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RESUMO

Dentre as espécies vegetais disponiveis no Brasil as chamadas plantas alimenticias nao
convencionais tém despertado cada vez mais interesse da comunidade cientifica. Isso porque
muitas delas parecem extrapolar os beneficios nutricionais, demonstrando potenciais atividades
biologicas. Pertencente a familia Basellaceae, a Anredera tucumanensis (Lillo & Hauman)
Sperling (4. tucumanensis) pode ser encontrada em algumas regides do territdrio nacional. O
objetivo desse estudo foi analisar a composi¢do fisico-quimica, o perfil fitoquimico, as
atividades biologicas, a toxicidade e os polissacarideos da espécie vegetal A. tucumanensis. O
material botanico foi coletado na regido serrana do Parana e submetido a identificagdo. Foram
realizados ensaios de umidade, cinzas, acidez titulavel, pH, teor de proteina, teor de lipidios e
fibras totais. Parte do material foi extraido com acetona em Soxhlet, seguido do fracionamento
com solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio, acetato de etila). Também foi
realizada a extra¢dao de folhas e caules com etanol. Extratos e fragdes de folha e caule foram
analisados quanto ao teor de flavonoides, teor de fendlicos e propriedade antioxidante.
Screening fitoquimico, toxicidade preliminar, atividade antimicrobiana e caracterizagdo de
metabolitos secundarios foram conduzidos apenas com extratos e fragdes das folhas. O residuo
das folhas, apds extragdo com etanol, foi submetido a extragcdes aquosa e alcalina para analises
de composi¢do monossaridica, teor de urdnicos, homogeneidade e identificacdo de
polissacarideos. Na composicao fisico-quimica a folha apresentou o maior teor de umidade
(82,81%) e mais de 8% de proteina, o caule se destacou pelo maior teor de fibras totais, sendo
de 7,46g em 100g de material seco. O extrato cetonico do caule apresentou melhor rendimento
quando comparado ao da folha. As fragdes cloroférmio de folha e caule se destacaram no teor
de compostos fendlicos e propriedade antioxidante. Fracdo remanescente de folha e extrato
etanolico do caule obtiveram maior teor de flavonoides. Pelo screening fitoquimico foi
identificada a presenga de flavonoides na folha, isso para extrato cetdnico, extrato etanolico,
fracdo cloroformio e fracdo acetato de etila. Os espectros de RMN dos isolados do extrato
etanolico da folha corroboraram com a possivel presenca de flavonoide, além de hidrocarboneto
de cadeia longa e ramnose. No teste da Artemia salina nenhum extrato e fracdes da folha
apresentou toxicidade, o mesmo foi observado quanto a atividade hemolitica e atividade
antimicrobiana. Na caracterizagdo de carboidratos, extrato aquoso e fragdes apresentaram
predominancia no teor de arabinose e galactose, € a presenca de ramnose corroborou com a
suspeita da andlise prévia com o extrato etanolico supracitado. Extratos e fragdes alcalinas
foram predominantes em arabinose, glucose e galactose na composi¢cdo monossacaridica. Em
ambas as extragcdes e respectivas fracdes, aquosa e alcalina, foi detectada a presenca de
arabinogalactanas tipo I e II. O destaque no isolamento de polissacarideos foi atribuido a
presenga da B-L-arabinana, um homopolissacarideo pouco citado na literatura. Esse estudo
iniciou a investigagdo da composicao da 4. tucumanensis e pdde verificar seu potencial
nutricional e biologico, especialmente pelas propriedades antioxidantes e contetido de
polissacarideos de interesse a saide humana, seja por meio do consumo alimentar ou da
aplicacdo nas industrias de alimentos e farmacéutica.

Palavras-chave: Basellaceae,; Anredera; Anredera tucumanensis, antioxidante; fitoquimico;
toxicidade; polissacarideos.



ABSTRACT

Among the plant species available in Brazil, the so-called unconventional food plants have
attracted increasing interest from the scientific community. This is because many of them seem
to extrapolate nutritional benefits, demonstrating potential biological activities. Belonging to
the Basellaceae family, Anredera tucumanensis (Lillo & Hauman) Sperling (A. tucumanensis)
can be found in some regions of the national territory. The objective of this study was to analyze
the physicochemical composition, phytochemical profile, biological activities, toxicity and
polysaccharides of the plant species A. tucumanensis. The botanical material was collected in
the mountainous region of Parana and submitted for identification. Moisture, ash, titratable
acidity, pH, protein content, lipid content and total fiber tests were carried out. Part of the
material was extracted with acetone in Soxhlet, followed by partitioning with solvents of
increasing polarity (hexane, chloroform, ethyl acetate). Extraction of leaves and stems with
ethanol was also carried out. Leaf and stem extracts and fractions were analyzed for flavonoid
content, phenolic content and antioxidant property. Phytochemical screening, preliminary
toxicity, antimicrobial activity and characterization of secondary metabolites were conducted
only with leaf extracts and fractions. The residue from the leaves, after extraction with ethanol,
was subjected to aqueous and alkaline extractions for analysis of monosaride composition,
uronic content, homogeneity and identification of polysaccharides. In terms of physical-
chemical composition, the leaf had the highest moisture content (82.81%) and more than 8%
protein, the stem stood out for the highest total fiber content, being 7.46g in 100g of dry
material. The crude stem extract showed better yield when compared to the leaf extract. The
leaf and stem chloroform fractions stood out in terms of their phenolic compound content and
antioxidant properties. Remaining fraction of leaf and ethanolic extract of the stem had higher
flavonoid content. By phytochemical screening, the presence of flavonoids in the leaf was
identified, for crude extract, ethanolic extract, chloroform fraction and ethyl acetate fraction.
The NMR spectra of isolates from the ethanol extract of the leaf corroborated the possible
presence of flavonoids, in addition to long-chain hydrocarbons and rhamnose. In the Artemia
salina test, no extract and fractions of the leaf showed toxicity, the same was observed regarding
hemolytic activity and antimicrobial activity. In the characterization of carbohydrates, aqueous
extract and fractions showed a predominance of arabinose and galactose content, and the
presence of rhamnose corroborated the suspicion of the previous analysis with the
aforementioned ethanolic extract. Extracts and alkaline fractions were predominant in
arabinose, glucose and galactose in the monosaccharide composition. In both extractions and
respective fractions, aqueous and alkaline, the presence of type I and II arabinogalactans was
detected. The highlight in the isolation of polysaccharides was attributed to the presence of -
L-arabinan, a homopolysaccharide rarely mentioned in the literature. This study initiated the
investigation of the composition of A. tucumanensis and was able to verify its nutritional and
biological potential, especially due to its antioxidant properties and polysaccharide content of
interest to human health, whether through food consumption or application in the food and
pharmaceutical industries.

Keywords: Basellaceae,; Anredera; Anredera tucumanensis, antioxidant; phytochemical
toxicity; polysaccharides.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ conhecido por sua ampla dimensdo e biodiversidade, especialmente pelo
clima favordvel a adaptacdo das mais diversas espécies vegetais, muitas delas ainda
desconhecidas ou negligenciadas (Brasil, 2015). Dentre as espécies nativas sao encontradas as
chamadas plantas alimenticias ndo convencionais (PANC). Sao vegetais de desenvolvimento
espontaneo, comuns em jardins, hortas, quintais e at¢ mesmo entre as calgadas de rua, mas que
ndo fazem parte da rotina alimentar da populacdo de um local, regido ou pais (Kinnupp;
Lorenzi, 2014; Ranieri, 2017).

Muitas PANC brasileiras ja foram descritas na literatura, despertando o interesse pela
composi¢ao nutricional, fitoquimica e atividades bioldgicas (Ranieri, 2017; Carvalho; Conte-
Junior, 2021). Foi a auséncia de estudos com a Anredera tucumanensis (Lillo & Hauman)
Sperling, popularmente conhecida como bertalha crocante (Kinnupp; Lorenzi, 2014), que
motivou essa pesquisa. E uma espécie do género Anredera, o mais representativo da familia
Basellaceae, presente do Sul dos Estados Unidos até a Argentina. No Brasil, além da A4.
tucumanensis, outras duas espécies ocorrem naturalmente: Anredera cordifolia (Ten.) Steenis
e Anredera marginata (Kunth) Sperling (Christenhusz; Byng, 2016).

Ensaios prévios identificaram agdo antimicrobiana, atividade antioxidante e a presenga
de metabdlitos como flavonoides, saponinas, alcaloides, taninos, terpenoides, carotenoides e
fenodis em outras espécies da familia Basellaceae, como a Basella alba L. (Azad et al., 2013;
Tongco; Aifiis; Tamayo, 2015; Adegoke; Ojo, 2017; Deka et al., 2017). Quanto ao género
Anredera, a espécie Anredera cordifolia (Ten.) Steenis, também considerada uma PANC, lidera
as publica¢des de propriedades antioxidante e biolodgica (Bari et al., 2019; Alba; Tessaro;
Sobottka, 2024). O uso empirico das folhas Anredera cordifolia (Ten.) Steenis foi associado ao
efeito terapéutico de sintomas como febre, tosse, irregularidade no ciclo menstrual, tilcera na
boca, doencas como diabetes e gota, além de serem utilizadas via alimentacdo como
galactagogas (Panyaphu et al., 2011; Srithi ef al., 2012; Rahayu; Araki; Rosleine, 2020).

O interesse pelo potencial antioxidante das plantas esta relacionado desde os efeitos
benéficos a satide humana, até a aplicacdo em sistemas alimentares (Gulcin, 2020). Quanto a
saude, as agdes antioxidante e anti-inflamatoria de metabolitos de espécies vegetais foram
associadas a redugdo do risco de doengas cronicas nao transmissiveis, como obesidade,
diabetes, hipertensao e doencas cardiovasculares (Williams et al., 2013; Cicero; Colletti, 2017,
Chattopadhyay; Thirumurugan, 2018; Vasquez-Reyes et al., 2021), e mais recentemente tem

sido alvo de interesse na manutengdo da homeostase do microbioma (Vos et al., 2022;
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Naliyadhara et al., 2023). Na induastria alimenticia, o uso de antioxidantes como aditivos
naturais em substitui¢ao aos sintéticos tem demonstrado eficacia no retardo da peroxidacao
lipidica e na redugdo da oxidacdo de aminoacidos, favorecendo o tempo de prateleira dos
produtos e contribuindo para a manuten¢do das caracteristicas organolépticas do alimento
(Gulcin, 2020).

Além das agdes benéficas a saude, € importante ressaltar que os metabdlitos secundarios
sintetizados por espécies vegetais podem apresentar riscos associados a toxicidade. Inalacao,
ingestao ou contato com plantas toxicas podem causar reacdes como alergias na pele e mucosas,
sintomas gastrintestinais, alteragdes respiratorias, cardiovasculares, neurologicas, podendo
levar ao Obito. A avaliacdo da toxicidade confere seguranca desde a ingestao das plantas, até o
estabelecimento de doses seguras para o desenvolvimento de fitoterdpicos ou farmacos, por
exemplo (Niu; Dong; Niu, 2023; Paim et al., 2023).

Outro grupo de compostos de grande interesse cientifico contempla os polissacarideos,
carboidratos que tém apontado importante contribui¢do para a saude humana devido acdo
antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, antihiperglicémica, antiglicacdo, antifadiga,
imunomoduladora e fungao prebidtica (Sun et al., 2020; Song et al., 2021; Yarley et al., 2021).
Ensaios prévios identificaram polissacarideos em espécies da familia Basellaceae e no género
Anredera (Zhang et al., 2017; Nguyen et al., 2022).

Diante da vasta biodiversidade nacional e da possiblidade de emprego alimenticio e
nutracéutico de muitas espécies vegetais subutilizadas, a apropriacdo do conhecimento € a
disseminagao das propriedades das PANC tem grande relevancia no reequilibrio ecoldgico, no
resgate cultural e na valorizagdo nutricional e fitoquimica desses produtos. Esse ¢ o primeiro
estudo a avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, atividades bioldgicas, toxicidade, potencial

antimicrobiano e conteudo de polissacarideos da 4. tucumanensis.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Analisar a composi¢ao fisico-quimica, o perfil fitoquimico, as atividades bioldgicas, a

toxicidade preliminar e os polissacarideos da espécie vegetal Anredera tucumanensis (Lillo &

Hauman) Sperling.
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1.1.2  Objetivos especificos

- Coletar, identificar e registrar a espécie vegetal A. tucumanensis;

- Analisar o perfil fisico-quimico da folha e caule da 4. tucumanensis;

- Obter extratos e fragcoes da folha e caule da A. tucumanensis;

- Realizar screening fitoquimico dos extratos e fracdes da folha da A. tucumanensis;

- Avaliar a propriedade antioxidante dos extratos e fragcdes da folha e caule da A. tucumanensis;
- Avaliar o teor de fenolicos dos extratos e fragdes da folha e caule da A. fucumanensis;

- Avaliar o teor de flavonoides dos extratos e fragoes da folha e caule da A. tucumanensis;

- Caracterizar os compostos bioativos dos extratos e fracdes da folha da 4. tucumanensis;

- Avaliar a toxicidade dos extratos e fracdes da folha da A. tucumanensis;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos e fracdes da folha da 4. tucumanensis;

- Extrair os polissacarideos da folha da A. tucumanensis;

- Avaliar a homogeneidade dos extratos e fracdes da folha da A. tucumanensis;

- Avaliar o teor de urdnicos dos extratos e fragoes da folha da A. tucumanensis;

- Avaliar a composi¢ao monossacaridica dos extratos e fracdes da folha da A. tucumanensis;

- Identificar os polissacarideos da folha da 4. tucumanensis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS

Diversas plantas sao popularmente denominadas “daninhas” ou “mato”, comumente de
ocorréncia espontanea em meio aos cultivos e at¢ mesmo em locais pouco provaveis para o seu
crescimento, como quintais, terrenos baldios, jardins, pracas e frestas de calgada. Contudo,
varias dessas espécies vegetais desprezadas pelo homem apresentam importancia alimenticia
(Kinnupp; Lorenzi, 2014).

Plantas alimenticias sdo aquelas que podem ser usadas integral ou parcialmente na
alimentacdo humana. Partes essas como: raizes tuberosas, tubérculos, bulbos, rizomas, talos,
folhas, brotos, flores, frutos, sementes, latex, resina, goma. Desse modo, as plantas alimenticias
nao convencionais (PANC) contemplam uma categoria de espécies incomuns para a maior parte
da populagdo de determinada regido. Ente elas estdo leguminosas, grdos, frutas e legumes
capazes de se adaptarem a condigdes de seca e aos solos pobres em matéria organica e
micronutrientes (Kinnupp; Lorenzi, 2014).

Em geral, as PANC no Brasil ndo sdo cultivadas, ocorrem de maneira natural em areas
antropizadas, florestas, cerrados e campos, € comumente ndo requererem muitos cuidados no
cultivo (Kinnupp; Lorenzi, 2014). Geralmente s3o espécies com alta tolerdncia ao estresse
climatico, caracteristica importante mediante as mudangas que tem alertado o planeta, como
alteragdes bruscas na temperatura e o reduzido acesso a agua (Baldermann et al., 2016). No
contexto ambiental, vale ressaltar que a agricultura moderna e convencional tem impactado na
reducdo da biodiversidade e poluicao do ecossistema (Willett et al., 2019).

Além das questdes ambientais, a agricultura convencional contribui para a monotonia
alimentar. Praticamente 90% do alimento mundial ¢ proveniente de apenas 20 espécies, um
dado alarmante quando comparado as mais de 300.000 que compde a biodiversidade global. O
Brasil, por sua vez, detém a maior biodiversidade do mundo, porém ¢ desconhecido quantas
espécies sao utilizadas no dia a dia, sem falar que o consumo alimentar do brasileiro muitas
vezes € repleto de alimentos oriundos de outras regides, especialmente da Europa, reforgando
a subutilizacao das riquezas locais (Kinnupp; Lorenzi, 2014).

Diversos alimentos negligenciados, como as PANC, sdo fontes de macronutrientes,
micronutrientes € compostos bioativos, e tém apresentado potenciais atividades como
antioxidantes e antimicrobiana (Campanaro et al., 2019; Milido et al., 2022). Tendo em vista

que a deficiéncia de determinadas vitaminas e minerais € uma realidade em muitas regioes do
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mundo, e, a importancia de diversos fitoquimicos na redugdo do risco de doengas, o consumo
de PANC ¢ relevante.

Poucas espécies nativas sdo encontradas nos mercados e feiras, e para gerar essa oferta
¢ importante disseminar pesquisas e conhecimento sobre elas, instigando a demanda pela
populagdo (Kinnupp; Lorenzi, 2014; Campanaro et al., 2019; Souza et al., 2023). Um estudo
realizado na regido do Vale do Taquari, no Rio Grande do Sul, avaliou o conhecimento e
utilizagdo de PANC e frutas nativas pela populagdo local, sendo mais de 70% dos entrevistados
residentes na zona rural. Os autores constataram que o consumo e o conhecimento das frutas
regionais sdo mais prevalentes ao das PANC, possivelmente por serem mais atrativas e
saborosas. Dentre as PANC, o dente-de-ledo foi o mais citado segundo o conhecimento dos
entrevistados, especialmente entre os individuos mais idosos (Polesi ef al., 2017).

Segundo Campanaro et al. (2019), um dos primeiros passos para a valorizagdo das
plantas ndo convencionais ¢ o aprimoramento de técnicas adequadas para identificagdo das
espécies. Por serem conhecidas através de nomes distintos segundo a regido do pais, a
identificacdo assertiva contribui para a seguranca do consumidor. A¢des como essa podem
viabilizar uma alternativa financeira para o pequeno agricultor, somada ao cuidado com a
biodiversidade através da producdo sustentdvel e na contribui¢do da melhoria do padrao
alimentar da populagdo. Uma revisdo publicada em 2016 trata esses ingredientes
negligenciados como “alimento do futuro” (Baldermann et al., 2016).

Aporte nutricional, valorizagdo dos produtos regionais, contribuicdo para o
desenvolvimento socioecondmico local e sustentabilidade da agricultura parecem representar

algumas das vantagens do conhecimento e uso das PANC.

2.2 A ESPECIE VEGETAL

2.2.1 Familia Basellaceae

A familia Basellaceae, popularmente chamada de familia da madeira, pertence ao grupo
principal das angiospermas e contempla quatro géneros: Anredera Juss., Basella L., Tourtonia
Moq e Ullucus Caldas. E composta por trepadeiras voliveis, sem gavinhas, suculentas,
herbaceas, de folhas alternas e flores pequenas dispostas em inflorescéncias, espécies
predominantemente neotropicais e presentes do Sul dos Estados Unidos até a Argentina

(Udulutsch et al., 2007; WFO, 2024).
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2.2.2 O GENERO Anredera Juss.

Anredera Juss, também conhecido como Boussingaultia Kunth, ¢ o género mais
expressivo da familia Basellaceae. E nativo do Brasil e tem distribui¢do geografica de Norte a
Sul (FIGURA 1). Contempla doze espécies: Anredera aspera Sperling, Anredera baselloides
Baill.,, Anredera brachystachys (Moq.) Sperling, Anredera cordifolia (Ten.) Steenis,
Anredera densiflora Sperling, Anredera diffusa (Moq.) Sperling, Anredera floribunda (Moq.)
Sperling, Anredera krapovickasii (Villa) Sperling, Anredera marginata (Humb., Bonpl., &
Kunth) Sperling, Anredera ramosa (Moq.) Eliasson, Anredera tucumanensis (Lillo & Hauman)

Sperling, Anredera vesicaria (Lam.) C.F.Gaertn. (Udulutsch et al., 2007; WFO, 2024).

FIGURA 1 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO GENERO Anredera

FONTE: Discoverlife (2023)

A. cordifolia é uma planta alimenticia ndo-convencional popularmente conhecida como
bertalha-coragdo ou videira da madeira, a espécie mais investigada do género. Nativa do Brasil,
se difere de maioria das trepadeiras da familia por apresentar tubérculos axilares, que sao
bulbilhos comestiveis e fonte de interesse nas pesquisas (Kinnupp; Lorenzi, 2014; GBIF, 2023).

Uma das principais propriedades da A. cordifolia é anti-diabética. Ao testar o extrato
etandlico das folhas em ratos, foi verificado que 50 mg/kg de peso corporal foi capaz de reduzir
a glicemia dos animais e regular o metabolismo dos acidos graxos, indicando um potencial para
desenvolvimento de terapias alternativas no diabetes (Dwitiyanti e al., 2021). Em outro estudo,

foram testados extratos etanolicos das folhas em diferentes concentragdes (50%, 70% e 96%),
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sendo que a maior concentracdo promoveu inibicao da alfa-glicosidase, redugao da glicemia
nos ratos testados ¢ melhora na fun¢do das cé€lulas beta de Langerhans (Kusriani et al., 2023).

Muitos estudos cientificos com plantas medicinais partem da necessidade de comprovar
elementos que justifiquem o uso empirico. Conforme mencionado anteriormente, a A.
cordifolia ¢ a espécie mais estudada do género Anredera. Esse dado também foi relatado por
um estudo que investigou, com especialistas da comunidade de Caeté-Acu (fronteira com o
Parque Nacional da Chapada Diamantina), o uso tradicional de PANC como remédio. Nessa
oportunidade a A. cordifolia foi a mais citada, e o uso popular foi associado ao fortalecimento
do corpo, regulacdo intestinal e problemas estomacais (Medeiros ef al., 2021). Ao entrevistar
praticantes da medicina tradicional na Africa do Sul, o uso dos bulbilhos combinado com outras
plantas foi associado ao tratamento de gonorreia, clamidia, sifilis, HIV/SIDA e verrugas
genitais (Maema; Potgtier; Samie, 2019).

Uma revisdo publicada em 2022 destacou o efeito anti-inflamatério da A. cordifolia
justificado por mecanismos que incluem a inibi¢cdo da hemolise, de mediadores inflamatorios
como TNF-a, IL-1B, IL-6, assim como diminuigdo no numero de neutrofilos
polimorfonucleares. O mesmo estudo salientou a variedade de metabolitos identificados nessa
espécie vegetal, como saponinas, fenodlicos, triterpenoides, esteroides, taninos e alcaloides
(Firdaus; Ifora, 2022). Astuti et al. (2011) encontraram saponinas triterpenoides e esteroides
em todas as partes da planta: caule, folhas e bulbilhos, atribuindo a esses compostos as possiveis
aplicagdes medicinais no diabetes, hepatopatias, hipertensao e hipercolesterolemia.

A acdo cicatrizante da 4. cordifolia foi verificada em alvéolos dentérios ratos Wistar no
pos-extracdo. O gel do extrato da folha a 3% acelerou o fechamento da ferida, o que pode estar
associado ao aumento da proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e ostedcitos (Hanafiah et al.,
2021). Outra espécie da mesma familia, a Arendera difusa, também ¢ usada popularmente por
comunidades do Peru como cicatrizante, que se da por aplicagdo topica do filtrado da infusao
das folhas (Villegas et al., 1997).

Apesar da maioria dos ensaios testarem o extrato etandlico das folhas da A. cordifolia,
um estudo brasileiro avaliou a composicdo do 6leo essencial por meio das andlises de
cromatografia gasosa (GC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS). Foram identificados 19 compostos, sendo mais de 67% da composi¢do correspondente ao
teor de hidrocarbonetos. Nessa mesma pesquisa foi verificada atividade alelopatica do oleo
essencial, que promoveu a germinacdo da Spergula. arvensis. Nos testes antimicrobianos, o

6leo essencial ndo inibiu patégenos gram-positivos (Souza et al., 2014). Por outro lado, o
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extrato etanolico das folhas demonstrou agao anti-microbiana para Pseudomona aeruginosa,
Escherichia. coli e Bacillus cereus (Garmanaa; Sukundara; Fidriannya, 2014)

Devido ao aumento da longevidade humana, estudos de neurociéncia tém buscado
recursos que possam reduzir o comprometimento da aprendizagem e da memoria com o avango
da idade. Ao testar o efeito do extrato das folhas da 4. cordifolia em ratos, foi possivel verificar
melhora nos niveis de proteinas relacionadas a plasticidade sinaptica no hipocampo, como o
fator neurotropico derivado do cérebro (BDNF). Esse estudo preliminar sugere que essa espécie
vegetal pode ser um recurso na melhora da memoria e do aprendizado, minimizando efeitos de
medicacdes alopaticas (Sumiyoshi ef al., 2021).

A influéncia da atividade antioxidante do extrato das folhas de 4. cordifolia na redugao
do risco de cataratas, uma das principais causas de cegueira do mundo e prevalente em
individuos idosos, foi analisado em lentes de cabras pela dosagem do malondialdeido (MDA),
um marcador de estresse oxidativo. Foi verificada uma reduc¢do nos niveis de MDA nas
amostras tratadas com a espécie, resultado atribuido pelos autores ao seu alto teor de
flavonoides e outros compostos com agao antioxidante (Feriyani et al., 2021).

Nao sdo apenas os metabolitos que proporcionam interesse pelo género Anredera. Na
busca de compostos naturais com propriedade antiadesivas para tratamento contra Helicobacter
pylori, polissacarideos foram isolados do caule da A. cordifolia via extra¢ao aquosa. Os autores
identificaram a presenga de L-arabinose, D-galactose, ramnose, e dcido galacturonico (Nguyen
etal., 2022).

Aplicabilidades farmacéutica e alimenticia também foram documentadas. O uso do
extrato das folhas da A. cordifolia foi utilizado para modificacdo de nanoparticula de quitosana
no encapsulamento de azitromicina, o que parece ter atuado para melhor eficiéncia no
encapsulamento do farmaco e na sua capacidade de carreamento (Yuniarti; Yulizar, 2023). Na
producao de alimentos, a adicdo do p6 das folhas de A. cordifolia as ragdes de 200 codornas
teve como objetivo melhorar a producdo e a qualidade dos ovos. Com apenas 2% da planta
adicionada a alimentagdo na rotina dos animais, as gemas dos ovos produzidos apresentaram
menores niveis de colesterol (Kismiati et al., 2020)

A. vesicaria ou A. leptostachys, outra espécie do género Anredera, foi fruto de
investigacdo ha mais de 2 décadas. Assim, como a A. cordifolia, a A. vesicaria é popularmente
usada como anti-inflamatdria e analgésica em comunidades residentes em Cuba e na Republica
Dominicana. Em 1998 um grupo de pesquisadores testou o extrato dos tubérculos na inflamagao

aguda e na toxicidade em modelo animal. Foi possivel observar que, além da baixa toxicidade,
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o0 extrato usado tanto via oral como topica demonstrou potencial efeito anti-inflamatorio (Saénz;

Garcia; Fernandez, 1998).

2.2.3 A espécie Anredera tucumanensis (Lillo & Hauman) Sperling

Dentre as espécies do género Anredera Juss. se encontra a Anredera tucumanensis (Lillo
& Hauman) Sperling, popularmente chamada de bertalha crocante e sinonimias Boussingaultia
tucumanensis Hauman & Irigoyen, Boussingaultia tucumanensis Lillo & Hauman e
Boussigaultia tucumanensis ver. Brasiliensis Hauman (Kinnupp; Lorenzi, 2014; WFO, 2024).
Ocorre naturalmente na Argentina, Brasil, Colombia e Equador. No Brasil foi registrada nos
estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul (Pellegrini; Sakuragui, 2017). No Parand, 4. tucumanensis foi encontrada
em borda e clareiras de florestas preservadas, formando grandes popula¢des com ramagens que
atingem a copa das arvores (Nunes ef al., 2015).

A. tucumanensis € uma herbacea voluvel, apresenta caule cilindrico, estriado, levemente
sulcado, sem formagao de bulbilhos. Folhas alternas, pecioladas, eliptica ovaladas ou oblongo
lanceoladas, carnosas, crassulas a subcrassulas, base longo atenuada, margens inteiras a
crenuladas, apice agudo ou atenuado. Inflorescéncias paniculadas, raque levemente sulcada;
bracteas basais, setdceas a oval lanceoladas, base truncada, margens denteadas, apice agudo,
deciduas. Flores alvas, elipticas, apice arredondado, base truncada e unida formando uma
estrutura cupuliforme, persistentes sépalas elipticas, apice arredondado, estilete tinico. Fruto e
semente nao observados (Udulutsch ef al., 2007; Nunes; et al., 2015).

Planta de crescimento espontaneo em beira de matas, capoeiras e sobre arvores das suas
regides de origem. Trata-se de uma hortalica folhosa rustica e tolera geadas, fator que pode
justificar sua ocorréncia em regioes serranas do Sudeste e Sul do Brasil. As folhas da A.
tucumanensis podem ser consumidas como verdura, apos coc¢ao, além de ser uma espécie com

efeito decorativo (Kinnupp; Lorenzi, 2014).

2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS E SAUDE

O papel de diversos nutrientes € compostos bioativos na redugao do risco de doengas,
bem como no tratamento de algumas delas, tem sido estudado ha algumas décadas. Segundo a

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) substancias bioativas sdo “os nutrientes e
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nao nutrientes consumidos normalmente como componente de um alimento, que possui agao
metabolica ou fisiologica especifica no organismo humano” (Brasil, 2019b).

O Brasil abriga diversas espécies ricas em metabdlitos na extensdo dos seis biomas:
Amazodnia, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal. Frutas e plantas nativas de
cada uma dessas regides demonstraram abundante composi¢ao de metabolitos primarios e
secundarios. As investigacdes cientificas sugerem promissoras aplicacdes desses compostos
como matéria-prima de farmacos para tratamento de cancer, por exemplo, dado o potencial
antioxidante e a capacidade de otimizar a expressdo de enzimas de destoxificacdo (Carvalho;
Conte-Junior, 2021).

Em tempo que a longevidade ¢ um tema de interesse nas ciéncias da satde, pesquisas
que relacionam o uso de plantas com o proposito de “antienvelhecimento” ganham forga e
relevancia. O processo de envelhecimento muitas vezes ¢ acompanhado por complicagdes
como obesidade central, diabetes, hipertensdo, cardiopatias, miopatias, cancer. Plantas como
agai, canela, cardo-mariano, curcuma, mirtilo, roma, Rhodiola rosea, sasa ¢ tantas outras foram
associadas com possiveis efeitos positivos na reducao dos danos comuns na senescéncia. Dentre
0os mecanismos de acdo propostos cabe citar o efeito na via de sinalizagdo dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGF) e, mais uma vez, a defesa antioxidante
(Chattopadhyay; Thirumurugan, 2018).

E também com a terceira idade que aumenta o risco de desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, potenciais responsaveis pela
morbimortalidade em todo o mundo. Apesar da etiologia dessas patologias ndo estar
completamente elucidada, um dos mecanismos parece envolver o estresse oxidativo, uma vez
que o excesso de radicais livres atua como gatilho na degeneragao e morte neuronal. Nao ¢ por
acaso que a modulacao do fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2) tem sido alvo dos estudos,
pois se trata de uma via de inducao da expressao de proteinas antioxidantes. Compostos como
a naringenina, curcumina, sulforafanos, piperina, 4cido eldgico, resveratrol, sasaminol
demonstraram alguma contribuicao no estimulo dessa via bioquimica (Bai; Bian; Zhang, 2023).

Pesquisar e discutir elementos potencialmente redutores dos fatores de riscos para as
doengas cardiovasculares também parece providencial. Umas das revistas mais conceituadas no
meio cientifico destaca que os eventos cardiovasculares sdo a maior causa de morte no mundo
entre adultos de 35 a 70 anos. Além desses dados, provenientes da pesquisa PURE (Prospective
Urban Rural Epidemiology), destaca-se a crescente e prevalente mortalidade causada por

cancer em diversas regides do planeta (Dagenais et al., 2020).
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E preciso pensar e investir em prevengdo, em recursos que possibilitem melhorar a
situagdo da saude publica. Dentre os fatores contribuintes, os alimentos t€ém um papel
comprovadamente fundamental, seja pelos seus nutrientes e/ou metabolitos. Cha verde, arroz
vermelho, polifenois do cacau, berberina, curcumina e isoflavonas sdo exemplos de alimentos
e compostos bioativos que parecem colaborar na redugao do risco de mortalidade por eventos
cardiovasculares (Cicero; Colletti, 2017).

A obesidade, problema crescente em ambito global e responsavel pelo desencadeamento
de diversas outras doencas cronicas nao transmissiveis, deve ser um dos alvos na melhoria do
estado de saude desde a infancia até a vida adulta. Habitos de vida que incluam o consumo
adequado de fitoquimicos parece ser uma estratégia anti-obesogénica, seja influenciando no
ciclo de vida do adipdcito até a atividade anti-inflamatdria desses compostos (Williams et al.,
2013). Em se tratando de acdo anti-inflamatoria, o trabalho de (Gandhi et al. (2022) verificou
o potencial de extratos de plantas como agentes naturais também favoraveis ao tratamento de
artrite reumatoide e de doenca autoimune de carater inflamatorio.

Outra abordagem terapéutica que tem sido atribuida aos metabolitos quando o assunto
sdao as doengas metabolicas, como a obesidade, ¢ a capacidade de realizarem modulacao da
funcdo mitocondrial. Uma vez que as mitocondrias sdo responsaveis pela maior parte da
producdo de energia nas células a partir dos macronutrientes, otimizar sua sintese e
funcionamento parece interessante para potencializar o uso de substratos na producao de ATP
(adenosina trifosfato), especialmente os acidos graxos. Mecanismos de agdo propostos
permeiam a ativacdo de proteina quinase ativada por monofosfato-adenosina (AMPK), da
sirtuina 1 (SIRT1) e do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC1- a), e
a literatura associa esses estimulos ao uso de genisteina, epicatequinas, quercetina, resveratrol,
antocianinas, acido clorogénico e acido cinamico (Vasquez-Reyes et al., 2021).

Investigar a composi¢cdo de espécies vegetais pouco exploradas, tal qual propde o
presente estudo, ¢ um trajeto importante rumo a potenciais descobertas que possam contribuir
para uma melhor saude e qualidade de vida da populacdo. Segundo Valli, Russo e Bolzani
(2018), apesar de terem ganhado forca nos grupos de estudos, ha uma subutilizagdo dos

produtos naturais e especialmente das plantas medicinais da biodiversidade brasileira.

2.4 POLISSACARIDEOS E SAUDE

Polissacarideos sdo carboidratos compostos por pelo menos vinte até milhares de

unidades monoméricas. Eles se diferem entre si segundo seus tipos e numero de
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monossacarideos, tipo de ligagdes glicosidicas e grau de ramificacdo. Segundo os mondmeros,
podem ser classificados em homopolissacarideos (aqueles formados por apenas um tipo de
monossacarideo, como o amido), ou heteropolissacarideos (que contém dois ou mais tipos).
Quanto a solubilidade, sdo classificados em soliveis ou insoliveis em agua. As diferentes
fungdes dos polissacarideos, portanto, dependem de suas caracteristicas, como componente
estrutural (celulose, hemicelulose, pectina), reserva energética (amido e glicogénio) e molécula
de sinalizagdo (4gar, mucopolissacarideos) (Belitz, Grosh, Schieberle, 2009; Nelson; Cox,
2019).

As fibras dietéticas, polissacarideos ndo digeriveis pelas enzimas humanas, sao
categorizadas em soluveis e insoluveis. As insoluveis (celulose, hemicelulose, lignana) sao
conhecidas, dentre outras fungdes, por darem volume ao bolo fecal. As fibras soluveis (pectinas,
gomas, mucilagens) sdo metabolizadas por determinadas bactérias intestinais que promovem a
sintese de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), e esses compostos tém relagdo com efeitos
fisiologicos benéficos. Dessa forma, alguns polissacarideos exercem efeito prebiodtico, capazes
de contribuir para a regulagcdo da microbiota intestinal (Sun et al., 2020; Guan; Yu; Feng, 2021;
Song et al., 2021).

Especialmente nas ultimas décadas a ciéncia tem investido em pesquisas com foco na
saide do intestino, uma vez que o microbioma apresenta relagdo importante com diversos
sistemas fisioldgicos. Uma microbiota saudavel e integra passa pela redugdo do risco de
patologias intestinais até o tratamento e a preven¢do de doengas neurodegenerativas, uma vez
que favorece o funcionamento do eixo intestino-cérebro. A contribui¢ao dos polissacarideos de
plantas nesse sistema inclui o aumento na proporcdo de bifidobactérias, reducdo das cepas
patogénicas e, consequentemente melhora na integridade da barreira intestinal. Essa cascata de
acoes leva, portanto, a um melhor controle do sistema imunologico intestinal via expressao de
citocinas anti-inflamatorias (Sun et al., 2020; Niu et al., 2023).

Outra atividade bioldgica extensivamente estudada dos polissacarideos, como aqueles
chamados soluveis nao amido, € a acao antioxidante. Essa atividade estd associada a sinalizagao
de enzimas envolvidas nas vias antioxidantes enddgenas, a exemplo da superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAP) e glutationa peroxidase (GSH-Px), especializadas na neutralizagdo de
radicais livres como anion superoxido, peroxido de hidrogénio e peréxido lipidico (Tan; Zhou;
Chen, 2017; Yarley et al., 2021; Mu; Yang; Huang, 2021).

Uma revisao publicada em 2021 levantou dados sobre a influéncia dos polissacarideos
na melhora dos pardmetros de doencgas cronicas ndo transmissiveis, como obesidade, diabetes

e sindrome metabdlica (Song et al., 2021). Além da imunomodulacao e atenuagao dos radicais
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livre, atividades antimicrobiana, anticancer, antihiperglicémica, antiglicagdo, antifadiga e até
antienvelhecimento sdo atribuidas a inimeros polissacrideos (Yarley et al., 2021; Deng et al.,
2023).

A relevancia dos polissacarideos ndo se restringe aos beneficios a satide. Na industria
alimenticia eles possuem muitas aplicabilidades devido sua capacidade em formar gel, como
agentes estabilizantes para emulsdes e na formacdo de filmes protetores dos alimentos
(Olawuyi; KIm; Lee, 2021). Sabendo das inumeras atividades atribuidas aos polissacarideos e
que, especialmente aquelas biologicas dependem da sua estrutura quimica (Tan; Zhou; Chen,
2017), justifica-se a relevancia de estudos capazes de identificar esses nutrientes nas mais

diversas espécies vegetais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CLASSIFICACAO E ETAPAS DA PESQUISA

Pesquisa de carater experimental, abrangendo analises laboratoriais para caracterizagao
da composicao fisico-quimica, andlise do perfil fitoquimico, das atividades biologicas,
toxicidade e identificag@o dos polissacarideos da espécie vegetal Anredera tucumanensis (Lillo
& Hauman) Sperling. Esse estudo foi registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero AA7DEF6

(ANEXO 1). A FIGURA 2 sintetiza as etapas executadas na pesquisa.

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA DA PESQUISA REALIZADA COM A ESPECIE
VEGETAL Anredera tucumanensis (Lillo & Hauman) Sperling
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FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: * ensaios realizados apenas com as folhas.
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3.2 MATERIAL BOTANICO

As coletas da A.tucumanensis (FIGURA 3) foram realizadas em novembro de 2018 ¢
janeiro de 2020 na regido serrana do municipio de Morretes, Estado do Parand, sob as
coordenadas geograficas 25°20°52.0”S 48°53°06.7”°W. O material botanico foi submetido a

identificacao no Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba.

FIGURA 3 — LOCAL DA COLETA DA ESPECIE VEGETAL A. fucumanensis NA SERRA DA GRACIOSA,
MUNICIPIO DE MORRETES, PARANA

FONTE: A autora (2024).

3.3 PREPARO DA AMOSTRA

As amostras da A.tucumanensis foram levadas ao Laboratorio de Pos-Graduagao do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal do Parana (UFPR), onde folhas e caule
foram manualmente selecionados e separados. Foram descartados materiais oxidados, partes
danificadas, atacadas por fungos ou insetos, e demais rediduos organicos.

Parte do material in natura foi triturado e utilizado para algumas analises fisico-

quimicas e o restante da amostra foi acondicionado em estufa (FIGURA 4a) e submetido a
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secagem a uma temperatura de 45°C (FIGURA 4b). O material seco foi moido em triturador
forrageiro Trapp® e armazenado em saco de polietileno devidamente identificado (FIGURA

4c).

FIGURA 4 - ETAPAS DO PREPARO DAS AMOSTRAS DE FOLHAS E CAULES DA A. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — folhas e caule acondicionados em estufa; b — folhas secas; ¢ — folhas secas trituradas.

3.4 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

As andlises fisico-quimicas da folha e caule da A. tucumanensis foram realizadas no
Laboratorio de Anélise de Alimentos, localizado no Departamento de Nutri¢do da Universidade
Federal do Parana. Para os ensaios de umidade, pH e acidez titulavel foi utilizada a amostra

fresca e os demais foram conduzidos a partir de matéria seca.

3.4.1 Umidade

A umidade das amostras foi determinada, em triplicata, mediante secagem direta em
estufa segundo a metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira, 6* edigao (Brasil, 2019a).
Aproximadamente 5 gramas de amostra fresca homogeinizada foram submetidas a estufa de
circulagdo de ar da (Quimis®, Brasil) a 105°C, em pesa-filtro previamente padronizado, até
apresentar peso constante. O valor da umidade foi representado pela diferenga entre o peso da

amostra seca e o peso do pesa-filtro (FIGURA 5a).



40

3.4.2 Cinzas

As cinzas foram analisadas mediante calcinacdo da matéria organica (Brasil, 2019a).
Cerca de 3 gramas de amostra seca foram pesadas em cadinho previamente padronizado
(FIGURA 5a) e levadas a secura e carbonizagdo em chapa elétrica (FIGURA 5b). Em seguida
as amostras foram incineradas em mufla (Fornitec®, Brasil) a 550°C até a queima total da
matéria organica. Apos resfriamento em dessecador, o teor de cinzas foi determinado pela

diferenca entre a amostra incinerada e o peso do cadinho. A anélise foi realizada em triplicata.

FIGURA 5 - ANALISE DE UMIDADE E CINZAS DA A. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — aferigdo do peso para célculo do teor de umidade; b — carbonizag¢do das amostras para analise do teor
de cinzas.

3.4.3 Potencial hidrogenidnico (pH)

A determinacdo do pH foi por método eletrométrico. Aproximadamente 10 gramas de
amostra fresca homogeinizada foram diluidas em 100 ml de d4gua destilada e, apds calibrado, o
pHmetro (Analyser® modelo pH300, Brasil) foi utilizado para a indicagdo do pH (Instituto
Adolfo Lutz (IAL), 2008). A analise foi realizada em triplicata.

3.4.4 Acidez titulavel

A acidez titulavel foi verificada através de volumetria potenciométrica conforme

metodologia descrita pelo IAL (2008). Foram diluidas 5 gramas da amostra fresca em 150 mL
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de agua destilada para posterior titulagdo com hidroxido de sodio a 0,1 M. Prosseguiu-se com a
titulacdo até a solucdo atingir um pH entre 8,2 e 8,4, aferido com pHmetro (Analyser® modelo
pH300, Brasil) previamente calibrado. A analise foi realizada em triplicata e, os valores de

acidez foram expressos em % de acidez em acido citrico.
3.4.5 Proteina

A analise de proteinas foi realizada pela determinacdo de nitrogénio pelo processo de
digestdao de Kjeldahl. Um grama da amostra seca foi submetida a digestdo com acido sulfurico
e catalisador (FIGURA 6a), formando sulfato amoniacal. Apos esse procedimento, foi realizada
a destilagdo (destilador Solab®, SL-74, Brasil) por arraste de vapor de amdnia. A amostra foi
recebida em enlermeyer contendo acido borico a 4%, o que conferiu coloracio verde a solugao
(FIGURA 6b). Por ultimo, a amdnia foi titulada com écido sulftrico 0,02M até obtencao da
primeira coloragdo cor-de-rosa. A determinagao do teor de proteinas das amostras foi realizada
mediante aplicacdo da equagdo (1), utilizando o valor de 6,25 como fator de conversdo (IAL,

2008).

FIGURA 6 - ANALISE DO TEOR DE PROTEINA DA A. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a— digestdo de nitrogénio para analise do teor de proteinas; b — amostra na colorag@o verde apos adigdo
de acido bdrico e amostra na colocaragio cor-de-rosa apds titulagdo com acido sulftirico.

_ volume de acido sulfudrico x 0,14 x fator de corre¢ao 1
Teor proteico (%) = 6]
peso da amostas

FONTE: Instituto Adolfo Lutz (2008)
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3.4.6 Lipidios

Os lipidios foram analisados mediante extragdo da amostra a quente com éter de
petréleo (AOAC, 2005). Cerca de 5 gramas de amostra seca foram pesados em papel filtro
(FIGURA a) e levados ao extrator de Soxhlet acoplado em um condensador de bolas e balao de
fundo chato previamente padronizado, sendo a extragao realizada por aproximadamente 8 horas
(FIGURA b). O éter de petroleo foi destilado e o baldo com o residuo etéreo foi levado a estufa
para secagem. Apos resfriamento em dessecador, foi aferido o peso do final do baldo. O teor de

lipidios foi obtido pela diferenga de peso do baldo padronizado e o baldao com o extrato etéreo.

FIGURA 7 - ANALISE DO TEOR DE LIPIDIO DA 4. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a— pesagem da amostra em papel filtro; b — extragdo de lipidios em Soxhlet.

3.4.7 Fibras totais

O teor de fibra alimentar total foi quantificado pelo método enzimatico gravimétrico
(Instituto Adolfo Lutz, 2008), o qual se constitui em digerir a amostra com trés enzimas: alfa-
amilase termorresistente, alcalase e amiloglusidase (Sigma®). Apds digestdo enzimatica, 250
mL de etanol 95% foram adicionados a amostra e a solu¢cdo permaneceu em repouso por 24
horas. Essa solucdo foi filtrada a vacuo em cadinhos de vidro padronizados e lavada com 30
mL de etanol 78%, 20 mL de etanol 95% e 20 mL de acetona. O residuo que permaneceu nos

cadinhos foi submetido 4 secagem em estufa (Quimis®, Brasil) a 105°C e, apds resfriar em
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dessecador, foi aferido o peso final. A andlise foi realizada em duplicata e o teor de fibras

calculado pela equagao (2).

R-P-C-B
M x 100

FAT (%) = 2)

FONTE: Instituto Adolfo Lutz, 2008
NOTA: FAT - fibra alimentar total; R — residuo das amostras; P — teor de proteina no residuo; C — teor de cinzas
no reiduo; B — branco da reagdo; M — peso da amostra analisada.

3.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos foram obtidos em aparelho Soxhlet (Carvalho et al., 2009). As amostras
foram pesadas previamente ao acondicionamento no Soxhlet (FIGURA a). Foi adicionada
acetona como solvente extrator (4 L), e a extrag@o foi conduzida sob refluxo em manta aquecida,
por um periodo aproximado de 72 horas. O volume dos extratos obtidos foi aferido com o
auxilio de uma proveta, entdo foram filtrados em papel filtro 80g/m*> (FIGURA b), e
concentrados em evaporador rotatério a 60°C até 1/3 do seu volume inicial (FIGURA c),

gerando o extrato cetonico da folha (ECF) e o extrato cetonico do caule (ECC).

FIGURA 8 - PREPARO DO EXTRATO CETONICO DA A. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — obteng¢ao do extrato cetonico em Soxhlet; b — filtragem do extrato cetonico; ¢ — concentragdo do
extrato cetdnico em evaporador rotatorio.

Parte do ECF e do ECC foram levados para secagem em banho-maria a 30°C, e outra

parte submetida a parti¢ao liquido-liquido em aparelho Soxhlet sob refluxo em manta aquecida,
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utilizando solventes de polaridade crescente: hexano, cloroférmio e acetato de etila. Cada
extracdo teve uma duragdo média de 12 horas. As fracdes foram denominadas segundo a inicial
do termo fracdo, do solvente extrator e da parte da planta: fragdo hexano folha (FHF), fracao
cloroformio folha (FCF) (FIGURA a), fracdo acetato de etila folha (FAF), fragdo hexano caule
(FHC), fracao cloroformio caule (FCC), fracao acetato de etila caule (FAC).

Os extratos obtidos foram levados ao banho-maria a 30°C até completa secagem. O
residuo remanescente das extragdes também foi seco e recebeu o nome de fracdo remanescente

da folha (FRF) e fracdo remanescente do caule (FRC).

FIGURA 9 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO CETONICO DA A. tucumanensis

"

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — obtengao da fragdo hexano em Soxhlet; b — obten¢ao da fragdo cloroférmio em Soxhlet.
ApoOs a extragdao inicial com acetona, o residuo das amostras foram novamente
submetidos a extracdo em Soxhlet por aproximadamente 72 horas, mas dessa vez utilizando o
etanol como solvente. A esses extratos deu-se o nome de extrato etanolico da folha (EEF) e

extrato etanolico da caule (EEC).

3.5.1 Rendimento dos extratos

O rendimento dos extratos cetonico e etanolico foi calculado a partir da determinacdo
dos solidos, que consistiu em adicionar 1 mL de extrato a uma placa de Petri previamente
dessecada e levado a secura em estufa a 105°C até peso constante. A diferenga do peso inicial
e final da placa correspondeu ao teor de solidos por mL de extrato. O célculo do rendimento do

extrato em relacao ao material vegetal foi conduzido pela aplicagdo da equacao (3).
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teor de sdlidos por mL de extrato x 100 3)

R d t 0, =
endimento (%) teor de plana por mL de extrato

Para calcular o rendimento das fragcdes foi considerado o peso final das fragdes secas

em relacdo a quantidade de extrato cetonico utilizado.

3.6 DOSEAMENTOS E PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE

Foi realizado o doseamento de fenolicos totais segundo a metodologia de Folin-
Ciocalteau (Singleton; Rossi, 1965), e o doseamento de flavonoides pelo método proposto por
Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999). A propriedade antioxidante foi mensurada pelos
métodos do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) segundo Brand-Willians, Cuvelier e
Berset (1995), pela captura do radical livre ABTS conforme Re et al. (1999), e pelo poder
antioxidante de reducdo do ferro (FRAP), conforme proposto por Benzie e Strain (1997).

Para a realizacdo de todas as andlises supracitadas, os extratos e fragdes foram
solubilizados em metanol nas propor¢des de 1:1 e 10:1 (m/v), que foram testadas em
octoplicata. Os ensaios foram adaptados para microplacas de 96 pogos seguindo as
modifica¢des propostas por Hornung et al. (2020), e as leituras foram feitas usando um leitor
de microplacas (MultiskanTM Microplate Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific,

Osaka, Japao).

3.6.1 Doseamentos dos fendlicos totais

Nos pogos da microplaca foram adicionados 240 pL de dgua destilada, 10 uLL de amostra
e 15 pL do reagente Folin-Ciocalteau. Apds incubagdo por 3 minutos foram adicionados 15 pL.
de carbonato de sodio (Na;CO3). Passados 60 minutos em repouso no escuro foi realizada a
leitura da microplaca a 690 nm (FIGURA a) (Singleton; Rossi, 1965). A curva padrao foi
preparada pela diluicdo seriada de solucao de acido géalico e MeOH a uma concentracdo de 1
mg/mL (y = 0,4949x - 0,0316; R2 = 0,99) (APENDICE 1). Os resultados foram expressos em

mg de equivalente acido galico por 100 mg da amostra.
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FIGURA 10 - DOSEAMENTO DE FENOLICOS TOTAIS E DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES DOS
EXTRATOS E FRACOES DA 4. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a— cruva padrao acido galico para doseamento de teor de fendlicos totais; b — curva padrao quercetina
para doseamento de teor de flavonoides; ¢ — leitura da microplaca para doseamento de teor de flavonoides.

3.6.2 Doseamentos dos flavonoides

Foram adicionados aos pogos da microplaca 10 pL. de amostra e 90 pL de nitrito de
sodio 5% (NaNQO), em seguida incubada por 5 min. Foram adicionados 10 pL de cloreto de
aluminio (AICl3) 10% e novamente a microplaca foi incubada por 5 min. Foram adicionados
90 pL de hidréxido de sdédio (NaOH) e a microplaca permaneceu 60 minutos em repouso no
escuro (Zhishen; Mengcheng; Jianming, 1999). Foi prepara uma solu¢do de catequina e MeOH
na concentracdo de 1 mg/mL e a diluicdo seriada na microplaca (FIGURA b) compds a curva
padrio do ensaio (y =2,7231x - 0,11; R? = 0,99) (APENDICE 1). A leitura da absorbancia foi
realizada a 515 nm (FIGURA c¢). Os resultados foram expressos em mg de equivalente

catequina por 100 mg da amostra.

3.6.3 Propriedade antioxidante pela capacidade de redugdo do radical livie DPPH

Uma solug@o de DPPH- 0,12 mmol/L foi preparada e 190 pL adicionados nos pogos da
microplaca, juntamente com 10 uL de amostra (Brand-Willians; Cuvelier; Berset, 1995). Apos
30 minutos em repouso no escuro a absorbancia foi medida em 515 nm (FIGURA a), e nesse
ensaio o padrio utilizado foi o Trolox (y =-1,9879x + 2,0643; R2=0,9917 (APENDICE 2). Os

resultados foram expressos em pmol de equivalente trolox por 100 mg da amostra.
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3.6.4 Propriedade antioxidante por captura de radical livre ABTS

Foram adicionados aos pogos da microplaca 300 pL de solugdo ABTS- e 10 pL de
amostra. Como padrao, foi utilizado o Trolox (y =-1,2291x + 2,5546; R = 0,9926) e curva esta
apresentada no APENDICE 2. Ap6s 30 minutos em repouso no escuro a absorbancia foi medida
em 590 nm (FIGURA b) (Re et al, 1999). Os resultados foram expressos em pmol de

equivalente trolox por 100 mg da amostra.

3.6.5 Propriedade antioxidante de redugdo do ferro (FRAP)

Foi preparada a solugdo FRAP contendo solucdo tampao, solugdo de cloreto
férrico e solucdo de 2,4,6- tripidil-s-tri-azine (TPTZ), permanecendo protegida da luz. Uma
aliquota de 300 uL dessa solucdo foi adicionada a microplaca, juntamente com 10 pL de
amostra (Benzie; Strain, 1997).. Apés 30 minutos em repouso no escuro a absorbancia foi
medida em 570 nm (FIGURA c). Trolox foi utilizado como padrao (y=1,0173x - 0,089; R*> =
0,9918) (APENDICE 2) e os resultados expressos em pmol de equivalente trolox por 100 mg

da amostra.

FIGURA 11 - ANALISE DA PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE PELOS METODOS DPPH-, ABTS: e
FRAP DOS EXTRATOS E FRACOES DA ESPECIE VEGETAL 4. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — microplacas da analise da propriedade antioxidante pelo método de captagdo do radical 2,2-difenil-1-

picril-hidrazil (DPPH*); b — microplacas da analise da propriedade antioxidante pelo método de captacdo do
acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS*"); ¢ — microplacas da analise da propriedade
antioxidante pelo método de redugao do ferro (FRAP).
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3.7 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separa¢gdo dos componentes de
uma mistura pela migragao diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre
uma superficie plana. A analise tem carater qualitativa, com objetivo de identificar grupos
fitoquimicos presentes nos extratos e fragdes por meio da leitura sob coloracao e fluorescéncia
(Wagner; Bladt, 1996).

Foram utilizadas cromatoplacas de silica gel 60 UV254 (Whatman®). Extratos e fragdes
da folha da A. tucumanensis foram solubilizados em metanol (1:1). Cada placa recebeu 3
amostras (FIGURA 12), que foram aplicadas cuidadosamente na marcagao estabelecida com o

auxilio de capilares.

FIGURA 12 - CROMATOPLACAS DE SILICA GEL PARA ANALISE DE CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA

FONTE: A autora (2024).

Para cada metabdlito investigado foi utilizada uma fase movel e um revelador, conforme
o QUADRO 1. Foram investigados alcaloides, antraquinonas, esteroides, cumarinas,

flavonoides, polifenois, taninos e saponinas.
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QUADRO 1 - METODOLOGIAS USADAS PARA INVESTIGACAO DOS METABOLITOS
SECUNDARIOS POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

Metabolito Fase moével Revelador Resultado Referéncia
Cloroférmio:metanol Presenca de banda
Alcaloides (95:5), universo Dragendorff coloragdo alaranjado | Valente et al., (20006)
amonico forte.
Hexano:acetato de Presenca de banda
. S .. T . Wagner; Bladt
Antraquinonas etila:acido formico Dimetilamina rosea ou (1996)
(6:6:0,3) avermelhada.
Presenca de banda
Esteroides Tolueno:acetato de Vanilina sulforica | azul ou YiOléCGa ap0s Wagner; Bladt
etila (93:7) 1% e calor aquecimento em (1996)
estufa.
Presenga de banda
_ azul fluorescente sob
. Tolueno:acetato de Reqtlyo de NEU ¢ luz ultravioleta, que .
Cumarinas . i hidréxido de sodio a . . Miguel (2003)
etila (80:20) IN se intensifica com a
adigdo de hidréxido
de sodio.
Presenca de banda
Acetato de verde e/ou amarela Wagner: Bladt
Flavonoides etila:acetona:agua Reativo de NEU e/ou laranja (1956)
(15:8:2) fluorescente sob luz
ultravioleta.
Presenca de banda
azul para taninos
condensados.
Acetato d Presenga de banda
cetato de :
Polifendis/Taninos ctila:acetona:agua Cloreto férrico 5% azull par;a :tam.nos Wagner; Bladt
(15:8:2) hidrolisaveis. (1996)
Presenca de banda
castanha escura e
preta para compostos
fenolicos.
Acetato (.16 etila.: .. . Presenca de banda
. acido formico: acido Vanilina sulftrica . Wagner; Bladt
Saponinas azul, violeta ou

acético glacial: dgua
(100:11:11:26)

1% e calor

amarela escura.

(1996)

Nota: Reativo de NEU - difenilboriloxietilamina 1% em metanol e polietilenoglicol 4000 5% em etanol.

3.8 CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS

A fracdo hexano e o extrato etandlico da folha da A.fucumanensis foram submetidos a

técnica de cromatografia em coluna de silica gel (FIGURA 7a). A escolha dessas amostras se

deu com base no rendimento.
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3.8.1 Cromatografia da fragao hexano da folha (FHF)

Inicialmente foi preparada a pastilha contendo 5,8 g de amostra solubilizada em
cloroféormio e incorporada a 18g de silica-gel (60, 0,063 — 0,200 mm, Merck®, Alemanha). O
gradiente de polaridade da fase movel iniciou com 100% de hexano seguido da mistura com
acetato de etila, em uma escala de 5%. A propor¢ao de acetato de etila foi aumentada
gradativamente até atingir 100%. Em seguida a fase movel passou a ser composta pelo acetato
de etila e metanol, também em escala de 5%, até acetato de etila:metanol (70:30, v/v). O volume
de cada propor¢ao da fase mdvel foi de 100 mL. As amostras foram coletadas em frascos de
vidro com capacidade de 10 mL e deixadas em temperatura ambiente até evaporacdo completa

do solvente (FIGURA 7b).

FIGURA 7 - COLUNA DE SILICA GEL DA FRACAO HEXANO DAS FOLHAS DA A. tucumanensis

B b

w:

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a— coluna de silica gel; b — frascos de vidro contendo amostras coletadas.

3.8.2 Isolamento do extrato etandlico da folha (EEF)

A pastilha do extrato etanolico foi elaborada com a solubilizagdo de 4,6g de amostra em
metanol e, em seguida, incorporada a 18g de silica-gel (60, 0,063 — 0,200 mm, Merck®,
Alemanha). Para esse extrato, o gradiente de polaridade da fase mével iniciou com uma mistura
de acetato de etila:hexano (80:20, v/v) até 100% de acetato de etila, em uma escala de 10%. Em
seguida, a fase mével foi composta por acetato de etila e metanol até que o volume fosse 100%
de metanol e, por fim, metanol e 4gua até a propor¢ao 50:50 (v/v). O volume de cada proporg¢ao

da fase movel foi de 100 mL. As amostras foram coletadas em frascos de vidro, com capacidade
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de 10 mL, e deixadas em temperatura ambiente até evaporagdo completa do solvente para a
visualizacdo de precipitados. Para evitar a formacdo de fungos, as amostras extraidas com

metanol e 4gua foram submetidas a secagem sob uma manta aquecida a 30°C.

3.8.3 Identificacao dos compostos

As substancias isoladas foram encaminhadas para analise espectrométrica com objetivo
de identificar a sua estrutura. Foi utilizado aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Bruker® (Alemanha), modelo DPX 200, operando a 4,7 Tesla, observando os ntcleos de 'H e
13C a 200,13 e 50,62 MHz, respectivamente.

Ap6s a analise das amostras encaminhadas ao RMN foi identificada a necessidade de
otimizar a separagdo de compostos do extrato etandlico da folha, previamente submetido a
coluna de silica-gel. Dessa forma, parte da amostra foi solubilizada em metanol (FIGURA 8a)
e submetida a coluna aberta (3,0 x 50 cm) empacotada com a fase estacionaria Sephadex® LH-
20 (Amersham Pharmacia, G&E) (FIGURA 8b). Foram utilizados 100 mL de metanol como
eluente e as amostras coletadas em frascos de vidro com capacidade de 10 mL (FIGURA 8c),
as quais foram deixadas em temperatura ambiente até completa secagem para posterior

encaminhamento a leitura por RMN.

FIGURA 84 - ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS EM COLUNA SEPHADEX

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — solubilizagdo do extrato etandlico da folha em metanol com auxilio de banho ultrassonico; b — coluna
Sephadex®; c- frascos de vidro contendo amostras coletadas.
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3.9 TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina Leach

A toxicidade preliminar frente a Artemia salina Leach foi realizada segundo a
metodologia de Meyer et al. (1982). Para a eclosdo, os ovos de A. salina foram adicionados a
uma solugdo salina (200mg/400mL) com temperatura entre 27 e 30°C, pH na faixade 8 a9 e
mantidos sob aeragdo continua e luminosidade por 48 horas (FIGURA 9a).

O preparo das diferentes concentracdes (50, 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL) dos
extratos e fragdes foi realizado a partir de uma solugao estoque (SE) que consistiu em solubilizar
25 mg do extrato em 0,25 mL de DMSO, completando com agua salina até 25 mL em baldo
volumétrico. Para controle negativo foi utilizada solu¢do de DMSO 1% em 4gua salina e, o
controle positivo foi constituido pelo sulfato de quinidina nas mesmas concentra¢des da
amostra. O teste foi realizado em quadruplicata.

Ap6s a eclosdo dos ovos, 10 nduplios de A. salina foram transferidos para frascos de
vidro contendo 5 mL da amostra. Os frascos foram mantidos abertos, em local limpo e
temperatura ambiente por 24 horas (FIGURA 9b). Apds esse periodo foi realizada a contagem
de nauplios vivos e mortos (FIGURA 9c). Os resultados foram expressos em concentracao letal
50 (CLso), considerando téxicos os extratos que apresentaram CLso inferior a 1000 pg/mL

(Meyer et al., 1982).

FIGURA 95 - ETAPAS DO ENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina Leach

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a—processo de eclos@o dos ovos da 4.salina; b — frascos de vidros identificados contendo solugdo das
amostras previamente solubilizadas e nauplios de 4.salina; ¢ — aplicacdo da solu¢do em placas para contagem do
nauplios de A.salina vivos e mortos apds incubagdo por 24 horas.
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3.10 ATIVIDADE HEMOLITICA

A atividade hemolitica foi realizada com base na metodologia de Aslam et al. (2012) e

as etapas do ensaio estdo descritas nas subsecdes a seguir.

3.10.1 Preparo do sangue

A solugdo de hemécias foi obtida do sangue de carneiro desfibrilado da marca
Newprov®, lote 62469 (FIGURA 16a). O frasco contendo o sangue foi homogeneizado manual
e lentamente, em seguida foi transferida uma aliquota de 3 mL (FIGURA 10b) para um tubo
Falcon previamente pesado em balanga analitica e submetido a centrifugacao a 3000 rpm por 5
min. O sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta Pasteur e foram adicionados 5 mL de
solugdo tampao fosfato-alcalino (PBS) gelada (4°C) em pH 7,4 para lavar o sangue, que foi
novamente levado a centrifugacdo (Hermle®, Z323K, Alemanha) (FIGURA 10c). Essa etapa
foi repetida trés vezes até que se obtivesse um sobrenadante limpido. O volume final da hemacia
foi diluido em solucdo PBS a 4°C, considerando a propor¢dao de 100 mL de PBS para cada 5
gramas de hemadcia, e mantida em banho de gelo durante todo o ensaio (FIGURA 10d).

O preparo da solugdo PBS supracitada foi realizado no dia anterior ao inicio das analises
para que estivesse gelada no momento do uso. Consistiu na mistura de NaCl 58,44 g/mol, KCl
74,5513 g/mol, Na,HPO4 141,96 g/mol, KH,PO4 136,086 g/mol e agua destilada. O pH foi

aferido com auxilio de fita medidora Merck®.

FIGURA 106 - PREPARO DO SANGUE DE CARNEIRO PARA O ENSAIO DA ATIVIDADE HEMOLITICA
3 \v;q &

)

|

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — sangue de carneiro desfibrilado Newprov®; b — frasco do sangue de carneiro homogeneizado para
preparo da solugdo de hemacias; ¢ — centrifuga Hermle®; d — solucdo de hemadcias e solugdo tampao fosfato-
alcalino (PBS).
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3.10.2 Preparo da amostra e controles

A solugdo estoque (SE) dos extratos, fracdes e controles foi preparada na concentracao
de 1 mg/mL, solubilizadas em solugdo de PBS contendo 5% de metanol. A partir da SE, que
representou a concentracao 1000 pg/mL, foram obtidas as outras 5 concentragdes: 75, 100, 250,
500, 750 pg/mL, todas diluidas em solugdo PBS. Assim como para as amostras, foram
preparadas concentracdes de rutina e saponina como padrdes fitoquimicos para comparagao dos
resultados. O triton 0,1% foi utilizado como controle positivo e, como controle negativo,

solucdes de PBS e metanol 5%.

3.10.3 Realizagao do teste

Aos microtubos de centrifugagdo tipo Eppendorf®, previamente identificados e com
capacidade de 1,5 mL, foram adicionados 20 puL da amostra ou controles e 180 pL da solugdo
de hemaicia (2,5%), e entdo acondicionados com a tampa aberta em estufa a 37°C por 30
minutos. Apos incubagdo, os microtubos foram submetidos ao banho de gelo por 5 minutos
(FIGURA 17a) e entdo centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos.

O sobrenadante (100 puL) do centrifugado foi diluido em 900 uL. de PBS em um novo
microtubo (FIGURA 17b), entdo 200 pL. dessa solug@o foram transferidos para microplaca de
96 pocos e fundo chato (FIGURA 17c¢). A microplaca continha a quintuplicata das amostras e
dos controles e um branco de cada amostra (FIGURA 18), constituido por 20 pL. da amostra e
180 uL de PBS. A leitura das absorbancias foi realizada a 576 nm (MultiskanTM Microplate
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Osaka, Japao) (FIGURA 17d). O teste foi

realizado em quintuplicata e os resultados expressos em % hemolise ap6s aplicacdo da equagdo

(4).
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FIGURA 17 - ETAPAS DO ENSAIO DE ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRACOES
DA FOLHA DA A. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — microtubos em banho de gelo; b — primeiro microtubo representando amostra que sofreu hemolise e
o segundo microtubo representado amostra que nao sofreu hemolise; ¢ — microplaca de 96 pogos de fundo chato
contendo as solu¢des das amostras analisdas; d — leitor de microplaca.

FIGURA 18 - DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS NA MICROPLACA PARA ANALISE DA ATIVIDADE
HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRACOES DA FOLHA DA A. Tucumanensis

Amostra 1 Amostra 2
) ]
f 1T \
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
75 pL 75 pL

A 75 L 75 L 75 L 75 L 75 L By 75 L 75 L 75 L 75 L 75 L B

100 pL 100 pL

B 100pL | 100pL | 100pL | 100pL | 100pL Branco 100pL | 100pL | 100WL | 100WL | 100 uL Branco

250 L 250 pL.

c 250pL | 250pL | 250pL | 250pL | 250 pL Branco 250pL | 250pL | 2504l | 250pL | 250 pL Branco

500 pL 500 pL.

D 500pL | 500pL | 500pL | 500uL | 500pL Branco 500pL | 500pL | 500uL | 500uL | 500 pL Branco

750 pL 750 pL

E 750uL | 750wl | 750pL | 750l | 750wl | pgooco | 750WL | 750mWL | 7SOMWL | 7S0WL | 750WL | oo

1000 pL 1000 pL

F 1000 pL | 1000pL | 1000 L | 1000pL | 1000uL | go-b® | 1000pL | 1000uL | 1000l | 1000pL | 1000pL | poc oo
G
H

FONTE: A autora (2024).
NOTA: amostra 1 ¢ amostra 2 representam extratos ou fragdes distintas distribuidas na microplaca.

Hemblise (%) — absorbancia da amostra — branco 100 4)
emblise (%) = absorbancia do Triton — branco x
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3.11 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi testada com as cepas Staphylococcus aureus (ATCC
6358), Escherichia coli (ATCC 25922) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) (FIGURA 19a). Foi utilizada a técnica de microdiluigao
em caldo para a determinag¢do da concentragao inibitéria minima (CIM), segundo o Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Cockerill et al., 2012).

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 pocos com fundo em “U”. Foram
preparadas solugdes estoque dos extratos na concentracao de 20 mg/mL, diluidos em metanol.
Os indculos de E. coli, E. fecalis, P. aeruginosa e S. aureus foram preparados em solu¢do salina
0,85% a partir de uma cultura de placa durante a noite com uma turbidez equivalente a escala
McFarland 0,5 (~1,0 x 103 UFC/mL). Esta suspensio foi entdo diluida 1:20 (~5 x 10° UFC/mL).

Os extratos foram diluidos em série (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 ¢ 7,8
pg/mL) em caldo Mueller Hinton II (FIGURA 19b) para um volume final de 100 pL. Em

seguida, 10 puL da suspensao bacteriana foi adicionada em cada pogo.

FIGURA 19 - ENSAIO ANTIMICROBIANO DOS EXTRATOS E FRACOES DA FOLHA DA A. tucumanensis

b

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a—indculos de Staphylococcus aureus (ATCC 6358), Escherichia coli (ATCC 25922) Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29212); b — solugdo Muller Hinton II e microplaca de
96 pocos para analise da atividade antimicrobiana.

Como controle positivo, o antibidtico gentamicina (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56;
0,78; 0,390, 0,195; 0,097; 0,04; 0,02 ug/mL) foi adicionado aos pogos. Como controle negativo,

os microrganismos foram tratados com 1% de metanol. As placas foram incubadas por 24 h a
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35 £ 1°C. A FIGURA exemplifica como foi realizada a distribuicdo das amostras nas

microplacas.

FIGURA 20 - DISTRIBUICAO DAS CONCENTRACOES DOS EXTRATOS E FRACOES DAS FOLHAS
DA A. Tucumanensis PARA ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Amosira 1 Amostra 2 Amostra 3

a

P. aeruginosa

E. faccalis

“

=

|
il

1 28 3 4 5 & 7T B

) ) 1000 pg/mL
500 pg/mL
250 pg/mL
125 uyg/ml
62.5 ug/mlL
31,25 pg'mL

15,62ug/mL

I O m m ON o >

7,8 ug/mL

FONTE: A autora (2024).
NOTA: amostra 1, amostra 2 e amostra 3 representam a distribuicao de 3 diferentes amostras (extratos ou
fracdes) na microplaca; E. faecalis - Enterococcus faecalis; E. coli - Escherichia coli; S. aureus -
Staphylococcus aureus; P. aeruginosa - Pseudomonas aeruginosa.

Para a determinagao da CIM, foi considerada a concentragdo do extrato que causou a
inibicao total do crescimento bacteriano quando observada auséncia de turbidez na placa a olho
nu, e expresso em microgramas por mililitro (ug/mL). A atividade antibacteriana dos extratos
foi classificada com base na concentra¢do inibitéria minima (CIM): CIM < 100 pg/mL, 100 a
500 pg/mL, 500 a 1000 pg/mL, e > 1000 pg/mL, sendo respetivamente considerados bom,

moderado, fraco e inativo (Pessini et al., 2003). A analise foi realizada em duplicata.

3.12 EXTRACAO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DE POLISSACARIDEOS

Os processos que envolveram extracdo e identificacdo de polissacarideos foram
realizados no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do

Parana.
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3.12.1 Material vegetal

Foi utilizado o residuo seco da folha da 4. tucumanensis, apds ter passado por extragoes
com acetona e etanol para as andlises fitoquimicas (item 2.6). Dessa forma foram removidos

lipidios, pigmentos e outros compostos hidrofobicos.

3.12.2 Extracao

Os polissacarideos foram primeiramente extraidos sob refluxo acoplado ao banho-maria
a 100°C. Foram utilizados 2 baldes para a extracdo aquosa, cada um com 75 g de amostra e
aproximadamente 1 litro agua destilada. Os baldes foram submetidos a extra¢do por 2 horas
(FIGURA a). Apos o resfriamento, o extrato foi centrifugado por 20 minutos a 8000 rpm em
centrifuga (Hermle® Z446, Alemanha). O sobrenadante foi retirado e filtrado com auxilio de
peneira com uma fina camada de algodao para obtencdo de um extrato limpido e sem residuos
(FIGURA b). O precipitado voltou ao baldo para uma nova extragdo e essa etapa foi repetida
mais 4 vezes.

O extrato aquoso obtido foi sumetido a didlise aberta por 48 horas utilizando membranas
com limite de exclusdo de 12-14 kDa (Spectra-Por®) (FIGURA c). Apos a didlise, o extrato foi
acondicionado em recipientes pléasticos identificados, congelados e liofilizados (FIGURA d). A

essa fragao deu-se o nome de ATFW.

FIGURA 21 - ETAPAS DO PREPARO DO EXTRATO AQUOSO DA FOLHA DA A. tucumanensis

—

b

a

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — extragdo dos polissacarideos com agua sob refluxo acoplado ao banho-maria; b — extrato aquoso
filtrado; ¢ — didlise aberta do extrato aquoso; d — extrato aquoso liofilizado.
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Finalizada a extragdo aquosa, o residuo foi extraido com solucdo de NaOH a 10%, para
extracdo das hemiceluloses. As etapas da extragdo, centrifugacdo, filtragem, dialise e
liofilizagdo seguiram as mesmas metodologias da extracdo aquosa descritas anteriormente.
Porém, antes da dialise o extrato alcalino foi neutralizado com adi¢do de acido acético. A
extracao alcalina foi repetida 4 vezes. Cabe destacar que mesmo dialisado o extrato apresentou
um precipitado e por isso ele foi novamente centrifugado, originando as fragdes sobrenadante

(ATFAS) e precipitado (ATFAP), que foram analisadas separadamente.

3.12.3 Purificagao

Os polissacarideos obtidos a partir das extragdes aquosas e alcalinas foram submetidos
a diversos processos de purificagdo, conforme descritos a seguir. A FIGURA 11 apresenta o

fluxograma da obtencdo dos extratos e respectivas fragoes.

FIGURA 11 - FLUXOGRAMA DE OBTENCAO DOS EXTRATOS E FRACOES PARA ANALISE DE
POLISSACARIDEOS DA FOLHA DA 4. Tucumanensis

7

| Folha seca e deslipidificada (150g)

Extragdo com dgua a 100°C sob refluxo
por 2 horas e centrifugagdo (5x)

Dialise em membrana Extragdo com NaOH 10% a 100°C sob
de 12-14 kDa por 48h refluxo por 2 horas e centrifugagdo (4X)
| Fragao ATFW (36.76g) | [ ]
I Extrato alcalino | Residuo |
Ultrafiltragdo em membrana Neutralizagdo e dilise em
de celulose de 100 kDa (1g) membrana de 12-14 kDa por 48h
| Fragdo ATFAS (13.80g) | | Fragio ATFAP (659 |

[ ]
- Frach
Fragédo ATFW100E (0,21g) | | ragao ATFW100R (0,59g) | Digestio com affa-amilase

e didlise em membrana de
12-14 kDa por 48h (3g)

[ Fragio ATFASA (1.29)

| Fragdo ATFAPA (2,399) |

FONTE: A autora (2024).

NOTA: ATFW — extrato aquoso das folhas da A.tucumanensis; ATFW100E — fracdo eluida do extrato aquoso
das folhas da A.fucumanensis ap6s ultrafiltragdo; ATFW100R — fragdo retida do extrato aquoso das folhas da
A.tucumanensis apos ultrafiltracdo; ATFAS — fragdo sobrenadante do extrato alcalino das folhas da
A.tucumanensis; ATFAP — frag@o precipitada do extrato alcalino das folhas da A4.fucumanensis; ATFASA —
fragdo sobrenadante do extrato alcalino das folhas da A.tucumanensis hidrolisada com amilase; ATFAPA —
fracdo precipitada do extrato alcalino das folhas da A.tucumanensis hidrolisada com amilase; kDa — quilodalton.
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3.12.3.1 Fracionamento dos polissacarideos por ultrafiltragdo

Os polissacarideos da fragdo ATFW foram purificados pelo método de ultrafiltracao.
Aproximadamente 1g da amostra foi diluida em 150 mL de dgua destilada sob agitacao por 20
horas e ultrafiltrada sob pressdo em um sistema de filtragdo modelo 16249 (Sartorius®),
acoplado a um cilindro de ar comprimido (FIGURA a). Foi utilizada membrana de acetato de
celulose com 47 mm de diametro (Millipore®) e com limite de exclusao de 100 kDa (FIGURA
b). Esse processo ocorreu por 48 horas e foram obtidas duas fragdes: fracdo eluida

(ATFWI100E) e fracao retida (ATFW100R). Ambas foram congeladas e liofilizadas.

FIGURA 23 - PROCESSO DE ULTRAFILTRACAO DO EXTRATO AQUOSO DA FOLHA DA A. tucumanensis

R S

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a - sistema de filtragao acoplado a um cilindro de ar comprimido; b — membrana de acetato de celulose
com 47 mm de didmetro (Millipore®) e com limite de exclusdo de 100 kDa.

3.12.3.2 Fracionamento dos polissacarideos por processo enzimatico

Esse método foi aplicado as fragdes alcalinas ATFAS e ATFAP. Trés gramas de cada
amostra foram diluidas em 100 mL de agua destilada e receberam 500 pL e 1000 pL
respetivamente da enzima alfa-amilase (Sigma®). As fracdes ficaram sob agitagdo a
temperatura de 60 °C por 20 horas para adequada dilui¢do e digestdo do amido. O pH neutro
foi confirmado com o uso da fita medidora e as fragdes foram submetidas a 48 horas de dialise
aberta utilizando membranas com limite de exclusdo de 12-14 kDa (Spectra-Por®). As fragcdes

foram liofilizadas e denominadas ATFASA ¢ ATFAPA.



61

3.12.4 Analise estrutural dos polissacarideos obtidos

3.12.4.1 Composi¢ao monossacaridica

A andlise foi iniciada pela hidrélise de 3 mg de cada amostra em 1 mL de acido
trifluoracético (TFA) IM. O vial contendo essa solucdo foi levado a estufa a 100 °C por 16
horas e entdo a solu¢do foi transferida para uma placa de petri para evaporagdo do acido. O
residuo seco foi dissolvido em 1 mL de dgua destilada e os monossacarideos presentes foram
convertidos em alditol por reducdo, utilizando NaBH4 (boroidreto de sodio) (WOLFROM,;
THOMPSON, 1963a).

A etapa seguinte consistiu na acetilagdo com uma mistura de piridina-anidrido acético
(1:1 v/v — 0,5 ml de cada) submetido a aquecimento em estufa a 100 °C por 30 minutos
(WOLFROM; THOMPSON, 1963b). As reacdes foram interrompidas com adi¢do de 1 mL de
agua destilada. Foram adicionados 1 mL de cloroféormio e 2 mL de sulfato de cobre 5% para a
eliminagdo da piridina residual. O sobrenadante foi pipetado e descartado, e o precipitado
lavado com agua destilada até que a amostra apresentasse coloracao azul clara. Retirada toda a
agua, a fase cloroférmica foi desidratada com adicdo de Na>SOs3 (sulfato de s6dio) anidro,
filtrada com algodao e submetida a secagem em temperatura ambiente para evapora¢ao do
cloroférmio.

Os acetatos de alditol resultantes foram analisados por GC-MS usando cromatdgrafo
gasoso Varian® acoplado a um espectrometro de massa, modelo Saturn® 2000R, com He como
gas de arraste. Os monossacarideos foram identificados pelos seus tempos de retencgdo e perfis

de fragmentagao obtidos por impacto de elétrons.

3.12.4.2 Dosagem de 4cidos urdnicos

O teor de acido uronico foi determinado por espectrofotometria (Filisetti-Cozzi; Carpita,
1991). Apds dissolvida em solugdo de NaOH 0,5%, foram adicionados aos tubos de ensaio 400
pL da amostra, 40 pL. de uma solugdo de 4cido sulfamico, 2,4 mL de tetraborato de sodio (75
mmol/L em H>SO4). Os tubos foram agitados em vortex e levados tampados ao banho-maria
com agua fervente por 20 minutos (FIGURA 24a), em seguida resfriados em temperatura

ambiente.
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Ap0s o resfriamento foram adicionados 80 pL de metahidroxibifenila (0,15%, p/v, em
NaOH 0,5%, p/v), exceto no tubo que representou o branco da amostra o qual recebeu 80 uL
de NaOH 0,5% para completar o volume (FIGURA 24b). Foram transferidos 200 uL da solug¢ao
de cada tubo para microplaca de 96 pocos e realizada a leitura da absorbancia a 525 nm
(FIGURA 24c). A presenca de acidos urdnicos foi visualizada pelo aparecimento de coloracao
rosea. Como padrao foi utilizado o acido galacturdnico para as fragdes ATFW, ATFW100R e
ATFWI100E, e o acido glucurdnico para as fragdoes ATFAS, ATFAP, ATFASA, ATFAPA
(APENDICE 3).

FIGURA 24 - ETAPAS DA ANALISE DE ACIDOS URONICOS DA FOLHA DA A. tucumanensis

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a — tubos de ensaio contendo solu¢des das amostras em banho-maria; b — curva padrao de acido
galacturdnico; ¢ — microplaca contendo curva padrdo de acido galacturénico e solugdes das amostras.

3.12.5 Teste de homogeneidade

As andlises de homogeneidade foram realizadas em aparelho Wyatt Technology
equipado com um cromatégrafo de exclusdo estérica de alta eficiéncia (HPSEC), contendo
quatro colunas de gel permeagdo em série, com limites de exclusdo de 7.106, 4.105, 8.104 ¢
5.103 Da, um detector de indice de refracdo modelo Waters 2410, ¢ um detector de
espalhamento de laser multiangulo (MALLS) a 632,8 nm modelo Dawn DSP. Uma solugao de
NaNO; 0,1 mol/L contendo NaN3 0,2 g/L foi utilizada como eluente, com fluxo controlado de

0,6 mL/min.
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O preparo das amostras consistiu na solubilizagdo em eluente, na concentracao de 1
mg/mL, e filtradas para um vial com auxilio de membrana de acetato de celulose com didmetro

médio dos poros de 0,22 um. Os resultados foram analisados com o software ASTRA 4.70.07.

3.12.6 Identificagdo dos polissacarideos por espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear (RMN)

As amostras previamente liofilizadas foram solubilizadas em D20 ou DMSO-d6 e em
seguida transferidas para tubos de 5 mm de didmetro. As andlises foram realizadas em
espectrometro Bruker Avance-DRX400 MHz, sonda invertida de 5 mm de didmetro nas
temperaturas de 50 °C ou 70 °C, operando a 9,5 T, observando '*C a 100,61 MHz e 'H a 400,13
MHz. A calibrag¢do dos espectros foi realizada tendo como referéncias internas a acetona (6C
30,2/ 8H 2,22 ppm para *C/'H) ou DMSO-d6 (6C 39,7/ 6H 2,60 ppm). Foram realizadas
analises de RMN'C, DEPT-135 e experimentos de RMN-2D (HSQC).

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do perfil fisico-quimico foram apresentados de modo descritivo, contendo
resultado das médias e desvio padrdo das replicatas. Essa analise foi realizada com auxilio do
Excel®.

Para os doseamentos e atividade antioxidante os testes de normalidade, homogeneidade
e significancia foram avaliados pelo programa estatistico Action® versao 2.8. Foi aplicada a
Analise de Variancia (ANOVA) para as amostras normais ¢ homogéneas. O teste Tukey foi
aplicado as amostras em que p<0,05 e, para analisar a diferenga entre as médias, foi aplicado o
teste T. Os dois ultimos testes foram realizados pelo software SAMS-Agri versao 8.2.

A concentracao letal para 50% dos nauplios (CLso) foi determinada pela aplicagao do
teste Probit com o uso do programa IBM SPSS Statistics 22, considerando toxicos os extratos
que apresentaram CLso inferior a 1000 pg/mL.

A atividade hemolitica foi analisada pelo programa estatistico SISVAR 5.8 mediante
aplicacdo do teste ANOVA, e a diferenca estatistica determinada por Tukey (p<0,05) (Ferreira,
2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 MATERIAL VEGETAL

A exsicata do material botanico foi identificada pelo Engenheiro Florestal do Herbario
do Museu Botanico Municipal de Curitiba, Marcelo Leandro Brotto, onde encontra-se
registrada sob o nimero 386620 (ANEXO 2).

4.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

Os resultados encontrados nas analises fisico-quimicas da folha e do caule da espécie

vegetal A. tucumanensis estdo apresentados na TABELA 1.

TABELA 1 - PERFIL FiSICO-QUIMICO DA ESPECIE VEGETAL A.tucumanensis

AMOSTRA FOLHA CAULE
UMIDADE MATERIAL FRESCO (%) 82,81+ 0,10 76,34 + 0,37
UMIDADE MATERIAL SECO (%) 10,58 + 0,28 12,21+0,10
CINZAS (%) 10,11 +0,24 7,76 £ 0,12
pH 6,35+ 0,17 6,52 + 0,02
ACIDEZ TITULAVEL (%) 11,83 +2,05 712+ 1,15
PROTEINA (%) 8,25 + 0,02 6,87 = 0,03
LIPIDIO (%) 5,76 0,97 4,03+ 1,38
FIBRA TOTAL (%) 6,53+ 0,97 7.46 + 0,81

FONTE: A autora (2024).

Nota: Valores expressos em média + desvio padrdo das replicatas.

A umidade ¢ uma das determina¢des mais importantes na analise de alimentos, uma
vez que esta relacionada a estabilidade, a composicao e ao tempo de deterioragao dos mesmos
(Ribeiro, 2007). Conforme esperado em detrimento da textura de cada parte da planta, a folha
de caracteristica carnuda apresentou um teor de umidade maior (82,81%) em relagdo ao caule
(76,34%). O mesmo foi observado quanto ao teor de cinzas, indicando maior teor de matéria
inorganica nas folhas (10,11%) quando comparado ao teor do caule (7,76%).

O teor de umidade encontrado por Viana et al. (2015) foi semelhante para a folha da
Basella rubra (83,19%), espécie pertencente a familia Basellaceae. Por outro lado, o teor de

cinzas foi menor (4,33%). Os minerais predominantes nas folhas secas da Basella rubra nesse
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estudo foram potassio (19,5 mg/g), calcio (10,5 mg/g), ferro (112,5 mg/g), zinco (10,4 mg/g) e
boro (33,1 mg/g) (Viana et al., 2015). As folhas da mesma espécie apresentaram mais de 15%
de cinzas em sua composicao (Tongco; Aiis; Tamayo, 2015), evidenciando uma variagdo
importante entre elas.

Na analise do pH ¢ determinada a concentracdo de ions de hidrogénio das amostras,
um importante parametro para avaliar o estado de conservagdo e armazenamento de alimentos.
Vegetais com pH mais proximos ao alcalino tendem ao menor tempo de cocc¢do (Macedo;
Matos, 2015). Folhas e caule da A. tucumanensis tiveram baixa acidez, resultado que associado
ao alto teor de umidade supracitado indica maior susceptibilidade dessas amostras a
deterioragdo. O pH encontrado proximo da faixa de neutralidade foi semelhante ao das folhas
da Basella rubra (Viana et al., 2015).

Apesar de lipidios ndo serem macronutrientes predominantes em folhas, esse estudo
apresentou teor maior na A. tucumanensis (5,76%) ao comparado com 1,58% da Basella alba
(Tongco; Aiiis; Tamayo, 2015) e 1,37% da Basella rubra (Viana et al., 2015).

Da mesma forma que os lipidos, nao se esperam proporgdes significativas de proteinas
em hortalicas. As folhas da A. tucumanensis apresentaram mais de 8% desse nutriente em sua
composi¢do, enquanto o caule, 6,87%. A busca por alternativas mais sustentaveis de alimentos
tem conferido atengdo as fontes vegetais de proteinas. Nesse sentido, as PANC parecem ser
aliadas promissoras. Folhas, caules, sementes e estudadas previamente chegam a apresentar 20
a 37% de proteina, dependendo da espécie (Milido et al., 2022). Além de suprir parte das
necessidades proteicas na alimentagdo, o uso das fontes alternativas via PANC contribui para a
reducdo do impacto ambiental e econdomico envolvidos na criagdo de animais, e contribui para
o uso de partes de plantas que comumente sdo descartadas pelo consumidor e pela industria.

As fibras totais da folha e do caule da A.tucumanensis (6,53% e 7,46%,
respectivamente) foram semelhantes aos encontrados nas folhas da Basella alba, 7,23%
(Tongco; Afiis; Tamayo, 2015). Em relagdo as fibras alimentares, convém relatar que o interesse
em agregar a essa tese uma investigagdo da caracteriza¢do dos polissacarideos foi despertado
durante os experimentos fisico-quimicos. Ao processar as folhas in natura para a condugao de
algumas analises, foi observada a formacdo de uma espuma viscosa (FIGURA 25),

caracteristica da presenca de fibras soluveis.
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FIGURA 25 - FOLHA FRESCA DA A.tucumanensis APOS TRITURACAO

FONTE: A autora (2024).

4.3 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E FRACOES

O extrato cetonico da folha (ECF) e o extrato cetonico do caule (ECC) partiram de
332,17 ge 314,96 g de material seco, respectivamente. O ECF apresentou rendimento de 4,15%,
enquanto o ECC rendeu 11,02%. Sendo assim, ¢ necessario 1 kg de folha e de caule da 4.
tucumanensis para a obtengdo de 41,50 g e 110,02 g de extrato cetdnico das respectivas partes.
Apos a evaporagao da acetona dos residuos de folha e caule, foi realizada a extracdo com etanol,
dando origem ao EEF que rendeu 6,64% e, ao EEC com rendimento de 23,93%.

O rendimento das fragdes, obtidas pelo fracionamento do ECF e ECC e calculado a

partir da massa total dos extratos cetonicos, esta representado na

TABELA 2.

TABELA 2 — RENDIMENTO DAS FRACOES EM RELACAO AO EXTRATO CETONICO DA FOLHA E
DO CAULE DA ESPECIE VEGETAL A.tucumanensis

MASSA TOTAL E RENDIMENTO DAS FRACOES OBTIDAS

AMOSTRA FOLHA CAULE
MASSA TOTAL RENDIMENTO MASSA TOTAL RENDIMENTO

) ® (%) ® (%)
EXTRATO CETONICO 13,7 - 15,3 -
HEXANO 10,1 73,2 3,5 22,8
CLOROFORMIO 1,6 11,6 1,2 11,6
ACETATO DE ETILA 0,1 0,7 1,5 9,8
REMANESCENTE 1,2 8,7 0,4 2,6

FONTE: A autora (2024).
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No estudo de Adegoke e Ojo (2017) o extrato metandlico da folha de Basella alba L.
apresentou rendimento de 24,30%, enquanto o caule apresentou rendimento de 13,10%. Na
mesma pesquisa, o cultivar denominado Basella rubra apresentou rendimento de folha e caule
de 19,43% e 12,24%, respectivamente.

Como a extragdo bruta do presente estudo foi realizada com acetona, um rendimento
menor ao comparado com etanol e metanol era esperado. O solvente extrator foi definido devido
a dificuldade de trabalhar com a viscosidade do extrato hidroalcoolico. Tshikalange, Meyer e
Hussein (2005) relataram a mesma dificuldade ao estudarem a A. cordifolia, havendo a

necessidade de centrifugar o extrato aquoso para captacao do sobrenadante.

4.4 DOSEAMENTOS E PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE

O doseamento de compostos fenolicos, de flavonoides totais e a propriedade
antioxidante dos extratos e fragdes da folha e do caule estdo apresentados nas TABELA 3 ¢ 4,
respectivamente.

TABELA 3 - DOSEAMENTO DE FENOLICOS TOTAIS, DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES TOTAIS E
PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS E F RACOES DA FOLHA DA ESPECIE VEGETAL 4.
tucumanensis

TPC (mg TFC (mg ABTS* (nmol  DPPH* (umol  FRAP (umol
AMOSTRA GAE/100mg CE/100mg ET/100mg ET/100mg ET /100mg
extrato) extrato) extrato) extrato) extrato)
ECF 0,67+0,04f 0,62+0,03¢ 4,40+0,094 0,99+0,074 3,49+0,02¢
FHF 1,05+0,06¢ 0,55+0,04¢ NA NA 2,48+0,03f
FCF 2,63+0,08? 0,89+0,20° 11,85+0,42* 6,99+0,20° 14,82+0,16*
FAF 1,49+0,06¢ 0,2240,02¢ 8,60+0,26° 3,68+0,18° 10,59+0,10°
FRF 1,25+0,114 1,22+0,09* 4,82+0,20¢ 2,29+0,08¢ 3,98+0,09¢
EEF 1,97+0,16° 0,7140,11%¢ 7,30+0,07¢ 3,61+0,16° 7,09+0,22°¢

FONTE: A autora (2024).
Nota: ECF = extrato cetonico folha; FHF = fragdo hexano folha; FCH = fracao cloroféormio folha; FAF = fragao
acetato de etila folha; FRF = fracdo remanescente folha; EEF = extrato etandlico folha; TPC = total de fenolicos;

GAE = equivalentes de acido galico; TFC = total de flavonoides; CE = equivalentes de catequina; ABTS® = 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico; ET = equivalentes de Trolox; DPPH* = 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; FRAP =
poder antioxidante de redug¢@o do ferro. NA = ndo apresentou atividade antioxidante. Letras iguais na mesma
coluna ndo apresentam diferenca estatistica significativa a nivel de p < 0,05 pelo teste de Tukey.

A fracdo cloroformio da folha foi estatisticamente superior no teor de fenolicos totais
quando comparada as demais amostras, seguida do extrato etanolico. Para o teor de flavonoides
totais, a fracdo remanescente da folha foi a que se destacou. Nos trés ensaios de propriedade
antioxidante, a fracdo cloroférmio novamente apresentou melhores resultados. Tanto para o

ensaio de DPPH* como para ABTS:, a fragao hexano nao demonstrou atividade antioxidante e,
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apesar de ter sido apresentada atividade dessa fragdao no ensaio FRAP, cabe ressaltar que foi o
menor teor entre as amostras estudadas (TABELA 3).

O ensaio de propriedade antioxidante frente ao radical DPPH consiste em sua redugao
pela doacdo de hidrogénios ou elétrons presentes na amostra, evidenciado pela mudanca da
coloragdo e absorbancia. O DPPH- caracteriza-se por sua solubilidade em solventes organicos.
O radical ABTS ¢ soltvel tanto em solventes organicos como em agua, € nesse ensaio se espera
que antioxidantes da amostra promovam a redu¢do do ABTS-. Quanto ao método FRAP ¢
esperada a reducdo do complexo ion férrico-TPTZ na presenga de antioxidantes e, quanto maior
a absorbancia maior a capacidade redutora (Prior; Wu; Schaich, 2005; Alam; Bristi;
Rafiquzzaman, 2013; Boroski et al., 2015).

Os compostos fenolicos da A. tfucumanensis foram superiores aos encontrados nas
folhas da Basella alba por Adegoke e Ojo (2017). Os autores avaliaram o extrato metanolico
da folha, que resultou 0,33 mg de equivalente acido galico em 100 mg de extrato. Por outro
lado, os extratos etandlico e aquoso da folha da Basella alba apresentaram teor de compostos
fenolicos superiores em estudo feito por Tongco, Afiis € Tamayo (2015).

O teor de flavonoides encontrado na fragao remanescente da folha da A. tucumanensis
foi superior ao extrato bruto metanoélico das folhas da Basella alba e da Basella rubra em estudo
anterior, que foram de 0,93 mg e 0,63 mg de equivalente de catequina em 100 mg de extrato,
respectivamente (Adegoke; Ojo, 2017). Os extratos etandlicos e aquoso da folha de Basella
alba estudado por Tongco, Afiis e Tamayo (2015) apresentaram valores superiores para
flavonoides comparados com a A. tucumanensis, assim como ocorreu em relagdo ao teor de
fenolicos totais.

O extrato metanolico das folhas da Basella alba obtido por agitagdo em temperatura
ambiente foi testado em estudo de Sheik et al. (2023), que buscavam investigar a atividade
antioxidante e antiproliferativa da espécie vegetal em células de cancer colorretal. Nessa
pesquisa, o total de flavonoides do extrato foi mais que o dobro do total de fendlicos analisados,
sendo o primeiro 118,1 pg de equivalente de quercetina por grama de extrato e, o segundo, 57,9
ug equivalente de acido galico por grama de extrato (Sheik et al., 2023).

No ano de 2022 um grupo de pesquisadores japoneses associou o po de folhas de A.
cordifolia a0 6leo da semente de uma espécie vegetal nativa da Asia, chamada Perilla
frutescens. O objetivo da intervencao duplo-cego, que durou 12 meses e envolveu 32 idosos
saudaveis, foi verificar se a suplementacdo combinada dessas duas plantas seria capaz de
otimizar a funcdo cerebral. Nessa ocasido, o grupo suplementado com ambas as espécies

apresentou maior pontuagao de indice cognitivo, isso quando comparado ao grupo que recebeu
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apenas o Oleo da Perilla frutescens. A quantidade do p6 de folhade A. cordifolia
administrado continha, segundo os autores, 1,46 mg de vitexina e 1,12 mg de adenosina, € uma
das justificativas para esses resultados foi o potencial antioxidante desses compostos frente a
reducdo dos niveis de N-(épsilon)-carboximetil-lisina (CML), um produto final de glica¢ao
avangada e marcador bioquimico dos niveis de estresse oxidativo (Hashimoto et al., 2022).

Tal qual observado nas folhas, a fracdo cloroférmio do caule da A.tucumanensis ganhou
destaque no teor de fendlicos totais e nos ensaios ABTS:, FRAP, e a fragdo hexano ndo
demonstrou atividade antioxidante nos experimentos ABTS+ e DPPH-. Para o ensaio de reducao
do DPPH-, a fracdo acetato de etila foi estatisticamente superior as demais amostras, € o extrato
etanolico se diferenciou quanto aos flavonoides totais (TABELA 4).

Dados que chamam a atengao referem-se a discrepancia da fragdo cloroformio do caule
em comparagdo a folha para o teor de fenolicos totais, bem como para os trés ensaios da
propriedade antioxidante ( FIGURA 26). Todavia, esses achados sugerem a necessidade de
conduzir futuramente o screening fitoquimico com extratos e fragcdes do caule, para posterior
isolamento e identificacdo dos compostos envolvidos nesse potencial biologico.

TABELA 4 - DOSEAMENTO DE FENOLICOS TOTAIS, DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES TOTAIS E

PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS E F RACC)ES DO CAULE DA ESPECIE VEGETAL 4.
tucumanensis

TPC (mg TFC (mg ABTS" (umol  DPPH" (umol  FRAP (umol
AMOSTRA GAE/100mg CE/100mg ET/100mg ET/100mg ET /100mg
extrato) extrato) extrato) extrato) extrato)
ECC 0,42+0,02f 0,75+0,01% 1,01+0,094 NA 1,07+0,034
FHC 0,91+0,05¢ 0,224+0,04¢ NA NA 1,91+0,304
FCC 3,35+0,09* 0,19+0,00¢ 65,04+0,81* 11,91+0,54° 61,43+1,58¢%
FAC 2,10+0,10° 0,55+0,02¢ 5,78+0,10° 22,54+0,80? 6,00+0,04°
FRC 1,21+0,094 1,42+0,08° 4,3240,19¢ 1,92+0,26°¢ 3,82+0,06°
EEC 1,4540,05°¢ 2,84+0,74? 5,43+0,15° 2,72+0,11°¢ 4,84+0,04%

FONTE: A autora (2024).

Nota: ECC = extrato cetdnico caule; FHC = fragdo hexano caule; FCC = fragdo cloroféormio caule; FAC = fracdo
acetato de etila caule; FRC = frag@o remanescente caule; EEC = extrato etandlico caule; TPC = total de fenolicos;
GAE = equivalentes de acido galico; TFC = total de flavonoides; CE = equivalentes de catequina; ABTS" = 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico; ET = equivalentes de Trolox; DPPH* = 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; FRAP =
poder antioxidante de redug@o do ferro. NA = ndo apresentou atividade antioxidante. Letras iguais na mesma
coluna ndo apresentam diferenca estatistica significativa a nivel de p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Quando comparados os extratos e fracdes da folha e do caule € possivel notar que apenas
a fracdo remanescente apresentou equivaléncia estatistica para quase todos os ensaios, exceto
para o teor de flavonoides. Neste, folha e caule foram significativamente diferentes segundo o
teste T, assim como observado nas demais amostras e analises ( FIGURA 26).

A sazonalidade deve ser considerada quando o assunto ¢ propriedade antioxidante e

doseamento de compostos (Cechinel; Yunes, 1997). Um estudo buscou verificar a possivel
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interferéncia da esta¢ao do ano e do grau maturacao das folhas de 4. cordifolia nos resultados
de fenolicos totais e propriedade antioxidante frente ao radical DPPH. O teor de fendlicos foi
superior em folhas jovens coletadas no inverno, e a agdo antioxidante foi melhor em todos os
graus de maturagdo das amostras coletadas no outono e inverno (Alba; Tessaro; Sobottka,
2024).

Apesar da disponibilidade de estudos anteriores de atividade antioxidante, doseamentos
de compostos fenolicos e flavonoides com espécies vegetais da mesma familia ou género, ha
dificuldade de comparacdes em detrimento do solvente extrator utilizado, do método de

extracdo e até mesmo da forma de apresentacdo dos resultados.

FIGURA 26 - COMPARACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS, TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS
E DA PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS E FRACOES DA FOLHA E CAULE DA 4.

tucumanensis
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Fonte: A autora (2024).

NOTA: EC = extrato cetdonico; FH = fra¢do hexano; FC = fra¢ao cloroformio; AE = frac¢do acetato de etila; FR =
fragao remanescente; EE = extrato etandlico; ABTS*® = 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico; DPPH* = 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil; FRAP = poder antioxidante de redugdo do ferro; TPC = total de fendlicos; TFC = total
de flavonoides; ET = equivalentes de Trolox. GAE = equivalentes de acido galico; CE = equivalentes de
catequina; Letras minusculas iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa a nivel de p < 0,05 pelo
teste de Tukey. Letras maiusculas iguais ndo apresentam diferenca estatistica entre as médias das amostras pelo
teste T.
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4.5 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

A técnica da cromatografia em camada delgada (CCD) compreende um modo de
cromatografia do tipo adsorcdo. Uma fase modvel revela o composto que se deseja separar da
fase estacionaria, que compreende as amostra estudadas (Collins, 2010). A Tabela 5 sintetiza
os grupos de metabolitos secundarios presentes na folha da A. tucumanensis, segundo ensaio

de CCD.

TABELA 5 - RESULTADOS DA PRESENCA DE GRUPOS QUIMICOS DOS EXTRATOS E FRACOES DA
FOLHA DA A. tucumanensis POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

wn
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A z ) 2 = 22
é S =} < = a o) % %)
— Z Z =) = Z o
= o = = = C Z =i Z
7 =) & - z = z a
o = o = = o = o zZ
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ECF - - - —+ + + _ +
FHF - + - + - - + -
FCF - - - - + + + +
FAF - - - - + ; ; -
FRF - - - - - - - -

FONTE: A autora (2024).

Nota: ECF = extrato cetonico folha; FHF = fragdo hexano folha; FCH = fragdo cloroformio folha; FAF = fragdo
acetato de etila folha; FRF = fracao remanescente folha; EEF = extrato etandlico folha; Simbolo (+) indicativo de
reacao positiva; Simbolo (-) indicativo de reagdo negativa.

Foi possivel observar a presenca de antraquinonas na fracdo hexano evidenciada por
uma banda verde escura, o que corrobora com o teor de fenodlicos totais apresentados na
TABELA 3. As bandas escuras identificadas no extrato cetonico e na fracdo hexano sugerem a
presenca de esteroides (FIGURA 27a). O extrato etandlico, as fragdes cloroférmio e acetato de
etila revelaram uma banda fluorescente quando as placas foram expostas a luz ultravioleta
(FIGURA 27b), compativel com a presenca de flavonoides. Sabendo que esses metabolitos
secundarios sdo conhecidos pela sua a¢do potencial contra radicais livres (Rana; Gulliya, 2019)'
esses achados podem contribuir para justificar as propriedades antioxidantes identificadas
nessas amostras.

As fragdes hexano e cloroformio indicaram presenca de saponinas (FIGURA 27c),

resultado que corrobora com o indicio da presencga de esteroide na fragao hexano, afinal, as
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saponinas sdo glicosideos que possuem parte da estrutura com caracteristica lipofilica
(triterpeno ou esteroide) e outra hidrofilica (agucares) (Simdes ef al., 2016). Esses glicosideos
sdo considerados surfactantes naturais e por isso amplamente estudados na aplicacdo das
industrias quimica, farmacéutica, cosmética e até mesmo alimenticia. E um fitoquimico com
atividades inseticidas, antifingicas, antivirais, antibacterianas, € com propriedades hemoliticas.
Ao se ligarem ao colesterol na membrana eritrocitaria, formam um complexo insolavel e, por
meio da pressdo osmotica alterada, induzem a distensdo e ruptura do eritrécito causando
hemolise (Liao et al., 2021; Wang, D. et al., 2022).

Na FIGURA 27d ¢ possivel identificar uma banda castanha no extrato cetonico e na
fragdo cloroformio, compativel com a presenca de polifenois. Esse resultado respalda aqueles
encontrados nos ensaios in vitro da propriedade antioxidante e no doseamento de compostos

fenodlicos, onde a fragdo cloroférmio se destacou dentre as demais amostras.

FIGURA 27 - PLACAS DE CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA PARA IDENTIFICACAO DE
GRUPOS QUIMICOS EM EXTRATOS E FRACOES DA FOLHA DA A. tucumanensis.

FONTE: A autora (2024)
NOTA: a = cromatoplacas para analise de esteroides; b = cromatoplacas para analise de flavonoides; ¢ =
cromatoplacas para analise de saponinas; d = cromatoplacas para analise de taninos; 1 = ECF (extrato cetonico
folha); 2 = EEF (extrato etanolico folha); 3 = FHF (frag¢do hexano folha); 4 = FCH (fragao cloroférmio folha); 5
= FAF (frag@o acetato de etila folha); 6 = FRF (fragdo remanescente folha).

O screening fitoquimico realizado por GC-MS com o extrato etandlico das folhas de
Basella alba indicou presenga de alcaloides, taninos, compostos fendlicos, esteroides e
carboidratos (VIRMALA; KEETHANA, 2014). Em outro estudo, o screening fitoquimico da
Basella. alba além de identificar taninos, esteroides e carboidrato, os autores também

encontraram terpenos e saponinas (Deka et al., 2017).
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Plantas alimenticias configuram fontes fundamentais de compostos bioativos e, ainda
que nao haja consenso na quantidade recomendada para a ingestao diaria de fitoquimicos na
dieta humana, seus beneficios a satide sdo bem documentados e abrangentes. Eles contemplam
desde a reducdo do risco e melhora em parametros clinicos e bioquimicos das doencas cronicas
ndo transmissiveis, até impactos nas patologias neurodegenerativas, na composi¢ao da
microbiota intestinal e na agcdo antitumoral (Arias-Sanchez; Torner; Navarro, 2023; Wang, Q.
et al., 2022; Roszkowski, 2023). Além disso, compostos bioativos extraidos de plantas podem
ser aplicados como estabilizantes naturais de produtos alimenticios, no desenvolvimento de

alimentos funcionais e de nutracéuticos (Marranzano et al., 2018; Piccolella et al., 2019)

4.6 CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS

Apesar de nao estarem associadas diretamente ao crescimento ¢ desenvolvimento das
plantas, os metabdlitos secundarios sao fundamentais para a sua protecdo e evolucao na
interagdo com outros seres vivos. Além da defesa contra patogenos e herbivoros, os metabolitos
atraem polinizadores e atuam na simbiose entre os vegetais e microrganismos (Borges;
Amorim, 2020).

Avaliando a amplitude do territorio nacional, os diferentes habitats e caracteristicas
climaticas, sdo compreendidos os motivos pelos quais muitas espécies vegetais brasileiras
carregam uma diversidade de compostos bioativos (Valli; Russo; Bolzani, 2018; Castro; Leda,
2023). A identificagdo desses componentes quimicos ¢ importante, dentre outras fungdes, no
reconhecimento de alimentos funcionais, bem como potenciais espécies para aplicagdo nas
industrias alimenticia e farmacéutica. Foi utilizada a cromatografia em coluna de silica gel para

separacdo de compostos da fragdo hexano da folha e do extrato etanolico da folha.

4.6.1 Fragao hexano

Foram coletados 248 frascos a partir da coluna realizada com a fracdo hexano da folha,
sendo que o de nimero 38 (correspondente a fase mével contendo 80% de hexano e 20% de
acetato de etila) foi encaminhado para analise em RMN. Os cristais formados ao fundo do frasco
foram retirados com o auxilio de uma espatula e transferidos para um frasco novo, onde foi
solubilizado em aproximadamente 500 pL de cloroféormio deuterado e pipetado para um tubo

de RMN. A essa amostra deu-se o nome FH38.
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No espectro RMN, o sinal § 29 em *C (FIGURA 28) ¢ § 0,85 a 2,34 em 'H (FIGURA
29) podem ser indicativos de um hidrocarboneto de cadeia longa. Apesar da dificuldade de
definicdo do nimero de carbonos presentes na molécula via RMN, pela caracteristica apolar ¢
esperada a existéncia de hidrocarbonetos na extragdo conduzida com hexano. Em folhas, os
hidrocarbonetos normalmente sdo parte das ceras presentes na superficie que tem como objetivo
reduzir a velocidade de evaporacao da agua (Taiz; Zeiger; Moller, 2021). Pela indisponibilidade

de amostras nao foi conduzir a andlise por cromatografia em fase gasosa.

FIGURA 28 - ESPECTRO DE RMN *C DO ISOLADO DA FRACAO HEXANO DA FOLHA DA A. tucumanensis.
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FIGURA 29 - ESPECTRO DE RMN 'H DO ISOLADO DA FRACAO HEXANO DA FOLHA DA A. tucumanensis.
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4.6.2 Extrato etandlico

Para a coluna do extrato etandlico foram coletados 127 frascos, sendo encaminhadas 3
amostras para a identificagdo de compostos via RMN. A primeira amostra (FE105E106) foi
composta pelos frascos 105 e 106 (FIGURA 30a), extraidos por fase mével contendo 80% de
metanol e 20% de agua destilada. A segunda amostra (FE28A30) foi proveniente dos frascos
28, 29 e 30, extraidos com fase movel contendo 80% de acetato de etila e 20% de metanol e, a
terceira amostra (FE64A67) foi proveniente de cristais formados nos frascos 64, 65, 66 ¢ 67
que tiveram sua extra¢do por fase movel com 40% de acetato de etila e 60% de metanol. As
trés amostras descritas foram solubilizadas em 500 pL. de DMSO e pipetadas para tubos de

RMN (FIGURA 30b).
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FIGURA 30 - SELECAO E PREPARO DA AMOSTRA PARA ANALISE VIA RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

FONTE: A autora (2024).
NOTA: a = fracdo isolada do extrato etandlico da folha; ¢ = tubos de amostras para analise via RMN.

Na amostra FE105E106 nao foi possivel identificar sinais que pudessem confirmar
substancias isoladas. A FE28A30 indicou presenca de agticares em virtude do sinal RMN 3C
em & 100, possivelmente correspondente aos carbonos anoméricos e, 8 74 ¢ 77 em "*C
(FIGURA 31) que podem estar relacionados aos carbonos hidroxilados. Corroborando com a
literatura, a amostra apresentou picos no espectro de 'H em torno de & 4,3 a 5,4 (FIGURA 32),
indicativos dos hidrogénios anoméricos de agucares.

Nessa mesma amostra, o sinal *C em & 61 e do 'H em & 1,23 realgam a possivel presenca
de glicosideos e de agucares da classe desoxi, monossacarideos derivados em que um grupo de
OH ¢ substituido por um hidrogénio, e seu representante de maior relevancia biologica ¢ a 3-D-
2-desoxirribose (Bellé; Sandri, 2014; Klein, 2016). No isolado estudado, o sinal 6 0,96 no
espectro de RMN 'H ¢ caracteristico da metila de uma ramnose (Romero et al., 2008).

A ramnose ¢ amplamente encontrada nos polissacarideos da parede celular de vegetais.
Junto de outros aglicares neutros como arabinose, xilose e galactose, a ramnose compde parte
das substancias pécticas das plantas. As ramnoses dao origem as cadeias laterais constituidas
de outros agucares como arabinanas, galactanas e arabinogalactanas (Koblitz, 2019). A
identificacdo de carboidratos neutros, incluindo a ramnose, foi reportada na familia Basellaceae
em estudo com a bertalha (Nguyen ef al., 2022).

Na terceira amostra analisada (FE64A67), o espectro RMN *C em & 177,6 chama
atengdo por se tratar de uma area de deslocamentos caracteristicos de carbonilas em flavonoides

Kumar; Pandey, 2013; Rana; Gulliya, 2019). Quando glicosilados, sinais em '*C préximos a &
( y y g p
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100 sdao observados e, as metilas da ramnose em & 17. Conforme apresentado na FIGURA 33,

¢ possivel identificar os deslocamentos em 6 99,7 ¢ 6 17,1.

FIGURA 31 - ESPECTRO DE RMN 3C DO ISOLADO DO EXTRATO ETANOLICO (FE28A30) DA
FOLHA DA A. tucumanensis
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FONTE: A autora (2024).

FIGURA 32 - ESPECTRO DE RMN 'H DO ISOLADO DO EXTRATO ETANOLICO (FE28A30) DA
FOLHA DA A. tucumanensis.
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FIGURA 33 - ESPECTRO DE RMN 3C DO ISOLADO DO EXTRATO ETANOLICO (FE64E67) DA
FOLHA DA A. tucumanensis
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FONTE: A autora (2024).

Quando examinado o espectro RMN 'H (FIGURA 34), sinais em & 4,4 podem ter
relacdo com metoxilas de flavonoides, e 6 3,1-4,4 podem indicar os hidrogénios metilicos.
Quando observados deslocamentos em 6 1,0 e 6,0, comumente atribui-se a presenca da
ramnose.

Ainda que novas analises sejam necessarias para confirmar qual metabolito da classe
dos flavonoides faz parte das folhas da A. tucumanensis, os dados obtidos pela analise de RMN
reforcam a presenca desses compostos no screening fitoquimico do extrato etandlico
apresentado na Tabela 5. mesmo pode-se afirmar para a ramnose, que posteriormente foi
identificada na composicdo monossacaridica da extragdo aquosa das folhas estudadas,

informacdes que estdo apresentadas adiante nesta tese (TABELA 8).



79

FIGURA 34 - ESPECTRO DE RMN 'H DO ISOLADO DO EXTRATO ETANOLICO (FE64E67) DA
FOLHA DA A. tucumanensis

ppm (t1)

FONTE: A autora (2024).

Os frascos 60, 62, 68 ¢ 69 foram solubilizados em metanol e submetidos a coluna aberta
empacotada com fase estacionaria Sephadex® LH-20 (Amersham Pharmacia, G&E). Os dois
primeiros foram extraidos com fase movel contendo 40% de acetato de etila e 60% de metanol
e, os outros dois 30% de acetato de etila e 70% de metanol. Foram obtidos 16 frascos. Devido
crescimento fingico, ndo foi possivel analisar essas amostras.

A presenca dos flavonoides vitexina, isovitexina € mircetina foram relatados no género
Anredera, como € o caso da A.cordifolia (Djamil et al., 2012; Djamil et al., 2017; Aboshi et
al.,2018; Rusdiana et al., 2023). A vitexina ¢ um flavonoide com acao antioxidante identificado
em diversas plantas medicinais, e dentre as suas aplicagdes clinicas destacam-se estudos
envolvendo efeito cardioprotetor, anti-inflamatério, antineoplasico, antinociceptivo e
beneficios contra alteragcdes neuroldgicas, como Alzheimer, depressao e reducao da capacidade
cognitiva (He et al., 2016; Babaei ef al., 2020).

Na familia Basellaceae, especificamente nas folhas da Basella alba, foram identificados
os metabdlitos luteolina, apigenina e naringina (Baskaran et al., 2015). Fundamentados na

composi¢ao nutricional e fitoquimica, estudos reforcaram o potencial da Basella alba como
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alimento funcional e matéria-prima no desenvolvimento de nutracéuticos (KUMA; OBEROI;

AZEEZ, 2022).

4.7 TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina Leach

Artemia salina ¢ um microcustdceo marinho que pode ser utilizado para estimar
toxicidade através da concentracdo letal média (CLso), considerando a amostra atoxica quando
concentragdes acima de 1000 pg/mL ndo apresentam mais de 50% de larvas mortas (Meyer
et.al, 1982).

Os extratos e fragoes da folha da A. tucumanensis nao apresentaram potencial letalidade
para os nauplios de Artemia salina, uma vez que os valores de CLso foram superiores a 1000
pg/ mL. Na TABELA 6 também ¢ possivel verificar o percentual de mortalidade para todas as
concentragoes testadas.

Ainda que este trabalho tenha como objeto de estudo uma espécie conhecida como
alimenticia, essa informag¢ao nao a isenta de provavel potencial toxico. Por isso da relevancia
da analise de toxicidade por testes preliminares que deverao ser complementados com outros
ensaios in vitro e in vivo. Uma pesquisa publicada em 2021 testou a toxicidade da decocg¢do de
tr€és PANC pelo ensaio de Artemia salina. Amaranthus viridis (caruru), Chenopodium
ambrosioides (mastruz), Xanthosoma sagittifolium (taioba) foram capazes de provocar a
mortalidade dos microcrustaceos (Silva ef al.; 2021).

Os extratos aquoso, etandlico e fracao acetato de etila da Basella alba também foram
analisados pelo teste da Artemia salina, apresentando CLs,de 875,27 pg/mL, 701,66 ug/mL e
622,99 pg/mL, respectivamente (Nur ef al., 2023). Esses resultados confrontam os encontrados
para a A.tucumanensis, uma vez que maior letalidade detectada (69,70%) ocorreu para a maior
concentracdo do extrato etanolico (1000 pg/mL), o que se aproximou da mortalidade dos
nauplios na menor concentra¢do do controle sulfato de quinidina (68,00%).

Espécies vegetais que associam baixa toxicidade com potencial antioxidante sdo
consideradas matérias-primas promissoras ao mercado de alimentos. Formulacdes alimenticias
que utilizam diferentes PANC tém sido testadas como alternativa que proporcionem beneficios
nutricionais e organolépticos ao produto (Kumar; Oberoi; Azeez, 2021; Leite et al., 2022), mais

uma possivel aplicagao da A4.tucumanensis.
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TABELA 6 - TOXICIDADE DOS EXTRATOS E FRACOES DA FOLHA DA A. tucumanensis. FRENTE AO
MICROCRUSTACEO Artemia salina

AMOSTRA Concentracio (ug/mL) Mortalidade CLso
(%) (ng/ml)
50 12,50
100 10,26
250 12,20
ECF 500 3.03 > 1000
750 20,41
1000 37,50
50 4,76
100 9,76
250 7,50
FHF 500 1471 > 1000
750 17,95
1000 18,60
50 0
100 6,67
250 9,09
FCF 500 4.00 > 1000
750 11,76
1000 8,82
50 6,25
100 3,45
250 3,23
FAF 500 741 > 1000
750 0
1000 9,68
50 3,92
100 8,82
250 9,76
FRE 500 12,50 > 1000
750 10,42
1000 12,50
50 4,88
100 19,44
250 23,68
EEF 500 29.73 > 1000
750 22,50
1000 69,70
50 68,00
100 95,91
250 92,59
QUINIDINA 500 97.95 53,09
750 96,29
1000 100,00

FONTE: A autora (2024).

Nota: EBF = extrato cetonico folha; FHF = fra¢ao hexano folha; FCF = fragdo cloroférmio folha; FAF = fracao
acetato de etila folha; FRF = fragcdo remanescente folha; EEF = extrato etanolico folha; CLso = concentragao letal
para 50%.
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4.8 ATIVIDADE HEMOLITICA

No ensaio de hemolise foi possivel observar que os extratos e fragdes da folha da A.
tucumanensis nao apresentaram capacidade hemolitica quando comparada ao padrdo saponina

(TABELA 7).

TABELA 7 - ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRACOES DA FOLHA DA ESPECIE
VEGETAL A. tucumanensis

% DE HEMOLISE SEGUNDO A CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS

AMOSTRA 75 pg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL
ECF 1,86+0,53°  401+£047%  223+0,17°  237+030°  0,75+027° 0,69+ 0,43
FHF 1,43 +1,03° 1,43 + 0,69b 2,93 +0,65¢ 6,47 +1,06¢ 5,32+0,91¢ 3,57+1,1 14
FAF 0,81 £031°  039+002°  0,82+052°  049+0,11°  0,72+£036° 0,49 +031°
FCF 0,70£0,44°  125+0,40°  0,96+0,71°  123+0,14°  286+0,729 1,59+ 0,69"
FRF 0,64=0,61°  043+024"  2,65+0,22°  031£023  0,76£035  1,53+023°
EEF 1,58 40,54  0,89+033*  0,65+037°  141+£045 1384025  2,15+033"
RUTINA 0,72+0,54°  2.80+0,13°  245+054°  3,01+075  1,70+034" 159+ 1,16
SAPONINA  6,67+129%  31,47+457° 10038=2217 11501025 116,81 +1,33¢ 12721+ 142"

FONTE: A autora (2024).

Nota: EBF = extrato cetonico folha; FHF = fracdo hexano folha; FAF = fragdo acetato de etila folha; FCH = fragao
cloroférmio folha; FRF = fracdo remanescente folha; EEF = extrato etandlico folha. Letras iguais nao apresentam
diferenca estatistica significativa a nivel de p<0,05 pelo Teste de Tukey.

Dentre todas as concentra¢des das amostras estudas, o extrato cetdnico a 100 ug/mL, a
fracdo cloroformio a 750 pg/mL e as quatro maiores concentragdes da fragdo hexano (250, 500,
750 ¢ 1000 ug/mL) foram estaticamente iguais ao controle saponina na sua menor concentragao
(75 pg/mL). Porém, essa semelhanga também foi associada ao padrdo fitoquimico (rutina) nas
concentragdes 100 e 500 pg/mL. A diferenca do efeito hemolitico com a menor concentragao
da saponina em relacdo ao extrato e fracdes da 4. tucumanensis fica ainda mais evidenciada na
FIGURA 35.

A rutina ¢ um flavonoide glicosilado derivado da quercetina, encontrada em fontes
alimentares como café, cha preto, maca, uva, frutas citricas e trigo serraceno. A esse metabdlito
sdo atribuidas atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antidiabética, anticancerigena,
cardioprotetora, hepatoprotetora, ¢ neuroprotetora (Semwal et al., 2021; Muvhulawa et al.,
2022; Tobar-Delgado et al., 2023)

As saponinas sdo glicosideos considerados surfactantes naturais. Ao se ligarem ao

colesterol na membrana eritrocitaria formam um complexo insoluvel e, por meio da pressao
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osmotica alterada induzem a distensao e ruptura do eritrocito, causando hemolise. Elas tém sido
amplamente estudadas na aplicagdo das industrias quimica, farmacéutica, cosmética e até
alimenticia. Trata-se de um metabdlito com atividades inseticidas, antifingicas, antivirais e
antibacterianas, associadas as propriedades hemoliticas supracitadas (Liao et al., 2021; Wang,

D. et al., 2022).

FIGURA 35 - ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRACOES DA FOLHA
DA A. tucumanensis COMPARADOS A SAPONINA
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FONTE: A autora (2024).
NOTA: ECF = extrato cetonico folha; EEF = extrato etandlico folha; FHF = fragdo hexano folha; FCH = fragao
cloroférmio folha; FAF = fragdo acetato de etila folha; FRF = fracdo remanescente folha. Letras iguais nao
apresentam diferenca estatistica significativa a nivel de p<0,05 pelo Teste de Tukey.

Desfecho diferente foi publicado por Nur et al. (2023) na analise da Basella alba,
quando extrato etanolico e a fracdo acetato de etila apresentaram potencial capacidade de
hemolise quando comparados ao controle positivo. Quanto as publicagdes com espécies do
mesmo género da A.tucumanensis, uma pesquisa com o extrato de folhas de A.cordifolia foi
capaz de inibir a hemolise de globulos vermelhos em solucao hipotonica, sugerindo provavel

atividade anti-inflamatoéria (Sutrisno et al., 2016).
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4.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

De acordo com a metodologia conduzida, ap6s a incubagdo das microplacas em estufa
a 37°C por 24 horas, os pogos que apresentaram turbidez indicaram crescimento bacteriano e
aqueles com conteudo limpido caracterizariam acdo antimicrobiana da amostra.

Conforme observado na FIGURA 36a e FIGURA 36b, extratos e fracoes da folha da A.
tucumanensis nao inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em nenhuma concentragdo, sugerindo CIM
superiores a 1000 png/mL. Na FIGURA 36¢ ¢ possivel notar que os controles contendo caldo
Mueller Hinton II, suspensdo bacteriana e metanol também nao impediram o crescimento das
cepas analisadas. Para a gentamicina padrao, as CIMs foram 0,24, 10,4, 0,29 ¢ 0,19 ug/mL,
respectivamente, e estdo de acordo com os resultados de Kidsley et al. (2018) e Tam et al.

(2006).

FIGURA 36 — MICROPLACAS DO ENSAIO ANTIBACTERIANO DOS EXTRATOS E
FRACOES DA FOLHA DA ESPECIE VEGETAL A. tucumanensis APOS INCUBACAO

Controle: caldo + suspensio bacteriana

Controle: caldo + suspensiio bacteriana + 1% MeOH

FONTE: A autora (2024).

NOTA: a e b =microplacas ap6s incubagdo em estufa para analise de crescimento bacteriano; ¢ = pogos da
microplaca referente aos controles; FAF = fracdo acetato de etila folha; FHF = fragdo hexano folha; ECF =
extrato cetonico folha; FRF = fracdo remanescente folha; EEF = extrato etandlico folha; FCF = fragdo
cloroformio folha; MeOH = metanol.

Diferente dos resultados encontrados nesse estudo, em uma publicacdo realizada em
2017 com extratos metanolicos das folhas de Basella alba e Basella rubra, ambas as amostras
mostraram CIM a 250 pg/mL para Aspergillus flavus, Bacillus cereus, e Klebsiella pneumonia.
Para Staphylococcus aureus a CIM foi a 500 pg/mL e, para Aspergillus niger foi 100 pg/mL
(Adegoke; Ojo, 2017). Em estudo anterior, o extrato metandlico da Basella alba apresentou

atividade antimicrobiana considerada moderada pelos autores para Pseudomonas aeruginosa €
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Bacillus subtilis, porém atividade fraca para Staphylococcus aureus, Micrococcusluteus e
Escherichia coli (Azad et al., 2013).

Extrato aquoso e fragdo cloroformio das folhas da A.cordifolia apresentaram CIM que
variaram entre 50 a 60 pg/mL para trés bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus,
Bacillus pumilus e Bacillus subtilis) e cinco gram negativas (Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Klebisiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens ¢ Enterobacter
aerogenes) (Tshikalange; Meyer; Hussein, 2005). Ao estudar extrato o etandlico e fragdes das
folhas de A. cordifolia, a fracdo hexano se destacou na atividade antibacteriana com CIM
proxima de 500 pg/mL, em especial contra Bacillus subtilis (Leliqia; Sukandar; Fidrianny,
2017).

O estudo do oleo essencial das folhas da A.cordifolia ndo demonstrou atividade
antimicrobiana para 60% das bactérias analisadas. Para Bacillus cereus e Streptococcus faecalis
a CIM foi de 100 ug/mL, para Bacillus subtilis foi encontrada CIM de 50 pg/mL, e de 25 ug/mL
para Staphylococcus epidermidis (Souza et al., 2014).

A literatura nao ¢ unanime ao estabelecer um padrao de referéncia do nivel de inibi¢ao
bacteriana aceitavel para produtos naturais. Enquanto alguns autores estabelecem escalas de
CIM, outros comparam com antibioticos padrdes. Quanto ao uso de plantas medicinais como
recursos antimicrobianos, ¢ comum notar melhor eficacia dos 6leos essenciais a0 comparados
com extratos, isso porque o método favorece a capacidade de extragdo de classes quimicas

distintas (Nascimento et al., 2007; Rao; Chen; McClements, 2019).

4.10 EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE POLISSACARIDEOS

A capacidade funcional dos polissacarideos estd relacionada a sua caracterizacdo
estrutural, como o tipo de mondmero, tipos e posicdes das ligagdes glicosidicas, além das
caracteristicas fisicas como viscosidade, solubilidade, gelatinizacdo (Zhang et al., 2017). Dessa
forma, justifica-se a relevancia da extragdo e identificacdo dos polissacarideos, especialmente

de espécies vegetais pouco exploradas.
4.10.1 Polissacarideos do extrato aquoso e fragdes
Aproximadamente 150g das folhas secas e deslipidificadas foram extraidas com agua

sob refluxo a 100 °C, por 2 horas. Apos centrifugado, o extrato foi filtrado e o residuo levado

novamente a extracao. Essa etapa foi realizada 5 vezes. Apos dialise de 48 horas, a amostra foi
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congelada e liofilizada, obtendo-se a fracdo ATFW, a qual apresentou rendimento de 24,5%
(TABELA 8). O calculo do rendimento das amostras foi baseado em relacao ao peso seco das
folhas deslipidificadas que foram submetidas a extracao.

A andlise de composi¢do monossacaridica da fragdo ATFW indicou o maior teor de
acido uronico (15,2%) dentre as demais amostras estudadas, além da presenga de arabinose,
galactose fucose e glucose em razdo molar decrescente (TABELA 8). Acidos urdnicos sdo
unidades estruturais de diversos polissacarideos e configuram os principais elementos quimicos
das pectinas (Cui, 2005), fato que justifica o teor encontrado na fracdo aquosa, uma vez que

pectinas sdo prontamente extraidas da parede celular vegetal com agua.

TABELA 8 — RENDIMENTO E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DO EXTRATO AQUOSO E
FRACOES OBTIDOS DA FOLHA DA ESPECIE VEGETAL A. tucumanensis

Rendimento Monossacarideos (%)
Fragtes g % Ram Fuc Ara Xy Man Gal Gle Af 1(?0s
urénicos
ATFW 36,76 | 24,50 - 33 68,2 - - 10,2 3,1 15,2
ATFWIOOE | 0,21 21,00 4,1 - 75,4 0,6 - 13,6 0,6 5,8
ATFWIOOR | 0,59 59,00 3,9 - 39,9 1,1 0,7 33,6 18,6 2,2

FONTE: A autora (2024).

Nota: ATFW = extrato aquoso; ATFW100E = extrato aquoso eluido pela membrana de 100kDa; ATFW100R =
extrato aquoso retido na membrana de 100kDa; Ram = ramnose; Fuc = fucose; Ara = arabinose; Xy = xylose;
Man = manose; Gal = galactose; Glc = glucose.

O perfil de eluicdo em HPSEC apresentado na FIGURA 37 demonstra a presenga de 2
picos (em torno de 40 e 60 min), sugerindo a existéncia de compostos com diferentes massas
molares na amostra ATFW. Na analise de RMN e corroborando com a composi¢ao
monossacaridica supracitada, no mapa de correlagdo HSQC-DEPT (FIGURA 38) os sinais C-
1/H-1 em & 104,5/4,59; & 76,6/3,96; 6 74,9/3,68; 6 72,8/3,65; & 71,5/3,57 ¢ 6 61,4/3,81 foram
atribuidos as unidades de B-D-galactopiranosil (1—4) ligadas, que podem ser encontradas em
arabinogalactanas do tipo I (Nascimento; [acomini; Cordeiro, 2016). O sinal em 103,4/4,46 ¢
sugestivo da presenga de unidades de B-D-Galp (1—3) ligadas, que podem ser encontradas em
arabinogalactanas do tipo II (Nascimento; lacomini; Cordeiro, 2016). Sinais em 6 107,6/5,06,
6 107,2/5,20 e 6 108,0/5,38 correspondem aos carbonos anoméricos de unidades de a-L-

arabinofuranosil que estdo presentes nas cadeias laterais das arabinogalactanas.
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FIGURA 37 - PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC DO EXTRATO AQUOSO E FRACOES OBTIDOS DA
FOLHA DA ESPECIE VEGETAL A4. tucumanensis
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FONTE: A autora (2024).
Nota: ATFW = extrato aquoso; ATFW100E = extrato aquoso eluido pela membrana de 100kDa; ATFW100R =
extrato aquoso retido na membrana de 100kDa.

FIGURA 38 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA 3C-'H (HSQC-DEPT) DA FRACAO ATFW COM 0S8
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FONTE: A autora (2024).

Com objetivo de otimizar a identificagdo dos polissacarideos da fragdo ATFW,
aproximadamente 1 g da amostra foi diluida em agua destilada e submetida ao processo de
purificacdo por ultrafiltragdo em membranas sob pressdo. Foram obtidas as fra¢des eluida
(ATFWIO00E) e retida (ATFW100R), com rendimento de 21% e 59%, respectivamente
(TABELA 8). O calculo do rendimento foi realizado com base no peso inicial da amostra (1g)

e o peso final de cada fragdo apos liofilizacao.
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Conforme analise da composi¢cao monossacaridica, a amostra ATFW100E apresentou
predominancia de arabinose (75,4%). Apesar da arabinose também ter sido proporcionalmente
mais prevalente em relagdo aos demais monossacarideos na fragio ATFW100R, o teor foi de
39,9%, seguido de 33,6% de galactose (TABELA 8). O pertfil de eluigdo em HPSEC demonstra
que a ultrafiltracao viabilizou a separagao dos compostos (FIGURA 37), uma vez que a fragao
ATFWI100R apresentou o pico em torno dos 35 min (contendo os polissacarideos de alta massa
molar), enquanto a fracdo ATFW100E apresentou o pico em torno dos 60 min de elui¢do
(contendo os polissacarideos de baixa massa molar).

De acordo com o mapa de correlacgio HSQC-DEPT (FIGURA 39) foi possivel
confirmar a presenca da AG-I na fracdo ATFWIOOE, sugerida pela composicao
monossacaridica e evidenciada pelos sinais C-1/H-1 em 6 104,3/4,61; 6 77,6/4,15; 6 74,5/3,07;
0 73,0/3,76; o 72,1/3,70 e 6 60,9/3,81, atribuidos as unidades de B-D-galactopiranosil (1—4)
ligadas. Sinais em & 107,7/5,07 correspondem ao carbono anomérico das unidades de a-L-
arabinofuranosil (FIGURA 39). Essa mesma fragdo também apresentou um sinal incomum em
6 101,7/5,05, indicativo de unidades de beta-L-arabinofuranose (B-L-Araf). A possivel presenca
da B-L-arabinana chama atengao por ser atipico e, portanto, com poucos relatos na literatura.
Estudos publicados que identificaram essa caracteristica envolveram folhas de uma espécie
vegetal da familia do louro e nativa da India, denominada Litsea glutinosa, no bagaco e na polpa
da azeitona, no chamado pinho siberiano, e na polpa de um fruto tipico do Brasil chamado
guavira e no fruto Prunus spinosa L., da familia Rosaceae (Cardoso et al., 2002; Cardoso et al.,
2007; Das et al., 2013; Shakhmatov et al., 2014; Schneider et al., 2019; Capek; Uhliarikova;
Kostalova, 2023).

Na fracdo ATFW100R, pela analise do mapa de correlacio HSQC-DEPT (FIGURA
40), foi possivel confirmar a presenca da AG-II, polissacarideo formado por unidades de
galactose em sua cadeia principal, unidas por ligacdes glicosidicas B-(1—3) e B-(1—6), com
ramificagdes em posigdes O-3 e O-6 de cadeias ou terminais de arabinose (citacdo). Essa
confirmacdo se deu pela presenca dos sinais de C-1/H-1 em & 108,1/5,38, 6 107,2/5,20 e o
107,7/5,07 que correspondem ao carbono anomérico de a-L-arabinofuranosil e, aquela de C-
1/H-1 em o 103,3/4,47, referente ao carbono anomérico de [-D-galactopiranose 3-O-

substituida.
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FIGURA 39 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA '*C-'H (HSQC-DEPT) DA FRACAO ATFW100E COM
0S DESLOCAMENTOS QUIMICOS (5) EXPRESSOS EM PPM.

400 MHz BBI

63,2/3,63 72,1/3,70

S L

74,5/3,07

76.8/3,97  73.0/376

{® 81,3/4,13
. O )
101,7/5,05 & & [
) f 104,3/4,61 ‘jif\ L
© @ ‘._‘)@ j g
107,7/5,07 .

o G

50 45 40 35  F2[ppm]

FONTE: A autora (2024)

FIGURA 40 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA '3C-'H (HSQC-DEPT) DA FRACAO ATFW100R COM
0S DESLOCAMENTOS QUIMICOS (5) EXPRESSOS EM PPM.
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4.10.2 Polissacarideos do extrato alcalino e fragoes

Apoés extragdo aquosa, o residuo da amostra foi submetido a extracdo alcalina com
solucdo de NaOH a 10% por 4 vezes. O extrato foi centrifugado apds as etapas de filtragem,

neutralizacao e dialise, dando origem as fragdes sobrenadante (ATFAS) e precipitado (ATFAP)
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com os respectivos rendimentos: 9,20% e 4,39% (TABELA 9), baseado em relacdo ao peso
seco das folhas deslipidificadas que foram submetidas a extragao.

A fragdo ATFAS apresentou predominancia de arabinose na composicao
monossacaridica (57,5%), seguida de 23,4% de glucose e galactose (11,7%) (TABELA 9). Ao
comparar o teor de acidos urdnicos € possivel perceber que as fracdes alcalinas apresentaram
menores percentuais que as fragdes aquosas.

O perfil de elui¢ao por HPSEC da fragdo ATFAS demonstrou 2 picos distintos (em torno
dos 55 min e 62 min), sugerindo a presenga de 2 populagdes de polissacarideos com massas
molares diferentes (FIGURA 41). Devido a presenga de amido, observada por analise de
ressonancia magnética nuclear (HSQC-DEPT, dados ndo mostrados) e pela presenca de
glucose, a fragdo foi tratada com a-amilase seguida por dilise, originando a fracio ATFASA.
Como esperado, pode-se observar uma redugdo no % de glucose na analise da composicao
monossacaridica dessa fracdo (TABELA 9), de 23,4% para apenas 6,3%, comprovando a

digestdo do amido. Os outros monossacarideos presentes foram predominantemente a arabinose

(66,4%) e galactose (16,3%)

TABELA 9 - RENDIMENTO E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DO EXTRATO ALCALINO E
FRACOES OBTIDOS DA FOLHA DA ESPECIE VEGETAL A. tucumanensis PARA IDENTIFICACAO DE
POLISSACARIDEOS

Rendimento Moneossacarideos (%)
Fracoes Aci

¢ g % Ram Fuc Ara Xy Man Gal Gle Af 1(?0s
urdnicos

ATFAS 13,80 9,20 - 0,9 57,5 3,6 - 11,7 23,4 2,9

ATFASA 1,29 43,00 3,3 0,1 66,4 0,3 0,8 16,3 6,3 6,6

ATFAP 6,59 4,39 - - - - - - 96,7 3,3

ATFAPA 2,39 79,66 2,1 1,4 20,7 25,0 9,3 3,7 34,7 3,2

FONTE: A autora (2024).

Nota: ATFAS = extrato alcalino sobrenadante; ATFASA = extrato alcalino sobrenadante tratado com amilase;
ATFAP = extrato alcalino precipitado; ATFASA = extrato alcalino precipitado tratado com amilase. Ram =
ramnose; Fuc = fucose; Ara = arabinose; Xy = xylose; Man = manose; Gal = galactose; Glc = glucose.
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FIGURA 41 - PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC DAS FRACOES SOBRENADANTES DO
EXTRATO ALCALINO OBTIDO DA FOLHA DA ESPECIE VEGETAL 4. tucumanensis.
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FONTE: A autora (2024).

Na FIGURA 41 ¢ possivel observar a eficacia da purificagdo supracitada, uma vez que
pode ser observado o desaparecimento do pico com tempo de eluigdo de aproximadamente 62
min no experimento de cromatografia de gel permeagdo. A andlise do mapa de correlagdo
HSQC-DEPT dessa fracao (FIGURA 42) mostra a presenga de arabinogalactanas/arabinanas
como observado para a fracdo extraida com agua (ATFW), devido a presenca dos sinais
anoméricos em o 104,5/4,59 e & 103,4/4,46 provenientes de unidades de B-D-Galp, sinais em
106,4/5,22, 6 107,2/5,16 e 6 107,5/5,08 provenientes de unidades de a-L-Araf encontradas em
arabinogalactanas. Assim como na fragdo ATFW100E, a ATFASA também apresentou sinais
C-1/H-1 em 6 101,6/5,06 indicando a presenca de unidades de B-L-Araf. Finalmente o sinal
anomérico em 98,1/5,30 pode ser atribuido a unidades de a-L-Rhap. Experimentos futuros,
como a andlise de metilagdo, sdo necessarios para a comprovacdo da estrutura quimica fina,

onde serdo comprovados e quantificados os tipos de ligacdes glicosidicas presentes na amostra
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FIGURA 42 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA '*C-'H (HSQC-DEPT) DA FRACAO ATFASA COM
0S DESLOCAMENTOS QUIMICOS (5) EXPRESSOS EM PPM.
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A fragdo precipitada do extrato alcalino (ATFAP) apresentou-se composta
principalmente por glucose (96,7%) proveniente do amido, como observado por analise de
HSQC (dados ndao mostrados) e dessa maneira, ndo foi posteriormente purificada.

Apesar das plantas apresentarem celulose, hemicelulose, pectina e lignina como
elementos majoritarios da parece celular, arabinogalactanas (AG) podem ser identificadas com
frequéncia. As AG sdo polissacarideos formados por uma cadeia principal de [-D-
galactopiranoses e classificadas em tipo I e tipo II. Nas arabinogalactanas do tipo I (AG-I) a
galactose da cadeia principal ¢ formada por ligagdes glicosidicas p-(1—4), ramificada por
unidades de arabinose na posi¢do O-3. Nas arabinogalactanas do tipo II (AG-II) a galactose ¢
formada por ligacdes p-(1—3) e B-(1—6) e a arabinose pode ser observada nas posi¢cdes O-3
e/ou O-6. AG-II podem estar associadas com proteina, e quando isso ocorre sdo denominadas
arabinogalactana-proteinas (AGPs) (Cui, 2005; Ghosh; Takahashi; Kotake, 2023).

Estudos com plantas medicinais t€ém demonstrado o potencial efeito imunomodulador
de polissacarideos, incluindo AG-I, AG-II e pectinas como homogalacturonanas e
ramnogalacturonanas tipo I e tipo II. Varios mecanismos de agao sao citados pela literatura, que
vao desde a interagdo com o sistema complemento, at¢ a modulacdo da atividade dos
macréfagos e do tecido linfoide associado ao intestino (GALT) (Dion; Chappuis; Ripoll, 2016;
Seyfried et al., 2016). AG-II s3o mais comumente encontradas em tecidos vegetais. Em folhas,

AG foram identificadas em espécies como Moringa oleifera, Sedum dendroideum, Raphanus
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sativus L., e nas folhas do avocado (Inaba et al.; 2015; Oliveira et al., 2017; He et al., 2018;
Yamassaki et al., 2018).

Investigacdes prévias com espécies da familia Basellaceae e do género Anredera
exploraram, em parte, a composicao de carboidratos. A Basella rubra, PANC popularmente
conhecida como bertalha, apresentou galactose e arabinose como monossarideos
predominantes em extracdo aquosa das folhas (Dong et al., 2012), corroborando com os
achados dessa pesquisa. O potencial antiadesivo in vitro do extrato aquoso da Basella alba,
também pertencente a familia Basellaceae e tradicionalmente usada contra gastrite, foi avaliado
frente ao Helicobacter pylori. Os autores atribuiram a possivel interacao dos polissacarideos
presentes na amostra, em especial as AG, com a adesdo da bactéria. Esses achados sugerem
novas investigagdes que possam elucidar a interagdo dos carboidratos identificados no bloqueio
das adesinas como um possivel desenvolvimento de farmacos eficazes e acessiveis (Nguyen et
al., 2022). Um estudo publicado em 2023 desenvolveu um hidrogel a partir do polissacarideo
oxidado das folhas da A. cordifolia, o objetivo foi analisar a aplicagdo topica de um farmaco
capaz de contribuir para a cicatrizagao de feridas diabéticas, sendo considerado um promissor
recurso terapéutico para acelerar o processo de recuperacao tecidual (Shen et al., 2023).

Pesquisas sobre a composi¢ao dos extratos de folhas sdo h4 muitas décadas motivadas
pela identificacdo de metabdlitos, especialmente pelas potenciais atividades bioldgicas. Assim
como aos metabolitos secundarios das plantas, a alguns polissacarideos sdo atribuidas agdes
antioxidantes, imunomoduladoras, antitumorais, antimicrobianas e antivirais, por iSso recebem
o nome polissacarideos bioativos (Zhang et al., 2020; Drira et al., 2021). Mais recentemente as
interagdes entre polifenol-polissacarideo presentes nas plantas tem ganhado foco, pois parecem
influenciar tanto nas suas caracteristicas fisico-quimicas como nas propriedades funcionais

(Guo et al., 2022).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Esse foi o primeiro estudo a avaliar caracteristicas fisico-quimicas, atividades biologicas
in vitro, toxicidade preliminar, composi¢cdo de mono e polissacarideos da espécie vegetal 4.
tucumanensis.

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas foi possivel observar que tanto as folhas como
o caule apresentaram alto teor de umidade e baixa acidez, indicando maior susceptibilidade a
deterioragdo como esperado para esse tipo de amostra. O teor proteico e lipidico sdo sugestivos
para futuras investigacdes quanto a caracterizacdo de aminoacidos e acidos graxos presentes
nessa PANC, especialmente como forma de despertar maior interesse alimenticio. O teor total
de fibras se assemelhou a demais investigacdes com espécie da familia Basellaceae, o que
reforca a qualidade nutricional como hortaliga.

Folhas e caule apresentaram propriedade antioxidante para os trés ensaios realizados,
sendo que as fracdes cloroformio e acetato de etila do caule se destacaram em dois desses
métodos, assim como ocorreu para o teor de fenolicos totais. O estudo fitoquimico
preliminar de extratos e fragdes da folha sugeriu a presenca de antraquinonas, esteroides,
saponinas, polifenois, taninos e flavonoides.

Esse tltimo grupo de metabdlitos, os flavonoides, pareceu estar presente no isolado do
extrato etanolico da folha quando submetido a ressondncia magnética nuclear. O baixo
rendimento dos extratos pode ser citado como uma limitagdo para ampliar as tentativas de
isolamento de compostos bioativos. Junto a isso, o incidente com a perda da primeira coleta e
o periodo de pandemia que demandaram ajuste do cronograma da pesquisa dificultaram maior
exploragdo das fragdes do caule.

A auséncia de toxicidade nos testes preliminares com extrato e fragdes da folha enfatiza
o potencial da espécie como alimento funcional e matéria-prima de interesse para as industrias
alimenticia e farmacéutica.

Arabinogalactanas do tipo I e II foram identificadas nos extratos e fragdes purificadas
da folha, com destaque para indicios da -L-arabinana, um homopolissacarideo atipico. O fato
de polissacarideos, assim como metabolitos secundarios, estarem associados a diversas
atividades bioldgicas endossa a notoriedade da A. tucumanensis. Por isso, a conducao de futuros
ensaios que visem elucidar a estrutura quimica desses polimeros sera essencial na compreensao,
ndo apenas da sua aplicabilidade na saude, mas as possiveis interagdes com 0s proprios

metabolitos secundarios da espécie.
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O desenvolvimento da sociedade também esta pautado no conhecimento da sua
biodiversidade, afinal, dela adquirimos produtos que viabilizam o acesso aos alimentos e
medicamentos. Dessa forma, os achados apresentados nessa tese poderdo nortear novas
pesquisas e condutas a fim de beneficiar a saude da populagdo, agregando valor a
sociobiodiversidade por se tratar de uma espécie brasileira nativa, de ampla ocorréncia no

Parana e carente de dados cientificos.
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APENDICE 1 - CURVAS ANALITICAS PARA DOSEAMENTOS DE COMPOSTOS
FENOLICOS E FLAVONOIDES
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APENDICE 2 — CURVAS ANALITICAS PARA PROPRIEDADE ANTIOXIDANTE E

DOSEAMENTOS DE COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES
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APENDICE 3 — CURVAS ANALITICAS PARA DOSEAMENTOS DE ACIDOS
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ANEXO 1 - COMPROVANTE DE CADASTRO DE ACESSO SISGEN
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ANEXO 2 - REGISTRO DA ESPECIE VEGETAL NO MUSEU BOTANICO
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