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RESUMO
Physalis angulata é uma espécie com propriedades farmacolégicas que sao
associadas a presenca de metabdlitos secundarios especificos denominados
fisalinas. Baseado nisso, este trabalho teve como objetivo analisar a capacidade de
inibicdo de crescimento de microrganismos de interesse em Saude Publica e a
atividade antioxidante dos extratos etandlico e cloroférmico das partes aéreas de P.
angulata. Para atingir os objetivos foram obtidos os extratos etandlico e cloroférmico
e suas fracOes, além de realizar a triagem fitoquimica das principais classes de
metabdlitos secundarios presentes nas partes aéreas de P. angulata. Analises de
CCD apontam para a presenca de ergosterol, possivelmente vitanolideos. O peffil
cromatografico em CLAE-UV expde a presenca de um mesmo tipo de composto
nos extratos e fracdes, sugerindo que esses sejam 0s responsaveis pela atividade
biolégica. Resultados obtidos na triagem fitoquimica apontam a presenca de
flavonoides, taninos, alcaldides, terpenos e glicosideos cardiotdnicos que justificam
0 ECs0 de 127,11 pg/mL do extrato etanolico e 415 pg/mL do extrato cloroférmico
apresentado nos testes de atividade antioxidante. O extrato cloroférmico
demonstrou as melhores concentragfes inibitérias minimas (CIM) sendo 0,62
mg/mL para o fungo filamentoso Microsporum canis, 1,25 mg/mL para a levedura
Candida albicans, 2,50 mg/mL para Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Candida krusei e Candida
parapsilosis e 5,00 mg/mL para Pseudomonas aeruginosa. A fragdo metanol obtida
do extrato cloroférmico apresentou os melhores resultados para bactérias, variando
de 0,62 a 1,25 mg/mL, enquanto a fracdo Hexano-Acetato (6:4) foi melhor para
fungos, com CIMs variando de 0,07 a 1,25 mg/mL. Apesar dos resultados
apresentados com os patégenos plancténicos, o extrato cloroférmico, a fracéo
Hexano-Acetato (6:4) e a fracdo metanol ndo apresentaram atividade anti-biofilme
de Candida albicans. Os extratos, a fragdo metanol e Hexano-Acetato (6:4) foram
incorporadas em nanoemulsdo e tiveram seu desempenho bioldgico avaliado,
porém ndo demonstraram atividade contra bactérias e fungos e a atividade contra
fungos filamentosos néao foi melhor do que os resultados obtidos sem incorporagao

na nanoparticula. Apesar dos valores obtidos nos testes com a nanoemulséo,



ajustes na formulacdo e no tempo do experimento podem trazer dados relevantes
sobre a capacidade antimicrobiana da P. angulata.
Palavras-chave: Physalis angulata; Extratos vegetais; Compostos Fitoquimicos;

Atividade antimicrobiana; Concentracdo minima inibitdria; Nanoemulséo.



ABSTRACT

Physalis angulata is a species with proven pharmacological properties that are
associated with the presence of specific metabolites called physalins. Based on that,
this study aims to analyze the growth inhibition capacity of microorganisms of interest
in Public Health and the antioxidant activity of ethanolic and chloroformic extracts
from aerial parts of P. angulata. To achieve the objectives, the ethanolic and
chloroformic extracts and their fractions were obtained, in addition to performing the
phytochemical screening of the main classes of secondary metabolites present in the
aerial parts of P. angulata. CCD analyzes point to the presence of ergosterol,
possibly vitanolides. The HPLC-UV chromatographic profile exposes the presence of
the same type of compound in extracts and fractions, suggesting that these are
responsible for the biological activity. Results obtained in the phytochemical
screening indicate the presence of flavonoids, tannins, alkaloids, terpenes and
cardiotonic glycosides that justify the ECso of 127.11 pg/mL for the ethanol extract
and 415 pg/mL for the chloroform extract presented in the tests of antioxidant
activity. The chloroform extract showed the best minimum inhibitory concentrations
(MIC) being 0.62 mg/mL for the filamentous fungus Microsporum canis, 1.25 mg/mL
for the yeast Candida albicans, 2.50 mg/mL for Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Candida krusei and Candida
parapsilosis and 5.00 mg/mL for Pseudomonas aeruginosa. The methanol fraction
obtained from the chloroform extract showed the best results for bacteria, ranging
from 0.62 to 1.25 mg/mL, while the Hexane-Acetate (6:4) fraction was better for
fungi, with MICs ranging from 0.07 at 1.25 mg/mL. The extracts, the methanol and
Hexane-Acetate (6:4) fraction were incorporated into a nanoemulsion and had their
biological performance evaluated, but they do not demonstrate better activity against
bacteria and fungi and the activity against flamentous fungi than the results obtained
without incorporation in the nanoparticle. Despite the values obtained in the tests
with the nanoemulsion, adjustments in the formulation and time of the experiment
can bring relevant data about the antimicrobial capacity of P. angulata.

Keywords: Physalis angulata; Plant extracts; Phytochemical Compounds;

Antimicrobial activity; Minimum inhibitory concentration.
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1. INTRODUCAO

A tradicdo do uso de plantas medicinais no Brasil se iniciou com as praticas
indigenas de tratamento de doencas e enfermidades. Ao longo dos séculos,
esses costumes foram enriquecidos através da incorporagéo de conhecimentos
populares portugueses e africanos e se enraizaram através da passagem
informal da sabedoria de geracdo para geracdo (CASTRO; FIGUEIREDO,
2020).

O Brasil tem as condi¢des oportunas para o investimento em pesquisa € no
desenvolvimento de produtos a partir de seu rico patriménio natural e cultural,
uma vez que dispde da maior diversidade genética vegetal do mundo e forte
tradigdo do uso de plantas medicinais (MAZIERO, 2017).

Uma das espécies utilizadas na medicina popular brasileira € a Physalis
angulata L. que tem registros do uso de sua seiva para dores de ouvido e 0
uso de seu cha para ictericia. No estado da Paraiba, as infusbes das folhas
sdo usadas como sedativo e contra inflamacgdes da bexiga, baco e rim. No
estado do Para, o cha da raiz é utilizado no tratamento de hepatite, anemia,
infeccdo de urina, pedras nos rins e dor de estbmago (RENGIFO-SALGADO;
VARGAS-ARANA, 2013).

Essa planta é um arbusto rustico de origem amazo6nica, que cresce em solo
poroso e rico em matéria organica, sob a influéncia do clima tropical ou
subtropical. Se caracteriza por produzir um fruto pequeno, arredondado e
alaranjado, o qual € envolto por sépalas em formato de baldo que ficam
pendurados em seus galhos. Possui diversos nomes populares, entre os mais
conhecidos estdo Camapu, Bucho-de-ré e Bal&do-rajado (ISMAIL; ALAM, 2001;
JANUARIO et al., 2002; PONTES, 2015; RODRIGUES et al., 2018).

Embasadas nas aplica¢cdes populares de P. angulata, pesquisas tém sido
realizadas para corroborar, através de metodos cientificos, a existéncia e o
potencial de acdo de seus ativos. Ao longo dos ultimos anos, foi investigada a
acdo anti-inflamatéria (CHECON, 2011), antiprotozoéria e antiviral (OLIVEIRA
et al, 2016), anti moluscicida (SANTOS et al., 2003), antitumoral
(GUIMARAES et al., 2010), imunomoduladora (BEILINTANI, 2002) e
antimicrobiana (PIETRO et al., 2000).
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Uma das funcionalidades relevantes para exploracdo dessa espécie é a
atividade antioxidante. Os compostos antioxidantes podem ser de grande
beneficio para a melhoria da qualidade de vida, pois eles sdo capazes de
proteger um organismo dos danos causados pelos radicais livres, prevenindo
ou adiando o inicio de varias doencas (OLIVEIRA et al., 2016). Estudos como
o de Silva (2013) investigaram o potencial antioxidante dos frutos de P.
angulata, mas ha poucos registros da utilizacdo de outros fragmentos desse
vegetal.

As partes aéreas da P. angulata tiveram seu potencial antimicrobiano
revelado por Pietro et al. (2000) e Januario et al. (2002), quando testada a
concentracdo minima inibitoria do extrato cloroférmico e os produtos obtidos do
fracionamento desse extrato contra espécies de Mycobacterium sp. Os bons
resultados obtidos nessa linha de pesquisa, justificam a continuidade da
investigacdo da acdo antimicrobiana das partes aéreas desse vegetal em
relacdo a outros organismos patdgenos em suspensao e em biofiimes, assim
como, a identificacdo, isolamento e pesquisa do potencial biolégico dos
compostos fitoquimicos dessas partes da planta. Além da avaliacdo de seu
comportamento associado a um sistema polimérico de hanoemulsao.

Diante do exposto, o presente trabalho apresenta a pesquisa das principais
classes de metabdlitos secundarios de P. angulata, assim como a avaliacdo da
atividade antioxidante dos extratos etandlico e cloroférmico das partes aéreas
desse vegetal e pesquisa da acdo antimicrobiana dos extratos etandlico e

cloroférmico e as fraces obtidas a partir do extrato cloroférmico.

2. REVISAO DA LITERATURA

As plantas s&o importantes fontes de compostos biologicamente ativos e
sua utilizacdo € uma das praticas mais remotas empregadas na prevencao,
tratamento e cura de doencas (ALMEIDA JUNIOR, 2013).

Simdes e Schenkel (2002), relatam que um dos primeiros registros
fitoterapicos datam de 2.838-2.698 a.C. Quando, o Imperador Chinés Shen
Nung catalogou 365 espécies, entre ervas medicinais e venenos. Ja em 1.500
a.C., manuscritos egipcios relacionaram 811 prescricbes ao uso de 700
plantas. Algumas dessas plantas, ainda s&o utilizadas tanto na medicina

popular como em industrias farmacéuticas, como o Panax spp (Ginseng),
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Ephedra spp, Cassia spp (Chuva de ouro) e Rheum palmetum L. (Ruibarbo
chinés).

Mais tarde, 0os gregos e romanos utilizaram e aprimoraram 0s
conhecimentos fitoterapicos dos chineses e egipcios. Como exemplo, a histéria
preserva a coletanea "Corpus Hippocraticum”, a qual engloba as praticas
meédicas de variados autores gregos e que, entre outras situacdes, relaciona
diversas enfermidades ao seu tratamento com recurso vegetal (BRAGA, 2011).

No inicio da era cristd, Plinio descreveu os beneficios do uso de plantas
em oito dos trinta e sete capitulos da sua obra "Histéria Natural'. J4 o grego
Pendamius Dioscorides escreveu o livro "De Materia Medica" que foi utilizado
durante 15 séculos por gregos, romanos e pelos povos conquistados por eles.
Das 1000 drogas descritas no livro, cerca de 600 eram plantas, como Cannabis
sativa (Céanhamo), Conium maculatum (Cicuta), Colchicum autumnale
(Cdlquico) e anestésicos a base de Opio e de Mandragora officinarum
(Mandragora). Com o passar do tempo, esses conhecimentos se tornaram a
base da medicina tradicional europeia (ALVES, 2013).

Com a queda do Império Romano, a Igreja Catdlica se estabeleceu
como uma poderosa instituicdo. Centralizou toda a producdo cientifica e
combateu as praticas de uso de plantas e ervas medicinais para o tratamento
de doencas, declarando que sua utilizacao estava atrelada a feiticos, bruxarias
e artificios demoniacos, passiveis de puni¢des. Devido a essa visdo, 0 pouco
avanco no estudo de plantas foi limitado aos estudiosos religiosos e seus
registros dados como propriedades da Igreja (BERNARDELLI; FILHO, 2011).

Somente no século Xlll, com o Inicio do Renascimento e com o
surgimento das Escolas de Salerno e Montpellier que a exploracdo oficial de
plantas com fins terapéuticos foi retomada. A partir da invencdo da imprensa,
em 1484 foi possivel imprimir o primeiro livro sobre o cultivo de plantas
medicinais, com base em escritos gregos. Em 1533, a pesquisa de fitoterapicos
ganhou grande incentivo, com a criacdo da primeira catedra de Botanica na
Escola de Medicina de Padua. Em 1542, foi divulgada a primeira farmacopeia
impressa que contava com uma lista de 300 plantas com uso medicinal
(BRAGA, 2011).

No século XV, com o inicio das Grandes Navegacdes e a busca por

rotas comerciais maritimas para a india, os europeus tiveram contato com
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novos territdrios, povos e culturas. Foi dentro desse contexto que os
portugueses chegaram ao Brasil e se encantaram com a flora local, como
relata Pedro Vaz de Caminha em sua carta para o Rei Dom Manuel e tantas
outras cronicas, cartas e textos confeccionadas por jesuitas e naturalistas
portugueses (BERNARDELLI; FILHO, 2011).

A exploracdo da biodiversidade brasileira permitiu, ndo sé a adaptacao
dos colonizadores, mas também a elaboracdo de uma grande base de dados
de espécies vegetais. Em 1587, o colonizador Gabriel Soares de Souza
escreveu o "Tratado Descritivo do Brasil", onde dedicou um capitulo as
propriedades medicinais das arvores e outro para as ervas. Poucos anos antes,
0 jesuita Ferndo Cardim escreveu "Tratados da Terra e gente do Brasil",
abordando o uso terapéutico dos recursos brasileiros (CARNEIRO, 1994).

Um dos mais importantes divulgadores da flora brasileira foi o jesuita
José de Anchieta. Ele viveu no Brasil entre 1553 e 1597 e, durante todo esse
periodo, listou muitas espécies vegetais e a sua utilizacdo pratica. Apesar de
ndo ser botéanico, era versado em praticas de curas e por isso, 0S costumes
locais de utilizagéo de plantas medicinais ndo passaram despercebidos por ele.
Uma das espécies nativas brasileiras que ganhou destaque nos registros do
jesuita foi a Physalis angulata. Uma planta que apresenta um pequeno fruto
alaranjado com uma casca ao seu redor. Além de ser classificada como uma
fruta citrica e como fonte de nutrientes, também era utilizada como principio
narcotico pouco ativo, calmante e ténico fixo (GIORGETTI, 2009; MADALENO,
2016).

2.1 Physalis angulata
Physalis angulata € uma herbacea originaria dos Andes e caracteristica

das Ameéricas, mas que também pode ser encontrada em regifes tropicais,
subtropicais e temperadas quentes dos demais continentes terrestres. Por ter
alto grau percentual de germinacdo de suas sementes e alto grau de
adaptacdo, desenvolve-se em diversos ambientes, como terrenos baldios e
solos resolvidos da lavoura (ZIMMER, 2019)

No Brasil, € conhecida como "Camapu", "Mullaca" e "Jua de capote",
sendo encontrada desde o Norte até o Sul do pais. E uma das espécies mais

famosas do género Physalis, o qual faz parte da familia Solanaceae. Como é



14

possivel visualizar na figura 1, é caracterizada por ser um arbusto ramificado
de até 70 centimetros de altura, com talo principal herbaceo e piloso, com
folhas aveludadas e triangulares, e fruto do tipo baga que é envolvido pelo
calice acrescente e inflado (SILVA, 2005; RUFATO et al., 2013).

Quando maduro, o fruto tem sabor citrico e é rico em vitaminas A e C,
foésforo e ferro, além de alcalbides, fitoesterdides, carotendides e compostos
bioativos funcionais. O fruto de P. angulata pode ser consumido in natura, em
saladas ou em produtos como, geleias, bebidas lacteas, iogurtes, licores,
sorvetes, sendo mais conhecida por decorar doces e bolos (RUFATO et al.,

2013). Além de seus beneficios nutricionais, apresenta atividade antioxidante

(LIMA et al., 2009), efeito citotoxico em células cancerigenas (LIMA, 2019) e
efeito antidiabético (CONTRERAS et al., 2020).

Figural-A esquerda: 1 — Ramo de floragdo e frutificagdo; 2 — Corola aberta mostrando os estames; 3 —
Fruto. A direita: A — Planta; B — flor; C — Fruto; D — Fruto maduro de Physalis angulata

Fonte: VIDAL, 2008; HONG KONG HERBARIUM, 02

Assim, como o fruto, as partes aéreas da P. angulata também
apresentam atividades biolégicas. Os conhecimentos populares paraibanos
relatam que as infusbes das folhas dessa espécie podem ser utilizadas como
sedativos, contra inflamacbes da bexiga, baco, rim e contra ictericia
(RENGIFO-SALGADO; VARGAS-ARANA, 2013). Alem da comprovada acao
anti-inflamatéria (CHECON, 2011), também sdo atribuidos os efeitos
antiprotozoario e antiviral (OLIVEIRA et al., 2016), anti moluscicida (SANTOS
et al., 2003), antitumoral (GUIMARAES et al., 2010), imunomoduladora
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(BEILINTANI, 2002) e antimicobacteriana (PIETRO et al.,, 2000). Todas as
atividades biologicas descritas estdo relacionadas a presenca de metabdlitos
especializados presentes na estrutura da P. angulata.

Assim, como o fruto, as partes aéreas da P. angulata também
apresentam atividades bioldgicas. Os conhecimentos populares paraibanos
relatam que as infusbes das folhas dessa espécie podem ser utilizadas como
sedativos, contra inflamacbes da bexiga, baco, rim e contra ictericia
(RENGIFO-SALGADO; VARGAS-ARANA, 2013). Além da comprovada acdo
anti-inflamatéria (CHECON, 2011), também s&o atribuidos os efeitos
antiprotozoario e antiviral (OLIVEIRA et al., 2016), anti moluscicida (SANTOS
et al., 2003), antitumoral (GUIMARAES et al.,, 2010), imunomoduladora
(BEILINTANI, 2002) e antimicobacteriana (PIETRO et al., 2000). Todas as
atividades biolégicas descritas estdo relacionadas a presenca de metabdlitos

especializados presentes na estrutura da P. angulata.

2.2 Metabolitos especializados nos vegetais
A sobrevivéncia dos vegetais sO0 € possivel devido 0s processos

metabdlicos primarios e secundéarios. O primeiro diz respeito aos processos
vitais do vegetal, ou seja, aqueles que englobam as fun¢des estruturais,
plasticas e de armazenamento de energia que resultam em carboidratos,
proteinas, lipideos e acidos nucleicos (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010;
ALMEIDA, 2017).

As vias metabdlicas secundéarias estdo relacionadas a adaptacdo do
vegetal aos fatores bidticos e abidticos de seu habitat, podendo ser atrativos de
polinizadores, repelentes de insetos, protecdo contra herbivoros, patégenos,
radiacdo UV, poluicdo e estresse hidrico, na sinalizacdo intraespecifica, na
alelopatia, entre outras funcdes. S&o sintetizados em tipos celulares
especializados e suas concentracdes sofrem a influéncia de muitos fatores
ambientais, como: sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacao ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, inducao
por estimulos mecéanicos ou ataque de patdogenos. Os metabdlitos
especializados sdo alvo de pesquisas sobre o seu potencial farmacoldgico na

terapéutica humana, apesar de seu isolamento e purificagdo serem processos
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arduos (SIMOES et al. 2003; PEREIRA; CARDOSO, 2012; SILVA, 2013;
REZENDE et al. 2017).

Esses compostos sdo formados a partir de produtos da fotossintese e séo
originados de quatro vias metabdlicas: via do acetato-malonato, do &cido
mevalbnico (MEV), do metileritritol fosfato (MEP) e do acido chiquimico. Apesar
da relevancia da via metabdlica, os metabdlitos especializados séo
classificados de acordo com caracteristicas estruturais e propriedades
quimicas, podendo ser divididos em terpenos, substancias fendlicas,
substancia nitrogenadas, glicosideos cardioténicos, derivados de acidos graxos
e policetideos aromaticos (SIMOES et al. 2003; ZANON, 2006; REZENDE et al.
2017).

2.2.1 Terpenos
Os terpenos formam a maior e mais diversa classe de metabdlitos

especializados. S&o constituidos por substancias derivadas do isopentenil
difosfato (IPP) e seu dimero dimetilalil difosfato (DMAPP). O IPP e DMAPP se
originam através de duas vias: pela via MEV, no citosol da célula vegetal e com
a utilizacdo do Acetil-CoA como substrato, e pela via MEP, que ocorre nos
plastidios com a utilizacdo de derivados glicoliticos. A justaposi¢cdo sucessiva
dessas duas moléculas e a quantidade carbonos presentes no esqueleto da
molécula final definem o tipo de terpeno formado: Monoterpenos sao formados
por 10 carbonos, sesquiterpenos por 15 carbonos, diterpenos por 20 carbonos,
triterpenos por 30 carbonos, tetraterpenos por 40 carbonos e politerpenos por
mais de 40 carbonos (SIMOES et al. 2003; REZENDE et al. 2017).

Entre os representantes mais famosos dos terpenos estdo os Oleos
essenciais e as saponinas. Nas plantas, realizam a funcéo de atrair agentes
polinizadores, de repelir insetos, auxiliar no crescimento vegetal e na defesa
contra patdogenos. No ambito das pesquisas sdo associados a efeitos anti-
inflamatorio, antimicrobiano, antiespasmaodico, anticancerigeno,
imunoestimulantes e citotoxico (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

2.2.2 Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos incluem substancias com, pelo menos, um anel

aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio €& substituido por um grupo

hidroxila. S&o divididos entre fenilpropandides, taninos, ligninas e lignanas,
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flavonoides e estilbenos. Alguns desses compostos sdo derivados da rota do
acido chiquimico que utiliza o acido 3-dehidrochiquimico como precursor. Esse
acido se forma a partir da eritrose 4-fosfato, que ¢ um produto da rota das
pentoses fosfatadas da fotossintese, com um produto da glicolise chamado
acido fosfoenolpirivico. A polimerizacdo de moléculas de acido 3-
dehidrochiquimico originam os taninos que séo classificados em hidrolisaveis e
condensados, de acordo com o grau de polimerizacdo. Atuam contra a
herbivoria, tornando o material vegetal pouco palatdvel e com menor valor
nutricional. Na literatura, os taninos séo relacionados as acao anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antioxidante (SIMOES et al. 2003; REZENDE et al. 2017).

Seguindo a via de biossintese do acido 3-dehidrochiquimico nos plastidios,
é formado o &cido chiquimico que sintetiza o aminoacido aromético chamado
fenilalanina. Ao se formar, esse aminoacido migra para o citosol do reticulo
endoplasmatico, onde tem uma molécula de amdnia dissociada de sua
estrutura, formando o acido cinamico. Que por sua vez, sofre hidroxilacédo e se
torna &cido cumarico. Ambos os acidos e seus subsequentes, como acido
caféico e cumarinas, sdo considerados compostos fendlicos simples, também
chamados de fenilpropandides e sdo a base da formacdo de compostos
fenélicos mais complexos (SIMOES et al. 2003; BORGES; AMORIM, 2020).

Os fenilpropanodides tém papel na defesa contra insetos, fungos e
herbivoros, também atuam como substancias alelopéaticas que afetam o
crescimento de outros vegetais nas suas proximidades em resposta a escassez
de recursos ambientais ou a competicdo com outras plantas. Na literatura, os
fenilpropandides foram relacionados a acgéo antimicrobiana e antioxidante.
Quando ocorre a polimerizacao desses compostos fendlicos simples, surgem
0s representantes da classe das lignanas e ligninas que sdo componentes da
parede celular de tecidos de suporte e condugao, consequentemente, confere
rigidez e resisténcia mecanica as partes aéreas dos vegetais e viabilizam
transporte de nutrientes das plantas através de vasos condutores (SIMOES et
al. 2003; REZENDE et al. 2017; BORGES; AMORIM, 2020).

Enquanto os taninos, os fenilpropandides, as ligninas e lignanas séo
formados por via Unica do acido chiquimico, os flavonoides e estilbenos tem
sua biossintese mista ocorrendo no citosol e no reticulo endoplasmatico. A

fenilalanina, que é formada e desaminada pela via do acido chiquimico, é
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hidroxilada e se liga a um Acetil-CoA, formando a molécula coumariol-CoA.
Essa molécula se liga a trés unidades de malonil-CoA, vindas da via acetato-
malonato, formando uma estrutura com 15 carbonos chamada chalcona,
reconhecida como a primeira classe de flavonoides. A isomerizagdo da
chalcona dé& origem a flavanona e partir desse ponto sdo formadas as demais
classes de flavonoides. Elas diferem por pequenas alteragcbes na estrutura
carbbnica, pelo nimero e a pela disposicdo dos substitutos hidroxilados. Além
das chalconas e flavanonas, os flavonoides podem ser divididos em flavonas,
catequinas, antocianinas, isoflavonas e diidroflavondis (SIMOES et al. 2003;
MACHADO et al., 2008; REZENDE et al. 2017).

Nas plantas, os flavondides séo responsaveis pela cor das espécies, além
de serem associados a atracdo de polinizadores, repelentes de insetos, a
protecdo contra raios ultravioletas, protecdo contra microrganismos patégenos,
acdo antioxidante, acdo alelopéticas e inibicdo enzimatica. Enquanto na
farmacologia, sdo associados com a acdo antioxidante, anti-inflamatéria e
inibicdo do ciclo celular (MACHADO et al., 2008).

Além das chalconas, o malonil-CoA d& origem aos estilbenos. Essa classe
de compostos fendlicos tem como representante o resveratrol. Essa substancia
esta presente em cascas de frutas vermelhas e roxas e esta associada a acao
antioxidante e anti-inflamatéria (MACHADO et al., 2008).

2.2.3 Substancias nitrogenadas
Os metabdlitos especializados nitrogenados formam uma classe bastante

heterogénea. A principal caracteristica de seus membros é a presenca de um
ou dois &tomos de nitrogénio em sua estrutura, 0s quais conferem carater
alcalino a seus compostos. Possuem biossintese mista, pois sdo formados a
partir de aminoacidos aromaticos, da via do acido chiquimico, e alifaticos,
vindos da via do &cido tricarboxilico. Os compostos nitrogenados mais
conhecidos sdo os alcaloides, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos
(SIMOES et al. 2003; REZENDE et al. 2017).

Os alcaldides formam o grupo mais numeroso dos compostos
nitrogenados, podem ser formados pelos aminoacidos tirosina, fenilalanina,
triptofano/triptamina, ornitina/arginina e histidina, os quais se unem ao acetato.

Sao exemplos de alcaloides a morfina, codeina e colchicina. Os glicosideos
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cianogénicos possuem um residuo de acglcar com um grupamento nitrila, séo
armazenados em vacuolos de diversos lugares da planta, quando ela sofre
uma leséo, os glicogénios sao liberados, decompostos por enzimas hidroliticas
vegetal, foram o &cido cianidrico, o qual é venenoso para o herbivoro e
fitopatdgenos. Os glucosinolatos, sdo responsaveis pelo sabor picante de
alguns vegetais, possuem acucar, nitrogénio e enxofre em sua estrutura. Sao
armazenados em vacuolos, quando liberados, sdo hidrolisados e formam
isotiocianatos e nitrilas, os quais sao toxicos e repelentes de herbivoros
(SIMOES et al. 2003; BORGES; AMORIM, 2020).

Os compostos nitrogenados sao encontrados nas flores e folhas de plantas
mais velhas e atuam como defensivos quimicos, causando efeitos no sistema
nervoso do herbivoro, como alucinbgenos ou venenos. As aplicabilidades
humanas séo hipertensivas e hipotensivas, estimulantes do sistema nervoso
central e vermicida (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

2.2.4 Glicosideos cardiotonicos
O grupo dos glicosideos cardiotbnicos é formado por substancias que

possuem um anel esterdide, chamado genina, ligado a um anel lactona e a um
acucar. Sdo compostos formados a partir do metabolismo do colesterol, onde
sua cadeia lateral sofre sucessivas clivagens oxidativas entre hidroxilas, com
posterior adicdo e lactonizagcdo do malonil-CoA, vindo da via MEV. Quando o
anel lactona tiver 23 carbonos, o glicosideo sera chamado de cardenolideo,
enquanto com 24 carbonos serd bufadienolideos (SIMOES et al. 2003;
PEREIRA; NASCIMENTO, 2017).

Atuam na defesa da planta contra herbivoros, uma vez que ingerida em
grandes quantidades causa intoxicacdo. Os glicosideos cardiotdnicos, atuam
no controle da bomba sédio/potassio dos musculos cardiacos, por isso que sao

utilizados no tratamento de insuficiéncia cardiaca (BOTELHO, 2018)

2.2.5 Derivados de acidos graxos
S&do substancias sintetizadas pela via do acetato-malonato, a partir da

condensacdo de unidades de malonil-CoA e Acetil-CoA no interior dos
plastideos. As moléculas formadas s&o transportadas para o reticulo
endoplasmatico, onde sofrem diversas reacdes de alongamento pela acao de

enzimas do complexo acido graxo sintase e formam os &cidos graxos de



20

cadeia longa. Essas cadeias sdo as precursoras dos derivados de &cidos
graxos, que ao serem descarboxiladas formam os alcanos, alcoois secundarios
e cetonas. Ja quando as cadeias de acidos graxos sao reduzidas forma-se os
alcoois primarios e ésteres. Por fim, quando ocorre rea¢cfes enzimaticas entre
os alcanos ou a perda de hidroxilas dos &cidos graxos sdo formados os
aldeidos. (SIMOES et al. 2003; REZENDE et al., 2017).

Essas substancias sdo constituintes da cera cuticular, ou seja, fazem parte
de um conjunto de substancias hidrofébicas que mantém as superficies
vegetais impermeaveis e restringem a perda de agua dos tecidos através da
transpiracdo, além de revestir 6rgdos aéreos, também é considerada uma
barreira entre o meio interno e externo, confere protecdo contra os raios UV,

contra a entrada de patdégenos e poluicdo (REZENDE et al., 2017).

2.2.6 Policetideos aromaticos

Os policetideos aromaticos sdo metabdlitos especializados sintetizados
pela via do acetato-malonato, a partir da cadeia carbdnica poli-B-cetoéster que
sofre diversas cicliza¢des. Os diferentes tipos de policetideos aromaticos sao
distribuidos de acordo com o tipo de molécula utilizada como iniciadora da
extensdo da cadeia carbdnica do malonil-CoA. Uma das classes mais
conhecidas desses compostos sdo as antraquinonas, as quais possuem 0
acetil-CoA como unidade iniciadora. Podem estar livres, na forma de agliconas
ou geninas, ou unidas a glicidios e formando glicosideos antraquindnicos
(SIMOES et al. 2003; SILVA, 2019).

Sao importantes para a planta, pois a protegem da acdo de insetos e
doencas, além de evitar que outras espécies cresgcam no seu territério. Em
humanos, as antraquinonas sao utilizadas como laxativos, por agirem irritando
0 intestino grosso, aumentando a motilidade intestinal e, consequentemente,
diminuindo a reabsorcédo de agua. Além de apresentar potencial mutagénico,

sendo positivos testes em células de linfoma de camundongos (SILVA, 2019).

2.3 Identificacéo fitoquimica de metabdlitos especializados
Os metabdlitos especializados estdo presentes nas plantas de formas

distintas, sendo a sua existéncia um dos fatores que colaboram com a

determinacdo das particularidades entre as familias, géneros, e até mesmo
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entre as espécies vegetais. O conhecimento do perfil fitoquimico & importante
para a compreensdo da relacdo dos compostos bioativos com determinada
espécie, como ferramenta de conferéncia da qualidade da amostra e para o
direcionamento de posteriores testes, como métodos de extracdo e bioensaios
(SIMOES et al. 2003; BESSA et al., 2014).

A determinacéo preliminar do perfil fitoquimico do individuo vegetal pode
ser realizada através de testes simples e de baixo custo. A metodologia mais
antiga e utilizada na fitoquimica é baseada na reagcdo quimica entre o0s
compostos que sao esperados na amostra vegetal e reagentes conhecidos,
sendo os detectores da determinada classe de metabdlitos especializados.
Dentre eles, os testes propostos por Souza et al. (2003), Simbes et al. (2004),

Souza (2007) e Silva et al. (2015) sao utilizados, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1- Testes fitoquimicos utilizados na identificacdo de classes de metabdlitos especializados de
espécies vegetais.

Identificacéo Teste Principio do teste

Terpenos (Saponinas) Identificacédo de Formacéao de anel

Saponinas €espumoso
Terpenos (Triterpenos)  Reacédo de Liebermann- Colorimétrico
Burchard
Flavonoides Reacédo de Pew Colorimétrico
Reacédo de Shinoda Colorimétrico
Reacado de Taubock Fluorescéncia
Reacao do cloreto férrico Colorimétrico
Reacéo do cloreto de Fluorescéncia
aluminio
Taninos Reacdo com gelatina Precipitado
Reacdo com acetato de Precipitado
chumbo
Reacgéo com sais de Colorimétrico
ferro
Alcal6ides Reacdes com reagentes
Dragendorff, Bouchardat, Fluorescéncia
Mayer e Bertrand
Glicosideos Reacao de Legal Colorimétrico

cardiotbnicos Reacgédo de Pesez

Colorimétrico

Antraguinonas Reacéo de Borntrager

Colorimétrico

As saponinas, uma das classes de terpenos, formam espuma quando em
meio aquoso. Essa situagdo ocorre, porque constituintes das saponinas

diminuem a tensao superficial da agua, devido suas diferentes polaridades.
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Portanto, a formacao de espuma configura a presenca de saponina no material
vegetal estudado (SIMOES et al. 2003; ROSA, 2016).

Outra classe de terpenos que pode ser identificada com a triagem
fitoquimica € a dos triterpenos. Essas substéncias vegetais podem ser
identificadas pela reacdo de Liebermann-Burchard, a qual em meio &cido
permite & reacdo com 0 reagente evidenciando o nudcleo esteroidal desses
terpenos através da coloracdo castanha (SIMOES et al. 2003; MESQUITA et
al., 2017).

Os flavonoides podem ser identificados pela unido de testes que
permitem o reconhecimento de variados tipos dessa classe na amostra vegetal.
A reacdo com cloreto férrico se baseia na interacdo entre o ion férrico com
hidroxilas fendlicas. Por esse motivo, esse teste ndo é especifico para
flavonoides, pois podem identificar outras substancias fenodlicas, como os
taninos. Ainda assim, esse teste € utilizado como complemento na identificacédo
das classes de flavonoides presentes na amostra. O resultado da reacao é
verde quando ha interacdo com flavonas e isoflavonas, para flavondis e
flavanonas é verde-acastanhado e para chalconas é amarelo (SIMOES et al.
2003; MACHADO et al., 2008; PEDROSO; SILVA; FURLAN, 2009).

A complexacdo do ion Aluminio com as moléculas flavonoides formam
moléculas estaveis e de coloracdo amarela, traduzindo o principio da reacéo
com Cloreto de Aluminio. Quanto maior a intensidade, mais flavondéides
existem na amostra. Esse teste ndo sofre interferéncia de outros compostos
fendlicos (SIMOES et al. 2003; PEDROSO; SILVA; FURLAN, 2009).

A reacao de Pew e de Shinoda sao fundamentadas pela reducdo dos
flavonoides amarelos em compostos antocianicos de outras coloragcdes. Como
a reducdo ocorre em meio acido, o 4cido cloridrico é utilizado para promover as
condicdes necessarias as duas reacfes. Na Reacdo de Pew, o zinco metélico
€ utilizado como agente redutor. E se houver alteracdo para a coloracdo
vermelha, significa que todos os tipos de flavonoides estdo presentes na
amostra. Na reacdo de Shinoda, o magnésio metélico é utilizado como agente
redutor. E nesse caso, as flavonas sao identificadas quando a reacéo se
encerra com a coloracao laranja, os flavonéis com a coloracdo vermelha e as

flavanonas com coloragéo violeta. As chalconas e isoflavonas, por continuarem
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com a coloracdo amarela, ndo séo identificadas por esse teste (SIMOES et al.
2003; HUBINGER, 2009; PEDROSO; SILVA; FURLAN, 2009)

A reacado de Taubock é determinada pela reacdo do acido borico e acido
oxalico, que ao entrarem em contato com flavonadis, flavonas e chalconas, tém
dois radicais de sua estrutura substituidos por compostos orgéanicos. Assim,
formam compostos borinicos que produzem fluorescéncia verde-amarelada.
Essa reacdo ndo ocorre com isoflavonas e flavanonas (SIMOES et al. 2003;
HUBINGER, 2009).

Assim como os flavonodides, os taninos pertencem a classe dos compostos
fendlicos. Eles sdo sollveis em agua e possuem a capacidade de precipitar
alcaldides, gelatinas e outras proteinas. Quando um tanino é submetido a um
meio 4cido, suas moléculas se alteram e se tornam mais abertas. Ao entrarem
em contato com proteinas, como as da gelatina, formam pontes de hidrogénio
entre os grupos fendlicos dos taninos com sitios ativos da proteina. Assim,
ocorre 0 aparecimento de compostos estaveis e insoliveis em agua. Dessa
forma, a reacdo com gelatina revela a presenca de taninos quando ha a
formacéo de precipitados (SIMOES et al. 2003; MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos podem ser classificados em hidrolisaveis e condensados. Os
primeiros sdo formados pela esterificacdo da hidroxila do acucar com tipos
especificos de &cidos fendlicos, o acido galico e o elagico. Sdo chamados de
hidrolisaveis, porque suas ligacbes ésteres sdo passiveis de sofrerem
hidrolises por acido ou enzimas. Por isso, que em meio acido e na presenca de
sais de metais, ocorre a hidrolise dos taninos e a interagcdo com o ion metalico
do sal, formando um precipitado branco. Ou seja, a reagdo com acetato de
chumbo revela presenca de taninos hidrolisaveis (SIMOES et al. 2003;
GODINHO et al., 2015).

S&o considerados taninos condensados agueles que séo mais resistentes
a hidrdlise, devido a sua estrutura polimerizada. Os dois tipos de taninos,
guando em contado com sais de ferro, reagem com o ion metalico do sal e tem
tanto sua estrutura como sua coloracdo alterada. Dessa forma, em solucéo
com cloreto férrico, os taninos hidrolisaveis desenvolvem a coloracdo azul e os
condensados a coloracéo verde (SIMOES et al. 2003; GODINHO et al., 2015).

Para a identificacdo de alcaloides € comum a utilizacdo de reagentes

iodados, como o Mayer e Bouchardat, que sdo compostos por solucdo de
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iodomercurato de potassio. O reagente de Dragendorff que € formado por iodo-
bismuto de potassio. Todos sdo capazes de precipitar os alcaléides de
solucbes acidas sob a forma de poliiodetos complexos, com isso, as reacdes
positivas de Dragendorff se tornam alaranjado, a de Mayer se torna branca e
Bouchardat marrom. Para complementar os resultados também ¢é utilizado o
reativo de Bertrand que € um poliacido mineral complexo formado por acido
silico-tungstico e que é capaz de precipitar alcaldéides de em meio acido ou
neutro na forma de substancias amorfas ou cristalinas. Ou seja, quando ha
formacdo de precipitados brancos, significa que ha alcaldides na amostra
(SIMOES et al. 2003; SOARES et al., 2016).

Os glicosideos cardiotbnicos podem ser identificados através da Reacao de
Legal e de Pesez, onde evidencia-se a presenca do nucleo esteroidal do
composto secundario quando o produto da reacéo se torna vermelho (SIMOES
et al. 2003; SOARES et al., 2016).

As agliconas, que fazem parte da estrutura das antraguinonas, podem ser
reveladas pela Reacdo de Borntrager. Essa reagéo baseia-se na solubilidade
das antraquinonas nos solventes organicos imisciveis com a agua, com isso,
os derivados desse tipo de composto secundario quando em solucédo alcalinas
se tornam vermelhos ou rosa, dependendo da concentracdo de compostos
antraquindénicos na amostra analisada (SIMOES et al. 2003; SOARES et al.,
2016).

A triagem fitoquimica permite maior familiaridade as caracteristicas das
amostras trabalhadas e, por serem de facil execucdo e de baixo custo, sdo
realizadas para direcionar quais serdo as proximas etapas da pesquisa. Ou
seja, devem ser complementadas com testes mais especificos (SIMOES et al.
2003; BESSA et al, 2014).

2.4 Extracdo e caracterizacdo de metabdlitos especializados

2.4.1 Extracao
Os metabodlitos especializados sao encontrados em baixas

concentracbes nos vegetais, por esse motivo a retirada da amostra biologica
deve ser de forma eficaz e seletiva. Esse processo € denominado de extracéo
e permite a exploracdo das atividades biologicas desses compostos
(PEREIRA;CARDOSO, 2012).
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As condicbes de plantio, de coleta e de estabilizacdo do vegetal
influenciam a disponibilidade e, consequentemente, a qualidade dos compostos
bioativos de determinada amostra. Porém a obtencdo dos metabdlitos
especializados ndo estd relacionada somente as condi¢cdes da planta, mas
também pode ser influenciada pela metodologia de extracdo utilizada, o grau
de processamento e o tamanho da particula dos tecidos vegetais, 0 solvente
utilizado, o tempo de extracdo, temperatura, polaridade e concentracdo do
solvente (OLIVEIRA et al., 2016).

Para a escolha de um método extrativo, € importante avaliar a
seletividade, a estabilidade das substancias extraidas e o custo do processo
escolhido, considerando a finalidade do extrato que se quer preparar. Para
ISSO, existem processos como a maceragao, infusdo, percolacdo, decoccao,
extracdo continua quente, extracdo assistida por microondas, ultra-som, fluido
supercritico e turbdlise (COSTA, 1994; SIMOES et al., 2003).

Devido a simplicidade e custo reduzido, a maceracdo é muito utilizada
como processo extrator. Essa técnica consiste em manter a amostra vegetal
em contato com o liquido extrator por um periodo, que pode variar de trés
horas até trés semanas, em temperatura ambiente e em ambiente fechado. E
utilizada para fabricacdo de extratos sensiveis a degradacao térmica e quando
se quer manter as caracteristicas sensoriais da planta. Por ndo esgotar a
quantidade de compostos bioativos, € comum realizar a remaceracdo para
aumentar a eficiéncia da técnica. Nesse caso, a operacao é repetida utilizando
0 mesmo material vegetal, renovando apenas o liquido extrator. Normalmente,
a maceracao é utilizada como método preliminar para outras metodologias de
extracao e de fracionamento (RODRIGUES et al., 2016).

A determinacdo do solvente utilizado no processo deve considerar a
classe de metabdlitos que se pretende retirar da amostra. Uma vez que o
solvente deve ter a mesma polaridade que a classe de metabdlitos, ser volatil e
nao reagir com a amostra vegetal. Os solventes empregados em extracdes
vegetais estfo listados na tabela 2 (COSTA, 1994; SIMOES et al., 2003).



26

Tabela 2 - Metabdlitos secundarios vegetais extraidos por solventes.

Solvente Metabolitos secundarios
Agua Saponinas, Taninos, Terpenos
Etanol Alcaloides, compostos fendlicos, Flavonoides, Taninos,
Terpenos
Metanol Compostos fenolicos, Saponinas, Taninos, Terpenos

Cloroformio  Flavonoides, Terpenos

Eter Acidos Graxos, Alcaldides, Cumarinas, Terpenos,

Acetona Fenol, Flavonol

FONTE: (PANDEY; TRIPHATI, 2014)
Para obtencdo final do extrato, o solvente é evaporado. A

rotaevaporacdo é uma boa alternativa para situacdes que se pretende obter
pequenas quantidades de extratos, uma vez que O rotaevaporador permite
concentrar 0 extrato por evaporacdo de solvente, onde a amostra é
continuamente agitada por rotagcdo imposta pelo motor e os vapores de
solventes liberados e posteriormente, condensados em um baldo. Restando
apenas o extrato (RODRIGUES et al., 2016).

2.4.2 Particao do extrato
O extrato é definido como o concentrado de compostos bioativos da

amostra vegetal que foram selecionados pela polaridade do solvente utilizado
no processo de maceracdo. Apesar disso, Sd0 necessarias técnicas
complementares para a segmentacao das substancias presentes nos extratos.
A cromatografia € um processo fisico de separacdo, onde 0os componentes a
serem separados se distribuem em duas fases: a fase estacionaria e a fase
movel. A primeira fase pode ser um solido ou um liquido acomodado sobre um
suporte solido. Enquanto a segunda fase pode ser gasosa, liquida ou um fluido
supercritico. Em resumo, a fase movel passa sobre a fase estacionaria e, ao
mesmo tempo, arrasta os diversos componentes da mistura (PERES, 2002).

A técnica mais antiga descrita € a cromatografia em coluna (CC), que
separa 0s componentes entre a fase solida e liquida, baseado na capacidade
de adsorcao e solubilidade. Em uma coluna de vidro preenchida com material

adsorvente, a fase estacionaria, o extrato € adicionado no topo da coluna e
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separado pela gravidade com a acdo dos solventes, chamado de fase movel,
gue separam os compostos de acordo com a polaridade (SKOOG, et al., 2008)

A escolha da fase movel é feita de acordo com a série eluotropica
referente ao adsorvente que esta sendo utilizado, seguindo a ordem crescente
de polaridade. Quando um solvente puro ndo consegue separar determinados
compostos do extrato, € comum utilizar uma mistura de solventes. Apos a
passagem pela coluna, o liquido € recolhido e rotaevaporado, levando a
evaporacdo da fase movel e a obtencdo da fragcdo de extrato desejada
(SKOOG et al., 2008).

2.4.3 Cromatografia em camada delgada
A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de separacgao

liguido-sdlido dos componentes de uma mistura, onde a fase movel migra
sobre uma camada delgada de adsorvente retido em uma superficie plana, a
chamada fase estacionéaria. Ao percorrer a placa, o solvente arrastara mais os
compostos que interagem menos com a fase estacionaria e com isso, ocorrera
a separacao dos componentes mais adsorvidos (WAGNER; BRADT, 1986;
COLLINS, 2010; MARQUES; BORGES, 2012; PERES, 2020).

Os compostos mais apolares passam pela coluna com velocidade maior
do que os polares, pois os ultimos tém mais afinidade com a fase estacionaria
que é polar. Enquanto os solventes muito polares podem eluir todos o0s
componentes ao mesmo tempo e ndo havera separacdo. Com isso, a escolha
do solvente é determinante para o sucesso da técnica (WAGNER; BRADT,
1986; COLLINS, 2010; MARQUES; BORGES, 2012; PERES, 2020).

Além da escolha dos solventes, a escolha do revelador também é um
ponto critico do processo. Uma vez que ao final da secagem da placa
cromatografica, os compostos separados podem nao ser visiveis. Para
solucionar essa situagao, € utilizado um revelador no final da técnica. Entre os
mais utilizados estdo: luz ultravioleta, vapor de iodo, anisaldeido, ninhidrina,
acido fosfomolibdico, vanilina e permanganato de potassio (WAGNER;
BRADT, 1986; COLLINS, 2010; MARQUES; BORGES, 2012; PERES, 2020).

A CCD é um processo considerado rapido, eficiente e de baixo custo,
podendo estabelecer a identidade de compostos, determinar o numero de

componentes de uma mistura, direcionar a escolha do solvente para uma
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cromatografia em coluna e assegurar a identidade de um composto
(WAGNER; BRADT, 1986; COLLINS, 2010; MARQUES; BORGES, 2012;
PERES, 2020).

2.4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica

empregada na separacédo de componentes de uma mistura. E utilizada para
identificar, quantificar e purificar compostos de determinada amostra. Na CLAE,
a fase movel e a estacionaria sdo escolhidas de modo que os componentes da
amostra analisada se comportem de formas distintas entre as fases, uma vez
que elas sdo imisciveis. Os compostos que interagem fortemente com a fase
estacionaria movem-se mais lentamente na fase mével e, por isso, sdo eluidos
posteriormente aos componentes com baixa interacdo com a fase estacionaria.
Essa retencdo seletiva dos componentes da amostra resulta em migracdes
diferenciadas dos compostos de interesse, o que permite a identificacdo destes
(COLLINS et al., 1983; CIOLA, 1998; PACHECO et al., 2015).

Diferente da cromatografia liquida classica, a coluna da CLAE é fechada
e a vazao da fase movel é controlada por bombas, que permitem uma vazéo
continua, sem pulsos. As valvulas de injecdes permitem a injecdo de diferentes
quantidades de amostras no sistema. A fase mével deve ser um solvente que
solubiliza a amostra sem qualquer interacdo quimica entre amostra e fase
movel, enquanto a fase estacionaria (coluna) deve ser compativel com o
detector, possuindo polaridade adequada para permitir a separacdo dos
componentes da amostra. Varios detectores podem ser colocados na saida da
coluna, estes devem apresentar ampla faixa de aplicacédo, proporcionando
identificacdo e quantificagdo continua da amostra. O detector mais empregado
€ o ultravioleta, sendo também usado o detector de fluorescéncia, indice de
refracdo, eletroquimicos e outros (COLLINS et al., 1983; CIOLA, 1998;
PACHECO et al., 2015).

Muito utilizada na caracterizagdo de extratos vegetais, a CLAE é de facil
execucdo, grande exatiddo e versatilidade, a possibilidade de analise de
misturas complexas com alta resolugéo, permite a coleta dos componentes de

uma mistura em fracdes separadas para posterior tratamento e a
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disponibilidade de sistemas automatizados (COLLINS et al., 1983; CIOLA,
1998; PACHECO et al., 2015).

2.5 Metabolitos especializados de Physalis angulata
Os membros da familia Solanaceae produzem um grupo especifico de

substancias denominadas vitaesterdides. Sao terpenos, derivados da rota do
acido mevalbnico, classificados como triterpenos e mais especificamente, como
esterdides. Os vitaesterdides sdo compostos bioativos, caracterizados como
lactonas esteroidais que reproduzem o esqueleto intacto do ergostano, sendo
sua maioria polioxigenados. Devido a grande variedade estrutural, os
vitaesteroides, sdo classificados em vitanolidos, Vvitafisalinas, acnistinas,
ixocarpalactonas, perulactonas e fisalinas (FERREIRA, 2018).

As fisalinas sdo moléculas complexas que apresentam uma segunda
lactona fundida ao anel D. S&o derivados esteroidais do tipo 13,14-seco-16,24
ciclo ergostano, carbonilados em C-15. Dentro da classificacdo das fisalinas,
existem uma grande variedade de estruturas, conforme é visto na Figura 2, que
incluem compostos com anéis octaciclicos, nonaciclicos, decaciclicos ou
undecaciclico (TOMASSINI et al., 2000).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos diversos tipos de fisalinas relatados na literatura.
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fisalina Q fisalina R fisalina S
Fonte: Tomassini et al., 2000

Os registros cientificos apontam que os individuos do género Physalis séo
reconhecidos pela producdo de fisalinas, além de apresentarem compostos
bioativos comuns a outras espécies vegetais, como os alcaloides, flavonoides,
fenilpropandides e triterpendides e esterdides (ALAMINO, 2011; TOMASSINI et
al., 2000).

O peffil fitoquimico das partes aéreas de Physalis angulata realizado por
Pontes (2015), identificou a presenca de compostos fendlicos totais,
flavonoides e saponinas, reforcando os achados de Medina-Medrano et al.(
2015), que também comparou as concentracdes desses compostos em
diferentes partes da P. angulata. Ainda, Ferreira (2018) encontrou esteréides,

terpendides e taninos, principalmente, nas amostras de folhas.

2.5.1 Extratos, fracdes e compostos da Physalis angulata
Ao pesquisar determinada espécie vegetal € comum que testes sejam

realizados a fim de encontrar qual o extrato mais adequado para extrair 0s
compostos desejados de acordo com o objetivo do trabalho. Assim também
acontece com a P. angulata que tem registros de diversos extratos na
literatura, como Lopes et al. (2006) que trabalhou com extrato aquoso e
etilenoglicélico de raizes e extrato aquoso, propilenoglicélico e etandlico do
fruto para pesquisar a atividade antimicrobiana e fototoxica dessa planta.
Pontes (2015) preparou extratos hidroalcoolico e etandlico das partes aéreas
da P. angulata para avaliar seu o potencial antimicrobiano e modulador da

resisténcia a antibioticos. Enquanto Medina-Medrano et al (2015) pesquisou 0s
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compostos fendlicos e o potencial antioxidante do extrato metandlico de folhas,
frutos e calices da P. angulata.

Aprofundando as técnicas quimicas, Januario et al. (2002) utilizou
cloroféormio na extracdo das partes aéreas de P.angulata com posterior
fracionamento utilizando hexano, acetato de etila, acetato e metanol como
eluentes. Trés das fracbes obtidas foram escolhidas para serem
recromatografadas e possibilitarem a chegada a fisalinas B e D puras. Alves
(2010) realizou a extracao de caule de P.angulata com etanol, o qual foi partido
com diferentes concentragcbes da mistura de Hexano/Acetato de etila e
finalmente, sendo possivel a identificacdo de fisalinas D e K foram identificadas
por ressonancia magnética nuclear (RMN). Anos mais tarde, Silva et al. (2018)
utilizou o extrato metandlico das partes aéreas de diferentes espécies de
Physalis como base para a particdo cloroférmica que resultasse em fracdes
enriqguecidas em fisalinas. Apos analise em CCD,CLAE e RMN, foram
identificadas fisalinas D e G em determinadas das fracbes através da

comparacao dos espectros no UV.

2.5.2 Atividades bioldgicas das partes aéreas de Physalis angulata
Aos longo dos anos, estudos com P. angulata tém demonstrado

importantes propriedades biolégicas, relacionadas a atividades calmante e
depurativa (PIO CORREIA, 1984), atividade antitumoral (CHIANG et al. 1992;
ISMAIL; ALAM, 2001; SHU et al., 2004; MAGALHAES, 2005; ALVES et al.,
2008; LEE et a.,2009), atividade neuromuscular (MELO; AFIATPOUR, 1985),
atividade imunomodulatéria (LIN et al., 1992; SOARES et al, 2003;
CARVALHO et al., 2008; YU et al., 2010), atividade anti-inflamatéria (CHOI,
HWANG, 2003; BASTOS et al.,, 2006; PINTO et al., 2010), atividade
antimicrobiana (PIETRO et al., 2000; JANUARIO et al., 2002; LOPES et al.,
2006; SILVA et al., 2005; OSHO et al., 2010; GOUVEIA et al., 2020), atividade
tripanocida (NAGAFUJI et al., 2004; VIEIRA et al., 2008) e atividade
antileishmania (GUIMARAES et al., 2010; DA SILVA , 2015; DA SILVA, B. J. .
et al., 2016; DA SILVA, et al., 2018).

Essas atividades tém sido relacionadas com a diversidade de

metabolitos especializados presentes nessa espécie, como flavonoides,
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alcaloides e terpeno, mais especificamente, os vitaesterdides (RENGIFO-
SALGADO; VARGAS-ARANA, 2013).

2.5.2.1 Atividade antioxidante
Compostos antioxidantes sdo aqueles capazes de retardar a velocidade de

oxidagao, por meio de inibicdo de radicais livres e/ou complexacdo de metais.
Os compostos antioxidantes podem ser de grande beneficio para a melhoria
da qualidade de vida, pois eles sdo capazes de proteger um organismo dos
danos causados pelos radicais livres, prevenindo ou adiando o inicio de varias
doencas (OLIVEIRA et al., 2016).

Extratos vegetais tém seu potencial antioxidante relacionado a
concentracdo de compostos fendlicos e do perfil de acumulacdo destes nos
tecidos vegetais. A concentracdo é influenciada por condicbes ambientais,
idade e estadio fenolégico, enquanto o perfil fendlico € mais estavel e varia
entre os diferentes grupos de vegetais, seguindo uma tendéncia especifica
para cada espécie (MEDINA-MEDRANO et al., 2015).

Uma técnica facil, precisa, rapida, simples e econdémica utilizada para
detectar a presenca de compostos antioxidantes em extratos vegetais € o
método baseado na eliminacdo do radical livre estavel 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil, também chamado de DPPH. O DPPH é uma molécula instavel e
bastante reativa, que possui cor purpura devido a localizacéo do elétron livre.
Ao entrar em contato com uma substancia antioxidante, recebe um atomo de
hidrogénio e se torna estavel. Com isso, a coloracdo da molécula altera de
roxo escuro para violeta claro ou amarelo, diminuindo o valor de absorbancia
do radical DPPH (OLIVEIRA et al., 2016).

Cobaleda-Velasco et al. (2017) relacionou a capacidade antioxidante ao
perfil fitoquimico de diferentes partes de P. angula em diferentes estagios de
desenvolvimento em extrato etandlico. As amostras com maiores
concentracbes de compostos fendlicos, apresentaram maior capacidade de
neutralizar os radicais DPPH. Em um mesmo momento de desenvolvimento,
notou-se que ha diferencas de acumulo de compostos fendlicos entre o0s
tecidos dessa planta e, dependendo do tecido analisado, ha diferencas

significativas entre suas etapas de crescimento, como o ECso de 1,02 g/mL
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encontrado em caules no estagio 2 de desenvolvimento que aumentou para
1,08 g/mL em caules no estagio 3.

Assim como, Silva et al. (2020) utilizou folhas, casca e fruto de P. angulata
para relacionar a concentracdo de compostos fendlicos com a atividade
antioxidante. Os autores concluiram que folhas tém 130 mg/mg de extrato de
compostos fendlicos, sendo 14 mg a mais que a casca e 27 mg que as folhas.
Os resultados da atividade antioxidante foram proporcionais, isto €, as folhas
inibiram 57,68% dos radicais, as cascas 45,78% e os frutos 39,48% na
concentracéo de 1,25 g/mL de extrato.

As folhas de P. angulata foram utilizadas por Fawole et al. (2013) para
comparar as atividades antioxidantes dos extratos aquoso e etandlico, através
do método DPPH, e concluiu que o ultimo se apresentou com a melhor
porcentagem de inibicdo, de 9,58 na concentracao de 0,025 g/mL. Resultados
compativeis foram obtidos por Kusumaningtyas; Laily; Limandha (2015) que
concluiram que o extrato etandlico, na concentragdo 4311 mg/mL, tem maior
capacidade para neutralizar os radicais DPPH que o extrato aquoso na
concentracdo 1575 mg/mL. J4 Susanti et al. (2015) comparou as atividades
dos extratos aquoso, etandlico e aquoso subcritico e conclui que o melhor
EC50 (102,318) foi encontrado no ultimo extrato. Muito antes, o extrato
metandlico também apresentou atividade antioxidante, na mesma metodologia,

conforme relatado por Silva et al. (2005).

2.5.2.2 Atividade antimicrobiana
Ao ser exposto a algum tipo de microrganismo patogénico, o ser

humano pode desenvolver enfermidades. E consideravel a diversidade de
agentes causadores de doencas, suas particularidades e estratégias
especificas para sobreviver e se replicar no hospedeiro.

As bactérias do género estafilococos, como a Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, sdo uma das principais causadoras de infeccdes
respiratdrias, urinarias e sanguineas em todo o mundo. A notavel capacidade
dessas bactérias adquirirem resisténcia aos antibioticos limita as opc¢bes de
terapia e, consequentemente, pode aumentar a morbidade e mortalidade do
paciente (PEREIRA at el., 2010). A Pseudomonas aeruginosa € encontrada em

abundéancia em diversos ambientes e se 0 paciente estiver com a imunidade
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comprometida pode causar infecgbes cutaneas, respiratdrias, oculares e
urinarias (STRATEVA; YORDANOV, 2009). Assim, como a P. aeruginosa, o
Bacillus subtilis é considerado um patdgeno oportunista principalmente de
ambientes hospitalares. A dificuldade em se combater essa bactéria se da pela
capacidade de formar enddsporos desidratados, permitindo a sobrevivéncia em
ambientes livres de nutrientes (MCKENNEY et al., 2013). J4 a Escherichia coli
nao forma enddsporos e, dependendo da configuracdo do genoma, seu estilo
de vida pode variar de comensalismo a patogenicidade. Elas sdo importantes
agentes entéricos e extraintestinais, sendo responsaveis por significativos
surtos de infeccbes (JUHAS et al., 2014).

Entre as leveduras patogénicas, as causadoras de candidiase sdo as
mais conhecidas. Geralmente se manifestam de forma superficial em pacientes
saudaveis, afetando a pele, boca ou vagina. No entanto, em pessoas idosas,
pacientes com doencas graves ou individuos com imunidade comprometida, as
Candidas podem superar a resisténcia do sistema imunoldgico, alcancar
orgaos internos e resultar em uma infec¢do disseminada séria, conhecida como
candidiase disseminada ou candidiase invasiva. Entre as espécies encontradas
em seres humanos, a Candida albicans é a mais comum tanto em condicdes
saudaveis como em casos de doenca. No entanto, estudos micologicos
revelaram que, nas Ultimas duas décadas, o numero de infec¢des causadas
por espécies que ndo sdo Candida albicans tem aumentado significativamente,
com as causadas pela Candida parapsilosis e Candida kruzei (HUAN; HSUEH,
2009; PAPON et al., 2013).

Os fungos dermatofitos possuem a capacidade de crescer e se alimentar
de estruturas ricas em queratina, como pele, unhas, cabelos, garras, chifres e
penas. Nos hospedeiros com um sistema imunolégico saudavel, esses fungos
geralmente causam lesdes leves. No entanto, em individuos com um sistema
imunologico comprometido, as infec¢cdes podem se tornar graves e se espalhar
para outras partes do corpo. Apresentam distribuicdo mundial, sendo
relevantes em veterinaria e saude publica, como os Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis (REZAEI-MATEHKOLAEI
et al., 2014).

Considerando a resisténcia dos microrganismos ao antimicrobianos

existentes que o0s extratos vegetais surgem como potencial alternativa devido a
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rica variedade de substancias presentes nas plantas, como saponinas, taninos,
alcaldides, flavondides, sesquiterpenos, lactonas, terpendides e ésteres.
Alguns estudos, também, tém demonstrado que o efeito sinérgico entre estas
substancias tém intensificado as propriedades bioativas de extratos vegetais e
consequentemente a acdo sobre patdogenos (MEDINA-MEDRANO et al., 2015).

A determinacdo da atividade antibacteriana e antifingica de extratos
vegetais pode ser realizada por diferentes métodos, como aqueles realizados
em caldo: método de difusdo em agar por poco, disco-difusdo e métodos de
macrodiluicdo e microdiluicdo. Os métodos de difusdo em agar ou em caldo
sdo igualmente aceitaveis para medir quantitativamente a atividade in vitro de
uma substancia contra um patégeno. Na determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) ou da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de
extratos vegetais, tem-se utilizado mais frequentemente o método de
microdiluicdo em caldo (OSTROSKY, 2008).

Um dos métodos mais descritos na literatura, € o método de microdiluicdo
que se revela um teste sensivel e reprodutivel quando segue as normas
estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), somente
sendo necessario a atencdo em determinados fatores para ndo reproduzir
resultados errbneos, como meio de cultura adequado ao microrganismo
utilizado, a forma de solubilizacdo dos extratos e a concentracdo do inéculo
(ROQUETE, 2018).

A propriedade antimicrobiana da P. angulata foi demonstrada em diversos
momentos da literatura. Inicialmente, Lopes et al. (2006) através do método
em difusdo em agar para Staphylococcus aureus, relatou que o extrato
etandlico e glicélico dos frutos de P. angulata obtiveram halo de inibicdo de
11,17 mm e o extrato propilenoglicélico 12,16 mm. Osho et al. (2010) concluiu
gue o Oleo de P. angulata possui atividades antifiUngicas mais efetivas que as
bacteriostaticas e que as partes aéreas sdo mais ativas que as radiculares.

Em 2015, partes aéreas de P. angulata foram extraidas em mistura
hidroalcoolica a 70% e etandlica bruta, com posterior avaliacdo pela
Determinacdo de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). Para Streptococcus
oralis a concentragcdo minima inibitéria foi de 1,0 mg/mL. Ao final do estudo,
sugeriu-se que a capacidade antimicrobiana se da pelos esteréides presentes
na planta (PONTES, 2015).
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A concentracgdo inibitéria minima (CIM) do extrato cloroférmico de folhas
de P. angulata através do método de diluicio em tubo foi determinada por
Ushie et al. (2019) que obteve resultados satisfatérios frente a Salmonella spp,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. J4, Dias et al. (2020) encontrou a
concentracéo inibitéria minima de 50 mg/mL do extrato aquoso de folhas de P.
angulata contra o S. aureus e de 10 mg/mL para Listeria monocytogenes.

A fim de reconhecer as propriedades e acdes de cada substancia da P.
angulata, estudos buscam isolar e caracterizar quimicamente 0s seus
componentes, como, os alcaldides (BASEY; MCGAW; WOOLLEY, 1992),
flavondides simples e glicosilados; acidos graxos; carotenoides (ISMAIL;
ALAM, 2001), componentes volateis (RAMADAN; EL-GHORAB; GHANEM,
2015) e esterois (JANUARIO et al., 2002). Jin et al. (2012) afirmaram que o0s
isolados de fisalinas, withangulatinas, fisangulinas, fisanolidas, entre outros
compostos isolados de P. angulata possuem relevante atividade biologica.

Os fitoesterdis, especialmente as fisalinas B, F e G podem auxiliar na
terapia de doencas alérgicas e autoimunes e atuam na prevenc¢ao da rejeicao
de transplantes, pois apresentam efeitos imunomoduladores (BEILINTANI,
2002). Essas mesmas fisalinas se mostraram importantes no combate a
Leishmaniose, pois inibem o crescimento de promastigotas de Leishmania
amazonensis, agente transmissor da doenca (GUIMARAES et al., 2010).

Silva et al. (2005), testaram um pool de fisalinas e obtiveram resultados
satisfatorios nos testes antimicrobianos com o extrato etandlico de folhas frente
a Neisseria gonorrhoeae. Os extratos aquoso e etandlico de P. angulata
inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Pietro et al. (2000) elucidou o papel das fisalinas na atividade
antimicrobiana, avaliando a acéo do extrato cloroférmico e os produtos obtidos
do fracionamento da planta frente a Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii, e Mycobacterium malmoense,
através de testes de concentracdo inibitoria minima. Os resultados mostraram
que 500 pg/mL de extrato bruto de P. angulata causou inibicdo total do
Mycobacterium tuberculosis, enquanto foram necessarios 32 pg/mL da fracdo
A1-29-12 para inibir 100% da atividade de M. tuberculosis e 325 pug/mL para o
M. avium. Januario et al. (2002) afirmaram que a fisalina B é 6tima na atividade

antimicobacteriana, enquanto a fisalina D possui alta atividade citotoxica. Silva
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et al. (2016) realizaram analises cromatograficas, de partes aéreas em extrato
metandlico, de Physalis angulata, Physalis peruviana e Physalis ixocarpa e

isolaram fracdes de fisalinas D e G em todas as espécies.

2.5.2.3 Biofilme
A formacgdo de biofilme é uma adaptacdo dos microrganismos para

sobrevivéncia em ambientes hostis ou para a colonizagao de novos nichos. Os
biofilmes microbianos formam um sistema biolégico constituido por
comunidades de células agregadas, organizadas e funcionais embebidas em
matriz extracelular composta por substancias poliméricas produzidas pelas
proprias células, a qual possibilita a aderéncia irreversivel a superficies bitticas
ou abidticas (DONLAN; COSTERTON, 2002).

O sistema bioldgico do biofilme forma uma comunidade heterogénea e
que se dispde em trés dimensfes. Os individuos se comunicam através da
secrec¢do de sinais quimicos, permitindo que elas respondam fenotipicamente
as mudancas ambientais. Dessa forma, exibem diferencas na expressdo de
moléculas de superficie, resisténcia a antibidticos, utilizacdo de nutrientes e de
fatores de viruléncia, tornando sua morte muito mais dificil. Por esses motivos,
componentes originarios de extratos vegetais vém sendo explorados no intuito
de buscar novas alternativas para tratamentos contra antimicrobianos (HALL-
STOODLEY; STOODLEY, 2009).

Bazana et al. (2020) obteve bons resultados ao testar o extrato etandélico
de célice de Physalis peruviana contra a inibicdo da formacao de biofilme de
Pseudomonas aeruginosas nos estagios iniciais. Em relagdo a P. angulata,
Vieceli (2021) demonstrou que o extrato etandlico de caule de P. angulata
reduziu efetivamente a progressdo da periodontite cronica em condicbes
experimentais. Diante de resultados promissores, novos estudos na linha de

pesquisa da acdo de P. angulata contra biofilmes se fazem interessantes.

2.6 Nanoemulsao
A nanotecnologia € uma area de estudo recente que impacta as mais

diversas areas da sociedade, tendo como eixo o desenvolvimento de novos
processos, produtos e materiais através da capacidade de manipular atomos e
moléculas da grandeza de 1 a 100 nandémetros (NM). Essa nova técnica se

apresenta mais vantajosa que as convencionais, pois permite o alcance da
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estabilidade cinética, maior poder de absorcdo e/ou penetragdo, maior
biodisponibilidade, o aumento da solubilidade em agua para substancias pouco
soltveis (BOUCHEMAL et al., 2004; PORTO et al., 2020).

Com constantes buscas por aperfeicoamento de sistemas terapéuticos,
a nanotecnologia se apresenta como alternativa para inovagdo de
medicamentos. Uma vez que podem proteger o farmaco no sistema terapéutico
contra as instabilidades do organismo e mantendo seus niveis plasmaticos em
concentragfes constantes. Dentre as técnicas nanotecnologicas, se destaca a
categoria de nanoemulsdo (NE) (BOUCHEMAL et al., 2004; PORTO et al.,
2020).

As NEs séo sistemas dispersos entre dois liquidos imisciveis, sendo
utilizado um tensoativo para a estabilizacdo das fases aquosa e oleosa e
obtencdo de amostras homogéneas e estaveis. Dessa forma, sdo obtidas
através da aplicacdo de altas intensidades de agitacdo, fundida em um
dispersante quente em uma fase oleosa com o ativo pesquisado, com adicao
do tensoativo e, posteriormente, resfriamento. Na industria, sdo utilizadas como
veiculos, pois apresentam vantagens na veiculagdo de ativos tanto hidrofilicos
como lipofilicos na mesma formulacdo (BOUCHEMAL et al., 2004; BRUXEL et
al., 2012; PORTO et al., 2020).

O uso de extratos vegetais ou derivados tem sido uma realidade tanto
para a industria alimenticia como para a farmacéutica, pois sdo fonte variada
de compostos biologicamente ativos. Entretanto, alguns aspectos da matéria
prima vegetal podem dificultar a sua aplicacdo e administracdo, como a baixa
solubilidade em &agua, baixa absorcdo e biodisponibilidade. Pensando nisso,
Silva (2018) desenvolveu nanoemulsdo com extrato de P. peruviana e
avaliacdo da estabilidade e citotoxicidade. Bazana et al. (2019) preparou,
caracterizou e testou a atividade antioxidante da nanoemulsdo do extrato
etanodlico de célice de P. peruviana. Apesar dos dados registrados por Silva
(2018) e Bazana et al. (2019), os estudos nao foram estendidos para outras

especies de Physalis.

3. OBJETIVOS
Considerando os aspectos apresentados na revisdo da literatura, o

objetivo deste estudo foi analisar a atividade antioxidante de extratos e a
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capacidade de inibicdo de crescimento de cepas de microrganismos de
interesse na Saude Publica na presenca dos extratos, de fracdes enriquecidas
de fisalinas e suas incorporacdes em nanoemulsdes, a partir das partes aéreas
de P. angulata. Os
objetivos especificos deste trabalho foram:
— ldentificacdo das principais classes de metabdlitos secundarios das
partes aéreas de P. angulata
— Obtencédo dos extratos etandlico, cloroférmico e fragbes
— Determinagdo da atividade antioxidante dos extratos etanolico e
cloroférmico
— Avaliacdo das atividades antimicrobianas dos extratos etandlico,
cloroférmico e fragBes frente a fungos filamentosos, leveduras e bactérias
— Avaliagao do potencial de inibicdo da formacao de biofiime de Candida
albicans com o extrato e frac6es de melhor atividade
— Realizacdo de cromatografia em camada delgada e cromatografia
liquida de alta eficiéncia
— ldentificagdo das fragbes com melhores resultados nos testes
antimicrobianos
Incorporacdo em nanoemulsdo das fracBes que apresentaram melhores
resultados nos testes antimicrobianos
— Avaliagdo das atividades antimicrobianas das nanoemulsdes

frente a fungos filamentosos, leveduras e bactérias

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal
O material vegetal utilizado consistiu em partes aéreas de Physalis angulata

previamente coletada, secada, identificada e enviada pelo Prof. Dr. Fabiano
Guimaraes do Instituto Federal Goiano, através da parceria firmada entre a
Instituicdo e a Profa. Dra. Rosemeire C. L. R. Pietro do Departamento de
Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho"- Campus Araraquara.

P. angulata esta cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
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Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob niumero de
cadastro AD73F75.

4.2. Caracterizacdo das classes de metabolitos secundarios
A triagem fitoquimica preliminar, para a identificacdo das principais classes

de metabdlitos secundérios das partes aéreas da P. angulata, foi realizada
conforme as metodologias estabelecidas por Souza et al.(2003), Simdfes et
al.(2004), Souza (2007) e Silva et al.(2015).

4.2.1. Flavonéides
Em um béquer, adicionou-se 3 gramas da planta moida a 20 mL de éter de

petrdleo. Agitou-se durante 10 minutos com aquecimento em Banho-Maria.
Entdo, filtrou-se e secou-se o pd, e em seguida, colocou-se o p6 em um
béquer com 20 mL de metanol. Novamente, aqueceu-se em Banho-Maria por
10 minutos, filtrou-se a amostra e evaporou-se o filtrado até a secura. Por fim,
obteve-se o extrato final, suspendendo a amostra obtida apds a evaporacao do

filtrado com 10 mL de etanol.

4.2.1.1. Reagéao de Shinoda
Em um tubo de ensaio, colocou-se 1 mL do extrato final e adicionou-se um

fragmento de magnésio metalico e gotas de &cido cloridrico concentrado.
Aguardou-se o0 aparecimento de coloracdo laranja, vermelha ou violeta, a fim

de determinar a positividade do teste.

4.2.1.2. Reacao de Taubock
Em Banho-Maria, evaporou-se 3 mL do extrato final até a secura. Resfriou-

se o residuo, e apos, umedeceu-se com algumas gotas de acetona. Entéo,
adicionou-se alguns cristais de acido bérico e acido oxalico. Novamente,
evaporou-se até a secura. Dissolveu-se o residuo em 5 mL de éter etilico e
observou-se sob luz ultravioleta. Em seguida, aguardou-se o aparecimento de

fluorescéncia verde-amarelada para determinar a positividade do teste.

4.2.1.3. Reacao de Pew
Evaporou-se em Banho-Maria, 3 mL do extrato final até a secura. Ao

residuo, adicionou-se 3 mL de metanol, uma pequena por¢cdo de zinco
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metélico e 3 gotas de acido cloridrico concentrado. Aguardou-se o

aparecimento da coloracdo vermelha para determinar a positividade do teste.

4.2.1.4. Reacdo do cloreto férrico
Em 1 mL do extrato final, adicionou-se algumas gotas de cloreto férrico a

2%. Aguardou-se a alteracdo da coloracdo da mistura para verde, verde-
acastanhado ou amarelo, indicando a presenca de determinadas classes de

flavonodides.

4.2.1.5. Reacdo do cloreto de aluminio
Em um papel filtro, umedeceu-se duas diferentes areas com o extrato final.

Sobre uma delas, colocou-se uma gota de cloreto de aluminio 5% em etanol.
Observou-se, sob luz ultravioleta, a intensificacdo da fluorescéncia amarelada

para determinar a positividade do teste.

4.2.2. Taninos
Cozinhou-se 5 gramas da planta moida com 100 mL de agua destilada

estéril por 15 minutos. Filtrou-se, deixou-se esfriar e, em seguida, obteve-se 0

extrato final.

4.2.2.1. Reagdo com acetato de chumbo
Misturou-se 5 mL do extrato final com 10 mL de solucdo de acido acético

10% e 5 mL de solucdo de acetato de chumbo a 10%. Aguardou-se a
formacdo de precipitado esbranquicado, a fim de revelar a presenca de taninos

hidrolisaveis.

4.2.2.2. Reacado com gelatina
Misturou-se 2 mL da solugdo extrativa com 2 gotas de acido cloridrico

diluido e solucédo de gelatina 2,5%. Aguardou-se a formacao de precipitado, a

fim de revelar a presenca de taninos.

4.2.2.3. Reacao com sais de ferro
Misturou-se 2 mL da solugdo extrativa com 10 mL de agua destilada

estéril, em seguida, adicionou-se 2 a 4 gotas de solucao de cloreto férrico a
1% em metanol. Aguardou-se a coloracdo azul ou verde, a fim de identificar a

presenca de taninos hidrolisaveis e taninos condensados, respectivamente.
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4.2.3. Glicosideos cardioténicos
Adicionou-se 5 gramas da moida a 50 mL de etanol:agua (70:30, v/v).

Aqueceu-se, suavemente, em Banho Maria por 10 minutos. Esfriou-se e filtrou-
se. Complementou-se, com a mistura de etanol:agua, até o volume de 30 mL.
Adicionou-se 30 mL de &gua deionizada e 15 mL de solucdo de acetato de
chumbo 10%. Agitou-se, repousou-se e filtrou-se. Adicionou-se 10 mL de
solucéo de fosfato de acido de sédio 10%, agitou-se, repousou-se e filtrou-se.
Transferiu-se o filtrado para um funil de separagédo e extraiu-se o cloroférmio
em duas etapas, utilizando 15 mL em cada etapa. Juntou-se as fases
organicas, tratou-se com sulfato de sédio anidro e evaporou-se até metade do

volume. Dessa forma, obteve-se o extrato cloroférmico.

4.2.3.1. Reacdao de Legal
Evaporou-se 2 mL do extrato cloroférmico. Apos, dissolveu-se 1 mL de

piridina em 0,5 mL de solucao de hidroxido de sédio 10% e 0,5 mL de solucéo
de nitroprussiato de sédio 10%. Aguardou-se o aparecimento de coloragéo
vermelha para determinar a positividade do teste.

4.2.3.2. Reacao de Pesez
Evaporou-se 2 mL do extrato cloroformico em um tubo de ensaio.

Adicionou-se, ao residuo, 1 mL do reagente de Pesez A e aqueceu-se
aproximadamente a 100°C por 3 minutos. Esfriou-se e colocou-se o reagente
de Pesez B. Observou-se a cor. Ferveu-se, novamente, A fim de observar,

aparecimento de coloracdo vermelha ou nao.

4.2.4 Terpenos

4.2.4.1. Formacéao de anel espumoso
Aqueceu-se, sob refluxo e durante 10 minutos, 2 gramas da planta moida

com 10 mL de agua destilada estéril. Esfriou-se e filtrou-se para um tubo de
ensaio, completando-se para 10 mL o volume final. Agitou-se, durante 15
segundos, o tubo vedado no sentido do seu comprimento. Deixou-se em
repouso por 15 minutos. Verificou-se em seguida o aparecimento de um anel
de espuma. Ao anel, adicionou-se 1 mL de &cido cloridrico 2N (20%) e
aguardou-se a persisténcia do anel de espuma para determinar a presenca de

saponinas.
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4.2.4.2. Reacao de Liebermann-Buchard
Utilizou-se o extrato cloroférmico obtido no item 4.2.3. Em um tubo de

ensaio, evaporou-se 2 mL. Ao residuo, adicionou-se 1 mL de anidrido acético e
10 gotas de acido sulfarico concentrado. Aguardou-se a mudanca e
estabilizacdo da coloragédo castanha, a fim de determinar a presenca de

triterpenos.

4.25. Alcaléides

4.2.5.1 ReacOes com reagentes Dragendorff, Bouchardat,
Mayer e Bertrand

Na primeira etapa, realizou-se a extragdo em meio alcalino. Para isso,
utilizou-se 5 gramas da planta moida, homogeneizou-se e alcalinizou-se com
carbonato de célcio a 10%. Adicionou-se 25 mL de cloroférmio,
homogeneizou-se, filtrou-se a mistura para um funil de separacéo através de
papel previamente embebido em cloroférmio e agitou-se o filtrado com 7 mL de
acido cloridrico 2%.

Na segunda etapa, separou-se a camada superior para a realizacdo das
reacoes de caracterizacdo (precipitacdo) com os reagentes de Dragendorff,
Bouchardat, Mayer e Bertrand, colocando-se uma gota do reagente ao lado de
outra da solucdo &cida em wuma lamina de microscopio, unindo-as
posteriormente. Observou-se a reacdo sob a luz ultravioleta. Aguardou-se
formacdo de precipitado na reacdo de Mayer, coloracdo branca na reacao de
Mayer, marrom na de Bouchardat, laranja na de Dragendorff para determinar a
presenca de alcal6ides na amostra.

4.2.6. Antraguinonas
Agitou-se 1 grama de planta moida com 10 mL de éter etilico e filtrou-se. A

solucéo etérea, adicionou-se 1 mL de amoénia diluida com agitacdo. Aguardou-
se a formacdo de camada aquosa rosea para determinar a presenca de

antraquinonas.

4.2.6.1 Reacao de Borntrager
Ao po obtido no item 4.2.6, adicionou-se 20 mL de agua e aqueceu-se a

ebulicdo por 5 minutos. Apds, resfriou-se e filtrou-se a solucdo. Ao filtrado,

juntou-se 10 mL de HCI 1N e 3 mL de agua oxigenada 30%. Novamente,
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resfriou-se e filtrou-se a solucdo. Extraiu-se por duas vezes com 5 mL de éter
etilico. Juntaram-se as fases etéreas e agitou-se com 3 mL de amdnia diluida.
Aguardou-se a formacéo de camada aguosa résea para determinar a presenca

de antraquinonas tipo agliconas.

4.3. Extracao
As partes aéreas da P. angulata foram trituradas e em seguida,

maceradas na proporcdo de 50 g/L de cloroférmio, sendo armazenadas em
vidro ambar, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, sem agitacao, por 15
dias. Posteriormente, filtrou-se, a rota evaporou-se a 40°C e 80 rpm e secou-se
0 extrato em capela até a massa constante. Repetiu-se o0 procedimento
utilizando alcool etilico absoluto.

O célculo do rendimento total dos extratos cloroférmico e etilico, foram

realizados de acordo com a equacéo 01.

Re = (Pext /Ppartes a¢reas) X 100

Equacéo 1: Rendimento do extrato

em que:
Re é o rendimento total do extrato (%);
Pext € 0 peso do extrato seco (Q);

Ppartes a¢reas € 0 peso das partes aéreas secas (g).

4.3. Particao do extrato
Utilizou-se uma coluna de fracionamento de 25 centimetros de altura e 6

centimetros de diametro, e silica gel 60 mesh, como material adsorvente da
cromatografia em coluna.

Calculou-se o volume morto da fase moével, de acordo com a equacéo
02. Com o resultado da equacéo, descobriu-se a quantidade de solvente a ser
utilizado no processo. Pesou-se a quantidade de adsorvente necessaria para
preencher 2/3 da coluna e secou-se o material em estufa a 110°C por 60
minutos.

Vm =1 xR2?x h x 0,65
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Equagéo 2: Volume morto
em que:
VM é o volume morto (mL);
R é o raio da coluna (cm);
h é a altura da coluna que sera ocupada pela silica (cm).

Preparou-se a coluna, com o auxilio de um bastéo de vidro, colocou-se
uma camada de algoddo no final da coluna e, em seguida, depositou-se
delicadamente a silica seca, batendo levemente durante o processo de
preenchimento da coluna para o empacotamento correto. Para ambientacédo da
coluna, utilizou-se o solvente hexano-acetato (9:1) na quantidade de volume
morto determinada.

No almofariz, colocou-se o extrato cloroférmico, 10 gotas de cloroférmio
e 2 gramas de silica e misturou-se até a mistura soltar-se da parede do
almofariz. Entdo, depositou-se o extrato no topo da coluna, adicionou-se 200
mL de hexano-acetato (9:1) e esperou-se 0 solvente percorrer a coluna,
coletando-se a substancia final obtida e reservando-a em um recipiente. Apés,
repetiu-se o procedimento utilizando como solvente hexano-acetato (7:3),
hexano-acetato (6:4), hexano-acetato (3:7), acetato e metanol. Posteriormente,
cada fragcéo foi rotaevaporada a 80 rpm. Ao final, foram obtidas seis fracgdes,

conforme Figura 3.

Figura 3 - Fragdes da particao liquido-liquido do extrato cloroférmio

Extrato cloroformico

Fragao
Hexano-Acetato
(9:1)

Fragéo
Hexano-Acetato
(7:3)

Fragao
Hexano-Acetato

(6:4)

Fragao
Hexano-Acetato
(3:7)

Fragdo Acetato

Fragao Metanol

fonte: Elaborado pelo autor

4.4. Cromatografia em Camada Delgada
As analises foram baseadas em Wagner e Bladt (1986) com alteracoes.

A CCD foi desenvolvida em placas pré-elaboradas de gel de silica 60G (0,22
um, F254, Macherey-Nagel®). As amostras foram previamente diluidas na
concentracdo de 5mg/mL de metanol e aplicadas manualmente com tubo

capilar. Apés a montagem, a placa foi introduzida em uma cuba de vidro, a qual
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ja estava saturada com o vapor do solvente da fase mével - Hexano/Acetato de
etila (3:7). Aguardou-se a chegada do solvente até a extremidade superior da
placa, retirou-se da cuba e esperou-se a sua secagem. A revelacdo foi
realizada com uma mistura de 15 gramas de vanilina dissolvidas em 250 mL de
etanol, & 0°C, e com a lenta adicdo de 2,5 mL de acido sulfurico concentrado.
O mesmo procedimento foi realizado com a fase mével Tolueno/Acetato de
etila (3:7).

O indice de retencédo (RF) foi calculado como a razdo entre a distancia
percorrida pela mancha do componente e a distancia percorrida pelo eluente.

De acordo com a Equacéo 03.

RF=DC/DS
Equagcéo 3 -indice de retengéo
em que:
DC é distancia percorrida pelo componentes da mistura (cm);
DS é distancia percorrida pelo eluente (cm);

4.5. Cromatografia liqguida de alta eficiéncia

A amostra foi preparada para analise a partir da diluicdo de 2 mg em 1
mL de metanol a 95%, para otimizar o processo de solubilizacdo a amostra foi
colocada no banho ultrassdnico por tempo necesséario para total diluicéo.
Entdo, foi realizado o “clean-up” com cartuchos C-18, os quais foram
condicionados com metanol. ApGs a passagem da amostra pelo cartucho, elas
foram filtradas em membrana de 0,45 milimetros.

A analise foi realizada de acordo com Januéario et al. (2002) em
equipamento Dionex UltiMate 3000 UHPLC focused®, enquanto a area do pico
foi calculada pelo Chromeleon Version 6.80®. A andlise cromatografica foi
realizada utilizando uma coluna da marca Thermo Scientific, com dimensdes
250x4,60, lote 9171, de fase reversa C-18 a 25 °C. A coluna foi ativada com
metanol e condicionada com metanol 95%. O gradiente de eluicdo do solvente
A (agua) e do solvente B (metanol 95%) foi realizado de 5% para 95% em 45
minutos a uma taxa de fluxo de 1,0 mL / min. O comprimento de onda de
deteccao foi de 230, 250, 300 e 350 nm.
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4.6. Atividade antioxidante
Avaliou-se o potencial antioxidante do extrato etandlico e cloroférmico

através da medicdo da capacidade sequestrante de radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila, conhecido como DPPH, e de acordo com a metodologia de
SPAGNOL (2014).

Espectrofotometricamente, testou-se em triplicata os padrées: &acido
ascorbico nas concentracées de 0 a 6 pg/mL de metanol, acido galico nas
concentracdes de 0 a 26 pg/mL de metanol, rutina nas concentracdes de 0 a 57
pg/mL de metanol e quercetina nas concentracbes de 0 a 82 pg/mL de
metanol. Paralelamente, testou-se em triplicata o extrato cloroférmico nas
concentracfes de 0 a 357 ug/mL de metanol e a o extrato etandlico nas 0 a 271
pHg/mL de metanol.

Para cada substancia testada, identificou-se 10 tubos de ensaios dispostos
em escala crescente de concentracdo, de acordo com a faixa estipulada. Em
cada tubo, adicionou-se 2,50 mL da solucdo de DPPH 0,004% em metanol e
1,0 mL da determinada amostra. Apés, agitou-se e manteve-se em repouso no
escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. Em espectrofotometro, no
comprimento de 515 nm, leu-se a absorbancia de cada amostra, somente apos
a calibracdo do equipamento, com solucéo branco de 1,0 mL de metanol e 2,50
mL de solucédo de DPPH.

Com os resultados das medicfes, calculou-se a média das absorbancias
das amostras como sendo a absorbancia méxima, entdo mediu-se a

porcentagem de inibicdo do radical DPPH de acordo com a equacao 4.

%0 inibicao do radical DPPH = AbSmax - AbSamostra/ AbSmax X 100

Equacdo 4: calculo da porcentagem de inibicéo do radical DPPH

em que:
Abs max. é a absorbancia do DPPH em 515 nm na auséncia de amostra
(controle);

Abs amostra é a absorbancia do DPPH em 515 nm na presenca de amostra.

De posse da porcentagem de inibicdo, determinou-se a equacéo da reta e

calculou-se o ECso das amostras (concentracdo efetiva), através da equacéo 5.
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ECs0=50 - b/ a
Equacéo 5: Célculo do EC50
em que:
b é Intercepcao do eixo y;

a é Inclinacéo da reta.

4.7. Microrganismos
As cepas de Bacillus subtilis — ATCC 9372, Staphylococcus aureus — ATCC

25923, Staphylococcus epidermidis — ATCC 27853, Escherichia coli — ATCC
25922 e a cepa de campo Pseudomonas aeruginosa foram semeadas em
placas de Petri contendo Agar Miller Hinton, e incubadas & 37°C por 24 horas.

As leveduras Candida albicans - ATCC 64548, Candida krusei — ATCC
6258, Candida parapsilosis - ATCC 22019, assim como o0s fungos
filamentosos, Trichophyton rubrum — INCQS 40004, Trichophyton
mentagrophytes — INCQS 40051 e cepa de campo de Microsporum canis
foram semeadas em Agar Sabouraud, sendo as leveduras incubadas a 28 °C
por 72 horas e os fungos filamentosos a 28°C por 7 dias.

4.8. Atividade antimicrobiana
A determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao

Bactericida Minima (CBM) para bactérias seguiu as diretrizes da Norma M7-
A1l do CLSI (2018). Para fungos filamentosos e leveduras, seguiu-se as
Normas M27 do CLSI (2017) e M38 do CLSI (2017), respectivamente, para
determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM).

Para a preparacédo do inoculo, suspendeu-se 0 microrganismo em 5 mL
solucéo de cloreto de sodio 0,9%. Na suspensao bacteriana, atingiu-se 0,5 na
escala de McFarland, na suspensédo de fungos filamentosos obteve-se a
concentracdo de 2x10% UFC/mL e na suspensdo de leveduras trabalhou-se
com a concentracdo de 2x10* UFC/mL. Entdo, acrescentou-se 100 pL do
indculo bacteriano em 9,9 mL de Caldo Muller Hinton, enquanto para fungos,
adicionou-se 100 pL de inéculo a 9,9 mL Caldo RPMI. Preparou-se o Caldo

Muller Hinton e RPMI de acordo com as especificagdes do fabricante.
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Aprontou-se solugéo estoque de Ampicilina na concentragao de 500 pg/mL
e Anfotericina B na concentracdo de 1,6 mg/mL. No momento do uso, dilui-se
o antibiético na proporcdo 1:10 em agua destilada estéril e o fungicida na
proporcéo de 1:25 em DMSO.

Para solucdo estoque dos extratos e fracdes, solubilizou-se 40 mg do
determinado extrato ou fracdo com 100 uL de DMSO. No momento do uso,
para o teste contra bactérias, adicionou-se 900 uL do Caldo Muller Hinton aos
estoques de extratos e fragdes. Para os testes contra fungos, acrescentou-se
900 pL Caldo RPMI. Apés, dilui-se na propor¢édo 1:1 com o meio em questdo e
alcancou-se a concentracdo de 20 mg/mL.

A solucdo estoque de resazurina, foi preparada com 100 mg em 100 mL
de agua destilada estéril e no momento do uso, diluiu-se 1:10, para alcancar a
concentracéo de 100 uL/mL de agua.

Na placa de titulacdo estéril, determinou-se a utilizacdo conforme a figura
4. Adicionou-se 100 pyL do meio de cultura em todos os poc¢os da coluna, de
acordo com o microrganismo a ser testado. No primeiro pogo da coluna,
adicionou-se 100 pL do extrato/fracdo/antimicrobiano, homogeneizou-se,
retirou-se 100 pL da mistura e transferiu-se para o segundo poco, repetindo o
procedimento sucessivamente até finalizar a diluicdo seriada da coluna. Em

seguida, acrescentou-se 100 pL do in6culo em cada pogo.

Figura 4 - Modelo da montagem da placa para realizagdo do CIM.
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Para o controle positivo, pipetou-se 100 pL do in6culo com 100 pL do meio
de cultura. Para o controle de viabilidade do sistema solvente, acrescentou-se
100 pL do in6culo com 100 pL do meio de cultura com 100 pL do DMSO. Para
esterilidade do sistema solvente, misturou-se 100 pL do DMSO com 100 pL de
meio. Para controle da esterilidade do meio, pipetou-se 100 pL do meio de
cultura.

Utilizou-se uma placa para cada microrganismo testado e realizou-se
triplicata para determinacao de cada CIM.

Na fase do experimento em que foram utlizadas as nanoemulsdes, a
montagem da placa esta representada na Figura 5. Para o controle da
esterilidade do meio, foi pipetado somente o meio. Enquanto para o controle
da esterilidade das nanoemulsbes, foi pipetado 0 meio e a respectiva
nanoemulsdo. O controle positivo englobou 0 meio e 0 microorganismo e o
controle da viabilidade da nanoemulsdo foi feito a partir do meio, da

nanoemulsdo branca e o microrganismo.

Figura 5 - Modelo da montagem da placa para realiza¢cdo do CIM com nanoemulséo.
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Fonte: Elaborado pelo autor

ApOs a montagem da placa com bactérias, incubou-se por 24 horas a
37°C. No caso de leveduras, incubou-se por 3 dias a 28°C e para fungos

filamentosos, incubou-se por 7 dias a 28°C sob agitacao de 125 rpm.
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Apés o periodo de incubacado, realizou-se a transposicdo, via hastes

estéreis de madeira, de cada poco da placa de 96 pocos para as placas de

Petri, contendo agar Muller Hinton para bactérias e incubou-se as placas

overnight a 37°C. Para fungos utilizou-se o agar Sabouraud e incubou-se por 7

dias a 28°C. A Concentracdo Bactericida Minima ou a Concentragdo Fungicida

Minima foi determinada observando-se o0 crescimento ou nao dos

microrganismos nos respectivos pontos de transposicdo no agar.

Apébs a retirada das amostras para determinacdo de CBM e CFM,
foram adicionados a placa, para leitura final da CIM, 20 yL de resazurina
(0,01%) em cada poco da placa. Apos 0 tempo necessario para cada
replicacdo de cada microrganismo, isto €, uma hora para bactérias e 24
horas para leveduras e fungos filamentosos, foram observadas as
mudancas de colocacdo da resazurina de azul para rosa, onde azul
significa auséncia de crescimento microbiano e rosa significa crescimento
microbiano (O'BRIEN et al., 2000). A conversdo da resazurina em
resorufina, mediada pela desidrogenase, pode ser representada pela
Figura 6, que mostra as formulas estruturais de resazurina - azul e néo
fluorescente (1), o qual é convertido por reducdo em resorufina - rosa e
altamente fluorescente (2) e por nova reducdo em dihidroresorufina -
incolor e néo fluorescente (3).

Figura 6 - Estagios de reducdo da resazurina (esquerda) para resorufina (meio) e dihidroresorufina
(direita).
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Fonte: O'BRIEN et al., 2000

4.9. Biofilme
O biofilme de Candida albicans foi realizado de acordo com Cobrado et

al.

(2017) com algumas modificagbes. Com 24 horas antes do inicio do

experimento, a Candida albicans foi semeada em placas de Petri contendo o

agar Sabouraud.
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Para a formacdo dos biofilmes foi utilizado o meio de cultura RPMI
suplementado com MOPS e L-glutamina (2%). E para a realizacdo do
experimento o inéculo foi ajustado na concentragédo final de 1 x 108 células/mL
em RPMI. Posteriormente, foram adicionados 200 uL de inéculo em placas de
96 pocos, as quais foram incubadas sem agitacdo a 37 °C por 48 h até a
maturacdo do biofilme de Candida albicans. Apés o periodo de consolidacao do
biofilme, o meio de cultura foi retirado e os pocos lavados trés vezes com PBS
para remogao das células planctonicas. Em seguida, foi adicionado 200 yL de
meio de cultura RPMI contendo as amostras (concentracdo maxima de DMSO
1%) nas concentragdes entre 1,95 e 1.000 pg/mL.

Além das amostras, a placa contou com o controle positivo feito com o uso
de Anfotericina B com concentragéo entre 0,0313 e 16 ug/mL e Fluconazol com
concentracéo entre 0,125 e 64 yg/mL e o controle negativo. Apéds, as placas
foram novamente incubadas sem agitacdo a 37 °C por 24h. Posteriormente, 0
sobrenadante foi cuidadosamente removido e lavado com PBS por trés vezes.
A reducgdo do metabolismo com XTT em no minimo de 50% foi comparada ao
controle de crescimento do biofilme, que corresponde a 100%.

A utilizacdo do XTT, de acordo com Cobrado et al. (2017), permite a
avaliacao

semi-quantitativa da atividade metabdlica do biofilme. A utilizacdo de 50 pL
da solucédo de XTT, com concentracdo de 1mg/mL, foi adicionada em PBS com
4uL de menadione (1 mM), seguido de incubagao no escuro por 3 h a 37°C.
ApOs incubacao, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
em comprimento de onda de 490 nm.

A formacgé&o do biofilme foi avaliada com o teste ANOVA One-Way com pos-
teste de Bonferroni. A significancia estatistica sera considerada com p < 0,05.
Todas as analises estatisticas seréo realizadas com o software Graph Prism
5.0.

4.10. Nanoemulséao
As nanoemulsdes (NE) foram preparadas de acordo com Bouchemal et al.

(2004) com modificagbes. A fase oleosa composta de fosfatidilcolina de soja
(0,4% plv), triglicérides de cadeia média (1,8% p/v), polissorbato 80 (2,1% p/v)
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e 0s extratos na concentragdo de 5 mg/ml. A fase aquosa foi composta por
agua g.s.p. 5 g. Ambas as fases foram aquecidas até 70°C e a fase aquosa foi
adicionada gota a gota sobre a fase oleosa, formando entdo uma pré-emulséao.
Esta foi sonicada por 5 minutos, com pulse on de 1 minuto e pulse of de 30
segundos, amplitude 35.

O diametro médio de goticula e indice de polidispersédo (IPd) e potencial
zeta foram obtidos pela técnica de espalhamento dinamico da luz (EDL)
utilizando-se equipamento Zetasizer (Nano ZS, Malvern, UK) A formulacéo foi
diluida em agua deionizada e as analises realizadas em triplicatas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das classes de metabdlitos secundarios
Os metabolitos secundarios séo conhecidos por desempenharem um

papel importante na adaptacao das plantas aos seus ambientes. A quantidade
e qualidade destes compostos metabolicos sofrem influéncia direta do
desenvolvimento vegetal, como, diluicdo, variagdo da biomassa, sazonalidade,
periodo, indice pluviométrico, temperatura e altitude. Como representam uma
importante fonte de substancias farmacologicamente ativas € importante o
conhecimento do perfil fitoquimico da amostra vegetal estudada (RODRIGUES
et al., 2018). Os resultados obtidos nos testes de caracterizacao fitoquimica

estao relacionados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados das rea¢des fitoquimicas das partes aéreas de P. angulata.

. C'as,s‘? Método Resultado Interpretacéo
fitoquimica
Reacéo de Coloracéo laranja Positivo
Shinoda avermelhado
Reacéo de Fluorescéncia PoSitivo
Taubock esverdeada
~ Coloracéo vermelho .
Flavondides Reacéo de Pew escUro Positivo
Reacéo do Coloracéo verde .
- Positivo
cloreto férrico acastanhado
Reacéo do
cloreto de Amarelo Positivo
aluminio
Rea(;aq com Precipitado Positivo
gelatina
Taninos Reacgdo com .
Sem formacéo de .
acetato de Negativo

chumbo precipitado
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Reacdo com sais

Coloracéao verde Positivo
de ferro

Coloracéo marrom

Reacdo de Legal avermelhado Positivo
Glicosideos Reacao de
cardiotdnicos Liebermann- Coloracgéao castanho Positivo
Triterpenos Buchard
Reagdo de Coloracdo amarela Negativo
Pesez
Saponinas aﬁggggﬁ%g& Sem espuma Negativo
Reacdo com
reagente Laranja Positivo
Dragendorff,
Reacdo com
reagente Marrom Positivo
Alcaléides Bouchardat
Reacdo com Branca Positivo
reagente Mayer
Reacgdo com
reagente Formacédo de Precipitado Positivo
Bertrand
Reacéo de Sem mudanca de :
. ~ Negativo
Antragquinonas Borntrager coloragéo

Fonte: Elaborado pelo autor

De acordo com os resultados, as partes aéreas da amostra analisada de
P. angulata apresentaram flavondides, especificamente os flavondis e
flavanonas, taninos condensados, glicosideos cardiotbnicos, alcaldides e
terpenos da classe triterpenos.

Apesar da composi¢do fitoquimica de um vegetal ser influenciada por
diversos fatores considerados variaveis, o screening fitoquimico das partes
aéreas de P. angulata realizado nesse estudo foi compativel com os
encontrados por Pontes (2015), Medina-Medrano et al (2015) e Ferreira (2018)
que relataram a presenca de compostos fendlicos, flavondides, taninos e
terpenos esterbdides. A diferenca de presenca de saponinas encontradas
Pontes (2015) e Medina-Medrano et al (2015) pode ser justificada pelas

variacoes climaticas a que as amostras estiveram submetidas.

5.2 Extracéao
A extracdo permite a retirada dos metabdlitos secundarios vegetal

através da utilizacdo de solventes. De acordo com a triagem preliminar

fitoquimica, determinou-se a utilizacdo de etanol e cloroformio como solventes
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no presente estudo, pois ambos possuem solubilidade compativel com os
metabdlitos secundarios alvo da extracdo, de acordo com a tabela 2.

A extracao cloroférmica foi realizada 233 g das partes aéreas moidas de
P. angulata e ao final foi obtido 95,29 g do extrato. Utilizando a equacao de
rendimento, o rendimento foi de 40,89%.

Enquanto extracdo etanolica foi realizada com 300 g do vegetal e, ao
final, foi obtido 93,03 g de extrato. Com isso, 0 rendimento do extrato foi de
31,01%.

5.3 Fracionamento
A quantidade de extrato cloroférmico fracionada foi de 3 gramas e

forneceu 503,06 mg da fracdo Hexano-Acetato (9:1), 312,31 mg da fracéo
Hexano-Acetato (7:3), 181,4 mg da fragcdo Hexano-Acetato (6:4), 472,50 mg da
fracdo Hexano-Acetato (3:7), 223,6 mg da fracdo Acetato e 1193,1 mg da
fracdo Metanol. Dessa forma, o rendimento das fracfes foi respectivamente de
17,44%, 10,81%, 6,22%, 16,36%, 7,74%, 41,33%.

5.4. Cromatografia em Camada Delgada
A utilizagdo da vanilina sulfarica como revelador da CCD foi utilizada

para a identificacdo de terpenos e triterpenos, a classe de metabdlitos
secundarios que as fisalinas fazem parte.

O perfil cromatogréfico obtido tanto para a amostra do extrato
cloroférmico quanto para as fragbes Hexano-Acetato (3:7), Hexano-Acetato
(6:4), Acetato e metanol apresentou uma intensa zona cromatografica
esverdeada com Rf de aproximadamente de 0,31 que sdo compativeis com o0s
descritos por Alamino (2011) e que indicam a presenca de fisalinas tanto no
extrato como nas fragoes.

Os resultados obtidos com as placas cromatograficas somado aos
resultados antimicrobianos foram os critérios utilizados para a escolha das

amostras que foram analisadas em CLAE.
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5.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Os perfis cromatogréaficos obtidos a partir das analises no CLAE se

distribuem nos resultados do extrato cloroformico, da fracdo Hexano-Acetato
(6:4) e Metanol.

As cromatografias do extrato cloroférmico nos comprimentos de 230,
250, 300 e 350 nm se apresentam na figura 7. Na tabela 4, encontra-se a

quantidade, o tempo de retencéo (Tr) e a area de cada pico apresentado na
figura 7.

Figura 7 - Perfil cromatografico por CLAE do extrato cloroférmico nos diversos comprimentos de onda.

aris L #5 [modified by HPLC_Therma]

VIS
WVL:Z30 nm

50,0_Maria L #5 Imodified by HPLC_Thesma]

Fonte: CHROMELEON, VERSION 6.80®

O perfil cromatografico do extrato cloroférmico no comprimento de onda
de 230 nm apresentou 33 picos, com destaque para 0s picos homeados como
9, 29, 27, 28,14, 8, 20, 23 que apresentaram respectivamente os valores de
area 102,825 mAU*min, 42,2527 mAU*min, 39,4291 mAU*min, 37,6648
mAU*min, 28,3145 mAU*min, 12,2994 mAU*min, 11,5796 mAU*min e 10,1143
mAU*min. No comprimento de onda de 250 nm, dos 26 picos obtidos, se
evidenciam os picos 8, 2, 23, 24,13 e 25 com areas calculadas de 39,7795
mAU*min, 19,3969 mAU*min, 14,4132 mAU*min, 12,9155 mAU*min, 11,5848
mAU*min e 11,3364 mAU*min. Com 300 nm foram identificados 11 picos,

sendo os maiores picos representados pelos numeros 4,7,8,5,2 e 6, 0s quais
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apresentam as areas 3,7804 mAU*min, 3,1988 mAU*min, 2,5885 mAU*min,
2,4603 mAU*min, 2,0678 mAU*min e 2,0141 mAU*min. Os 4 picos encontrados
no comprimento de 350 nm se dispde na seguinte ordem decrescente de area:
Pico 4 com 4,2311 mAU*min, 2 com 1,9497 mAU*min, 3 com 1,5399 mAU*min
e 1 com 1,1283 mAU*min.

Entre os picos destacados no paragrafo anterior, os picos 9 do
comprimento 230 nm e 0 e do comprimento de 250 nm apresentam o tempo de
retencdo de 26,6. Com tempo de retencéo de 39,7 min existem o ponto 27 do
comprimento 230 nm e o 23 do comprimento de 250 nm. O mesmo acontece
com o ponto 28 do comprimento 230 nm e o 24 do comprimento 250 nm que
possuem o tempo de retencdo de 39,508 min. O ponto 4 comprimento 300 nm

e 0 1 do 350 nm tém em comum o tempo de retengéo de 33,142 min.



Tabela 4 - Quantidade de picos, tempo de retencéo e area dos picos do extrato cloroférmico em 4 comprimentos de onda.

Extrato cloroférmico

230 nm 250 nm 300 nm 350 nm
Tempo ) Tempo . Tempo ) Tempo )
Ne de Area Ne de Area Ne de Area Ne de Area
pico retengcdo (MAU*min) pico retencdo (MAU*min) pico retencdo (MAU*min) pico retencdo (mMAU*min)
(minuto) (minuto) (minuto) (minuto)
1 14,367 1,8579 1 14,375 1,9532 1 13,442 1,2063 1 33,142 1,1283
2 18,175 3,9263 2 18,183 19,3969 2 27,050 2,0678 2 42,933 1,9497
3 21,158 1,1363 3 22,558 2,7267 3 32,633 1,1017 3 43,408 1,5399
4 22,600 4,2358 4 23,325 3,4719 4 33,142 3,7804 4 44,900 4,2311
5 23,317 9,1723 5 24,008 1,1290 5 39,025 2,4603
6 24,000 2,0315 6 24,845 1,1142 6 40,100 2,0141
7 24,783 3,0422 7 25,517 6,8685 7 40,325 3,1988
8 25,517 12,2994 8 26,600 39,7795 8 40,500 2,5885
9 26,600 102,8250 9 27,058 3,0439 9 42,925 1,3014
10 27,058 3,7363 10 27,825 4,0224 10 43,408 1,1551
11 27,825 8,9972 11 28,250 1,3797 11 44,900 1,3770
12 28,250 3,0471 12 28,992 3,8241
13 28,992 6,1389 13 29,358 11,5848
14 29,367 28,3145 14 31,442 1,9803
15 30,267 3,1353 15 32,042 3,0397
16 30,667 7,9971 16 32,483 1,1970
17 31,433 7,5133 17 32,850 5,3594
18 32,042 8,2305 18 33,642 1,6667
19 32,483 4,6022 19 34,450 3,1425
20 32,580 11,5796 20 34,825 3,9702
21 33,633 7,076 21 36,758 1,4369
22 34,442 5,2280 22 39,033 1,1502
23 34,825 10,1143 23 39,317 14,4132
24 35,800 1,6357 24 39,508 12,9155
25 36,750 3,7243 25 40,642 11,3364
26 38,483 1,9588 26 44,900 1,7604
27 39,317 39,4291

58



28 39,508 37,6648
29 40,650 42,2527
30 41,058 2,0291
31 42,092 4,9322
32 43,558 3,4996
33 44,900 2,3606

Fonte: Elaborado pelo autor
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As cromatografias da fracdo 6:4, obtida a partir do extrato cloroférmico,
nos comprimentos de 230, 250, 300 e 350 nm sdo apresentados na figura 8.
Na tabela 5, encontra-se a quantidade, o tempo de retencéo e a area de cada
pico apresentado na figura 8.

Figura 8 - Perfil cromatogréafico por CLAE da fragdo Hexano-Acetato 6:4 nos diversos comprimentos de
onda.
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Fonte: -.CHROMELEON, VERSION 6.80®
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A fracdo Hexano Acetato 6:4 ndo apresentou nenhum pico relevante no
comprimento de 350 nm, 0s picos apresentados no cromatograma possuem
baixa unidade de absorbancia e o que podem ser considerados como ruidos.
Ja o comprimento 230 nm teve 20 picos, o0 250 nm teve 18 e 0 300 nm teve 7.
Entre os 20 picos do primeiro comprimento relatado, os picos 13,12, 16 e 10
apresentaram area maior de 10, com, respectivamente, 151,2203 mAU*min,
111,3241 mAU*min, 78,3555 mAU*min e 18,716 mAU*min. J4 entre os 18
picos do segundo comprimento relatado, os picos 14,13,18,16, 15 e 7 sédo 0s
com maiores areas, respectivamente, 57,6336 mAU*min, 41,4441 mAU*min,
34,7798 mAU*min, 11,2934 mAU*min, 10,8178 mAU*min e 9,3667 mAU*min.
Por fim, entre os 7 picos do ultimo comprimento, 7,6,5 e 3 apresentam as
maiores areas, com 30,3387 mAU*min, 25,44 mAU*min, 17,0523 mAU*min e
9,4709 mAU*min.
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Apesar de ndo estar entre os maiores picos do comprimento 300 nm, o
pico 1 desse comprimento tem os mesmos 37,458 minutos de tempo de
retencdo que o pico 10 do comprimento de 250 nm. Entre os comprimentos de
230 e 250 nm existem dois pontos que compartiham o mesmo ponto de
reteng&o: o pico 7 do comprimento 230 nm e 250 nm com 32,275 min. O pico
10 do comprimento de 230 nm com o pico 9 do comprimento 250 nm com

tempo de retencdo de 36,75 min.



Tabela 5 - Quantidade de picos, tempo de retencéo e area dos picos da fracdo Hexano-Acetato 6:4 em 4 comprimentos de onda.

Fracédo 6:4
230 nm 250 nm 300 nm 350 nm
Tempo ) Tempo ’ Tempo ) Tempo )
N° de Area N° de Area N° de Area N° de Area
pico retencédo (mAU*min)  pico retencdo  (mAU*min) pico retencdo (mAU*min)  pico retencdo  (mAU*min)
(minuto) (minuto) (minuto) (minuto)

1 17,742 9,4784 1 18,883 0,6405 1 37,033 1,7918 0 0 0
2 18,150 4,5817 2 18,158 0,8408 2 37,458 1,6983

3 18,750 1,6393 3 20,200 6,9711 3 39,017 9,4709

4 23,083 8,0889 4 23,118 1,1056 4 39,400 1,8274

5 24,783 2,8824 5 24,842 2,9552 5 40,100 17,0523

6 28,875 1,1347 6 28,892 2,7605 6 40,308 25,4400

7 32,275 2,1812 7 32,275 9,3667 7 40,492 30,3387

8 33,808 , 15023 8 34,450 1,3011

9 36,400 0,9093 9 36,750 6,9020

10 36,750 18,7160 10 37,458 1,9752

11 38,475 4,3806 11 38,483 1,2407

12 39,300 111,3241 12 39,025 4,4551

13 39,500 151,2203 13 39,308 41,4441

14 40,083 1,2859 14 39,508 57,6336

15 40,325 3,2646 15 40,108 10,8178

16 40,617 78,3555 16 40,317 11,2934

17 41,042 2,4633 17 40,508 1,8564

18 41,325 3,5735 18 40,608 34,7798

19 42,250 3,9010

20 44,450 1,9551

Fonte: Elaborado pelo autor
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As cromatografias da fracdo metanol, obtida a partir do extrato
cloroférmico, nos comprimentos de 230, 250, 300 e 350 nm sdo apresentados
na figura 9. Na tabela 6, encontra-se a quantidade, o tempo de retencéo e a

area de cada pico apresentado na figura 9.

Figura 9 - Perfil cromatografico por CLAE da fracdo metanol nos diversos comprimentos de onda.
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O comprimento de onda 350 nm apresentou um Unico pico com area de
1,3961 mAU*min. Enquanto o comprimento de onda 300 nm teve dois picos
revelados, o primeiro com 1,5205 mAU*min e o segundo com 1,1108 mAU*min.
J& os dois demais comprimentos apresentaram mais picos, o 230 nm com 19 e
0 250 nm com 14. No comprimento de onda 230 nm, os picos 7, 11, 2, 16 e 9
possuem as maiores areas com 50,1187 mAU*min, 16,3351 mAU*min, 16,2362
mAU*min, 11,1929 mAU*min e 6,9442 mAU*min. Ja os picos 1,5,12, 9,4 e 7
do comprimento 250 nm apresentam as maiores areas com 23,6832 mAU*min,
20,3334 mAU*min, 5,4334 mAU*min, 5,3103 mAU*min, 3,7009 mAU*min e
2,8077.

Quando é feita a comparacdo entre os tempos de retencdo dos
comprimentos de onda, é possivel observar que o pico 11 do comprimento 230

nm e o pico 9 do comprimento 250 nm tem 29,342 minutos de tempo de
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retencdo. O pico 16 do comprimento 230 nm e o pico 12 do comprimento 250
nm tem 32,187 minutos de tempo de retencdo. O pico 6 do comprimento 230
nm e o pico 4 do comprimento 250 nm tem 25,492 minutos como tempo de
retengéo. E o pico 9 do comprimento 230 nm e o pico 7 do comprimento 250

nm tem 27,808 minutos de tempo de retencgéao.



Tabela 6 - Quantidade de picos, tempo de retencéo e area dos picos da fracdo metanol em 4 comprimentos de onda.

Frac&o metanol

230 nm 250 nm 300 nm 350 nm
Tempo Tempo Tempo Tempo
Ne de Area No de Area No de Area Ne de Area
pico retencdo (MAU*min) pico retengcdo (mAU*min) pico retengdo (MAU*min) pico retencdo (mAU*min)
(minuto) (minuto) (minuto) (minuto)
1 7,225 2,0756 1 18,192 23,6832 1 27,033 1,5205 1 44,883 1,3961
2 18,175 16,2362 2 23,325 1,9524 2 33,117 1,1108
3 19,425 2,7680 3 23,983 1,1517
4 23,308 6,4429 4 25,492 3,7009
5 23,975 2,3361 5 26,575 20,3334
6 25,492 8,4834 6 27,042 1,1456
7 26,583 50,1187 7 27,808 2,8077
8 27,042 2,4671 8 28,967 0,8349
9 27,808 6,9442 9 29,342 5,3103

10 28,967 1,8685 10 30,858 1,9080

11 29,342 16,3351 11 32,008 1,9823

12 30,225 14717 12 32,187 5,4334

13 30,858 6,2826 13 33,608 1,0010

14 31,442 2,3149 14 34,417 2,4621

15 32,008 5,1480

16 32,817 11,1929

17 33,600 4,7902

18 34,417 4,8745

19 38,458 2,2441

Fonte: Elaborado pelo autor
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Os dados das tabelas 7,8 e 9 apresentam os tempos de retencdo e a
area de picos que foram identificados no extrato cloroformico, na fracao
hexano-acetato (6:4) e na fracdo metanol em um mesmo comprimento de
onda. Nao foram encontrados Tr compativeis entre as amostras analisadas no

comprimento de onda de 350 nm.

Tabela 7 : Comparativo das amostras em CLAE-UV em comprimento de onda de 230nm

Extrato cloroférmico Fracdo Hexano-Acetato (6:4) Fracao Metanol

Tr Area do pico Area do pico Area do pico
(minuto) (mAU*min) (mAU*min) (mAU*min)
18,175 3,9263 - 16,2362
24,783 3,0422 2,8824 -
36,750 3,7243 18,716 -

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 8 - Comparativo das amostras em CLAE-UV em comprimento de onda de 250 nm.

Extrato Fracdo Hexano-Acetato Fracdo Metanol
cloroférmico (6:4)
Tr Area do pico Area do pico Area do pico
(minuto) (mAU*min) (mAU*min) (mAU*min)
23,325 3,4719 - 1,9524
34,450 3,1425 1,3011 -
39,508 12,9155 57,6336 -

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 9 - Comparativo das amostras em CLAE-UV em comprimento de onda de 300 nm.

Extrato Fracdo Hexano-Acetato Fracdo Metanol
cloroférmico (6:4)
Tr Area do pico Area do pico Area do pico
(minuto) (mAU*min) (mAU*min) (mAU*min)
40,100 2,0141 17,0523 -

Fonte: Elaborado pelo autor

A literatura relaciona a atividade biologica da P. angulata com a
presenca de fisalinas em sua composi¢ao, conforme relatos de Januario et al.
(2002) e Pietro et al. (2000). A classe das fisalinas é formada por compostos

lipofilicos, portanto com afinidades a solventes apolares como o cloroférmio
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utilizado na extracdo e ao hexano utilizacao na particdo do extrato cloroférmico.
Dessa forma, sugere-se o encontro de fisalinas no extrato cloroformico e nas
fracbes com maiores quantidades de hexano, como a fracdo Hexano-Acetato
(6:4).

As tabelas 7 e 8 indicam que a fracdo Hexano-Acetato (6:4) compartilha
dois compostos encontrados no extrato cloroformico. Enquanto a fracao
metanol, um composto polar, comunga de um Unico composto em comum.

Ao estudar os perfis cromatograficos seria necessario a comparagao
com um padréo, realizado no mesmo equipamento e com as mesmas
condicBes, para afirmar qual composto corresponde a determinado pico. Na
auséncia do padrdo, analises RMN podem determinar a natureza quimica dos
compostos. Nesse caso, registros da literatura auxiliam no entendimento dos
resultados.

Camlofski (2014) relatou o encontro de flavonoide em frutos de P.
angulata em perfil cromatografico nos comprimentos de onda de 280 e 325 nm,
como a rutina com pico préximo a 33 min e miricetina em torno de 36 min. E
Souza (2012) caracterizou, em CLAE-UV nos comprimentos de onda de 225 e
310 nm, o tempo de retencéo das fisalinas F, B, D e G a como de 55,5, 66,8,
38,5 e 39,67 min. Esses dados se aproximam do pico de 38,458 min da fracao
metanol em 230 nm, dos picos de 38,475 e 39,5 min em 230 nm, 39,5 min em
250 nm e do 39,4 min em 300 nm da fracdo Hexano-Acetato (6:4) e dos picos
de 39,5 e 38,48 min em 230 nm e do 39,5 min em 250. Isso leva a crer que 0s
vitaesterdides podem estar tanto no extrato como nas fracdes a partir do tempo

38 nos comprimentos de onda entre 200 e 300 nm.

5.6 Atividade Antioxidante
As concentracdes dos padrdes foram de 0 a 6 pg/mL para o Acido

ascorbico (Figura 10), para o Acido gélico foi de 0 a 26 pg/mL (Figura 11), de
Rutina foi de 0 a 57 pg/mL (Figura 12) e da Quercetina de 0 a 82 ug/mL (Figura
13. As concentragfes do extrato cloroformico testado foram de 0 a 357 pg/mL

(Figura 14) e a do extrato etandlico foram de 0 a 271 pg/mL (Figura 15).
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Figura 10 - Curva analitica da atividade antioxidante do &cido ascoérbico pelo método de

inibic&o do radical DPPH.
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Figura 11 - Curva analitica da atividade antioxidante do acido gélico pelo método de inibigcao
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69

Figura 12 - Curva analitica da atividade antioxidante da rutina pelo método de inibigédo do
radical DPPH.
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Figura 13 - Curva analitica da atividade antioxidante da quercetina pelo método de inibicdo do
radical DPPH.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 14 - Curva analitica da atividade antioxidante do extrato cloroférmico das partes aéreas
de P. angulata pelo método de inibicdo do radical DPPH
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Figura 15 - Curva analitica da atividade antioxidante do extrato etandlico das partes aéreas de
P. angulata pelo método de inibi¢do do radical DPPH.
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Fonte: Elaborada pelo autor

De posse de cada curva, descobriu-se a equacao da reta de cada grafico e
calculou-se a quantidade de substancia necessaria para que fosse alcancada a
inibicdo e 50% dos radicais livres (ECs0) presentes no meio de andlise,

conforme apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Atividade antioxidante dos padr8es e extratos das partes aéreas de P. angulata.

Amostra DPPH
EC50 - ug/mL
Acido ascérbico 2,52
Acido galico 0,97
Rutina 26,76
Quercetina 3,98
Extrato cloroférmico 415,00
Extrato etandlico 127,11

Fonte: Elaborado pelo autor

7

O é&cido ascorbico € uma substancia bastante utilizada nas andlises de
atividade antioxidante pela capacidade de reduzir rapidamente o DPPH.
Existem outros compostos com a mesma capacidade de captacdo de espécies
reativas de oxigénio, porém motivados pela presenca de principios ativos
diferentes do &cido ascoérbico. Este € o caso do acido gdlico que tem seu alto
potencial antioxidante associado a presenca de compostos fendlicos,
especificamente os taninos (SOARES, 2002).

Por outro lado, a quercetina tem sua atividade antioxidante relacionada aos
altos niveis de flavonoides presentes em suas estruturas, assim como a rutina
que € um flavonol heterosidico derivado da quercetina (BRANDAO, H.; DAVID,
J.; DAVID,J. 2007). A triagem fitoquimica das partes aéreas de P. angulata
indicou a presenca tanto de flavondides como taninos, situacdo que justifica a
utilizacdo do &cido galico, quercetina e rutina como padrées para a avaliacao
da atividade antioxidante.

Os extratos das partes aéreas de P. angulata apresentaram cinética de
reacdo intermediaria, segundo classificacdo de BRAND-WILLIAMS et al.
(1995), pois foram necesséarios 30 minutos para a descoloracdo méaxima do
DPPH. Na medida de ECso, 0s valores obtidos foram de 415 pg/mL para o
extrato cloroférmico e 127,11 pug/mL para o extrato etandlico, demonstrando
que serdo necessarios 415 pg/mL do extrato cloroférmico para a reducdo de
50% do DPPH, enquanto somente 127,11 pg/mL do extrato etandlico levando-o
a ter uma atividade antioxidante mais eficaz que a do extrato cloroférmico. O
solvente etandlico utilizado na maceracdo selecionou metabdlitos
especializados com maior atividade antioxidante do que o solvente
cloroférmico, por esse motivo é observada a diferenga entre os resultados dos

extratos. O valor encontrado para o extrato etandlico € compativel com o ECso
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de 180,40 pug/mL para o extrato etandlico de folhas de P. angulata relatado por
Susanti et al. (2015) e com a concentracdo de 250 pg/mL de Fawole et al.
(2013). Porém, ndo se aproxima da concentracao de 4311 mg/mL relatada por
Kusumaningtyas et al. (2015). Fato que pode ser explicado pela forma de
preparacdo dos extratos, pois 0 ultimo autor acrescentou DMSO em sua

extracao.

5.7 Atividade antimicrobiana
Os resultados obtidos na avaliagdo da Concentracdo Inibitéria Minima

(CIM) de bactérias e na Concentracdo Bactericida Minima (CBM) estao
descritos na tabela 11.

Os resultados obtidos na avaliacdo da Concentragcdo Inibitéria Minima
(CIM) de leveduras e fungos filamentosos e na Concentracdo Fungicida Minima
(CEM) estédo descritos nas tabelas 12 e 13.
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Tabela 11 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracé@o Bactericida Minima (CBM) (mg/mL) dos extratos, fra¢cdes e nanoemulsées de P. angulata
para bactérias.

S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa B. subtilis
Amostra
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Extrato cloroférmico 2,5 5 2,5 >5 2,5 2,5 5 >5 2,5 5
Extrato etandlico >5 >5 1,25 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5
Hexano-acetato 9:1 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5
Hexano-acetato 7:3 1,25 2,5 2,5 >5 2,5 2,5 2,5 >5 5 >5
Hexano-acetato 6:4 1,25 1,25 1,25 >5 2,5 2,5 2,5 >5 25 25
Hexano-acetato 3:7 5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5
Acetato 25 25 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5
Metanol 0,62 1,25 1,25 25 0,62 0,62 0,62 >5 1,25 1,25
Nanoemulsgo d_o extrato >1.25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25
cloroférmico
Nanoemulsdo do extrato 51,25  >1,25 >1,25 >1,25 5125  >1,25 >1,25 >1,25 5125  >1,25
cloroférmico
Nanoemulséo da fracéo >1.25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25
metanol
Controle da viabilidade do
sistema solvente positivo  positivo positivo positivo positivo  positivo positivo positivo positivo  positivo
Controle da viabilidade da
nanoemulséo positivo  positivo positivo positivo positivo  positivo positivo positivo positivo  positivo

Controle da esterilidade do
sistema solvente negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo  negativo negativo
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Controle da esterilidade do

meio negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo  negativo negativo

Controle da esterilidade das
nanoemulsdes negativo negativo negativo negativo negativo negativo  negativo negativo  negativo negativo
Controle positivo positivo  positivo positivo positivo positivo  positivo positivo positivo positivo  positivo

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 12 - Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Fungicida Minima (CFM) (mg/mL) dos extratos, fracdes e hanoemulsdes de P. angulata
frente as leveduras.

Amostra C. albicans C.krusei C. parapsilosis
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
Extrato cloroférmico 1,25 >5 25 25 25 >5
Extrato etandlico >5 >5 >5 >5 >5 >5
Hexano-acetato 9:1 >5 >5 >5 >5 >5 >5
Hexano-acetato 7:3 >5 >5 >5 >5 >5 >5
Hexano-acetato 6:4 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Hexano-acetato 3:7 2,5 5 2,5 2,5 2,5 2,5
Acetato 1,25 1,25 2,5 25 2,5 25
Metanol 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5 >5
Nanoemulséo do extrato etandlico >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25
Nanoemulsdo do extrato cloroférmico >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25
>1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25

Nanoemulséo da fracdo Hexano-Acetato 6:4




75

Anfotericina B (ug/mL) 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
Controle da viabilidade do sistema solvente positivo positivo positivo positivo positivo positivo
Controle da viabilidade da nanoemulséo positivo positivo positivo positivo positivo positivo
Controle da esterilidade do sistema solvente negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Controle da esterilidade do meio negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Controle da esterilidade das nanoemulsdes negativo negativo negativo negativo negativo negativo
positivo positivo positivo positivo positivo positivo

Controle positivo

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 13 — Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) (mg/mL) dos extratos, fragcdes e nanoemulsdes de P. angulata
frente a fungos dermatdfitos.

Amostra M. canis T. rubrum T. mentagrophytes
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
Extrato cloroférmico 0,62 5 25 2,5 >5 >5
Extrato etandlico >5 >5 1,25 2,5 25 >5
Hexano-acetato 9:1 0,62 5 2,5 2,5 >5 >5
Hexano-acetato 7:3 0,31 1,25 1,25 1,25 2,5 >5
Hexano-acetato 6:4 0,07 0,31 0,31 0,31 0,62 0,62
Hexano-acetato 3:7 0,31 0,31 0,31 0,31 1,25 1,25
Acetato 0,31 0,31 1,25 1,25 2,5 25
Metanol 0,31 1,25 25 2,5 >5 1,25



Nanoemulsdo do extrato cloroférmico 1,25 1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25
Nanoemuls&o do extrato etandlico >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25 >1,25
Nanoemulséo da fracdo Hexano-Acetato 6:4 0,31 0,31 0,62 0,62 1,25 1,25
Anfotericina B(ug/mL) 0,31 0,31 0,15 0,15 <0,03 <0,03
Controle da viabilidade do sistema solvente positivo positivo positivo positivo positivo positivo
Controle da viabilidade da nanoemuls3o positivo positivo positivo positivo positivo positivo
Controle da esterilidade do sistema solvente negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Controle da esterilidade do meio negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Controle da esterilidade das nanoemulsées negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Controle positivo positivo positivo positivo positivo positivo positivo
Controle da viabilidade do sistema solvente positivo positivo positivo positivo positivo positivo
Controle da viabilidade da nanoemulsao positivo positivo positivo positivo positivo positivo

Fonte: Elaborado pelo autor
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Analisando os controles, houve crescimento de microrganismos nos
pocos selecionados para controle positivo e nos pocos destinados ao controle
da viabilidade do sistema solvente e da nanoemulsdo branca. Nao houve
crescimento nos pogos selecionados para controle da esterilidade do meio, do
sistema solvente e das nanoemulsdes, validando assim os resultados obtidos
nas placas.

A cepa de S. epidermidis utilizada foi a Unica a apresentar resisténcia a
todas as concentracdes do antibidtico e do extrato cloroférmico, as demais
foram inibidas por concentracdes diferentes tanto do antibiético como dos
extratos.

A partir das Tabelas 11, 12 e 13, é possivel comparar os resultados de
CIM obtidos a partir do uso dos extratos e verificar que o extrato cloroférmico
teve melhor desempenho que o etandlico frente as cepas bacterianas de S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa e B. subtilis, ou seja, o primeiro apresentou
menores resultados nos testes. O mesmo cenario foi verificado com as trés
espécies de leveduras e com o fungo filamentoso M. canis.

Considerando as diferencas entre o0s resultados das atividades
antimicrobianas dos extratos, da performance que o extrato cloroférmico
apresentou e os dados apresentados por Pietro et al. (2000) e Januério et al.
(2002), o extrato cloroformico foi selecionado para a realizacdo do
fracionamento e novos testes de CIM. A realizagcdo do fracionamento visa a
obtencdo de amostras mais concentradas dos compostos bioativos,
especificamente de fisalinas, das partes aéreas de P. angulata.

Em relagdo a atividade antimicrobiana das fragbes obtidas a partir do
extrato cloroférmico, os dados apresentados na tabela 11, mostraram que a
menor concentracdo inibitéria encontrada para S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa foi de 0,62 mg/mL obtida pela fracdo metanol. Valores de CIM de
1,25 mg/mL foram obtidos para S. epidermidis nas fracoes de Hexano-Acetato
(6:4) e metanol. Ainda para B. subtilis a fracdo metanol obteve o mesmo valor.
Para as outras fragdes ou extratos, os valores foram maiores.

A tabela 12 demonstrou que a menor concentragdo inibitoria encontrada
para C. albicans foi de 1,25 mg/mL com as fracdes de Hexano-Acetato (6:4),
acetato e metanol. Para C. krusei o mesmo valor de CIM foi obtido com as

fracbes Hexano-Acetato (6:4) e metanol. Entretanto para C. parapsilosis
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apenas a fragdo Hexano-Acetato (6:4) demonstrou a mesma CIM obtido pelas
outras fracoes.

A tabela 13 revelou que a menor concentracao inibitéria encontrada para
M. canis foi de 0,07 mg/mL com a fracdo Hexano-Acetato (6:4). Frente ao T.
rubrum foram obtidos valores de CIM d de 0,31 mg/mL com as fragbes Hexano-
Acetato (6:4) e Hexano-Acetato (3:7) enquanto para T. mentagrophytes foi de
0,62 mg/mL, obtida com a fracdo Hexano-Acetato (6:4). O antifangico foi efetivo
contra todas as leveduras e fungos filamentosos, ao contrario do extrato
etandlico que néo foi eficaz contra nenhuma cepa.

Os valores de CIM apresentados pela fracdo de metanol frente as
bactérias e os da fracdo Hexano-Acetato (6:4) frente as leveduras e fungos
filamentosos séo inferiores aos obtidos com o extrato cloroférmico. Isso indica
que existe maior concentracdo do composto bioativo responsavel pela
atividade antimicrobiana das fracfes citadas do que no extrato.

A transposicao, via hastes de madeira, do inéculo para placa, com meio
adequado para o crescimento do microrganismo, apresentou comportamento
compativel aos obtidos nas CIMs.

Na literatura ha dados escassos sobre a atividade microbiolégica dos
organismos testados neste trabalho. Algumas espécies tém trabalhos
relacionados e outras ndo. Quando ha, foram utilizados extratos diferentes dos
utilizados ou partes diferentes do vegetal. Como, Osho et al. (2010), que
determinou a concentracdo inibitéria minima do 6leo essencial para Candida
albicans de 4,0 mg/mL. Ainda, Dias et al. (2020) definiu que a concentracéo
inibitéria minima do extrato aquoso de folhas de P. angulata, foi de 50 mg/mL
contra S. aureus. Ushie et al. (2019) utilizou o extrato cloroférmico das folhas
de P. angulata contra E. coli e C. albicans, obtendo a concentracdo inibitéria
minima de 25 mg/mL.

Esses estudos possuem variaveis que devem ser consideradas, como a
parte da P. angulata utilizada nos experimentos. E sabido que héa diferenca de
concentracdo de metabdlitos secundarios entre as diferentes partes de um
mesmo exemplar vegetal, pois cada substancia tem uma especificidade de
sintese e armazenamento dependente das estruturas dos diferentes tecidos
vegetais. Se ha diferenca em um mesmo exemplar, a diferengca entre

exemplares é ainda maior. Isso porque, variacdes de condi¢des ambientais sdo
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determinantes na quantidade e qualidade na producdo de metabdlitos
secundarios. Considerando essas variaveis, apesar desses estudos utilizarem
solventes polares e apolares, como o presente trabalho utilizou, a amostra
vegetal pode ser a justificativa para a variagdo dos resultados (PEREIRA;
CARDOSO, 2012; SILVA, 2013; REZENDE et al. 2017).

Outras espécies da familia Physalis também tiveram sua atividade
antibacteriana testada, como € o caso de Physalis minima pesquisado por
Sharrif et al. (2006). O extrato etandlico das folhas de P. minima apresentou
CIM de 2,00 mg/mL para B. subtilis e 4,00 mg/mL para E. coli. Enquanto o
extrato cloroférmico apresentou o valor de 4,00 mg/mL para as duas bactérias.
Banothu et al. (2017) utilizou extrato cloroformico de folhas e caules de P.
minima contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa e encontrou CIM de 4,00
mg/mL para todos os microorganismos testados. Os resultados encontrados
por Sharrif et al. (2006) e Banothu et al. (2017) sdo parecidos com 0s
encontrados neste trabalho, conforme demonstrado na Tabela 11. Os achados
literérios reforcam a hipétese de que a atividade antimicrobiana das espécies
de Physalis sp esteja relacionada com a presenca de um metabdlito secundario
especifico dessa familia vegetal. Esse trabalho, ao testar fracdes do extrato
cloroférmico, investiga que as fisalinas sdo 0s compostos responsaveis por
essa atividade biolégica.

Ha muito tempo extratos vegetais tém sido utilizados como fonte de
pesquisa para novos antimicrobianos, como Ballen et al. (2019) testou o extrato
de folhas de Laurus nobilis contra S. aureus e E. coli e obteve o valor de 4,7
mg/mL para ambas as cepas. Também, SOBREIRA et al. (2020) pesquisou
sobre a atividade antifungica do extrato etandlico de prépolis vermelha contra
C. albicans e C. parapsilosis e obteve MIC de 0,47 mg/mL e 0,93 mg/mL
respectivamente. Extratos de Scutellaria baicalensis foram testados por DA et
al. (2019) contra T. rubrum no qual foi encontrado o CIM de 20 mg/mL para
todos os testes. Os resultados encontrados na literatura, reforcam o potencial
dos extratos vegetais contra microorganismos e justificam as pesquisas que
seguem esse caminho. A biodiversidade vegetal é grandiosa e é considerada
fonte inesgotavel de compostos bioativos.

Embora n&o exista um consenso na literatura sobre os valores de

referéncia de concentragcdo minima inibitoria para extratos vegetais, alguns
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autores consideram somente resultados similares aos de antibiéticos, enquanto
outros consideram com bom potencial aqueles com niveis de inibicdes
superiores. Os resultados obtidos neste trabalho, colaboram com as pesquisas
de compostos de origem vegetal com potencial antimicrobiano. Essa vertente
se justifica, uma vez que, bactérias tém se revelado resistentes aos farmacos
atuais. E antifingicos precisam ter sua acao seletiva, ou seja, que iniba um
processo do patégeno que ndo exista no hospedeiro para que seu metabolismo
seja pouco afetado. A utilizacdo de extratos vegetais se mostra satisfatéria
nessa busca por serem compostos abundantes e de facil acesso na natureza,
além de ter menor custo envolvido em sua busca (DIAS et al., 2020).

Com o intuito de otimizar as atividades bioldgicas apresentadas por
extratos vegetais e seus derivados, a nanotecnologia tem se mostrado uma
importante ferramenta. Nesse trabalho, o extrato cloroférmico, etandlico e a
fracdo metanol foram incorporados em nanoemulsédo e sua atividade biolégica
testada contra bactérias. E possivel notar na Tabela 11 que as nanoemulsdes
apresentaram valores superiores a 1,25 mg/mL frente todas as cepas.

Em comparacdo com os valores obtidos pelos extratos e pelas fragdes
anteriormente, é possivel perceber que ndo houve a atividade dos compostos
ao serem incorporados na nanoemulsdo. Como a concentracdo inicial das
nanoemulsdes foi de 1,25 mg/mL, devido a perda de estabilidade em
concentracdes maiores, nao foi possivel avaliar a atividade nas concentracdes
entre 5 e 1,25 mg/mL.

Uma vez que a metodologia do experimento com a nanoemulsdo e do
extrato e fracdes foi o mesmo, ha de ser considerado se o tempo de
experimento foi o suficiente para que a nanoemulsdo liberasse o ativo
responsavel pela atividade biologica.

Frente as leveduras e fungos filamentosos, foram testadas
nanoemulsdes com incorporagcao do extrato cloroférmico, etandlico e a fracao
Hexano-Acetato (6:4). Analisando os valores apresentados na tabela 12, nota-
se gue os valores obtidos pelas nanoemulsdes séo superiores a 1,25 mg/mL e,
portanto, ndo houve melhora no desempenho apresentado pelos extratos e
fragOes anteriormente.

Na Tabela 13, é possivel notar que a nanoemulséo extrato cloroformico

e da fracdo Hexano-Acetato (6:4) apresentaram atividades, porém com
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resultados maiores que os obtidos somente com o extrato e a fragdo. Na
literatura, a atividade biologica da P. angulata esta relacionada a presenca de
fisalinas, um vitaesterdides com caracteristicas lipofilicas. Com a sua natureza,
as fisalinas tendem a ter maior interagdo com a nanoemulsao, devido a sua
fase oleosa, portanto devera apresentar maior tempo para a sua liberacéo.
Esse fato aliado ao fato de que a NE extrato cloroférmico e a NE fracao
Hexano-Acetato (6:4) apresentaram atividade biologica contra os fungos
filamentosos, € possivel deduzir que a alteracdo no tempo do experimento
talvez proporcionasse maior atividade bioldgica.

5.8 Analise das Nanoemulsdes
Os extratos cloroférmico e etandlico, a fracdo Hexano-Acetato (6:4) e a

fracdo Metanol foram escolhidos para serem incorporados em nanoemulséo
por causa dos resultados apresentados nos testes biolégicos frente bactérias,
leveduras e fungos. Na figura 16 é possivel observar as nanoemulsdes.

Apods a formulacao das NE, foi medido o tamanho, a homogeneidade do
sistema foi avaliada através do indice de polidisperséo (IPd) e a composi¢édo da
interface das NE foi ponderada através do potencial zeta. Os valores foram
obtidos com trés medi¢cBes ao longo de 30 dias e estdo relacionados na tabela
14.

Figura 16 - Aspecto visual das formula¢Bes. Na sequéncia: nanoemulséo branca, nanoemulséo
extrato etandlico, nanoemulsdo da fracdo metanol, nanoemulsdo do extrato cloroférmico e
nanoemulséo fracdo Hexano-Acetato (6:4).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 14 - Valores de tamanho, IPd e potencial Zeta das nanoemulsdes nos dias 1, 7 e 30.

DIA 1 DIA 7 DIA 30
Tamanho IPd Potencial Tamanho IPd Potencial Tamanho IPd Potencial
(nm) Zeta (mV) (nm) Zeta (mV) (nm) Zeta (mV)
NE branca 68,13 0,28 + -134 £ 59,04 + 0,31 + -24,7 72,05 * 0,18 + -26,8 +
0,57 0,01 0,66 0,06 0,01 0,76 0,35 0,007 0,75
NE Extrato 81,87 + 0,28 + -47,0 £ 87,2+ 0,25+ -56,9 85,64 + 0,34 + -43,0 £
etanolico 1,68 0,005 1,10 0,56 0,001 1,05 0,57 0,23 1,65
NE fracdo 53,97 + 0,41+ -25,2 + 813+17 0,35+ 272 78,45 + 0,23 + -26,2 +
metanol 0,21 0,008 0,79 e 0,007 0,8 0,03 0,02 0,82
Extrato 40,09 + 0,36 + -23,6 = 82,7+ 0,2+ -28,5 + 78,5 0,27 + -26,4 +
cloroférmico 0,26 0,012 1,42 0,54 0,01 1,98 0,12 0,023 1,65
NE fracao
Hexano- 39,85+ 0,190 + -17,3 55,2 + 0,251 -33,9 % 68,9+ 0,187 -26,3 +
Acetato 0,1929 0,005 6,88 1,00 +0,01 0,64 0,14 +0,02 1,87
(6:4)

Fonte: Elaborado pelo autor

O tamanho da NE Extrato etandlico variou aproximadamente 4% entre
as trés medicdes. A NE Extrato cloroférmico dobrou o tamanho do dia 1 para o
dia 7, mas manteve-se préximo ao valor do dia 30. A fracdo Hexano-Acetato
(6:4) aumentou 38% seu diametro entre a primeira e segunda medicédo e 24%
da segunda para a terceira medicdo. A fracdo metanol exibiu aumento de 50%
em seu diametro do dia 1 para o 7, mas nao houve grande variagao no dia 30.

Segundo Solans et al. (2005), as nanoemulsdes com o diametro de
goticulas variando entre 20 e 300 nm sdo mais vantajosas em relacdo as
demais nanoemulsdes por apresentarem maior estabilidade frente a
sedimentacao, por utilizarem baixa concentracdo de tensoativos, por serem
transparentes, fluidas, aumentarem a molhabilidade, a capacidade de espalhar
e a penetracdo devido a baixa tensdo interfacial. Mesmo com as variacdes
observadas, as NE’s apresentam tamanho vantajoso.

O IPd sugere a homogeneidade do sistema e quanto menor o valor
obtido, preferencialmente < 0,2, maior o grau de homogeneidade da amostra.
No dia 1 e no dia 30, a NE Hexano-Acetato (6:4) teve respectivamente 0,190 e
0,187 de IPd e foi a que mais se aproximou de 0,2, portanto a mais homogénea
de todas as amostras. Entretanto, as demais ultrapassaram o valor de 0,2 nos

trés dias.
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O potencial zeta reflete o potencial elétrico no plano de cisalhamento da
formulacdo e é um indicador de carga superficial Gtil para prever instabilidades
na nanoemulsdo através das forcas de repulsdo que evitam processos de
floculac@o e coalescéncia apds longo tempo de armazenamento. Valores altos
de potencial zeta (>30 mV) sugerem particulas altamente carregadas, que
geram repulsdo e consequentemente uma boa estabilizacdo. O valor de
potencial zeta pela NE etandlica apresentou a melhor estabilidade no dia 1, no
dia 07 a NE etandlica continuou com a melhor estabilidade assim como a NE
fracdo Hexano-Acetato (6:4). Entretanto, no dia 30, a NE continuou

apresentando a melhor estabilidade.

5.9 Biofilme
A quantificacdo de biofilmes de Candida albicans pode ser realizada

através do ensaio do ensaio de reducdo do XTT, porque consegue mediar a
atividade celular do complexo. O XTT, que € um sal amarelo, ao entrar em
contato com ceélulas metabolicamente ativas do biofiime €& reduzido em
fomazano, uma substancia marrom solavel em &gua que pode ser medido
espectrofotometricamente. As figuras 17, 18, 19, 20 e 21 mostram o0s
resultados obtidos nos testes de viabilidade de biofilme com o tratamento de
Anfotericina B, Fluconazol, Extrato cloroformico, Fragcdo Hexano-Acetato (6:4) e

Fracdo Metanol, respectivamente, com a revelacdo do XTT.
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Figura 17 - Resultados do ensaio de XTT em células de biofilme de Candida albicans em
contato com Anfotericina B em diferentes concentragfes.
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Figura 18 - Resultados do ensaio de XTT em células de biofilme de Candida albicans em
contato com Fluconazol em diferentes concentracdes.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 19 - Resultados do ensaio de XTT em células de biofilme de Candida albicans em

contato com extrato cloroférmico de P. angulata em diferentes concentracoes.
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Figura 20 - Resultados do ensaio de XTT em células de biofilme de Candida albicans em
contato com fracdo Hexano-Acetato (6:4) do extrato cloroférmico de P. angulata em diferentes
concentragoes.
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Figura 21 - Resultados do ensaio de XTT em células de biofilme de Candida albicans em
contato com fracdo Metanol do extrato cloroférmico de P. angulata em diferentes
concentracdes.
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A Anfotericina B foi o Unico composto que nas concentragfes 16 mg/mL,
8 mg/mL, 4 mg/mL e 2 mg/mL apresentou atividade de inibicdo da formacao do
biofilme de Candida albicans. Essa conclusdo € possivel a partir da
comparacdo do controle com os resultados das amostras nas diferentes
concentracbes. Os demais compostos testados apresentaram resultados
parecidos com os do controle.

De acordo com Bueno (2014) e Akbari et al. (2015) Essa néo efetividade
possivelmente se deu devido a estrutura do biofilme, pois esta contribui para a
tolerancia dos microrganismos aos agentes antimicrobianos, e a matriz
extracelular age como uma espécie de barreira, impedindo a penetracdo de
substancias. Quando ha o estabelecimento do biofilme, este pode tolerar
agentes antimicrobianos em concentragdes de 10-1000 vezes maiores que as
utilizadas na eliminacéo de células plancténicas.

Considerando essa informacéo e o CIM que varia de 1,25 mg/mL a 2,5
mg/mL do extrato cloroférmico, fracdo Hexano-Acetato (6:40 e da fracéo
Metanol frente a Candida albicans, €é possivel realizar testes com
concentracbes superiores a que foram testadas neste trabalho. Em paralelo,
seria interessante a realizacdo de testes de toxicidade para colaborar com a

determinacao das concentracdes a serem utilizadas.

6. CONCLUSOES

A triagem fitoquimica dos principais metabdlitos secundarios permitiu a
identificacdo de flavonoides, alcaldides, terpenos e glicosideos cardiotbnicos
nas partes aéreas da amostra de P. angulata estudada. A partir disso, foram
escolhidos os solventes e realizadas extragbes, de acordo com a polaridade
desses compostos.

Os extratos cloroférmico e etandlico apresentaram atividade antioxidante
e atividade antimicrobiana frente diversas cepas de microrganismos. Pelo
encontro de dados que evidenciam que o extrato etandlico apresentou melhor
atividade antioxidante e o extrato cloroférmico melhor atividade antimicrobiana,
a futura realizacdo de cromatografia de alta eficiéncia permitira encontrar as
diferencas quimicas entre os extratos e ajudarda a entender quais sado 0s

compostos responsaveis pelos resultados encontrados nas duas atividades.
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Com a obtencg&o de melhores resultados na avaliagdo antimicrobiana do
extrato cloroférmico, optou-se pelo seu fracionamento e realizacdo dos CIMs
com as fracdes obtidas. A fracdo de metanol mostrou ser mais efetiva contra
todas as espécies de bactérias, enquanto a fracdo Hexano-Acetato (6:4)
demonstrou bons resultados contra todos os fungos filamentosos e leveduras.

Os extratos etandlico e cloroformico foram incorporados em
nanoemulsado, assim como as fracbes Hexano-Acetato (6:4) e metanol. Apos a
caracterizagao das nanoemulsdes, foram testadas contra 0s microorganismos
patégenos ja testados. Os resultados obtidos demonstram que as emulsdes
nao apresentaram atividade contra bactérias e leveduras. Em contrapartida
apresentaram atividade contra fungos filamentosos, porém n&do houve melhora
no desempenho. Maiores comparagcdes nao foram possiveis, pois néo
conseguiu suportar maiores concentragcdes de composto ativo. E possivel que
o tempo de execucdo do experimento ndo tenha sido o suficiente para total
liberacdo do composto ativo da nanoemulsdo, dada a sua caracteristica
lipofilica. Dessa forma, o teste de tempo de morte poderia acrescentar
informagdes relevantes ao uso de nanoemulsdes com extratos e fragdes de P.
angulata. Além disso, seria interessante testar novas formulacdes que
liberassem o principio ativo mais rapido.

Em relagdo ao experimento de inibicdo da formag&o do biofilme, as
amostras testadas ndo apresentaram atividade na concentracao testada.

O perfil cromatografico do extrato cloroférmico e das fracdes Hexano-
Acetato (6:4) e metanol, mostram que as trés fracdes sdo distintas, mas
compartiliham compostos que podem ser 0s responsaveis pelas atividades
biolégicas. A identificacdo desses compostos depende do comparativo com um

padrao ou testes especificos, como RMN.
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