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RESUMO

Tournefortia paniculata Vent. ¢ uma planta medicinal, tradicionalmente conhecida como
marmelinho e utilizada no tratamento de afec¢fes do trato urinario. Incipientes sdo os estudos
sobre o potencial medicinal e a fitoquimica dessa planta. Com vistas a esse respeito, objetivou-
se realizar estudos fitoquimicos e de bioprospeccao de atividades antidiabética, antimicrobiana,
antioxidante e quimiopreventiva de preparacfes extrativas T. paniculata. Preparacdo extrativa
obtida a partir da percolacdo exaustiva das folhas pulverizadas de T. paniculata com etanol
92°INMP, forneceu o extrato bruto etandlico (EB), o qual foi ressuspenso em &gua e,
sequencialmente particionado com n-hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato de etila
(EtOAC) e n-butanol (BuOH) para obtencdo das respectivas fragdes. O presente trabalho gerou
dois artigos que contribuiram com informacfes quimico-biolégico de T. paniculata. No
primeiro, estas preparac6es foram avaliadas quanto ao seu potencial no tratamento e prevencédo
de complicacGes do diabetes por meio de atividades inibitdrias in vitro das enzimas a-amilase,
a-glicosidase e lipoxidase, bem como as atividades bactericidas e fungicidas. Além disso, foi
estabelecida a relacdo entre o perfil quimico e estas atividades bioldgicas através de analises de
perfis cromatograficas por CLAE-DAD e de componentes principais (PCA). A fracdo DCM
apresentou os melhores resultados de inibi¢do das enzimas a-amilase (0,038 £ 0,021mg/mL) e
lipoxidase (0,217 + 0,006mg/mL), enquanto a fracdo EtOAc apresentou maior atividade
inibitéria para a a-glicosidase (0,035 + 0,009mg/mL). Nenhuma preparacao de T. paniculata
foi ativa contra Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Klebsiela pneumoniae ATCC 25955, empregando a técnica de microdiluicdo em caldo. A
fracdo DCM apresentou atividade contra a cepa de Candida dubliniensis (CIM = 1000ug/mL)
e contra a cepa de Issatchenkia orientalis (CIM = 500ug/mL). Analises de PCA entre as
atividades bioldgicas e as areas dos 10 picos majoritarios incomuns dos perfis cromatograficos
indicaram correlacdo positiva e efeito sinérgico entre as substancias de alta e baixa polaridade.
Concluimos que a fracdo DCM e AcOEt foram as de maior potencial para investigacdes mais
aprofundadas na area de prevencdo e tratamento de complicacdes do diabetes. No segundo
artigo foi avaliado o potencial antioxidante e quimiopreventivo do EB e fracbes de T.
paniculata. A fracdo BuOH foi a que apresentou atividade antioxidante mais promissora nos
ensaios de sequestro de radicais livres DPPH (0,05+0,00), capacidade antioxidante total
(4,14+0,14), poder redutor de ions Fe*® (8,96+0,20) e capacidade de absorcio de radicais de
oxigénio (5,51+0,05), assim como maiores teores de compostos fendlicos totais (130,23+1,95)
e de flavonas/flavondis totais (5,08+0,07). Analises por UPLC-MS-ESI da fracdo BuOH
permitiram a identificacdo parcial de um derivado glicosilado do &cido siringico. Nos ensaios
de quimioprevencdo, nenhuma preparagdo de T. paniculata foi capaz de inibir o TNF-kf.
Entretanto, as fracbes HEX (2+0.16) e DCM (2+0.11) induziram a atividade da quinona
redutase (QR), sem apresentar citotoxicidade. Devido a recupera¢do de maior massa, a fracao
HEX foi selecionada para fracionamento em coluna aberta de silica gel fornecendo a subfracéo
quimiopreventiva RH2. Anélises por UPLC-MS-ESI da subfracdo RH2 sugeriram a presenca
de uma mistura de um derivado heterosideo-piperazinico e de um derivado heterosideo-
piperidinico de ndcleo triterpénico. Conclui-se que preparacdes extrativas de T. paniculata
possuem potencial medicinal para o tratamento e prevencdo do diabetes e como agentes
antioxidante e quimiopreventivo.

Palavras chave: Bioprospeccdo. Inibigdo Enzimética. Antidiabético. Quimioprevencao.
Antimicrobiano.



ABSTRACT

Tournefortia paniculata Vent. is a medicinal plant, traditionally known as marmelinho and used
in the treatment of urinary tract disorders. There are incipient studies on the medicinal potential
and phytochemistry of this plant. In this point of view, this study aimed to perform
phytochemical and bioprospecting studies of antidiabetic, antimicrobial, antioxidant and
chemopreventive activities of T. paniculata extractive preparations. Extractive preparation
obtained from the exhaustive percolation of the powdered leaves of T. Paniculata with ethanol
92° INMP, provided the crude ethanolic extract (CE), which was resussuspended in water and
sequentially partitioned with n-hexane (HEX), dichloromethane (DCM), ethyl acetate (EtOAC)
and n-butanol (BuOH) to obtain the respective fractions. The present work generated two
articles that contributed to the chemical-biological information of T. paniculata. In the first,
these preparations were evaluated for their potential in the treatment and prevention of diabetes
complications through in vitro inhibitory activities of a-amylase, a-glucosidase and lipoxidase
enzymes, as well as the bactericidal and fungicides activities. In addition, the relationship
between the chemical profile and these biological activities was established through
chromatographic profiles by HPLC-DAD and principal components (PC) analyses. The DCM
fraction showed the best inhibition results of a-amylase (0.038 £ 0. 021mg/mL) and lipoxidase
(0.217 £ 0.006mg/mL) enzymes, while EtOAc fraction showed higher inhibitory activity for a-
glucosidase (0.035 + 0.009mg/mL). No preparation of T. paniculata was active against
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Klebsiela pneumoniae
ATCC 25955, employing the broth microdilution technique. The DCM fraction showed activity
against the Candida dubliniensis strain (CIM=1000ug/mL) and against the strain of
Issatchenkia orientalis (CIM=500ug/mL). PC analysis between the biological activities and the
areas of the 10 uncommon major peaks of the chromatographic profiles indicated a positive
correlation and synergistic effect between the high and low polarities substances. We conclude
that the DCM and EtOAc fractions were the most potential for further investigations in the area
of prevention and treatment of diabetes complications. In the second article, the antioxidant and
chemopreventive potential of CE and its fractions of T. paniculata were evaluated. The BuOH
fraction was the most promising antioxidant activity for DPPH free radical scavenging (0.05 +
0.00), total antioxidant capacity (4.14 + 0.14), power reduction of Fe** jons (8.96 + 0.20) and
Oxygen Radical Absorbance Capacity (5.51 + 0.05), as well as higher levels of total phenolic
compounds (130.23 £ 1.95) and total flavones/flavonols (5.08 + 0.07). BuOH fraction UPLC-
MS-ESI analysis allowed the partial identification of a glucoside derivative of the syringic acid.
In chemoprevention assays, no preparation of T. paniculata was able to inhibit TNF-Kp.
However, the HEX (2 + 0.16) and DCM (2 + 0.11) fractions induced quinone reductase (QR)
activity, without presenting cytotoxicity. Due to the greater mass recovery, HEX fraction was
selected for further fractionation in the silica gel column providing the RH2 chemopreventive
subfraction. UPLC-MS-ESI analysis of RH2 suggested the presence of a mixture of a
heteroside-piperazine derivative and a heteroside-piperidine derivative of triterpenic nucleus. It
is concluded that extractive preparations of T. paniculata have medicinal potential for the
treatment and prevention of diabetes complications and as antioxidant and chemopreventive
agents.

Keywords: Bioprospecting. Enzymatic Inhibition. Antidiabetic. ~Chemoprevention.
Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

O Brasil estd incluso na lista de paises com maior recurso vegetal associado as
potencialidades farmacoldgicas. Entre as 500 mil espécies vegetais catalogadas no mundo, o
Brasil possui cerca de 55 mil espécies. Apesar de o pais possuir vasta diversidade de flora,
estima-se que apenas 15% das espécies catalogadas tenham sido estudadas em algum momento
para utilizagdo na medicina (ZAGO E DE MOURA, 2018).

Estudos envolvendo a bioprospeccdo de compostos farmacologicamente ativos tem
despertado de forma significativa o interesse de pesquisadores do mundo todo. A medida em
que a populacdo mundial voltou seus olhos a utilizacdo de plantas medicinais como fonte de
matéria prima empregadas para o tratamento das mais diversas doencgas, faz-se necessario
avaliar suas potencialidades quimico-biolégicas, bem como realizar estudos de validacao
cientifica ao conhecimento popular (GOMES et al., 2016).

Observa-se, nos ultimos anos, uma grande preocupacao com o bem-estar fisico que tem
feito com que inUmeras pessoas busquem por alternativas seguras, acessiveis e confiaveis de
prevencdo ou tratamento de enfermidades que tem despontado como causadores de males
maiores. Nesse contexto, doencas causadas por desordens oxidativas tem assumido a
responsabilidade por inumeros agravos a salde publica como diabetes, eventos cardiacos
severos, aterosclerose, reacdes inflamatorias e alérgicas, danos ao DNA e principalmente o
desenvolvimento do cancer (FERREIRA E MATSUBARA, 1997; VENEREO GUTIERREZ, 2002;
KOURY E DONANGELO, 2003; UPRITCHARD et al., 2003; CoLLINS, 2005; JUNIOR et al., 2005).

Também existem enorme preocupacgdo com relacdo as infeccbes fungicas ou bacterianas
decorrentes da incapacidade que o individuo acometido por distarbios oxidativos possa
apresentar, assim como, as complicacdes decorrentes da incapacidade de uma resposta
imunoldgica competente no combate a essas infeccdes. Em casos mais severos, como em
pacientes oncoldgicos, é possivel que o quadro do paciente possa converter em sepse e 6bito
(STAUDINGER E PENE, 2014).

Diante deste cenario, a area médico-farmacéutica tem buscado alternativas terapéuticas
capazes de prevenir e tratar doencas como diabetes, inflamagdes, infecces bacterianas ou
fangicas e associar essas atividades a capacidade de impedir o estresse oxidativo por meio de
testes de capacidade antioxidantes (SHAKYA, 2016).

O marmelinho é uma espécie vegetal originaria da Asia e das Américas, cujo nome
cientifico é Tournefortia paniculata Vent. (Boraginaceae). E uma planta considerada medicinal,

popularmente empregada como antisséptico de vias urinarias e no tratamento da litiase renal
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(BErRTOLUCCI, S. K. et al., 2000). Pesquisas realizadas por Simao, Corréa, et al. (2012), Simao
et al. (2013), Simao et al. (2014), Siméo, Correa, Prete, et al. (2014) e Siméo et al. (2015)
sugeriram o potencial uso de extratos de T. paniculata como inibidores de enzimas digestivas
e no tratamento de obesidade.

Visando aprofundar e explorar o potencial biolégico de Tournefortia paniculata, o
presente estudo objetivou realizar andlises fitoquimicas e de bioprospeccdo de atividades
antidiabética, antimicrobiana, antioxidante e quimiopreventiva de preparagdes extrativas desta

planta medicinal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais na descoberta de novas drogas

As plantas constituem um rico arsenal de substancias bioativas que o homem vem
utilizando durante toda a sua evolucdo seja com propo6sitos medicinais ou até mesmo como
drogas de abuso (MACIAS et al., 2007). Estudos atuais envolvendo as mais modernas terapias
medicamentosas ndo alcancariam o patamar atual sem a contribuicdo de produtos naturais como
aquelas derivadas de plantas superiores, algas, toxinas animais e microrganismos (ZHu et al.,
2011).

As plantas produzem grande diversidade de compostos organicos divididos em
metabolitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios possuem funcdo basicamente
estrutural, plastica e de reserva energética. Aos metabolitos secundarios sdo atribuidas
numerosas atividades de interesse bioldgico, tem-se nesses metabdlitos a producdo de
compostos volateis e pigmentos Uteis na atragdo de polinizadores bem como substancias toxicas
para defesa contra predadores. Aparentemente tais compostos nao apresentam nenhuma ligacéo
com o crescimento e desenvolvimento da planta (DEwick, 2002; TAIZ E ZEIGER, 2006).

Fenalti et al. (2016) constaram em suas pesquisas com 893 artigos cientificos a
utilizacdo de 776 especies diferentes aplicadas a atividades bioldgicas distintas. Dentre estas
atividades encontradas, as com maior frequéncia foram as atividades antiparasitarias,
antioxidantes, anti-inflamatdrias e antinociceptivas. Os autores do estudo ressaltam ainda a
importancia de se aprofundar a pesquisa com plantas medicinais ndo apenas quanto ao nimero
de espécies, como também ampliar o leque de possiveis atividades bioldgicas, dada a
complexidade quimica de muitas plantas.

A natureza, de forma geral, produz grande parte dos compostos farmacologicamente
ativos conhecidos. Dentre os mais diversos reinos, o reino vegetal é aquele que mais contribui
com o suprimento de metabolitos secundérios e a maioria desses de grande valor de acordo com
suas mais diversas aplicacdes na medicina, cosmética, alimentos e agrogquimica. As plantas
possuem mecanismos de defesas complexos que as protegem de outras plantas ou predadores.
Esses mecanismos de defesa sdo de natureza quimica e geralmente envolvem substancias
pertencentes a classe de metabolitos secundarios (PINTO et al., 2002; BUCHANAN et al., 2015).

A flora brasileira ainda ndo possui estudos suficientes para a elaboragéo de modernas e
completas monografias capazes de melhor elucidar seus compostos secundarios bem como sua

utilizacdo préatica. Muitas espécies sdo utilizadas de forma empirica, com pouco ou nenhum
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suporte cientifico que torna evidente uma grave lacuna no conhecimento, identificagéo,
efetividade e seguranga no seu uso (FocLio et al., 2006). Essa informacdo é bastante
encorajadora no estudo com plantas medicinais, elencando Seus us0S COmMO recursos
terapéuticos, pois o reino vegetal possui uma pequena parcela de espécies ja estudada bem como
uma vasta gama de novas moléculas e medicamentos em potencial para serem descobertos.

Assim, técnicas de descoberta, isolamento e caracterizagdo quimica tornam-se
importantes na compreensdo quimica de espécies utilizadas popularmente a fim de
compreender e identificar metabolitos secundarios de interesse médico-farmacéutico, assim
como caracterizar as espécies pela identificacdo de seu marcador quimico (LEITE, 2009; SIMOES
etal., 2016).

2.2 Aspectos quimicos e boténicos de Tournefortia paniculata

A familia Boraginaceae foi descrita por Jussieu em 1789, e assim nomeada por sua
borragem, que significa planta herbacea de aplica¢des medicinais. Em arvore filogenética, pelo
sistema APG (Angiosperm Phylogeny Group) 1V, apresenta as quatro subfamilias da mesma,
junto as Hydrophyllordeae, com cerca de 70-85% suporte. A familia ainda é objeto de estudo
neste sentido (disponivel em www.mobot.org)

As Boraginaceae sdo plantas que variam de ervas a grandes arvores. As folhas séo
simples, geralmente alternas, raro opostas ou verticiladas e com estipula ausente. Inflorescéncia
predominantemente de tipos cimosos mais ou menos amplas de ramos escorpioides ou
helicoides. Flores hermafroditas e unissexuais, por aborto, diclamideas, actinomorfas ou
zigomorfas. Caélice gamossépalo, tubuloso, com lobos curtos ou meio profundos, corola
tubulosa, infundibuliformes, campanulada, hipocrateriforme ou rotacea. Androceu com cinco
estames livres, excertos ou ndo, com filetes curtos ou longos, antera bilocular, rimosa, com
I6culos globosos, ovoides e oblongos. Gineceu composto de dois a quatro carpelos, constituindo
ovario supero, com dois a quatro léculos, uniovulados, raro, uniloculares, com quatro 6vulos
anatropos e estilete inteiro ou bipartido no apice. Fruto indeiscente, carnoso, constituindo uma
drupa com dois a quatro l6culos ou pirenado por aborto ou um esquizocarpo dissolvido em
guatro nuculas livres ou concrescidas duas a duas, com estrutura drupacea e raramente o fruto
é seco (SMITH, 1970).

O género Tournefortia caracteriza-se por constituir-se de arvores ou subarbustos, folhas

alternas, pecioladas e inteiras; inflorescéncia em cimeira escorpioide com flores abundantes e



20

pequenas; calice 5-partido de sépalas unidas apenas na base; corola tubular cilindrica com lobos
normalmente lineares; estames 5, inclusos com filetes curtos inseridos na base, anteras ovais,
oblongas ou lanceoladas, apiculadas ou armadas; ovario 4-locular; estilete terminal simples,
ovulos abaixo do apice, lateralmente afixos e péndulos; fruto drupas pequenas, com exocarpo
carnoso, 4-pirenado; 1 ou 2 sementes péndulas ou obliquas; embrido com cotilédones ovais ou
eliticos (GUIMARAES et al., 1971).

Os estudos quimicos e bioldgicos com a espécie Tournefortia paniculata (Figura 1) sdo
ainda superficiais, uma vez que a espécie ainda carece de analises fitoquimicas mais complexas,

a fim de identificar fragdes ou substancias farmacologicamente ativas.

Figura 1 — Aspectos botanicos de T. paniculata.

Fonte: Acervo dos autores

Do ponto de vista quimico, Moraes et al. (2007) através de andlises de prospeccao
fitogquimica do extrato etandlico de Tournefortia paniculata descreveram resultados positivos
para a presenca de flavonoides, taninos, cumarinas e esteroides. Estudos preliminares realizados
por Simao et al. (2014) utilizando diferentes solventes e técnicas extrativas evidenciaram a
presenca de acidos organicos, acucar reduzido, antraquinonas, carotenoides, catequinas,
lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas, flavonoides, saponinas e taninos.

Compostos de natureza fendlica foram amplamente descritos na literatura para
Tournefortia sarmentosa, incluindo a presenca de tournefolal (1), acidos tournefolicos A (2) e
B (3), éster etilico do acido tournefélico B (4), acidos salviandlicos A (5) e F (6), acido
isosalvianolico C (7), &cido litospérmico (8) e &cido rosmarinico (9) (Figura 2) (LIN et al.,

2002). Com excecdo do acido salviandlico F, todos os outros compostos isolados apresentaram
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atividade antioxidante superior ao probucol, um potente medicamento utilizado na prevencgéo

de eventos cardiacos e complicacGes diabéticas.
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N&o obstante, o género Tournefortia € fruto de promissoras pesquisas no mundo todo
pela sua grande variabilidade quimica e potenciais farmacologicos diversos, como reducdo de
peso corporal, atividade amebicida, antiprotozoaria, antioxidante, antibidtica, anti-inflamatoria,
dentre outras (LIN et al., 1999; LIN et al., 2002; TENG et al., 2012)

Efeitos de protecdo hepéatica foram observados para o extrato aquoso de Tournefortia
sarmentosa (TENG et al., 2012). Doses de 250 a 500mg/kg desse extrato aquoso reduziram de
forma significativa a concentracdo plasmatica de enzimas responsaveis pelo dano hepatico
(transaminase glutdmico oxalacética, transaminase glutamico pirtvica e fosfatase alcalina,
p<0.01) bem como marcadores inflamatorios, como o Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a),
Interleucina 1B (IL-1p) e Interleucina 6 (IL-6) em ratos tratados com acetaminofeno (APAP).

Os niveis de malondialdeido, um marcador de estresse celular, (p<0.05) e de enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx),
(p<0.05) também apresentaram reducdo em ratos intoxicados por APAP tratados com
Tournefortia sarmentosa. Hepatdcitos de ratos incubados com APAP reduziram a viabilidade
celular e aumentaram a peroxidacao lipidica. A estimulacdo por APAP também apresentou
reducdo nos niveis de glutationa (GSH) e reduziu as atividades das enzimas antioxidantes CAT,
SOD e GPx. Tratamento prévio dos hepatdcitos com extrato aquoso de T. sarmentosa, antes e
durante a estimulacdo com APAP, atenuou a peroxidacdo lipidica e aumentou a viabilidade
celular e niveis de GSH com melhora na atividade antioxidantes das enzimas (TENG et al.,
2012).

Estudos recentes também comprovaram que o extrato aquoso de Tournefortia
sarmentosa promoveu o aumento fagocitico de Escherichia coli por células modificadas HL-
60 e neutrofilos (CHEN et al., 2014). O extrato de T. sarmentosa também inibiu a sobrevivéncia
de E. coli fagocitado pelas células modificadas HL-60.

Para a espécie Tournefortia paniculata os estudos bioldgicos ainda séo incipientes.
Relatos populares indicam que o decocto das folhas de T. paniculata s&o empregados como
diurético, no tratamento da litiase renal e no tratamento de infec¢Ges urinarias (BERTOLUCCI, S.
K. et al., 2000). O extrato aquoso de Tournefortia paniculata ndo apresentou genotoxicidade,
fosfolipase e efeito coagulante, hemolitico e fibrinogenolitico (SiIMAo, CORREA, PRETE, et al.,
2014).

Simao et al. (2015) demonstraram que a utilizacdo de folhas pulverizadas e extrato
aquoso (25% p/v) das folhas de Tournefortia paniculata induziu atividade antiobesidade em
ratos Wistar, divididos em grupos distintos submetidos a uma dieta hipercal6rica nas dosagens

de 50mg da planta pulverizada e 1 mL do extrato aquoso respectivamente administrados uma
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vez ao dia. As mesmas preparacdes também apresentaram atividade hipoglicemiante
demonstrada pela andlise bioquimica plasmatica dos animais. Em estudos preliminares,
(SIMAO, CORREA, et al., 2012) ja haviam demonstrado as atividades in vitro do extrato aquoso
(25% pl/v) de Tournefortia paniculata na inibigdo enzimatica das enzimas o-amilase e a-

glicosidase antes e apds a exposi¢ao ao suco gastrico.

2.3 Atividades antioxidantes

As Ultimas decadas tém sido marcadas pelo crescente interesse nas pesquisas com
potencial antioxidante de diversos compostos, principalmente os compostos de origem natural.
De acordo com John e Shahidi (2010), a atividade antioxidante em plantas pode ser explicada
pela presenga de B-caroteno, tocoferol, vitamina C e compostos fendlicos. Essa informagéo
pode ser explicada pelo fato desses compostos doarem elétrons livres da cadeia do radical
causado pelo estresse oxidativo.

O Oxigénio € uma das moléculas mais importantes para que se mantenha a vida na Terra.
As células aerdbicas dependem dessa molécula para que as reagdes bioquimicas de fosforilacdo
oxidativa ocorram. Por ser uma reacdo com altas concentracdes de Oxigénio existe no interior
das mitocondrias alto consumo desse elemento quimico e consecutivo acimulo de cadeias
proteicas de transporte eletronico (ANDERS et al., 2006).

De acordo com Tangvarasittichai (2015), a cadeia de transporte de elétrons responsavel
pela formacdo de espécies reativas de oxigénio podem ocorrer na mitocéndria, nos
peroxissomos e no sistema do citocromo P450. Existem ainda enzimas como as cicloxigenases,
xantina oxidase, 6xido nitrico sintase desacoplada e NADPH (fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina) sintetase que podem acelerar a producdo das espécies reativas de
Oxigénio. Como resultado desse processo oxidativo pode-se haver o acimulo de ions oxigénio,
também chamados de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (INOUE et al., 2003; ANDERS et
al., 2006; FIGUEIRA et al., 2013).

O organismo possui mecanismos de controle que objetivam reduzir a producéo de ERO.
Habitos saudaveis como a prética de atividades fisicas e alimentacdo rica em frutas e verduras
auxiliam na reducdo da producdo de ERO e auxiliam na homeostase e manutengcéo do
organismo (DA SiLvA OLIVEIRA et al., 2011)

De acordo com Stadtman e Levine (2000) e Richter et al. (1988) espécies reativas de

oxigénio sdo produzidas o tempo todo e oxidam, de forma irreversivel, lipidios, proteinas,
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carboidratos e até mesmo 4&cidos nucléicos, que sdo moléculas indispensaveis para a
manutencdo das fungdes essenciais do organismo.

Turrens (2003) elenca algumas das ERO mais comuns como o radical anion superéxido
(02), radical hidroxila (OH") e espécies ndo radicalares como o peroxido de hidrogénio (H20>)
e a molécula de oxigénio (O2) sendo o anion superoxido o mais destrutivo entre esses.

A producdo de ERO é constantemente associada a doengas cardiovasculares (AGARWAL
et al., 2012), complica¢es circulatérias decorrentes do acumulo da fracdo LDL (lipoproteina
de baixa densidade) nas paredes de vasos e artérias (VOGIATzI et al., 2009), infarto do miocardio
(RAPOLA et al., 1997) e até mesmo cancer (HEINONEN et al., 1994)

De acordo com Moure et al. (2001), o uso de antioxidantes naturais vem aumentando
nos ultimos anos tendo em vista que a populagédo tem se preocupado mais com a prevencéo de
doencas degenerativas e em manter a boa forma.

Existem no mercado inimeros produtos contendo antioxidantes sintéticos como o butil-
hidroxitolueno (BHT), butil-hidroxianisol (BHA), terc-butilhidroguinona (TBHQ) e galato de
propila (GP). No total, existem 40 antioxidantes sintéticos permitidos para uso em produtos
destinados a utilizacdo humana (ALIMENTARIUS, 2016).

A utilizacdo desses antioxidantes sintéticos tem sido bastante controlada pelos 6rgédos
ligados ao Ministério da Salude do Brasil e j& sdo proibidos em diversos paises pelo fato de
pesquisas indicarem que esses compostos sdo, em grande medida, toxicos para animais. Tal
fato tem feito com que a procura por antioxidantes naturais aumente ao passo que apresentam
baixos riscos ao serem utilizados pela populacdo e conseguem manter as caracteristicas
organolépticas inerentes ao produto inicialmente adquirido (Boroskl et al., 2015).

Muitas podem ser as técnicas empregadas para a compreensdao dos mecanismos
antioxidantes tal como para a avaliacdo da capacidade antioxidante de uma planta ou composto
isolado oriundo de um vegetal superior. A escolha dos métodos a serem utilizados devem
considerar os mecanismos de acdo dos quais se pretende avaliar (BorRoskiI et al., 2015)

Atualmente as técnicas in vitro sdo as mais utilizadas nos laboratérios. Apesar de
sofrerem algumas criticas por parte dos pesquisadores por ndo propiciarem condicGes
bioldgicas condizentes com fendmenos reais, essas técnicas sdo capazes de fornecer uma util
ferramenta de pre-triagem entre as especies vegetais com potencial antioxidante, e a
possibilidade de avaliacdo do melhor estagio de maturacgéo e condicdes de cultivo dessa planta
(WoLFE E Liu, 2008).

Os principais métodos in vitro de avaliagdo de potencial antioxidantes sdo aqueles que

empregam o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Capacidade de Absorcdo dos
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Radicais Oxigenados (ORAC) e Capacidade Antioxidante Total (CAT) que avaliam a
transferéncia de elétrons de espécies antioxidantes para estabilizar os radicais livres enquanto
ensaios de poder de reducdo monitoram o potencial de doacdo de elétrons pelas espécies
antioxidantes. Um outro mecanismo importante diz respeito a utilizagéo de ions metalicos como

o0 Fe (I1) que sdo catalizadores de reac6es Fenton (Boroski et al., 2015).

2.4 Utilizacdo de produtos naturais com potencial antibiotico

Antibidticos abarcam quaisquer compostos ou moléculas capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos e bactérias. Sdo considerados bactericidas ou
fungicidas aqueles capazes de causar a morte de bactérias ou fungos e bacteriostaticos, e
fungistaticos aqueles capazes apenas de inibir o crescimento celular (WALSH, 2003).

Apesar de existirem desde sempre e identificadas apenas no século XVI, foi no inicio
do século XIX que houve a possibilidade de bactérias e fungos serem atribuidos como agentes
causadores de diversas doencas como a tuberculose e febre tifoide, dentre outras. A partir desse
momento iniciou-se a busca por compostos quimicos capazes de matar esses agentes
microscopios causadores de doengas em concentracfes que sejam bem administradas e
toleradas ao hospedeiro (PATRICK, 2013).

Entre as décadas de 1960 e 1980 houve grande desenvolvimento no nimero de novos
agentes antibidticos naturais e andlogos aqueles ja existentes no mercado. A partir da década
de 1980, poucos medicamentos antibiéticos foram desenvolvidos e se iniciaram os relatos de
microrganismos resistentes aos medicamentos ja existentes. (FERNANDES, 2006)

Os principais antibidticos existentes na atualidade sdo, na sua maioria, medicamentos
com principios obtidos por meios naturais ou protétipos obtidos a partir dessas moléculas. As
classes mais empregadas na atualidade sdo os B-Lactamicos e glicopeptideos que impedem a
formacédo da parede celular, os macrolideos e aminoglicosideos que impedem a sintese proteica
bacteriana, a rifampicina que impede a formacdo do RNA bacteriano, as fluorogquinolonas que
bloqueiam a replicacdo do DNA e por fim as sulfonamidas que comprometem a formacao de
acidos nucleicos (WALSH, 2003; PATRICK, 2013).

A partir dos anos 2000, com a grande necessidade de se desenvolver novos
medicamentos antibidticos capazes de combater o nimero sempre crescente de microrganismos

resistentes, e com o alto nUmero de tentativas sem sucesso de se obter, de forma sintética,
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medicamentos eficientes, os grandes laboratérios se voltaram a bioprospec¢do de moléculas
naturais com potencial antibidtico (FERNANDES, 2006).

Em levantamento proposto por Newman e Cragg (2016), o numero de medicamentos
antibioticos liberados pelo FDA (Administracdo de Medicamentos e Alimentos) nos Estados
Unidos entre 1981 e 2014 sédo inferiores apenas ao nimero de quimioterapicos contra o cancer.
Nesse levantamento, os autores demonstram um numero de 83 medicamentos oriundos de
produtos naturais contra apenas 29 antibidticos sintéticos. Esses dados comprovam a eficiéncia
e seguranca quanto a liberacdo e pesquisas com plantas medicinais no desenvolvimento de
novos antibioticos.

No Brasil, essa preocupacdo quanto ao uso de plantas medicinais atinge o ambito da
salide publica. De acordo com Marmitt et al. (2015), das 71 espécies reconhecidas pela Relagédo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), 18
espécies apresentam atividade antibiética comprovada.

Marmitt et al. (2015) ainda citam algumas plantas de grande importancia para o
fortalecimento dessa lista como a Achilea milefolium no controle microbioldgico e cicatrizacdo
de feridas (JALALI et al., 2012), a Aloe vera no controle de Streptococcus mutans (BERTOLINI
et al., 2012), Bacharis trimera, Bidens pilosa e Tagetes minuta no controle de Staphylococcus
mutans e Streptococcus agalactiae. A lista consta ainda com uma planta da familia
Boraginaceae a Cordia curassavica utilizada no combate de Porphyromonas gingivalis
(PIMENTEL et al., 2012).

Marmitt et al. (2015) ressaltam ainda o aumento no nimero de publicagdes cientificas

no ambito das pesquisas antibidticas com plantas medicinais apds a implantacdo do RENISUS.

2.5 Atividades antidiabéticas e de controle glicémico mediados por moléculas naturais

A pesquisa com vistas a obtencdo de drogas naturais alternativas as sintéticas ja
existentes para o controle glicémico tem se tornado significativa, uma vez que tanto as drogas
existentes como o uso de insulina apresentam efeitos colaterais capazes de limitar seu uso por
grande parte da populacdo (ALl et al., 2006).

O amido ¢ a fonte energética de grande parte dos seres vivos, incluindo desde plantas
superiores até mesmo animais (VIEILLE et al., 2001). Trata-se de um polissacarideo composto
basicamente de unidades de D-glicose e considerado o principal carboidrato sintetizado por

plantas com grande importdncia na alimentacdo humana (VILLALBA, 2012). Em sua
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constituicdo existem dois tipos de polimeros de glicose, a amilose formada por cadeias longas,
ndo ramificadas e com ligagdes a 1 >4 e amilopectinas , também formadas por cadeias longas,
ramificadas e com ligacbes a 1->4 e ramificagdes com ligagdes ol 6 (NELSON E COX, 2018).

As endo-amilases, também conhecidas como a-amilase (EC 3.2.1.1) séo enzimas que
catalisam a quebra das ligac@es glicosidicas al->4 presentes no interior do amido convertendo
0 em mono e polissacarideos sendo considerada uma enzima de grande importancia em
processos bioldgicos e também patologicos do organismo (RIBEIRO E SERAVALLI, 2007).

Um outro grupo de enzimas usado na degradacdo de amido sdo as exo-amilases,
representadas pela a-glicosidase (EC 3.2.1.50) responsaveis por quebrar as ligacGes
glicosidicas a1->4 externas das amiloses, amilopectinas e polissacarideos (OTA et al., 2009).

A hiperglicemia po6s prandial € um fator muito importante no desenvolvimento da
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e frequentemente associada a complicacdes como as alteragdes
micro e macro vasculares (Kim et al., 2005). Tangvarasittichai (2015) ainda afirma que uma
das complicagdes decorrentes do diabetes tipo 2 ndo controlada diz respeito a0 aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio que sdo capazes de gerar danos diversos aos sistemas
celulares. Esse aumento nas espécies reativas de oxigénio acarretam o desenvolvimento de
outras doengas como a resisténcia a insulina, obesidade e até mesmo a complicacéo do quadro
hiperglicémico.

Para controlar a glicemia, existem no mercado diversas alternativas terapéuticas como
0s sensibilizadores que aumentam a resposta a insulina, 0s secretagogos que aumentam a
liberagdo de insulina, os inibidores da digestdo de carboidratos os inibidores enzimaticos de a-
amilase e de a-glicosidase, dentre outros (ALVES DA CONCEICAO et al., 2017). As reais
utilizacBes dessas classes farmacoldgicas devem ser avaliadas de acordo com a necessidade do
paciente.

Assim, a utilizacdo de inibidores de a-amilase e a-glicosidase sdo duas opgoes
terapéuticas indicadas para o tratamento da DM2 (ASSOCIATION, 2014) e agem reduzindo 0s
niveis séricos de glicose p6s prandial retardando sua captacdo através da inibicdo das enzimas
presentes no trato digestivo (Kim et al., 2005; GOMES E LERARIO, 2009). A a-glicosidase esta
presente nas vilosidades do enterdcito e catalisa 0 lancamento de monossacarideos das
terminacOes ndo reduzidas dos oligossacarideos e dissacarideos (LEBOVITZ, 1997; KUMAR et
al., 2011).

A a-glicosidase estd amplamente distribuida nos tecidos de microrganismos, plantas e
animais. Ja se apresentam descritos na literatura produtos naturais capazes de inibir atividade

da a-glicosidase (Kim et al., 2005; TADERA et al., 2006; TunDIs et al., 2010; KUMAR et al.,
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2011), assim como ja existem no mercado algumas drogas sintéticas capazes de inibir as
enzimas a-amilase e a-glicosidase como a acarbose, a voglibose e o miglitol (LEBoVITZ, 1997).
Os inibidores de a-glicosidase também aumentam a liberacdo de incretinas que podem ser
associadas a beneficios no tratamento de pacientes pré-diabéticos (MoRIYA et al., 2009).

As atividades inibitorias das enzimas a-amilase e a-glicosidase em extratos aquosos de
Tournefortia paniculata ja foram testadas antes e depois da estimulacdo pelo suco gastrico por
Siméo, Duarte, et al. (2012), entretanto a analise quimica e biologica e as fracbes ativas por
polaridade crescente ainda ndo foram avaliadas. A identificacdo de fragdes quimicas capazes
de permitir uma avaliacdo por atividade biomonitorada no desenvolvimento de novas drogas

ainda nao foi desenvolvido.

2.6 Atividade anti-inflamatoria de produtos naturais pela via de inibicéo da lipoxidase

A lipoxidase participa de uma importante via da cascata inflamatéria na qual envolve a
presenca de acidos graxos, como substrato, pela via do &cido araquidénico na presenca de
espécies reativas de oxigénios produzidas pela ativagdo leucocitaria (ANOOP E BINDU, 2015).
Na figura 3 é possivel observar um fragmento da cadeia de acdo da lipoxidase na

biotransformacao de acidos graxos em mediadores inflamatérios.

Figura 2 — Representacdo esquematica da via da lipoxidase na formacgdo de mediadores

inflamatoérios

Acidos hidroxieicosatetraenoicos
(11, 12 e 15)
Fosfolipideos : :
. ; B Lipoxidase
(Acido Linoléico e Acid0=> Acido Araquidénico [ >
Linolénico)

Acido Hidroxiperoxieicosatetraenoicos

A2

Leucotrienos

Fonte: Imagem adaptada de (KITAMURA E CHEMISTRY, 1984) .

Delafronte (2014) descreve a presenga de quatro tipos isolados de lipoxidase e as
designa como LOX, LOX2, LOX3a e LOX3b. Tais moléculas sdo descritas como isoenzimas
globulares, soluveis em solugéo salina e formadas por uma cadeia simples de polipeptidio.

De acordo com as variaveis moleculares da lipoxidase, a tipo 1 é a que apresenta maiores
atividades bioldgicas comprovadas in vitro e maior estabilidade térmica. (MONTEIRO et al.,
2004).
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Atualmente, os estudos envolvendo a lipoxidase tem sido amplamente estudada uma
vez que estdo presentes na maioria das células de defesa do organismo como nos leucocitos,
nos polimorfonucleados, nos basoéfilos, nos mastocitos, nos eosinéfilos e nos macrofagos. A
lipoxidase também participa ativamente de diversas cadeias da cascata inflamatdria podendo
desenvolver no paciente desde uma simples alergia topica até uma severa disfuncéo cardiaca
(AUSTIN E MOALEM-TAYLOR, 2013).

Importantes pesquisas associam as concentracdes da enzima lipoxidase a algumas
importantes e letais doencas como o acidente vascular cerebral (AVC). Gulcher et al. (2005)
demonstra a relagdo intrinseca existente entre altas concentrac@es de lipoxidase e a presenca de
AVC isquémico.

2.7 Quimioprevencao do cancer e sua importancia na pesquisa com plantas medicinais

O céncer é um conjunto de mais de 200 diferentes doengas de ordem multifatorial, ou
seja, ndo existe uma causa Unica e elucidada para o desenvolvimento e evolugcdo. No entanto,
pesquisadores ja compreendem uma gama de fatores como habitos alimentares, habitos de vida,
genética familiar dentre outros (BATISTA, 2010; SIEGEL et al., 2017).

De acordo com Stewart e Wild (2014) o cancer é a segunda doenca, ndo transmissivel,
mais prevalente no mundo com 14 milhdes de novos casos documentados e 8 milhdes de dbitos
registrados. A estimativa desses autores é que esses numeros nas proximas duas décadas
cheguem a 22 milhdes de novos casos e 13 milhdes de 6bitos.

Batista (2010) ainda afirma que o cancer é uma doenca causada por multiplos fatores
que, acumulados ao longo do tempo, causam mutagdes celulares de carater fenotipica. Esse
processo ocorre em trés etapas bésicas, a iniciacdo que ocorre em alguns dias, a promocao que
pode levar alguns anos e finalmente a progressao que pode ocorrer entre 1 e 5 anos. Uma vez
iniciado o processo com alteracdes feitas ao nivel do Acido Desoxirribonucleico (DNA), torna-
se um processo irreversivel.

A partir do momento em que o tratamento posterior ao desenvolvimento da doenca,
além de causar severos efeitos colaterais, ndo apresenta resultados tdo satisfatorios quanto
desejaveis, a quimioprevencao tornou-se o objetivo de muitos pesquisadores. Assim, compostos
diversos tem sido estudados na tentativa de retardar ou inibir o inicio do processo carcinogénico
(MANACH et al., 2009; BATISTA, 2010).

A quimioprevencdo do cancer de acordo com Sporn (1976) é definida como a utilizacéo

de agentes quimicos, naturais e biolégicos com o objetivo terapéutico de suprimir, prevenir e
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até mesmo reverter tanto as fases iniciais da carcinogénese como a progressao de células pre-
malignas invasivas.

Assim, muitos fitoquimicos tém se despontado com excelentes resultados na
quimioprevencdo do cancer. Muitos compostos fitoquimicos tém sido estudados, seja em
pesquisas clinicas, estudos epidemioldgicos, carcinogénese ou em estudos em linhagem celular
(Russo, 2007).

Atualmente, um dos principais testes utilizados para analise de quimioprevencao do
cancer € o teste da inducgéo da quinona redutase, uma enzima capaz de converter quinonas em
hidroquinonas e, consequentemente, reduzir o ciclo oxidativo celular, sendo considerado, por
esse mecanismo, um composto quimiopreventivo (BARTIKOVA et al., 2015).

Na literatura ndo foram encontradas pesquisas relacionadas a quimioprevencao por
qualquer das vias para a espécie Tournefortia paniculata. Por ser considerada uma espécie
promissora e pertencente a uma familia com crescentes pesquisas de interesse farmacoldgico,
a investigacdo se torna essencial para a elucidagdo quimico-bioldgica para determinacdo

quimiopreventiva.
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MANUSCRITO 1

Potential of Tournefortia paniculata Vent. extractive preparations to treat diabetes
complications and its correlation with HPLC-DAD chemical profiles

Abstract

Tournefortia paniculata Vent is a plant of subtropical characteristics used in folk medicine to
treat inflammations and urinary tract infections. Scientific studies with this species are incipient
and require chemical-biological investigations. This study aimed to evaluate the a-amylase, a-
glucosidase and lipoxidase inhibition, as well the bactericidal and fungicide activities of
Tournefortia paniculata crude ethanolic extract (CE) and fractions. In addition, aimed to
establish the relationship between chemical profile and such biological activities through
chromatographic fingerprint and chemometric analyses. The CE was obtained by exhaustive
percolation of powdered leaves of Tournefortia paniculata. The fractions were obtained from
the sequential fractionation by liquid-liquid partition with n-hexane (HEX), dichloromethane
(DCM), ethyl acetate (EtOAc) and n-Butanol (BuOH). The antimicrobial activities were
evaluated against Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Klebsiela pneumoniae ATCC 25955 and Candida spp, employing the broth microdilution
technique. The a-amylase, a-glucosidase, lipoxidase enzymes inhibition was carried according
to Trinh et al. (2016), Popova et al. (2015) and Frum e Viljoen (2006), respectively. All bacteria
showed resistance against CE and its fractions. DCM fraction showed activity against Candida
dubliniensis strain (MIC=1000ug/mL) and CE, DCM and BuOH fractions against Issatchenkia
orientalis strain (MIC=500pg/mL). The DCM fraction showed the best results into a-amylase
(0.038+£0.021mg/mL) and lipoxidase (0.217+0.006mg/mL) enzymes inhibition. The EtOAc
fraction showed the highest a-glucosidase inhibitory activity (0.035+0.009mg/mL). HPLC-
DAD fingerprint analysis showed expressive differences in the chemical profiles of the
preparations. In order to establish the relationship between the evaluated biological activities
responses and unidentified chromatographic peaks, a principal component (PC) analysis was
been done. The constituents responsible for such potential biological activities indicated the
peaks 2, 7 and 9 responsible to inhibit a-amylase and a-glucosidase enzymes, as well have
antifungal activities against Issatchenkia orientalis / Candida krusei and Candida dubliniensis.
Peaks 3, 4, 5, 6 and 8 showed positive correlation in lipoxidase enzyme inhibition. We
concluded that, the DCM and AcOEt fraction was the most promising for further
phytochemistry and biological studies with Tournefortia paniculata, due to the most
proeminent potential to treat and prevent diabetes complications.

Key words: enzymes inhibition, antimicrobial, HPLC fingerprint analysis, biological activity
relationship, principal component analysis.

INTRODUCTION
The WHO (World Health Organization) recommend that herbal drugs based on

popular knowledge should have scientific certification about parts, extractions and doses
(ORGANIZATION, 1999). Tournefortia paniculata Vent. (Boraginaceae), popularly named as
“marmelinho” and “cura sarna” belongs from Mediterranean region, United States occurring

principally in tropics and subtropics. In Brazil this plant is popularly used as diuretic and to
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treat urinary infections and renal lithiasis (BERTOLUCCI, S. K. V. et al., 2000). About this species
only few studies were published in the literature (MORAES et al., 2007; SIMAO, DUARTE, et al.,
2012; SIMAO et al., 2013; SIMAO, CORREA, FONSECA, et al., 2014; SIMAO, CORREA, PRETE, et
al., 2014; SiImAo et al., 2015), with no substantial data concerning chemical composition or its
biological activities.

Preliminary phytochemical analysis revealed the positive presence of saponins,
tannins, flavonoids, steroids and triterpenoids (MORAES et al., 2007; SIMAO et al., 2013; SIMAO,
CORREA, PRETE, et al., 2014). Regarding to biological activity, Simao, Duarte, et al. (2012)
demonstrated in vitro activity of the aqueous crude extract of Tournefortia paniculata into the
inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzymes. However, only this biological potential
had been described to T. paniculata extract in the scientific literature, pointing out need for
deeper studies.

Type Il diabetes mellitus (T2DM) is a noncommunicable chronic syndrome. Its
characterized by the abnormal insulin secretion and its resistance to act into target tissue
(PRABHA et al., 2018). The International Diabetes Federation (IDF) estimated that 11% of aged
20-79 years (415 million adults) presented diabetes mellitus all over the world in 2015. The
estimative of diabetic people in 2040 can reach about to 642 million, principally from the
regions experiencing economic transitions (ZHENG et al., 2018).

Two important tools to comprehend and to control T2DM scientific proven are the
inhibitions of a-amylase e a-glucosidase enzymes. These enzymes are responsible by the bowel
carbohydrate digestion (MCDOUGALL E STEWART, 2005; HEMALATHA et al., 2016).

According to Nitzan et al. (2015), Domingueti et al. (2016) and Zheng et al. (2018)
type Il diabetes mellitus can present many complications. These complications can include
infections, with urinary infections as the most common, vascular complications and
inflammations occurred by lipid mediators as resolvins, protectins and principally lipoxins.
These inflammatory complications are considered the ninth principal responsible of reduced
world life expectancy in diabetic people.

Nitzan et al. (2015) say that urinary tract infection is commonly associated to diabetic
patients. They associate that high urinary and renal parenchymal glucose levels create a
favorable environment for microorganisms’ growth and multiplication. In addition, these
authors show themselves concerned about the number of prescriptions of antibiotic and the
resistance of these microorganisms against the existent drugs at present.

So, the diagnosis and treatment are very important to prevent eventual complications

(SCHNARR E SMAILL, 2008). The principal bacteria responsible by urinary infection are
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Pseudomonas spp, gram-negative bacteria, Escherichia coli and Klebsiella spp. from
Enterobacteriaceae family (LEvy et al., 2004). In this context, its common to find fungi
infections caused principally by Candida spp (SOBEL et al., 2006).

According to Tersey et al. (2015), an important pathway involved in diabetic
inflammations is directly associated to a class of enzymes known as lipoxidase. The lipoxidase
enzyme is involved in other diabetes complications as vein inflammations and circulatory injury
such endothelial cells damage and hemodynamic imbalance caused by atherosclerosis
(DOMINGUETI et al., 2016).

Suzuki et al. (2015) also describe a range of affected tissues by the increase levels of
lipoxidase as blood vessels, the brain, and the kidney implicating in a multiple organ damage
caused by diabetes. Dobrian et al. (2019) associates the uncontrolled lipoxidase activity to some
important Type 1 and 2 diabetes complications such as retinopathy, nephropathy, neuropathy,
and from atherosclerotic cardiovascular disease. This work associates lipoxidase levels to
pancreatic islets damage caused by the macrophages activation.

HPLC fingerprint analysis is a kind of multi-index quality control way to comprehend
and reflect the variety and quantity of chemical components that grant comprehensively the
integral function of herbal drugs components (HUANG et al., 2019). It is also important to
mention that plant drug derivatives are complex mixtures and often exhibit synergism. Thus,
synergistic effects of bioactive constituents on plant extracts would explain the greater
effectiveness of plant drug derivatives compared to their isolated constituents (WAGNER E
ULRICH-MERZENICH, 2009). Due to the determination of the relationship between chemical
composition of complex matrices and biological activity to be a complex task for research into
natural products, chemometrics tools has been employed to solve it (ScHoLz et al., 2004;
GARZzA-JUAREZ et al., 2011; SEPTANINGSIH et al., 2018).

In this context, in order to comprehend the relationship between chemical profile and
biological activities related to diabetes and its complications, the aim of this work was to
evaluate the a-amylase, a-glucosidase and lipoxidase inhibition, as well the bactericidal and
fungicide activities of Tournefortia paniculata crude ethanolic extract and fractions associate

with chromatographic fingerprint and principal component analysis.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material
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The plant material was grown in the Medicinal Garden of the Federal University of
Lavras. The harvest occurred in the months of October and November of 2013 in the morning.
Leaves were collected from all parts of the plants and dried in an oven with forced air circulation
at 40°C until obtaining constant weight. The material was authenticated by the Agricultural
Research Company of Minas Gerais (EPAMIG) in Belo Horizonte, Brazil, and a voucher was
incorporated into the PAMG herbarium (PAMG-57.806).

Preparation of extracts and fractions

Dried plant material (2 kg) was ground in a knife mill and the extracts were prepared by
exhaustive percolation with 92 INPM ethanol at room temperature. The ethanol was removed
under vacuum in a rotatory evaporator at 40°C to produce the crude extract (CE, 58,072 g).
Three portions of it (10 g) were suspended in water (300 mL) and sequentially partitioned with
equal volumes (3x100 mL) of n-hexane (HEX), dichloromethane (DCM), ethyl acetate
(EtOAc) and n-butanol (BuOH). Solvents were removed in a rotavapor, at maximum
temperature of 40 “C. The process was repeated 3 times to afford the HEX (6,46 g), DCM (2,81
0), EtOAc (1,60 g) and n-BuOH (1,30 g).

Enzymes inhnibition assays
a-amylase inhibition

The a-amylase inhibition assay was performed according to Trinh et al. (2016) with
adaptations. In a 96-well microplate, 25uL of the sample were added, 75uL of phosphate buffer
pH 6.8 and 10uL of a-amylase (0.5 mg/ml in phosphate buffer). The plate was incubated in a
kiln with digital temperature control for 10 min at 37°C. An aliquot of 125uL of 1% starch
solution was added, homogenized and again incubated at 37°C for 10 min. Finally, 50uL of
iodine solution was added and the absorbance at 620nm was immediately taken. The sample

solvent was used as a negative control. The results were expressed in ICsq.

a-glucosidase inhibition

The a-glucosidase inhibition test was performed according to Popova et al. (2015), with
some adaptations. Initially in a microtube, 30uL of the sample were added, 300uL of phosphate
buffer pH 6.8 and 70uL of a solution of 2.5IU/mL of a-glucosidase in phosphate buffer. The
microtubes were homogenized and incubated at 37°C for 10 minutes. After incubation an

aliquot of 320uL of a solution of 30mg/mL Nitrophenyl-a-dD-glucopyranoside and incubated
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again at 37°C for 15 minutes. After incubation, 275ul. were transferred to microplates of 96
wells and absorbances were acquired at 405nm. The sample solvent was used as a negative

control. The results were expressed in 1Cso (mg/mL).

Lipoxidase inhibition

The lipoxidase inhibition assay was performed according to Frum e Viljoen (2006), with
some adaptations. Volume of 25uL of linoleic acid solution 1%(V/V) in borate buffer pH 9;
450uL of borate buffer pH 9 and 10uL of the samples were added in a quartz bucket at
concentrations of 10, 5 and 2, Smg/mL in methanol. Then, 450uL of pH 9 borate buffer was
added. Next, 10uL of lipoxidase 5mg/mL was added to the buffer. The bucket was homogenized
and the absorbances were measured every 20 seconds for 5 minutes at 234 nm against blank
solution. Curcuma longa was used as positive control and sample solvents as negative control.

The results were expressed in 1Cso (mg/mL).

Antimicobial assays
Bactericidal assay

The bacteria Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
and Klebsiela pneumoniae ATCC 25955 donated by LABENT (Laboratory of Enterobacteria)
of FIOCRUZ (Oswaldo Cruz Foundation) were used. The stock culture of the strains was stored
in freezing medium (glycerol -15 mL, bacterial peptone - 0.5 g, yeast extract - 0.3 g, NaCl - 0.5
g, distilled water 100 mL, pH 7.0).

The culture was thawed at room temperature and reactivated by inoculating 100pL
aliquots into tubes containing 10mL of Brain Heart Infusion (BHI) broth and incubated at 37°C
/ 24h. Standardization of the inoculum was performed by growth curve.

After reactivation, 50uL aliquot of the inoculum was transferred to 30 mL of
Tryptone Soy Broth (TSB) and incubated at 37°C, and periodic readings (one-hour intervals)
were performed in a spectrophotometer (OD 600 nm) and plating in Tryptone Soy Agar (TSA)
with incubation at 37°C /24h. The culture was standardized in 108 CFU mL™.

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the crude extract and fractions was
determined by using the microdilution technique in broth in 96-well polystyrene plates
(WAYNE, 2008), with adaptations.

For this, extracts and fractions were resuspended in 10% (w/v) DMSO and serially
diluted 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/132 (v/v). An aliquot of 150uL of the solutions were

added to the wells and 10uL of the standard culture was inoculated. Plates were sealed and
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incubated at 37°C/24h. After this period, the absorbance read at 620nm to determining the

minimum inhibitory concentration.

Antifungal assay

The microorganisms used are listed in Table 1. The inoculum for susceptibility tests
was carried out by microdilution as set forth by the recommendation protocol (CLSI
DOCUMENT M27-A3, 2008; CLSI DOCUMENT M27-S4, 2012). The yeasts were grown
overnight at 37 °C in Sabouraud Dextrose Agar (Merck) plates, and inocula for the assays were
prepared by diluting scrape cell mass in 0.85% NaCl solution, adjusted to 0.5 Mc Farland scale
and confirmed by spectrophotometric reading at 625nm. Cell suspensions were finally diluted
to 5.0x103CFU/mL. After that, 50pL of diluted extract were added in 50 pL of RPMI-1640 in
microplates (96 wells) + 100uL of microorganisms’ standard.

The samples were incubated at 37 °C for 24-48 hours, in triplicate. Amphotericin B
resuspended in DMSO was used as standard control diluted 1:50 in RPMI-1640 (CANTON et
al., 2003). The microplates were incubated at 37°C for 48 hours.

According to Aligiannis et al. (2001), the concentration to improve vegetal activity used
is considered strong if the Minimal Antifungal Activity (MAA) is lower than 500 mg/mL,
moderate between 600 mg/mL and 1,500 mg/mL and weak inhibition if MIC present result
upper than 1,600 mg/mL.

Table 1 — Microorganisms used in the antifungal test.

Reference strain
Candida albicans (ATCC® MYA-2876™) — SC5314
Candida albicans (ATCC® 90028™)
Candida glabrata 1Z 07 (Referéncia FOP/UNICAMP)
Candida lusitaniae (ATCC® 200950™)

Type strain

Issatchenkia orientalis (ATCC® 6258-MINI-PACK™)— Candida krusei CBS 573
Candida tropicalis (ATCC® 750™) — Candida tropicalis CBS 94
Diutina rugosa (ATCC® 10571™) — Candida rugosa CBS 613
Candida dubliniensis (ATCC® MY A-646™) — Candida dubliniensis CBS 7987
Meyerozyma guilliermondii (ATCC® 6260™) — Candida guilliermondii CBS 566
Candida parapsilosis (ATCC® 22019-MINI-PACK™) — Candida parapsilosis CBS

604

Phytochemical analysis
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Phytochemical screening

The preliminary phytochemical analysis gives information on the presence or absence
of different classes of secondary metabolites. The phytochemical screening was carried
according to Matos (2009) and were performed from CE for the detection of the following

compounds: steroidal or triterpenic saponins, alkaloids, tannin, anthocyanin, and coumarin.

HPLC-DAD profiles

HPLC-DAD profiles were performed in HPLC Agilent 1200 series (Agilent
Technologies®, Waldbronn, Germany) equipped with a quaternary pump (G1311A) with
degasser system (G13222A), ALS autosampler (G1322A) and TCC heater assembly (G1316A).
A variable-wavelength ultraviolet detector (G1315D) was used to obtain chromatograms at 210
nm. The equipment was controlled by the OpenLAB software version A07.04, build 04.07.28.
For sample preparation, an aliquot of 10 mg of CE and 5 mg of HEX, DCM, EtOAc and BuOH
fractions were dissolved with 1.0 mL MeOH, at room temperature, in an ultrasound bath for
20min. After centrifugation at 8400 g for 10 min, the supernatant (10 pL) were automatically
injected onto the HPLC system. Separations were performed on a reversed-phase analytical
column C18 (Eclipse XDB-C18, Agilent Technologies®, USA) with a silica-based packing (5
um X 150 mm x 4.6 mm I.D.). A Security Guard Cartridge (Zorbax ODS 4-Pack, Agilent
Technologies®, USA) was used as pre-column (5 um x 12.5 mm x 4.6 mm 1.D.) at a
temperature of 40°C. Water (A) and acetonitrile (B) were used as eluents, both containing
0.01% (v/v) of phosphoric acid, using a linear gradient at a flow rate of 1.0 mL/min as follow:
0 min 95%A, 5% B; 60 min 5% A, 95% B, followed by 5 min isocratic elution and then returned
to initial conditions in 5min.

The 10 uncommon major peaks of the chromatograms were selected for chemometric
analysis. For this purpose, we considered the areas related to the most abundant peaks in the
chemical profiles of the preparations. To ensure the purity and identity of the selected
chromatographic peaks, a spectral homogeneity analyzes of 3 points of each peak were
determined by DAD at wavelengths of 210 nm. Co-eluted peaks were manually integrated to

ensure the spectral purity of the selected peaks.

Statistical Analysis
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Statistical analyzes were submitted to the Scott Knott Test at 5% probability by
Statistical R software. The statistical analysis of the observed data was performed according to
the R Development Core Team (2012).

Principal Component Analysis (PCA), using Statistica software (trial version 13.4,
StatSoft Inc., USA), were performed in order to investigate the relationship between
quantitative chemical composition data of the preparations obtained by the areas of the 10 major
peaks selected in the chromatograms and biological activities of the preparations. The analyzed
data set constituted a 15 x 5 matrix. The rows constituted the samples (CE and fractions) and
the columns the variables used in the analysis: areas of the 10 major peaks selected in the
chromatographic profiles (Figure 1 and Table 4) and the corresponding biological responses (a-
amylase, a-glucosidase, lipoxidase enzymes inhibition and antifungal assays — Tables 1, 2 and
3). Standardized average data were subjected to multivariate analysis and the results are shown

by the scores and loadings plots, with two main components (PC) explained by their variances.

RESULTS AND DISCUSSION

The inhibition of a-amylase and a-glucosidase role an important function into the
digestion of polysaccharides and posterior intestinal absorption of glucose. This mechanism
controls the post-prandial levels of glucose and is directly involved with the glucose blood
levels and to control insulin peaks (BHUTKAR E BHISE, 2012).

The results of inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzymes of Tournefortia

paniculata CE and fractions are presented in table 1.

Table 2 — Inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzymes by Tournefortia paniculata crude

extract and fractions.

Preparation” a-Amylase a-Glucosidase
(ICso= mg/mL) (ICso= mg/mL)
CE - 0.138+0.0072
HEX - 0.050+0.003c
DCM 0.038 +0.021 0.096+0.002b
EtOAC - 0.035+0.009d
BuOH - 0.094+0.002b

“CE: ethanolic crude extract; HEX: n-hexane fraction; DCM: dichlorometane fraction;
EtOAC: ethyl acetate fraction; BuOH: n-butanol fraction. Means followed by distinct letters in
the columns differ from each other by the Scott-Knott test (P <0.05). — signal means no activity.

Trinh et al. (2016) found ICsp values for acarbose, a drug used as control to inhibit a-

amylase and o-glucosidase of 0.108 mg/mL and 0.083 mg/mL, respectively. In view of the
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above, DCM fraction of Tournefortia paniculata presented 284,21% more active than acarbose
to inhibit a-amylase and has slight high activity than acarbose to inhibit a-glucosidase. It is also
worth considering that HEX and EtOAc fractions presented 166% and 237.14%, respectively
more active to inhibit a-glucosidase. This data represents a promisor use of such T. paniculata
fractions to prevent or treat type Il diabetes mellitus.

The inhibition of lipoxidase enzyme in diabetic people also roles an important factor
to prevent severe complications. According to Shukla e Choudhary (2018), the mechanisms of
inflammation which involve the metabolism of arachidonic acid play an important role to
comprehend some complications occurred with noncontrolled diabetes. It can be metabolized
by the lipoxidase pathway to hydroperoxyeicosatetraenoic acids and leukotrienes. This fact
activates mechanisms of oxidation, production of defenses cells and severe damage in important
tissues as kidney, veins, heart and principally pancreatic islets. So, the inhibition of lipoxidase
enzyme as represent on table 2 can help people to treat some inflammatory complications
occurred by activation of arachidonic acid pathway.

Table 3 — Inhibitory activity of lipoxidase enzyme by Tournefortia paniculata and its fractions

Preparation” Lipoxidase
(1Cs0 = mg/mL)
CE 0.381+0,026b
HEX 0.276+0.022c
DCM 0.217+0.006d
EtOAC 0.629+0.034a
BuOH 0.295+0.001c
Curcumalonga | 0.412+0.044b

“CE: ethanolic crude extract; HEX: n-hexane fraction; DCM: dichlorometane fraction;
EtOAc: ethyl acetate fraction; BuOH: n-butanol fraction; Curcuma longa: positive control.
Means followed by distinct letters in the columns differ from each other by the Scott-Knott test
(P <0.05)

The values found for the lipoxidase inhibition was between 108.13% in CE and
189.86% in DCM fraction when compared with those found for Curcuma longa, a herbal drug
widely use as anti-inflammatory in herbal medicine (CONNEY et al., 1991; SRIVASTAVA et al.,
1995). Phytochemical screening of CE of Tournefortia paniculata showed the presence of
steroidal or triterpenic saponins, but did not found the presence of alkaloids, tannins,
anthocyanin, and coumarin. The presence of steroidal or triterpenic saponins could be related
to the anti-inflammatory activity for T. paniculata preparations, since these compounds has

scientific evidence for this purpose (IBRAHIM et al., 2017; KANG et al., 2019).
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Anti-inflammatory activities have also been proven for species belonging to
Boraginaceae family as Symphytum officinale (GRUENWALD et al., 2007), Cordia curasavica
(DE Souza et al., 2004) and Cordia ecalyculata Vell (LORENZI E MATOS, 2008).

The use of anti-inflammatory drugs has aroused the interest of countless researchers.
Among the main pathways of anti-inflammatory mechanisms are cyclooxygenase inhibitors
and lipoxidase inhibitors. Since cyclooxygenase inhibitors have strong restrictions on use in
patients with cardiac risk, they have included this class of medications in the list of medications
with restricted sale to prescription retention (ERBAS et al., 2015). Under this perspective, the
search for lipoxygenase-inhibiting medicines has aroused great interest because they do not
present such restrictions.

T2DM is also associated with increasing rates of infections, including most commonly
urinary tract infections (N1TzAN et al., 2015; WILKE et al., 2015). The antibacterial potential of
ethanolic crude extract and fractions of Tournefortia paniculata leaves was evaluated on strains
of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiela pneumonia, since these bacteria
according to Flores-Mireles et al. (2015) are common to infect the urinary tract.

Tournefortia paniculata did not exhibit any potential antibacterial activity against the
tested uropathogens. Ledn et al. (2014) reported that Tournefortia densiflora, another
Boraginaceae plant, extract had better activity against fungi than bacteria. Since urinary tract
infections can be caused by a wide range of pathogens, including Gram-negative and Gram-
positive bacteria, as well as fungi (WIKANINGTYAS E SUKANDAR, 2016), this work also
evaluated anti-Candida potential of T. paniculata CE and fractions.

According to Sobel et al. (2006), medical progress over the last 30 years has been
attended by a concomitant increase in the prevalence of candiduric as well as in the incidence
of Candida urinary tract infections. For many years C. albicans was the most prevalent species
isolated from the urinary tract. With the advent and increasing use of fluconazole, non-albicans
Candida species have emerged and are now dominant. These non-albicans species may not
only be well adapted to the kidney and collecting system, but also more difficult to eradicate
than C. albicans (SEIFU E GEBISSA, 2018).

Two strain of yeast showed sensitivity to Tournefortia paniculata preparations and
the results for both are shown in Table 3. The DCM fraction presented moderate activity
(MIC=1000pug/mL) against Candida dubliniensis strain. The CE, together with the DCM and
BuOH fractions, showed to be strong effective in the fight against the species Issatchenkia
orientalis (MIC=500pg/mL) followed by the moderate activity of the EtOAc fraction (MIC =
1000pg/mL). According Seifu e Gebissa (2018), Issatchenkia orientalis is the most resistant
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species to existing drugs for the treatment of urinary tract infections. Studies showed antifungal
activities against Cladosporium cucumerinum and Candida albicans of phenolic compounds
isolated from Cordia linnaei and Cordia curassavica, two boraginaceous plants (IOSET et al.,
1998; 2000). In addition, the antifungal property of Tournefortia paniculata has not been
reported prior to this study.

In the face of the biological activities responses, DCM fraction showed the most
promising biological activities to treat and prevent diabetes complications and the AcOEt

fractions was the best to inhibit a-glucosidase enzyme.

Table 4 — Antifungal activities of Tournefortia paniculata preparations.

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) — ug/mL

Preparation 500 1000 500 250 125 625 3125
Candida dubliniensis (ATCC® MYA-646™)

CE + + + + + + +
HEX + + + + + + +
DCM - MIC + + + + +

AcOEt + + + + + + +
BuOH + + + + + + +
Issatchenkia orientalis (ATCC® 6258-MINI-PACK™)

CE - - MIC + + + +
HEX + + + + + + +
DCM - - MIC + + + +

AcOEt - MIC + + + + +
BuOH - - MIC + + + +

+and - correspond to presence and absence of microbial growth, respectively. All MIC concentrations were
considered fungistatic.

HPLC-DAD fingerprint analysis at 210 nm were performed under the same conditions
to point out differences and / or similarities in the chemical profile of EB and T. paniculata
fractions. The chromatographic profile and the relative abundance of the 10 major
chromatographic peaks are shown in the Figure 1 and Table 4, respectively. The chromatograms
of the preparations highlight the predominance of peaks in the range of 0 to 25 min,
corresponding to substances of higher polarity and, in the range of 65 to 75 min, the prevalence
of low polarity compounds. The chemical profiles of the CE, HEX, DCM and AcOEt fractions
were the most complex due to the crowd presence of peaks with areas below 1% throughout
the analysis time (Figure 1). It also noted that the chemical profiles of HEX and DCM fractions

were quite similar, in comparison with other ones.

Table 5 — Peak areas selected for chemometric analysis, obtained from the chromatographic
profiles of the preparations.
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Peaks/RT (min)

Sample
s 1/1.7 2/7.0 3/11.1 4/149 5/17.8 6/20.4  7/65.2 8/67.0 9/68.9 10/727'
CE 43100 88594 371559 12616 46988 15332 693763 21739 84669
08 19124 5 6 1 6 58 3 27 9
HEX 41823 11262 105783 41863 14448 20918 131724 34592 76520
5 59760 3 9 9 1 05 2 51 3
DCM 14620 17386 33549 225370 24609 19941 38017 197825 53396 60666
2 0 8 1 33 50 46 9 65 2
EtOAC 12753 40847 69521 444133 35651 90178 32338 173387 48747 66586
62 68 8 1 23 6 78 6 21 7
BuOH 54663 72575 298757 48584 26539 96460 153812 21942 71730
3 0 07 36 6 42 1 74 29 6

“CE: ethanolic crude extract; HEX: n-hexane fraction; DCM: dichlorometane fraction; EtOAc: ethyl acetate
fraction; BUOH: n-butanol fraction. RT: retention time.

The biological activity of medicinal herbs is usually associated with synergistic
effects between different constituents. Fingerprint analysis without individually determining
metabolite identities have been used to determine the relationship between chemical and
biological activities. Due to the chromatographic fingerprint analysis provide a vast amount of
information than data derived from the identification and quantification of individual chemical
markers, processing the chromatographic data obtained from this type of analysis is complex;
therefore, chemometric tools such as principal component analysis (PCA) can be used (GARzA-
JUAREZ et al., 2011). Some publications explore the usefulness of chromatographic fingerprints
and chemometric analysis as a tool to predict the activity of plants (ScHoLz et al., 2004; GARzA-
JUAREZ et al., 2011).

Thus, we investigated the relationship between the 10 major chromatographic peaks
of the CE and fractions of Tournefortia paniculata (Figure 1 and Table 4) and the determined
biological activities (a-amylase, a-glucosidase, lipoxidase enzymes inhibition and antifungal
assays — Tables 1, 2 and 3).

The PCA recorded that the accumulated variance of the first two components was
66.65% of the total variation observed, with the first principal component accounting for
38.25% and the second 28.40% (Figure 3).

Figure 1 — Fingerprint by HPLC-DAD a 210 nm of Tournefortia paniculata preparations.
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Figure 2 — Scores and loadings of the principal component analysis (PCA) in matrix correlation
constructed using data of the extractive preparations of Tournefortia paniculata and the area of
the 10 uncommon major peaks in the chromatographic profiles of the preparations and

biological activities responses.
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The scores plot in CP1 clearly discriminate the samples showing the expressive
differences in the chromatographic profiles. Except for DCM and AcOEt fractions, which
showed quite similar chromatographic profiles, demonstrated by clustering of those
preparations in the same quadrant on the CP1 score plot.

The loadings plot on CP1 clearly shows the positive correlation between peaks 7 and
9 for the inhibition activity of the a-amylase e a-glucosidase enzymes and also for antifungal
activities against Issatchenkia orientalis/Candida krusei and Candida dubliniensis. Peak 2 also
showed a high level of positive correlation for a-glucosidase inhibition activity. Regarding
lipoxidase enzyme inhibition, a high intensity positive correlation was observed for peaks 3 and
4. The DCM fraction was the most potent in inhibiting the lipoxidase enzyme (Table 2),
however the lipoxidase vector in the loading plot of Figure 3 is not explained by PC1, but by
PC2. By analyzing the DCM chromatogramc profile, peaks 4, 5 and 6 account for this activity,
being the peak 4 the one with the strongest positive correlation (Figure 2 and Table 4).

It is important to emphasize the abundance of peak 4 in all chromatographic profiles,
which was higher in the BuOH fraction. Besides this, peak 3 was also more abundant in the
BuOH fraction than in other profiles, which underline a synergistic effect of peaks 3 and 4 in
inhibiting the lipoxidase enzyme. Although peaks 5, 6 and 8 should also be considered

responsible for this activity, suggesting the existence of synergism.
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The HEX and BuOH fractions were the second most potent in inhibiting the
lipoxidase enzyme. However, different chemical components contribute to lipoxidase inhibition
in these fractions. By overlaying the loadings plot over the scores in CP1 and by individually
analysis of the selected peaks in those chemical profiles, we can observe the separation of peaks
7 and 9 for the HEX fraction and peaks 3, 4, 5, 6 and 8 for the DCM fraction. This observation
suggests a positive relationship between the respective peaks and such biological activity.

In the overlap of score plot over loadings plot in PC1 (Figure 3) it was possible to
confirm the superiority of a-glucosidase inhibition by the AcOEt fraction, as well the DCM
fraction demonstrated the most promising Tournefortia paniculata preparation to treat and
prevent diabetes complications. It is also important to keep in mind that, the DCM fractions
showed the most complex chemical profile, which shows the potential of T. paniculata for the

development of a herbal medicine, due to the synergistic effects reported in this study.

CONCLUSION

The present study provides guidance on the potential of extractive preparations of
Tournefortia paniculata for the treatment and prevention of diabetes complications.

Principal component analysis was been done in order to investigate the relationship
between the evaluated biological activities responses and quantitative chemical composition.
The constituents responsible for such potential biological activities indicated the peaks 2, 7 and
9 to inhibit a-amylase and a-glucosidase enzymes and fungal susceptibility of Issatchenkia
orientalis / Candida krusei and Candida dubliniensis. Peaks 3, 4, 5, 6 and 8 give positive
correlation to inhibit lipoxidase enzyme.

The DCM fraction was the most promising for further phytochemical and biological
studies. Regarding the inhibitory activity of the a-glucosidase enzyme, the AcOEt fraction was
the most effective to inhibit a-glucosidase enzyme. Our research group has been engaged in a
deep investigation of medicinal potential and phytochemistry analyses about this medicinal

herb, in order to assign its beneficial to treat and prevent diabetes type 2.
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MANUSCRITO 2

Atividades antioxidante e quimiopreventiva in vitro do extrato etanolico e fragdes de
Tournefortia paniculata Vent.

Resumo

Tournefortia paniculata Vent. é uma planta medicinal da familia Boraginaceae originaria dos
Estados Unidos e do Mediterraneo. A atividade antioxidante esta relacionada as atividades
quimiopreventiva e antitumoral, pois 0 estresse oxidativo pode causar danos ao DNA
provocando mutagdes que podem levar a malignidade. O presente estudo objetivou avaliar o
potencial antioxidante e quimiopreventivo do extrato bruto etandlico (EB) e fragGes de folhas
de T. paniculata. O p6 das folhas foi exaustivamente percolado com etanol 92°INMP para
fornecer o EB, o qual foi ressuspenso em agua e, sequencialmente particionado com n-hexano
(HEX), diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc) e n-butanol (BuOH) para obtencao das
respectivas fracbes. A fracdo BuOH foi a que apresentou atividade antioxidante mais
promissora nos ensaios de sequestro de radicais livres DPPH (0,05+0,00), capacidade
antioxidante total (4,14+0,14), poder redutor de ions Fe*3 (8,96+0,20) e capacidade de absorgéo
de radicais de oxigénio (5,51+0,05), assim como maiores teores de compostos fendlicos totais
(130,23+1,95) e de flavonas/flavonais totais (5,08+0,07). Analises por UPLC-DAD-ESI-MS
da fracdo BUOH permitiram a identificacdo parcial de um derivado glicosilado do acido
siringico como componente majoritario dessa fracdo. Nos ensaios de quimioprevencdo,
nenhuma preparacédo de T. paniculata foi capaz de inibir o TNF-kf. Entretanto, as fragdes HEX
(2+0.16) e DCM (2+0.11) induziram a atividade da quinona redutase (QR), sem apresentar
citotoxicidade. Devido a recuperacdo de maior massa, a fracdo HEX foi selecionada para
fracionamento em coluna aberta de silica gel fornecendo a subfragdo quimiopreventiva RH2.
Analises fitoquimicas da subfracdo RH2 sugeriram a presenca de uma mistura de um derivado
heterosideo-piperazinico e heterosideo-piperidinico de nucleo triterpénico. Conclui-se que o
fracionamento biomonitorado do EB das folhas de Tournefortia paniculata apontou dados
inéditos da composicao quimica e atividades antioxidantes e quimiopreventivas para a espécie.

Palavras Chave: Marmelinho, espécie reativa de oxigénio, prevencao do cancer, UPLC-DAD-
ESI-MS, ensaio bioguiado.

Abstract

Tournefortia paniculata Vent. is a medicinal plant belonging to Boraginaceae family originally
from United States and Mediterranean. Antioxidant activity is related to chemopreventive and
antitumoral activities, because oxidative stress can cause damage to DNA bringing mutations
that can lead to malignancy. This study aimed to evaluate the antioxidant and chemopreventive
potential of crude ethanolic extract (EB) and fractions of T. paniculata’s leaves. The powdered
leaves were exhaustively percolated with 92°INMP ethanol to give crude ethanolic extract (EB).
EB was suspended in water and sequentially partitioned with n-hexane (HEX),
dichloromethane (DCM), ethyl acetate (EtOAc) and n-Butanol (BuOH). The BuOH fraction
showed the most promising antioxidant activity in the trials of DPPH free radical sequestration
assays (0.05 + 0.00), total antioxidant capacity (4.14 + 0.14 ), Fe* 2 ion reducing power (8,96 +
0,20) and oxygen radical absorption capacity (5.51+ 0.05), as well as higher contents of total
phenolic compounds (130.23 + 1.95) and total flavones/flavonols (5.08 + 0.07). The UPLC-
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PDA-ESI-MS analysis of the BuOH fraction were able to partially identify a glucoside
derivative of syringic acid as the major constituent of this fraction. In chemoprevention tests,
no preparation of T. paniculata was able to inhibit TNF-K . However, the HEX (2+0.16) and
DCM (2+0.11) fractions induced quinone reductase (QR) activity, without cytotoxicity. Due to
the higher mass recovery, the HEX fraction was selected to fractionation on a silica gel column
to furnish the RH2 chemopreventive subfraction. The RH2 phytochemical analysis suggested
the presence of a mixture of a heteroside-piperazine and a heteroside-piperidine derivatives of
triterpene nucleus. In conclusion, the biomonitored fractionation of the EB of Tournefortia
paniculata leaves afforded unpublished data about chemical composition, antioxidant and
chemopreventive activities for this specie.

Keywords: ‘Marmelinho’, reactive oxygen species, cancer prevention, UPLC-PDA-ESI-MS,
bioguided assay.

INTRODUCAO

Tournefortia paniculata Vent, popularmente conhecida como marmelinho, € uma planta
originaria dos Estados Unidos e Mediterraneo (SIMAO et al., 2015). Na medicina popular
brasileira, suas folhas sdo utilizadas como diurético, anti-inflamatorio e no tratamento de
nefrolitiase (BERTOLUCCI, S. K. V. et al., 2000).

Estudos fitoquimicos, toxicoldgicos e farmacoldgicos sdo indispensaveis para
comprovar a seguranca e eficacia terapéutica das plantas medicinais (DA VEIGA, 2008). Dentre
as técnicas mais amplamente empregadas no estudo quimico-bioldgico das plantas medicinais
estdo os estudos fitoquimicos monitorados por atividades bioldgicas in vitro ou in vivo que
visam isolar e caracterizar quimicamente as substancias que apresentam melhores indices de
seguranca e eficacia conforme o teste bioldgico avaliado (CHIN et al., 2006).

Testes antioxidantes sdo importantes para melhor elucidacdo de diversos fenémenos
patologicos associados ao fendmeno do “estresse oxidativo” (PATRIDGE et al., 2016). Estas
desordens oxidativas podem ser causadas principalmente por alguns fatores como poluentes,
radiacdo, produtos quimicos e toxinas que causam reacGes como a peroxidacdo de lipideos,
desestabilidade no emparelhamento do elétron, dentre outros. Essas reacdes de desequilibrio
podem causar danos ao DNA, doengas cardiovasculares, desordens inflamatorias, aterosclerose
e principalmente o cancer (HALLIWELL, 1996; NAIDU et al., 2016; PATRIDGE et al., 2016).

A quimioprevencdo de cancer é descrita como a utilizacdo de compostos naturais ou
sintéticos para prevenir, retardar ou reverter o processo de carcinogénese (SPORN, 1976). Os
agentes quimiopreventivos de cancer devem apresentar baixa toxicidade e neutralizar as células

cancerigenas (Duvolx et al., 2005).
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Além de ndo apresentar citotoxicidade, um agente quimiopreventivo do cancer deve
inibir enzimas responsaveis pela geracdo de espécies conhecidas como enzimas de
detoxificacdo (Fase I) e captadoras de radicais e eletrdlitos (Fase I1) (SPENCER et al., 1991;
CUENDET et al., 2006; PEzzuTo, 2008). Dentre as enzimas de fase 1l, o NAD(P)H quinona
redutase (QR) € conhecido por ser um marcador preventivo, a inducao dessa enzima € associada
a protecdo contra agentes toxicos e pela sua atividade antioxidante (CUENDET et al., 2006).

Estudos tém demonstrado que a pesquisa envolvendo a indugdo de QR € um importante
recurso na elucidacdo de mecanismos envolvidos na quimioprevencdo, uma vez que pela via de
destoxificacdo, essa enzima é capaz de promover a reducdo de quinonas eletrofilicas em
hidroquinonas (CUENDET et al., 2006; PEzzuTo, 2008). A QR é amplamente encontrada nos
mamiferos, principalmente, no tecido hepatico. Nos testes de inducdo da QR sdo utilizadas
células de hepatoma de ratos (Hepa 1clc7), pois a quantificacdo de QR é mais facilmente
detectada nessa classe tissular (PROCHASKA E SANTAMARIA, 1988; CUENDET et al., 2006;
PEzzuTO, 2008).

Um outro marcador relacionado a quimioprevencdo de cancer € a capacidade de inibicéo
do fator nuclear de transcricdo kappa beta (NF-kB). De acordo com Park e Christman (2006),
essa classe de proteinas se liga ao DNA e regula a transcri¢do de genes relacionados a cascata
inflamatdria e a expresséo de citocinas inflamatorias como interleucina 1B (IL-1B), interleucina
6 (IL-6) e fator de necrose tumoral — a. (TNF-a). Prolongados periodos de quadros inflamatorios
podem levar ao aumento nas concentragfes de NF-xB causando proliferagdo celular
descontrolada bem como a resisténcia & apoptose e, com isso, a carcinogénese (PERKINS, 2012).

Nesse contexto, objetivou-se avaliar o potencial antioxidante e quimiopreventivo do

extrato bruto etandlico e de fracdes oriundas de folhas de Tournefortia paniculata.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

O material vegetal foi coletado no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras-MG, localizado nas coordenadas 21° 14* S ¢ 45° 00 W, a 918 m de
altitude. O material botanico foi herborizado e depositado no Herbario PAMG da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), em Belo Horizonte, Brasil sob registro
numero PAMG-57806.
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Preparo do extrato bruto e fracionamentos

A obtencéo do extrato bruto e fragdes encontra-se esquematizada na Figura 1. Folhas de
Tournefortia paniculata foram selecionadas e desidratadas em estufa ventilada a 40°C. O
material vegetal foi pulverizado em moinho de facas e, exaustivamente percolado com etanol
92°INMP para fornecer o extrato bruto etandlico (EB, 58,07 g). Trés por¢des de 10 g de EB
foram suspensas em &gua (300 mL) e particionadas sequencialmente (3 x 100 mL) com n-
hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc) e n-butanol (BuOH). Os
solventes de EB e fracdes foram removidos em rotavapor a temperatura maxima de 40 °C,
armazenados em frascos de vidro e conservados em freezer a -20°C, até as anélises.

As fracdes HEX e DCM foram ativas no ensaio de inducdo de quinona redutase. No
entanto, devido a fracdo HEX ter apresentado perfil quimico mais simplificado e maior
recuperacdo de massa, esta fracao (4,09) foi selecionada para fracionamento em cromatografia
em coluna de silica gel 60G (Merck 0,2-0,5 mm) (Figura 1). A eluicdo da coluna empregou
série eluotropica empregando-se hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, conforme
mostra a Figura 1. Solu¢des de p-anisaldeido e Liebermann—Burchard foram empregadas como
reagentes para monitoramento dos perfis cromatograficos por cromatografia de camada delgada
(CCD) (WAGNER E BLADT, 1996). As fracdes com perfis similares foram reunidas para dar as
subfragcdes: RH1 a RH5, cujas massas recuperadas e eluentes s&o mostradas na Figura 1.
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Figura 1 — Representacdo esquemaética das etapas de fracionamento do extrato bruto etanélico

de Tournefortia paniculata. EtOH: etanol; HEX: n-hexano; DCM: diclorometano; EtOAc: acetato

de etila; BUuOH: butanol; MeOH: metanol.

Extrato Bruto EtOH
(3x10,0g)

3 x 100mL de cada solvente

HEX DCM AcOEt BuOH

(6,46 g) (2,81¢g) (1,60 8) (1,30g)
HEX
(4,0g)
HEXa ) ) HEX:DCM 2:8 a DCM:ACOEt 6:4 AcOEt:MeOH 9:1
HEX:DCM 3:7

HEX:DCM 4:6 DCM:AcOEt 7:3 a AcOEt:MeOH 8:2 a MeOH

RH1 RH2 RH3 RH4 RH5
(0,68 g) (0,22 g) (1,41¢g) (0,34 g) (0,87 g)

Ensaios antioxidantes e doseamento de compostos fendlicos

DPPH (2,2-Diphenil-1-picrylhydrazil)
A atividade sequestradora do DPPH (1,1-difenil-1,2-picrilhidrazil) foi determinada pelo

método proposto por Brand-Williams et al. (1995). Foram adicionados 250ul de solucéo

etanolica de DPPH em 50uL da amostra, a mistura foi incubada durante 60 minutos no escuro

a temperatura ambiente. Apos esse tempo, a absorbancia foi medida em 517nm. O BHT foi

usado como controle positivo e a atividade de captura de radicais livres pelo DPPH foi expressa

pela porcentagem de inibicéo, calculada pela formula:

AA% = (100 — (

Abs amostra — Abs branco

Abs controle

)x 100)
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Onde: AA% é a atividade de eliminacgdo de radicais; Abs amostra sdo os valores de absorbancia
para extrato bruto e fracbes; Abs branco € a absorbancia do solvente e Abs controle a

absorbancia do BHT. A atividade sequestradora de radicais livres foi expressa como ICso.

Capacidade Antioxidante Total (CAT)

Este teste avalia a complexacdo de molibdénio para determinar o CAT. A capacidade
antioxidante total foi medida com base no método de reducdo do molibdato de amdnio descrito
por Prieto et al. (1999). Os extratos (200uL das diluigdes de 1/1) foram misturados com 1500uL
da solucdo reagente (acido sulfarico 0,6M, fosfato monobésico de sédio 28mM, molibdato de
amonio 4mM). Apo6s 90 minutos de incubacdo a 95 ° C, as amostras foram arrefecidas até a
temperatura ambiente e as suas absorvéncias foram medidas a 695 nm. O CAT foi determinado
usando uma curva padrdo de &cido ascorbico (y = 3,11148x - 0,0123 e R2 = 0,999). Os testes
foram realizados em triplicata e os resultados expressos em mg equivalentes em acido

ascorbico/g folha seca (mg EqAA/Q).

Poder Redutor (PR)

O ensaio de PR foi realizado seguindo Loizzo et al. (2012). Esse ensaio baseia-se
principalmente no principio de reducéo de ions férricos para a sua forma ferrosa a um pH mais
baixo, o0 que resulta na formacdo de um complexo cromatico de tripiridiltriazina ferrosa, por
exemplo, o complexo férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido ao complexo ferroso
(Fell-TPZ) na presenca de um antioxidante (RUFINO et al., 2006). Um volume de 25ul de
amostra, 100uL de tampé&o fosfato pH 6.0 e 100uL de ferricianeto a 1% foram adicionados a
um microtubo, misturados em vértice e mantidos a 50°C durante 10 minutos. Em seguida,
100uL de acido tricloroacético a 10%, 300puL de agua e 60uL de solucéo de FeClz a 0,1% foram
transferidos para o microtubo. Uma aliquota de 250uL foi transferida para microplacas, € a
intensidade da cor azul esverdeada foi medida a 700 nm contra o branco do reagente. O acido
ascorbico foi utilizado como solugéo padréo da concentracdo de 0,3125mg/mL a 0,0195mg/mL
e os resultados foram expressos em equivalente acido ascérbico por mg de folha seca (mg
EqAA/Q).

Capacidade de Absorbéancia do Radical Oxigénio (ORAC)
As amostras foram analisadas de acordo com Ou et al. (2001) com pequenas

modificagdes. As amostras foram diluidas com tampéo fosfato de sodio (75mM, pH 7.4) numa
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concentragdo de Img/mL. O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos com paredes negras. O
poco branco recebeu 30uL de tampéo fosfato enquanto os padrdes receberam 30ul de solucéo
de Trolox (vitamina E soltivel em &gua) e as amostras receberam 30l de amostra diluida. Além
disso, todos 0s pocos experimentais receberam 150uL de fluoresceina sédica (37,6mg/mL). A
placa foi colocada num leitor de microplacas, ajustado com D.O. 250nm e incubada durante 15
min a 37°C. Imediatamente, antes de iniciar as medicoes, 30ul de AAPH (42,5mg/mL) foram
adicionados a cada po¢o por um auto injetor para iniciar a reagdo e posteriormente ler a cada
minuto por 150 minutos. Medidas finais de fluorescéncia foram expressas em relacéo a leitura
inicial. Os resultados foram calculados com base nas diferengas nas &reas sob a curva de
decaimento da fluoresceina de sédio (AUC) entre o branco e uma amostra e s&o expressos como

mg equivalente de Trolox Equivalente por g de folha seca (mg TroloxEq/g).

Compostos Fendlicos Totais (CFT)

O teor de compostos fendlicos totais dos extrato etandlico e fracdes foi determinado
utilizando-se reagente Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
de acordo com Kim et al. (2003) com modificagdes. Resumidamente 50uL de extrato e fragdes
ou solucdo padrao de acido galico (0, 5% em etanol PA) foi misturado em 500uL de reagente
de Folin-Ciocalteau seguido de 7% de bicarbonato de sodio (Na2CO3z). Em seguida, a mistura
foi incubada por 120 minutos a temperatura ambiente escura e centrifugada por 5.000 rpm. Uma
aliquota de 275pL de cada amostra em triplicata foi adicionada em 96 microplacas de
poliestireno. Uma curva variou de 0062 a 0004 mg/mL em uma solucdo de etanol de &cido
galico (Sigma, Brasil) foi obtida. O teor de fendlicos totais foi expresso em equivalente a mg
de acido galico (GAE) por mg de extrato de peso seco, calculado utilizando-se férmula, y =
19,984 x + 0, 973, R? = 0,999), o resultado foi expresso em mg equivalente de acido galico /g

folha seca (mg EqAG/Q).

Teor de flavonas/flavondis totais (FFT)

O teor de flavonas/flavonois dos extrato bruto e fragfes foi realizado de acordo com o
método determinado por Ahn et al. (2007). Uma aliquota de 100uL de extratos brutos e fragdes
foi misturada com 100uL de AIClz (10% p/v). Apos 40 minutos, a absorbancia foi tomada a
420 nm. O teor de flavonas/flavondis totais foi determinado por meio de uma curva padrao de
quercetina (y = 17,983 x + 0, 36, R>=0,999). Os teores de flavonas/flavonois dos extratos foram

expressos em miligramas equivalentes em quercetina por g de folha seca (mg EqQ/g).
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Ensaios quimiopreventivos

Ensaios in vitro de indu¢éo da quinona redutase (QR)

As linhagens foram incubadas em capela microbioldgica de fluxo laminar, nivel de
seguranga B2 umedecida a 37 °C e 5% de CO> com 95% de umidade relativa. As amostras
analisadas foram solubilizadas em dimetil sulfoxido (DMSO), na concentracdo de 4mg/mL,
constituindo assim a solucao estoque. Essa solucéo foi mantida a -20 °C, até o0 momento de uso.

O ensaio de inducdo da QR foi realizado segundo método descrito por Prochaska e
Santamaria (1988) e modificado por Gerhduser et al. (1997). Para a avaliagcdo de amostras como
indutores da enzima quinona redutase, empregou-se cultura de hepatoma de rato, Hepalclc?
(ATCC® CRL-2026).

Inibicéo do fator nuclear -xB (NF-«B)

A inibicdo do NF-«kB foi realizada segundo Homhual et al. (2006). Células da linhagem
de hepatoma humano 293.12 - PTA-5554-NF-«B transfectadas com o gene NF-kB luciferase
reporter foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 2 x 10* células incubadas
por 48hs. Extratos foram testados a uma concentragio de 20pug.ml™,

ApoGs tratamento com o0s extratos as células foram incubadas por 6 horas. TNF-a
(5ng/mL) foi usado como controle positivo. Apos esse periodo as células foram lavadas com
PBS e o teste de luciferase foi conduzido com uso de kit Luc assay system from Promega® de
acordo com as instrucGes do fabricante. A¢do da luciferase foi monitorada com uso de aparelho
leitor de placas Mults-Mode Microplate Reader, Filter Max F5, (Molecular Devices Spectra,
USA). Os resultados foram expressos como percentagem de inibi¢cdo de NF-kB. N-tosyl-L-
phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK) ICso = 3.8 nM foi usado como controle de inibicéo
de NF-kB. A inibicdo é calculada com relacdo aos niveis basais de inibi¢do do controle negativo
onde as células sdo tratadas 0,5% dimetilsulfoxido (DMSO). Amostras consideradas ativas sao
as que possuem uma inibicdo acima de 50% (ENDRINGER, 2007). Os experimentos foram feitos

em triplicata.

Ensaios de citotoxicidade

A citotoxicidade dos extratos foi avaliada pelo método de Sulforodamina B que se
associam eletrostaticamente aos residuos de aminoacidos basicos das proteinas das células
sobreviventes (RUBINSTEIN et al., 1990; SKEHAN et al., 1990). Células de HepaG2 (ATCC®
HB-8065™), MV3 (ATCC® CVCL_W280™) e Hepalclc7 (ATCC® CRL-2026) foram
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cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DEMEM) adicionado de 100Ul.ml™!
penicilina, e 100 g.ml 'estreptomicina (Sigma—-USA) a 37-C, umidade controlada e 5% CO2 ¢
semeadas em uma placa de 96 pogos na densidade de 5.10%celulas/ml. Todos os extratos foram
testados na concentragdo de 20pg.ml™. Apds 72 horas de incubagdo as células foram fixadas
com 50pl de 20% TCA (acido tricloroacético) por 30 min a 4°C. Apos esse periodo, a placa foi
lavada quatro vezes com agua de torneira. As proteinas aderidas foram coradas com 50pul de
0,4% SRB em 1% acido acético por poco e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, enxaguadas com 1% acido acético 4 vezes, cuidadosamente. Apds secar por 30 a
60 minutos ou overnight, os cristais foram solubilizados com 200 pl de Tris base pH 10 por 5
minutos no homogeneizador. A densidade Gtica foi determinada a 515nm. A sobrevivéncia foi
calculada em relacdo ao controle negativo 0,5% DMSO (dimetilsulfoxido). Para o controle

positivo foi utilizado camptotensina (10puM)

Anélises cromatogréaficas
Anélises por UPLC-DAD e UPLC-MS-ESI-MS/MS

As analises foram realizadas em um sistema Waters ACQUITY UPLC (Waters,
Milford, Massachusetts, EUA), composto de bomba binaria, amostrador automatico,
degaseificador em linha e detector de arranjo de diodos (Waters, Milford, Massachusetts, EUA).
Os dados foram processados usando MassLynx4.1 (Waters, Milford, Massachusetts, EUA).
Primeiramente, foi preparada uma solucdo com concentracdo de 5 mg/mL em metanol da
subfracdo. Procedeu-se a solubilizacdo com auxilio do banho de ultrassom por 10 minutos,
seguida de centrifugacdo a 8400 rpm, por 10 minutos, e os sobrenadantes obtidos foram
filtrados diretamente para vial de vidro.

A separacdo foi realizada em uma coluna Acquity UPLC BEH HILIC (150 x 2,1 mm
id; 1,7 um; Waters, Milford, Massachusetts, EUA) em combina¢do com uma coluna-guarda
Acquity UPLC BEH HILIC (5 x 2,1 mm; 1,7 um; Waters, Milford, Massachusetts, EUA).
Empregou-se eluicdo em gradiente de dgua (A) e acetonitrila (B), ambos acidificados com &cido
foérmico 0,1% v/v (5 a 95% B em 10 min, 95 a 5% B em 1 min, seguido por 2 min de eluicdo
isocratica), fluxo de 0,3 mL/min, e temperatura da coluna ajustada para 40°C. O volume de
injegdo foi de 3 pL. Para a fonte de ionizagéo por electrospray (ESI), nos modos de varredura
total negativos e positivos (m/z = 100 a 2000), foram utilizadas as seguintes condigdes: tensdo
capilar de 3,54 kV; tensdo de cone de 17 V; temperatura da fonte de 120 ° C; temperatura de

dessolvatagéo de 300°C.
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Anélises de perfis cromatogréaficos por CLAE-DAD

Aliquotas de 5mg das frages HEX e DCM e subfragdes (RH1 a RH5) foram pesadas
diretamente para microtubos e solubilizadas em 1mL de metanol grau CLAE. As amostras
foram solubilizadas em banho de ultrassom, durante 15 min, seguido de centrifugacéo a 8.400
g, por 10 min. Empregaram-se os sobrenadantes para analise por CLAE-DAD. Foram injetadas
aliquotas de 10puL dos sobrenadantes, de modo automatico, no sistema cromatogréfico.

Os perfis cromatograficos por CLAE-DAD foram realizados em um sistema de
cromatografia liquida Agilent 1200 (Agilent Technologies®, Waldbronn, Alemanha) equipado
com uma bomba quaternéria (G1311A) com sistema degaseificador (G13222A), amostrador
automatico ALS (G1322A) e conjunto aquecedor TCC (G1316A). Utilizou-se um detector de
ultravioleta de comprimento de onda variavel (G1315D) para obter cromatogramas a 210 nm.
O equipamento foi controlado pelo software OpenLAB versdao A07.04, build 04.07.28. As
separacOes foram realizadas em uma coluna analitica de fase reversa C18 (Eclipse XDB-C18,
Agilent Technologies®, EUA) com um empacotamento a base de silica (5 ym X 150 mm X 4,6
mm 1.D.) e pré-coluna (5 um x 12,5 mm x 4,6 mm 1.D.) na temperatura de 40°C. Utilizou-se
agua (A) e acetonitrila (B) como eluentes, ambos contendo 0,01% (v/v) de acido fosforico,
utilizando um gradiente linear de 1,0 mL/min como segue: 0 min 95% A, 5 % B; 60 min 5% A,
95% B, seguido por 5 min de eluicdo isocrética e retorno as condigdes iniciais de corrida.

Anélises Estatisticas
As andlises estatisticas foram submetidas ao Teste de Scott Knott a 5% de probabilidade

pelo software Estatistico R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas estatisticamente significativas foram observadas frente a atividade
antioxidante in vitro de Tournefortia paniculata conforme a preparacdo e o ensaio empregado
(Tabela 1). A fragdo BuOH foi a que apresentou a mais potente atividade antioxidante, pois em
todos os ensaios foram observados valores de atividades estatisticamente mais significativos.
Embora, no ensaio DPPH, o BHT (controle positivo) foi mais significativo que a fracdo BuOH,
no ensaio CAT, esta fragdo foi 56% superior ao BHT. Conforme Boskovi¢ et al. (2017), ambos
os métodos, DPPH e CAT, sdo baseados no mecanismo de transferéncia de elétrons, o que pode

ter contribuido para corroborar a atividade antioxidante da fragdo BuOH por esse mecanismo.
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Tabela 1 — Atividades antioxidantes de preparacGes de Tournefortia paniculata pelos ensaios
de eliminacdo de radicais DPPH, capacidade antioxidante total (CAT), poder redutor (PR) e

capacidade de absorcéo de radicais livres de oxigénio (ORAC).

o DPPH CAT PR ORAC
Preparacoes (ICso-mg/mL) (mg Trolox
(mg AAEQ/g) Ea/g)

EB 0,077£0,002c  2,55+0,07c 4,13+0,12c 4,74+0,06b

HEX 0,132+0,001d  2,39+0,07d 6,43+0,41b 1,76+0,67d

DCM 0,157+0,003e  3,36+0,07b 6,45+0,72b 2,79+0,32c

AcOEt 0,052+0,001b  3,23%0,02b 8,72+0,05a 4,81+0,05b

BuOH 0,051+0,002b  4,14+0,14a 8,96+0,20a 5,51+0,05a
BHT 0,016+0,001a  2,64+0,02c -

“EB: extrato bruto; HEX: fracdo n-Hexano; DCM: fracdo diclorometano; EtOAc: fracdo
acetato de etila; BUOH: fracdo n-butanol; BHT: hidroxitolueno butilado (controle positivo).
As médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem umas das outras pelo teste Scott-
Knott (P <0, 5).

As atividades antioxidantes de extratos aquoso e etandlico, obtidos por maceracdo a
temperatura ambiente e sob agitacdo por 1 h das folhas de Tournefortia paniculata, ja haviam
sido demonstradas por Simao et al. (2013). Estes autores consideraram que dentre outras plantas
medicinais, T. paniculata apresentou atividade antioxidante moderada frente ao ensaio de
sequestro de radicais ABTS, o qual possui mecanismo antioxidante similar ao ensaio de
sequestro de radicais livres DPPH. No entanto, no presente estudo nota-se que, com excecéao da
fracdo HEX para os ensaios DPPH, CAT e ORAC e da fragdo DCM para os ensaios DPPH e
ORAC, houve potencializacdo da atividade antioxidante nas fracdes em comparacdo aquelas

do EB de T. paniculata.

O ensaio para determinar o poder redutor nas preparacdes, fundamenta-se no principio
de reducéo dos ions férricos (Fe*®) em um pH &cido para sua forma ferrosa (Fe*?) (Loizzo et
al., 2012) . Nota-se que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre as fracoes
BuOH e AcOEt que foram superiores. Entretanto, as fracdes HEX e DCM também
apresentaram consideravel atividade redutora de ions férricos em comparacdo ao EB (Tabela
1).

Por fim, no ensaio ORAC, a fragdo BUOH (5,51 £+ 0.05 mg TroloxEq/g) confirmou sua
melhor atividade antioxidante em relacdo as demais preparagdes. O ensaio ORAC mede a
capacidade de eliminacéo dos radicais peroxila e, portanto, reflete a atividade antioxidante da
cadeia radical classica por transferéncia de atomo de H. Este ensaio pode ser considerado

superior a outros metodos, pois utiliza uma técnica de area sob a curva (AUC) e, assim, combina
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0 tempo de inibic&o e o grau de inibicdo da acdo de radicais livres por um antioxidante em uma
Unica quantidade (BOULANOUAR et al., 2013). Nesse ensaio, Tournefortia paniculata
apresentou atividade antioxidante 10 vezes mais potente que Cordia exaltata Lam., uma planta
da familia Boraginaceae (SILVA et al., 2007).

A concentracdo de compostos fenolicos totais nos extratos e fragdes de Tournefortia
paniculata variou de 10,52+0,05 até 130,23+1,95 mg EQAG/g de folhas secas e de
flavonas/flavonois totais de 2,39+0,04 a 5,08+0,07 mg EqQ/g de folhas secas (Tabela 2).

A presenca de uma quantidade significativa de compostos fenolicos totais (130,23+1,95
mg EqAG/g) e de flavonas/flavondis totais (5,08+0,07 EqQ/g) na fragdo BuOH pode ter
contribuido para sua proeminente atividade antioxidante, desde que a relagdo entre compostos
fenolicos e atividades antioxidantes ja € bem descrita na literatura (PIETTA et al., 1998;
MARQUES et al., 2012). Ndo ha na literatura dados sobre a composicdo quimica de T.
paniculata, entretanto diversos compostos de natureza fendlica isolados da espécie
Tournefortia sarmentosa Lam., tais como: tournefolal e &cidos tournefdlicos A e B e
salvinolico (LIN et al., 2002), corroboram com os dados de quantificacdo de compostos

fenolicos em T. paniculata.

Tabela 2 — Concentracdo de compostos fendlicos totais (CFT) e de flavonas/flavonais totais
(FFT) em preparacdes de Tournefortia paniculata.

Preparacoes” CFT FET
(mg EqAG/g)  (mg EqQ/g)
EB 27,33+£0,27c 2,3920,04e
HEX 10,83+0,32d 4,10+0,18c
DCM 10,52+0,05d 3,06+0,10d
EtOAC 40,85+1,75b 4,47+0,03b
BuOH 130,23+1,95a 5,08+0,07a

“EB: extrato bruto etandlico; HEX: fracdo n-hexano; DCM: fracdo diclorometano; EtOAc: fracdo
acetato de etila; BuOH: fragdo butanodlica. CFT (mg Eq AG/g): Teor de compostos fendlicos totais em
mg equivalentes de acido galico/g de folhas secas; FFT (mg EqQ/g): Flavonas/Flavonois totais em mg
equivalentes de quercetina/ g de folhas secas. As médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem
umas das outras pelo teste Scott-Knott (P <0, 5).

Uma vez que a fragcdo BuOH apresentou maior atividade antioxidante, esta foi analisada
por UPLC-DAD-ESI-MS/MS (Figura 2). O espectro de absor¢cdo molecular no UV do pico
majoritario da fragdo BuOH exibiu perfil espectral caracteristico de um derivado
glicopiranosidico do acido siringico (KLICK E HERRMANN, 1988). O espectro ESI-MS/MS no
modo negativo do constituinte eluido em 2,98 min revelou um ion molecular desprotonado em

m/z 359 Da [M - H]", sugerindo uma massa molecular de 360 Da, compativel com a férmula
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molecular C15H20010, Sugestiva de ser o erigesideo C (1) ou o &cido glicosiringico (2) (Figura
2B). O padrédo de fragmentacdo observado esta de acordo com o reportado na literatura para
derivado glicosidico do acido siringico (YUE et al., 1994; HE et al., 2018). Nota-se, no espectro
ESI/MS no modo negative, o pico em m/z 719 [2M-H] -, que foi atribuido ao ion dimérico
resultante de um derivado glicosidico do &cido siringico (Figura 2B).

O ion molecular, por sua vez, rendeu o ion [M-179-CO2]” m/z 137 atribuido a perda de
um residuo de hexose (CeH1106) e a perda de CO2 comum de derivados do acido
hidroxibenzdico (SuN et al., 2007). O ion fragmento de menor intensidade em m/z 197 sugere
a presenca de um derivado siringico e o ion fragmento em m/z 161 a perda de H20 de um
residuo de hexose (CeH1106). NO entanto, andlises complementares como, por exemplo,
ressonancia magnética de H e de 3C empregando técnicas unidimensionais e bidimensionais,
se fazem necessarias para a elucidacao estrutural inequivoca do derivado glicosilado do acido
siringico presente nas folhas de Tournefortia paniculata.

Devido a forte relacdo entre as atividades antioxidante e quimiopreventiva, as
preparacdes de T. paniculata foram submetidas aos ensaios de viabilidade celular das linhagens
HepaG2 e MV3; de inducdo da QR; e, de inibicdo do NF-xB. De acordo com Léon-Gonzalez
et al. (2015), o efeito quimiopreventivo do cancer de polifendis antioxidantes envolve sua
capacidade de prevenir ou reduzir os danos celulares mediados pelo estresse oxidativo, seja
capturando as espécies reativas de oxigénio, quelacdo de metais, e/ou induzindo a expressdo de
genes de controle da resposta antioxidante que codificam enzimas desintoxicantes, entre outros

mecanismos.
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Figura 2. Cromatograma UPLC-PDA e espectro UV do pico eluido em 2,98 min (A) e espectro

ESI-MS/MS no modo negativo do pico eluido em 2,98 min da fragdo BUOH de Tournefortia

paniculata.
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O EB e as fragdes de Tournefortia paniculata demonstraram auséncia de citotoxicidade
em linhagens celulares de carcinoma hepéatico humano HepaG2. Os indices de sobrevivéncia
celular entre as preparacdes avaliadas compreenderam a faixa de 89,68% a 95,93% (Tabela 3).
Esse tipo celular é bastante importante nas pesquisas de citotoxicidade uma vez que séo capazes
de demonstrar a hepatotoxicidade de uma amostra com 80% de sensibilidade e 90% de
especificidade (O’BRIEN et al., 2006; NOOR et al., 2009).

Tabela 3 — Citotoxicidade em células de carcinoma hepatico humano HepaG2 e de melanoma
humano MV3 e indugdo da Quinona Redutase (QR) e pelo extrato bruto etandlico (EB) de
Tournefortia paniculata e suas fracbes HEX, DCM, AcOEt e BUOH.

Preparacdes HepaG2 MV3 Inducdo QR
(%) (%) (DC, pg/mL)
EB 91,53+8,056  82,93+3,89 1+0,0
HEX 92,06+12,12 82,04+2,30 240,16
DCM 94,80+9,44 86,01+16,86 240,11
AcOEt 95,93+11,06 59,95+9,35 1+0,0
BuOH 89,68+4,07 72,42+10,07 1+0,0

Médias seguidas de desvio padrdo; — representa resultado negativo para o teste. DC: Valor médio da
concentragdo necessaria para dobrar a atividade especifica da quinona redutase (QR), sendo que valores
> 2, expressam atividade.

Por outro lado, apenas o EB e as fracdes HEX e DCM nédo foram citotoxicas para a
linhagem de melanoma humano MV3, cujos valores de viabilidade celular foram acima de
82,04%. As fragdes AcOEt e BUOH demonstraram ser citotoxicas para a linhagem MV3 com
taxas de sobrevivéncia de 59,95% e 72,42%, respectivamente. Esses resultados sugerem
potencial atividade antitumoral em células de melanoma humano MV3, uma vez que a pesquisa
guimioterapica para o cancer busca compostos e substancias citotdxicas e antiproliferativas (Xu
et al., 2004; Kim et al., 2006).

No que tange a inibicdo de NF-«B, nenhuma das amostras foi capaz de inibir este
marcador bioldgico, o que implica em ineficiéncia das amostras no controle inflamatério no
processo inicial de formacédo de células cancerigenas. Dessa forma, com a atividade de NF-kB
operante, € possivel que as células evitem o processo apoptético e aumentem a capacidade
proliferativa e migratoria (DOLCET et al., 2005; NAKANISHI E Tol, 2005).

Por outro lado, o ensaio de inducdo da QR in vitro foi utilizado como marcador para
avaliar a capacidade das amostras em atuarem como indutoras da atividade metabélica da Fase

I1. Alinducdo da atividade de QR em células de hepatoma de rato, Hepalclc7, € uma ferramenta
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bem definida e importante para o rastreio de novos fitoquimicos com potencial
quimiopreventivo (KANG E PEzzuTO, 2004; DA SILVA et al., 2018).

Para um fitocomplexo ser considerado um agente quimiopreventivo, ele deve ser isento
de citotoxicidade, o que ndo ocorreu com a fracdo BUOH que apresentou proeminente atividade
antioxidante devido seu alto teor de compostos fenolicos, provavelmente de um derivado do
acido siringico. Com isso, devido as fragdes HEX e DCM ndo terem apresentado citotoxicidade
frente as linhagens HepaG2 e MV3 e terem apresentado no ensaio de inducdo QR valores de
DC>2,0, o que remete que sdo ativadoras da QR1, estas fragcbes foram consideradas
quimiopreventivas.

A andlise dos perfis quimicos por CLAE-DAD indicou semelhanca nos perfis
cromatograficos das fracdes HEX e DCM (Figura 3), o que poderia explicar os resultados
similares no ensaio de inducdo da QR para essas fracfes. No entanto, devido a fracdo HEX ter
apresentado perfil cromatografico um pouco menos complexo e, por ter tido maior recuperacao
de massa (6,489, Figura 1), ela foi selecionada para fracionamento em coluna aberta de silica
gel. O fracionamento da fracdo HEX resultou em cinco subfra¢cdes (RH1 a RH5, Figura 1), que
foram novamente avaliadas frente aos ensaios de inducdo da QR (Tabela 4). As subfracdes
RH2, RH3 e RH4 apresentaram valor DC>2, o que demonstra seus potenciais
quimiopreventivos pela capacidade de induzir a QR. No entanto, RH2 foi considerada a de
maior potencial por também apresentar menor citotoxicidade para as células Hepalclc?.

Analise por CCD de RH2 revelada com o reagente de Liebermann—Burchard indicou se
tratar de uma substancia de natureza triterpénica, evidenciada por duas bandas violaceas
adjacentes. Analises comparativas de perfis cromatogréaficos obtidos por CLAE-DAD da fragédo
HEX e das suas subfrac6es (RH2 a RH4), indicaram que RH2 se encontrava em etapa avancada
de purificacdo, uma vez que foi detectada apenas uma substancia majoritaria no TR de 66,44

min (Figura 3).
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Figura 3 — Perfis por CLAE-DAD a 210 nm das fracbes HEX e DCM e subfracdo RH2 de

Tournefortia paniculata.
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Tabela 4 — Inducdo da Quinona Redutase (QR) e citotoxicidade em células de hepatoma murino
Hepalclc7 das subfracbes RH1 a RH5 de Tournefortia paniculata.

Inducdo QR

Amostra (DC. ng/imL) Hepalclc7 (%)
RH1 1+0,0 152,8+ 24,78
RH2 210,04 94,5+15,53
RH3 240,02 78,70+2,45
RH4 240,04 68,10+0,65
RH5 1+0,0 68,60+11,60

Médias seguidas de desvio padrdo; DC: Valor médio da concentragdo necessaria para dobrar a atividade
especifica da quinona redutase (QR), sendo que valores > 2 expressam atividade.

A fim de se obter informagfes acerca da natureza quimica dessa(s) substancia(s),
analises por UPLC-DAD-ESI-MS/MS foi realizada para RH2. O perfil cromatografico
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registrado por UPLC-DAD da subfracdo RH2 indicou perfil similar aquele obtido por CLAE-
DAD (Figura 3), cujo TR da substancia majoritaria foi eluido em 9,66 min (Figura 4A). Os
espectros no UV dos picos correspondentes a esta substancia majoritaria em ambos perfis
cromatograficos apresentaram bandas de absorcGes similares (Amax em 202, 224 e 274 nm). A
absorcdo no UV-vis em 202nm, embora seja um comprimento de onda inespecifico, é
condizente com a absor¢do olefinica de nucleos triterpénicos (ScoTT, 1964; WEI E YANG,
2014). No cromatograma total de ions no modo positivo observaram-se a presenca de dois picos
eluidos em 9,73 e 9,88 min, corroborando com as analises realizadas por CCD que
evidenciaram a presenca de duas bandas adjacentes (Figura 4B).

A varredura completa (full scan) por UPLC-MS-ESI no modo positivo da fracdo RH2
(Figura 4C) mostrou os picos de [M+H]* 803 e 804 Da. A proposta de fragmentacdo descrita a
seguir para esses ions fragmentos protonados corroboram com a provavel identidade
triterpénica da subfracdo quimiopreventiva (RH2). O ion molecular protonado [M+H]* de m/z
803 Da foi atribuido ao pico eluido em 9,73 min, cuja formula molecular sugerida CssH74010N>
pode ser possivelmente atribuida, por exemplo, a presenca do acido 28(1-piperazinil) oleandlico
3-0-[2-0-(6-desoxi-a-L-manopiranosil)-a-L-arabinopiranosil] (Figura 4B). Ja o pico em 9,88
min foi atribuido ao ion molecular protonado [M+H]* de m/z 804 Da, de formula molecular
provavel CssH75010N, pode ser indicativa, por exemplo, da presenca do acido 28(1-piperidinil)
oleandlico 3-O-[2-O-(6-desoxi-a-L-manopiranosil)-a-L-arabinopiranosil] (Figura 4B).
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Figura 4 — Perfil cromatografico da subfracdo RH2 de Tournefortia paniculata obtido por
UPLC-DAD (A); Cromatograma total de ions (TIC) no modo positivo e possiveis estruturas
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Comum a ambos os picos (9,73 e 9,88 min) observaram-se ions fragmentos em m/z 149
Da, indicativo da perda de uma deoxi-hexose [M—CsgHs306N2+H]* para o derivado piperazinico
e [M—CaoHs2OsN+H]" para o derivado piperidinico; e, em m/z 279 correspondente a perda de
um residuo de deoxi-hexose + um residuo de hexose [M—Csz4Hs50N2—-H2O+H]* para o derivado

piperazinico e [M—CssHssON-H>O+H]* para o derivado piperidinico.
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O ion fragmento em m/z 392 Da [M—C29H480+H]" possivelmente corresponde a perda
dos heterosideos + o nlcleo piperazinico e o ion fragmento em m/z 391 Da [M — Co9Hss0+H]*
é possivel de ser atribuido a perda dos heterosideos + o nucleo piperidinico. Os espectros ESI-
MS no modo positivo (Figura 4C) e MS2-ESI (Figura 4D) representativo para o ion fragmento
em m/z 803 exibiram o ion fragmento em m/z 413 Da, possivelmente resultante da perda de
uma aglicona triterpénica. O acido oleanodlico ¢ um triterpeno do tipo P-amirina que
naturalmente coexiste com seu isdmero, o acido ursolico (triterpeno do tipo a-amirina) (SILVA
et al., 2010; CHEN et al., 2011). Portanto, vale ressaltar que analises espectroscopicas
complementares sdo necessarias para a confirmagdo da natureza triterpénica dessa mistura de
substancias, se do tipo oleano ou ursano, bem como para a confirmacéo da natureza heterosideo-
piperazinico e heterosideo-piperidinico da estrutura.

Analises de triagem fitoquimica realizadas por Simao et. al (2014) indicaram presenca
positiva para esteroides e triterpenos. No entanto, esta é a primeira abordagem fitoquimica mais
aprofundada que suscita fortes evidéncias da presenca e identificacdo parcial de saponinas
triterpénicas em Tournefortia paniculata. A partir de Tournefortia argentea L. f.., sinbnimo de
Messerschmidia argentea (L. f.) I.M. Johnst., foram isolados e identificados quatro triterpenos
do tipo oleano: acetato de olean-12-en-B-ol; 3-p-acetiloxi-olean-12-en-28-al; 3-B-acetiloxi-
olean-12-en-28-ol; e, &cido 3-B-acetiloxi-olean-12-en-28-6ico (OGIHARA et al., 1997).

Entre atividades bioldgicas comprovadas para derivados triterpénicos encontram-se as
atividades antibacterianas, antiparasitarias, antiosteoporotica, antihipertensora,
antilhiperlipidémica,  diurética, antidiabética, imunomoduladora, anti-inflamatdria,
gastroprotetora, hepatoprotetora, anti-HIV, inibir a capacidade de iniciar a via do complemento,
quimioterapica e quimiopreventiva sob alegacdo de promover a apoptose e a modulagdo do
microambiente tumoral pela via de sinalizacdo celular. A literatura ainda relata um namero
crescente de pesquisas comprovando que os derivados triterpénicos apresentam excelentes
resultados in vitro e in vivo no combate ao cancer (ZHANG et al., 2007; POLLIER E GOOSSENS,
2012; PARIKH et al., 2014; BEDNARCZYK-CWYNAR et al., 2016; LACAILLE-DUBOIS E WAGNER,
2017).

Consoante aos resultantes do presente estudo, Lacaille-Dubois e Wagner (2017)
relataram haver, nessa classe de compostos, seletividade citotdxica para células cancerigenas,
com grande eficiéncia terapéutica como adjuvante no tratamento do cancer. Essas moléculas
guando administradas junto a outros quimioterapicos existentes no mercado oferecem
resultados melhores quando comparado ao uso individual do quimioterapico ja existente. Os

autores supracitados, também reportaram uma reducdo média de 90% no tamanho dos tumores
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de ratos, quando houve a aplicacdo simultanea de heterosideos triterpénicos em associa¢do com
agentes quimioterdpicos, com reducdo nos efeitos colaterais advindos da quimioterapia

convencional.

CONCLUSAO

O estudo quimico e biologico do EB e fracbes das folhas de Tournefortia paniculata
apontou dados inéditos da composicao quimica e atividades antioxidantes e quimiopreventivas
para a espécie. O fracionamento do EB etanolico de Tournefortia paniculata resulta em fracoes
antioxidantes e quimiopreventivas ativas. A fracdo BuUOH, rica em compostos fendlicos,
provavelmente devido a presenca de um derivado do &cido siringico, possui proeminente
atividade antioxidante. No entanto, essa fracdo é citotoxica para a linhagem MV3 e ndo
apresenta atividade de inducdo da QR.

A fracdo que apresenta menor citotoxicidade para as linhagens celulares ensaiadas e
atividade de inducédo da QR foi a fracdo HEX que por fracionamento em coluna aberta de silica
gel resultou na subfracdo quimiopreventiva RH2. Anélises fitoquimicas da subfracdo RH2
permitiram a identificacdo parcial de uma mistura de derivados heterosideo-piperazinico e
heterosideo-piperidinico de ndGcleo triterpénico. Nenhuma preparacdo de T. paniculata

apresentou atividade de inibicdo de NF-xB.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho contribuiu com informag6es quimico-bioldgico de Tournefortia
paniculata Vent., uma planta medicinal, com relatos superficiais de estudos fitoquimicos e

bioldgicos reportados na literatura.

Neste estudo foram avaliadas fracbes derivadas do extrato etanolico bruto (EB) das
folhas de Tournefortia paniculata representadas pelas fragdes n-hexano (HEX), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH).

No primeiro manuscrito foi possivel demonstrar que o EB e fragdes de Tournefortia
paniculata apresentaram atividades de interesse no controle de complicagfes decorrentes da
diabetes. Atividades inibitorias das enzimas a-amilase e a-glicosidase controlam os niveis de
glicose pos-prandial e, da enzima lipoxidase a regulacdo da resposta inflamatéria, que pode
causar danos teciduais. O controle de infec¢Bes urinarias pode auxiliar na sobrevida saudavel

do paciente portador da diabetes.

A fracdo DCM foi a mais promissora para a continuidade dos estudos fitoquimicos e de
atividades que controlem complicacdes da diabetes. Esta fragdo apresentou promissoras
atividades inibitorias in vitro das enzimas o-amilase e lipoxidase. No que tange a atividade
inibitoria da enzima a-glicosidase, a fracdo AcOEt apresentou atividade mais potente. No
entanto, a fragdo DCM apresentou atividade inibitoria da enzima a-glicosidase comparavel a

atividade da acarbose relatada por Trinh et al. (2016).

Nenhuma fracdo foi capaz de inibir a proliferacdo das bactérias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiela pneumoniae. Na avaliacdo de atividade antiflngica, a
fracdo DCM foi ativa contra as cepas fungicas Candida dubliniensis e Issatchenkia

orientalis/Candida krusei.

Analises por CLAE-DAD apresentaram expressivas diferencas nos perfis quimicos das
preparacdes, o que explicariam as diferencas nas atividades biologicas observadas. Entretanto,
ndo foram realizadas analises de correlacdo entre a composi¢cdo quimica e as atividade
bioldgicas avaliadas. Mas, foi possivel apontar que a fragdo DCM foi a que apresentou perfil
quimico mais complexo, o que indica o potencial da espécie para o desenvolvimento de um

fitoterapico.
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No segundo trabalho, nossos estudos mostraram que a fracdo BuOH de Tournefortia
paniculata possui elevado potencial antioxidante considerando os ensaios de captura de radicais
livres DPPH, ORAC, CAT e poder redutor de fons Fe3*. Essa fracdo apresentou ser a mais rica
em compostos fendlicos e flavonas/flavondis totais, cuja analise por UPLC-MS-ESI sugeriu

tratar-se de uma fracéo enriquecida em um derivado glicosilado do &cido siringico.

O potencial quimiopreventivo das preparacdes de Tournefortia paniculata por meio da
inducdo da Quinona Redutase (QR); inibicdo de NF-kB e de citotoxicidade em linhagens
celulares de carcinoma hepatico humano HepG2 e de melanoma humano MV3 também foram
avaliadas nesse trabalho. As fragdes HEX e DCM apresentaram atividade quimiopreventiva na
inducdo de QR, sem causar danos celulares nas linhagens HepG2 e MV3. Fracionamento em
coluna de silica gel da fracdo HEX levou a obtencdo de uma fra¢do semipurificada (RH2), a
qual apresentou a mesma atividade bioldgica observada para a fracdo HEX. Andlises por CCD
da subfracdo RH2 revelada com o reagente de Liebermann—Burchard apontou a presenca de
substancias de natureza triterpénica. Analises por UPLC-DAD e UPLC-MS-ESI levaram a
identificacdo parcial de uma mistura de derivados heterosideo-piperazinico e heterosideo-

piperidinico de ndcleo triterpénico.

Nesse contexto, estudos fitoquimicos e de bioprospec¢do de novos compostos capazes
de ser utilizados como alternativas terapéuticas seguras e eficientes sdo uma importante
ferramenta para a descoberta de moléculas Uteis a recuperacdo da salde humana e animal.
Assim, como sugestdes de continuidade a esse trabalho, sugere-se o aprofundamento nos
estudos fitoquimicos, bem como a experimentacdo dessas fragcdes em modelos bioldgicos
animais agudos e crénicos, a fim de determinar com melhor acuracia a dose/efeito das

atividades avaliadas nesse trabalho.



