória contra 

leveduras do gênero Candida sp. alterando o potencial da membrana, formando poros, 

liberando o conteúdo citoplasmático, semelhante ao mecanismo de ação das AgNPs contra 

bactérias (KIM et al., 2009). Outro importante mecanismo de ação é o aumento das espécies 

reativas de oxigênio que se convertem dentro da célula fúngica no oxidante forte ·OH (radicais 

hidroxila) levando à redução do potencial da membrana mitocondrial e à liberação do citocromo 

c das mitocôndrias resultando em apoptose (HWANG et al., 2012). 

Esta é a primeira vez que nanopartículas de prata foram testadas contra F. pedrosoi, 

agente etiológico da cromoblastomicose (KRZYŚCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYŃSKA; 

PIASZCZYŃSKI, 2014; CASTRO et al., 2017), no entanto, estudos com outro fungo 

filamentoso revela que as AgNPs podem interferir no processo de reprodução dos fungos e 

causar mudanças estruturais em hifas (LAMSAL et al., 2011). Rónavári et al. (2018) mostraram 

em seu estudo que as nanopartículas de prata podiam reduzir o diâmetro da colônia de 

Tricophyton sp. com 30 μgAg/mL, mas não apresentou o mesmo efeito com 10 μg/mL, enquan 

to que em nosso estudo a CIM das AgNPs para T. interdigitale foi muito menor, variando de 

1,69 a 0,21 a μgAg/mL. 
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Tabela 11. Valores de Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) de AgNPs, AgNO3, extratos, 

frações e Itraconazol contra fungos testados em µg/mL. 

 

Linhagens 

fúngicas 

AgNP

EHa  

EHA AgNP

EEt  

EEt AgNP

FAq 

FAq AgNP

FHa 

FHa AgNO3 

 

Itraconazol 

 

Candida krusei 

ATCC 6258 

0,21 1,9 

 

0,10 1,9 

 

0,21 3,9 0,21 3,9 0,12 0,12 

Tricophyton 

interdigitale 

ATCC 75826 

0,84 7,8 

 

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

Fonsecaea 

pedrosoi 

ATCC 46428  

6,75 31,25 6,75 31,25 6,75 15,62 6,75 31,25 27 0,5 

Fonte: Autoria própria 

 

A cromoblastomicose é uma doença fúngica polimórfica definida pela implantação do 

fungo que leva a uma hiperproliferação do tecido hospedeiro, combinada com a presença de 

uma fase fúngica patogênica na forma de células muriformes. Esta infecção apresenta-se como 

uma infecção crônica e granulomatosa da pele e tecido subcutâneo e pode apresentar infecção 

secundária, responsável pela morbidade dessa doença, juntamente com a incapacidade da parte 

do corpo afetada ou a transformação 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 μg/mL para 

Fonsecaea pedrosoi, um gênero que é considerado o mais comum no Brasil e tem relacionado 

as infecções causadas por Fonsecaea spp. são mais difíceis de tratar do que outros gêneros. No 

que diz respeito à cromoblastomicose, que é uma infecção fúngica mais prevalente, a melanina 

lhes confere um fator de virulência o que os torna mais resistentes do que outros fungos. A 

terapia é longa e está relacionada a baixas taxas de cura e mesmo a terapia padrão, 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 biológico, o conhecimento do grau de dano nos glóbulos vermelhos 

após a exposição a nanopartículas de prata é extremamente necessário, tendo em vista que as 

AgNPs podem acessar o sistema circulatório por várias rotas (HUANG et al., 2016). No estudo 
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da atividade hemolítica, os eritrócitos foram expostos a AgNPs (27 a 0,84 μgAg/mL) e o 

resultado pode ser observado na Figura 38. 

 

Figura 38. Percentual de hemólise induzida por AgNPs em diferentes concentrações.  

 

 

Legenda: *** para p <0,001/* para p <0,05 e # sem significância. 

 

AgNPEEt foi a nanopartícula mais biocompatível entre as AgNPs testadas, apresentou 

abaixo de 15% de hemólise na maior concentração, seguida de AgNPFAq que apresentou cerca 

de 65% de hemólise na concentração de 27 μgAg/mL, enquanto AgNO3, AgNPFHa e 

AgNPEHa promoveram 100% de hemólise nesta mesma concentração. AgNO3 na concentração 

de 6,75 μgAg/mL promoveu cerca de 80% de hemólise, ao contrário das AgNPs que 

apresentaram percentuais ≤ 5%, como AgNPEEt e AgNPFAq. 

Ruden et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes ao comparar a atividade 

hemolítica de nanopartículas de prata com a do AgNO3. As substâncias testadas não foram 

capazes de promover hemólise em concentrações ≤ 3,37 μgAg/mL. É importante enfatizar que 

AgNPEEt foi ativo contra todas as linhagens de micro-organismos utilizados em concentrações 

abaixo de 13,5 μgAg/mL, portanto, biocompatível nas concentrações efetivas. As outras 

nanopartículas também mostraram atividade antibacteriana e antifúngica em concentrações não 

tóxicas. 

O efeito hemolítico observado promove a ruptura de eritrócitos e a liberação de seu 

conteúdo de hemoglobina, alterando a integridade da membrana e as características da 

superfície. Tais mudanças podem ser induzidas pela liberação de produtos de estresse oxidativo 
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após a exposição a AgNPs, mas ainda não está claro sobre o mecanismo exato que provoca o 

dano na membrana dos glóbulos vermelhos (MOCAN, 2013; HUANG et al., 2016).  

Após a análise dos resultados obtidos para a síntese verde de nanopartículas de prata, 

pode-se inferir que o sistema sintetizado tem suas limitações, no entanto foi efetivo para aquilo 

que foi proposto. Pode-se observar que as nanopartículas não foram muito melhores que os 

extratos e frações em termos de atividade antibacteriana, mas o fato de ter ampliado o espectro 

de ação e inibir o crescimento tanto de bactérias Gram-positivas, como de Gram-negativas já 

traz uma enorme vantagem para aplicação clínica, principalmente quando não se sabe qual 

micro-organismo está provocando a infecção, além disso também apresenta atividade contra 

micro-organismos resistentes. Em relação aos fungos estudados, as nanopartículas também 

foram ativas e podem ser utilizadas em formulações tópicas 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 formulações farmacêuticas para aplicação 

clínica, com algumas vantagens se comparado à prata (Ag+). 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÃO 
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A fração aquosa apresentou potencial antifúngico, principalmente contra leveduras do 

gênero Candida sp., mostrando resultado promissor contra Candida albicans resitente a 

fluconazol. 

A fração aquosa também foi capaz de reduzir o edema de pata na terceira hora, com 

percentual de inibição semelhante à indometacina, assim como a redução dos níveis de MDA, 

demonstrando potencial anti-inflamatório. 

No modelo de células microgliais, a fração aquosa inibiu o aumento de NF-kB após 

indução por LPS, indicando um possível efeito protetor contra neuroinflamação. 

A fração aquosa apresentou excelente capacidade antioxidante. 

O constituinte majoritário da fração aquosa foi identificado como um derivado do ácido 

elágico, eschweilenol C. 

Estudos teóricos do eschweilenol C apontaram similaridades químicas e estruturais com 

indometacina, além de demonstrar o potencial antioxidante dessa molécula. 

Os extratos e as frações da casca do caule de T. fagifolia foram efetivos na síntese verde 

de nanopartículas de prata com atividade antioxidante e alto teor de compostos fenólicos.  

As AgNPs apresentaram boa atividade antibacteriana e antifúngica contra as linhagens 

testadas, vale ressaltar que foi o primeiro relato de atividade de nanopartículas de prata contra 

Fonsecaea pedrosoi, agente etiológico da cromoblastomicose (doença endêmica em algumas 

regiões do Brasil).  

As AgNPs também apresentaram baixa atividade hemolítica, em relação ao AgNO3, e 

podem ser alternativas promissoras para aplicações biomédicas.  
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 Isolar maiores quantidades das substâncias majoritárias da Fração Aquosa por meio de 

CLAE. 

 Avaliar a atividade antibacteriana e antifúngica do Eschweilenol C e estudar os 

respectivos mecanismos de ação. 

 Testar os constituintes isolados quanto à sua atividade citotóxica e estudar os 

mecanismos de ação envolvidos. 

 Otimizar a síntese verde das AgNPs e realizar o teste de viabilidade celular. 
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ANEXO A – ARTIGOS PUBLICADOS 

 

A Tese resultou em dois artigos que foram publicados em periódicos internacionais. Todos os 

direitos das publicações em sua totalidade são reservados à Elsevier®. 

 

 

 

 

 


