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RESUMO

Os estudos de validagdo visam confirmar cientificamente as propriedades terapéuticas
atribuidas as espécies vegetais para sua inclusdo na cadeia produtiva de fitoterapicos, na
perspectiva de oferta de medicamento com qualidade, eficaz e seguro. Nas etapas da validagéo
de espécies vegetais, merece destaque os estudos de padronizacdo, que deve iniciar ainda na
fase da pesquisa basica com material vegetal. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
realizar estudo de validacdo com énfase a padronizacdo dos extratos das folhas de
Stachytarpheta caynnensis (Rich.) Vahl, familia Verbenaceae, conhecida como gervéo,
fundamentado em ensaios quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos in vitro. Os resultados dessa
tese sdo apresentados em dois capitulos. O capitulo 1 é um artigo de revisdo da espécie
Stachytarpheta caynnensis (Rich.) Vahl, com énfase aos aspectos de etnobotanica,
etnofarmacologia, atividade bioldgica, composi¢do quimica e toxicidade; realizada em bases de
dados (Biological Abstracts, Chemical Abstracts, Medline, Lilacs, Web of Science, Science
Direct, PubMed), sendo evidenciada comprovacdo de atividade biol6gica como cicatrizante
de feridas, anti- inflamatdria, anti-hipertensiva, hipoglicemiante, protetora gastrica, dentre
outras; com comprovacdo de compostos isolados como: verbascosideo, martinosideo, acido
betulinico, Nnenoside B; mas com necessidade de continuidade das pesquisas dada a escassez
de estudos clinicos. O capitulo 2 compreende estudo de padronizacdo dos extratos de
Stachytarpheta caynnensis, para definir o melhor procedimento extrativo (maceracédo assistida
por ultrassom, percolagdo e extracdo em aparelho de Soxhlet) e relagdes de hidromddulo (1:6 e
1:8) com folhas de Stachytarpheta caynnensis, segundo teor de polifendis e flavonoides, perfil
cromatogréfico e atividades antioxidante, antimicrobiana, inibicdo da producéo de biofilme e
citotoxidade. Os melhores resultados foram obtidos com maceracdo em hidromddulo 1:6 para
as avaliagBes quimica, antimicrobiana e inibidora de producdo de biolfime. Na avaliacdo
antiproliferativa, o extrato com melhor efetividade foi o de soxlet no hidromodulo 1:8,
permitindo assim, a padronizacdo dos extrativos da espécie para continuidade dos estudos in
vivo, dado a relevanciados resultados de eficacia nos modelos empregados.

Palavras-chave: gervao, verbenaceae, métodos extrativos, validacéo



ABSTRACT

Validation studies aim to scientifically confirm the therapeutic properties attributed to plant
species for their inclusion in the production chain of herbal medicines, with the perspective of
offering medication of quality, efficacy, and safety. In the stages of validation of plant species,
particular emphasis is placed on standardization studies, which should begin even in the basic
research phase with plant material. In this sense, the objective of this work was to carry out a
validation study with an emphasis on standardization of extracts from the leaves of
Stachytarpheta caynnensis (Rich.) Vahl, family Verbenaceae, known as "gervao,” based on
chemical, physicochemical, and in vitro biological assays. The results of this thesis are presented
in two chapters. Chapter 1 is a review article of the species Stachytarpheta caynnensis (Rich.)
Vahl, focusing on ethnobotany, ethnopharmacology, biological activity, chemical composition,
and toxicity aspects; conducted on databases (Biological Abstracts, Chemical Abstracts,
Medline, Lilacs, Web of Science, Science Direct, PubMed), demonstrating biological activity as
wound healer, anti-inflammatory, antihypertensive, hypoglycemic, gastric protector, among
others; with isolated compounds such as: verbascoside, martynoside, betulinic acid, Nnenoside
B; but with the need for further research due to the scarcity of clinical studies. Chapter 2
comprises a standardization study of extracts from Stachytarpheta caynnensis, to define the best
extraction procedure (assisted maceration by ultrasound, percolation, and extraction in a Soxhlet
apparatus) and hydromodule ratios (1:6 and 1:8) with Stachytarpheta caynnensis leaves,
according to polyphenol and flavonoid content, chromatographic profile, and antioxidant,
antimicrobial, biofilm production inhibition, and cytotoxicity activities. The best results were
obtained with maceration in a 1.6 hydromodule for chemical, antimicrobial, and biofilm
production inhibition evaluations. In the antiproliferative evaluation, the most effective extract
was from the Soxhlet apparatus with a 1:8 hydromodule, thus allowing the standardization of the
species' extracts for the continuity of in vivo studies, given the relevance of the efficacy results in
the models employed.

Keywords: gervao, verbenaceae, extraction methods, validation
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1. INTRODUCAO

No cenério mundial, a Fitoterapia esta inserida na sociedade contemporanea como
forma alternativa e/ou complementar na terapéutica, integrada nas mais diversas classes sociais,
ndo somente as populacdes das zonas rurais ou regides desprovidas de assisténcias a satde, mas
também com utilizacdo aumentada nas populac6es nos centros urbanos, devido a insercéo de
politicas que regulamentam e incentivam o uso de plantas medicinais e fitoterapicos, e também
dado incentivo promovido pelo modismo de consumo de produtos naturais (BORGES; SALES,
2018, BRASIL, 2020).

O Brasil é reconhecido pela sua rica biodiversidade e diversidade sociocultural,
preservando o uso de plantas na terapéutica, com grande legado das populagdes tradicionais;
bem como o incentivo da Politica Nacional de Saude para adocdo da Fitoterapia, especialmente
na Atencdo Primaria a Saude; mas, paralelamente a esse cenério, o desenvolvimento e producéo
de medicamentos fitoterapicos ainda sdo precarios, sem inovacdes de forma continuada, ficando
inclusive atras de paises menos desenvolvidos tecnologicamente (NESPOLI et al., 2021).

Assim, para garantia de oferta de fitoterapicos com certificacdo de eficacia, seguranca
e qualidade, faz-se necessario vencer barreiras nacionais, tais como: investimentos incipientes
em Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacéo, falta de parcerias entre universidades e empresas,
caréncia de estudos com espécies vegetais nativas, de grande ocorréncia local e uso terapéutico
popular, especialmente por populagdes tradicionais, falta de estudos de padronizacdo dos
extratos vegetais e fitoterdpicos derivados e, ainda, a barreira institucional decorrente das
normas e critérios para producao e comercializacdo com sustentabilidade com base no incentivo
a agroecologia (CASTRO; ALBIERO, 2016; NESPOLI et al., 2021).

Hasenclever et al. (2017) afirmam que a inexisténcia de padronizacdo das preparagdes
vegetais alvo dos estudos de validagéo, para posterior oferta como medicamentos, representa
grande gargalo na cadeia produtiva.

Nesse sentido vale enfatizar que, reconhecidamente, os extratos vegetais representam as
preparagdes mais empregadas nos estudos de validagdo, bem como nas formulagbes
fitoterdpicas derivadas; mas, considerando que tais preparacfes sofrem por diversas varidveis

que podem influenciar na composi¢do quimica e atividade terapéutica, € imprescindivel a
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padronizagdo desses extratos vegetais, fundamentada na interface da bioatividade e fitoquimica.
(LAZZAROTTO-FIGUEIRO et al., 2021).

Amaral et al. (2021) enfatizam que os estudos de padronizacdo devem priorizar a
avaliacdo dos extrativos vegetais por meio de planejamento fatorial, com definicdo das
variaveis que influenciam na extracao, j& que essa representa a etapa fundamental na obtencao
de fitoterdpicos, garantindo a separagdo de substancias de interesse (bioativos) da matriz
complexa.

Assim, no delineamento de um estudo de padronizacao de extratos vegetais devem ser
consideradas as variaveis independentes (granulometria da droga vegetal, qualidade e
quantidade de solvente, método extrativo, temperatura, tempo e pH) e como variavies
dependentes deve ser empregado: rendimento, composicdo quimica e atividade bioldgica
(SIMOES et al., 2017).

Vale ainda destacar, que nos estudos de padronizacdo é possivel a definicdo de
marcadores ativos e/ou analiticos, com a identificacdo e determinagdo das substancias quimicas
relacionadas aos efeitos biologicos, geralmente representados pelas que ocorrem em maior
concentracdo ou poténcia farmacoldgica, assumindo papel fundamental para a garantia da
eficacia (SIMOES et al., 2017; AMARAL et al., 2021).

Diante 0 exposto, quer na pesquisa basica quer na producdo dos fitoterapicos derivados
é imprescindivel a padronizacdo dos extratos para garantia da manutencéo e reprodutibilidade
da qualidade dos fitoterapicos derivados com otimizacdo da obtencdo dos seus bioativos.

Nesse sentido, na perspectiva de contribuir com uso seguro e racional de plantas e suas
preparacdes derivadas, o0 Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA) tem desenvolvido estudos de validacdo de espécies vegetais de ampla distribuicéo
local e uso popular, com énfase ao desenvolvimento dos estudos de padronizacdo dos seus
extrativos.

Assim, em continuidade a linha de pesquisa do Grupo, esse trabalho propde contribuir
nos estudos de validagdo com Stachytarpheta caynnensis (Rich.) Vahl, espécie de amplo e
diversificado uso popular no estado do Maranhao ja comprovado em estudo etnofarmacoldgico
do Grupo, para garantia da manutencdo e reprodutibilidade da qualidade dos fitoterapicos

derivados com otimizacgédo da obtencdo dos seus bioativos.
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Os resultados sdo apresentados em forma de dois artigos intitulados: a) Capitulo 1:
“Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.: do uso tradicional a evidéncia farmacologica”,
submetido ao periddico Scientia Plena; b) Capitulo 2: “Influéncia das variaveis da extragdo na
composicao quimica e atividade bioldgica de extratos das folhas de Stachytarpheta cayennensis
(Rich.) Vahl. (Verbenaceae)” a ser submetido ao periédico Journal of Pharmaceutical and

Biomedical Analysis.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Uso de plantas como recurso terapéutico

Os conhecimentos sobre as plantas medicinais, assim como o seu uso em forma de
medicamento, tém acompanhado a humanidade ao longo dos anos. Entretanto, recentemente
vem ocorrendo um retorno a essa utilizacdo por grande parte da populacédo, ganhando espaco
no mercado que havia sido dominado por produtos industrializados (CARNEIRO et al., 2014).

Trata-se de recursos medicinais alternativos para o tratamento de diversas enfermidades
e, muitas vezes, espécies vegetais, na forma de droga vegetal, planta medicinal in natura,
produto tradicional fitoterapico e/ou fitoterapico, representam a base terapéutica e muitas vezes,
sdo o0 primeiro e/ou Unico recurso terapéutico de grande parte da populacdo mundial (ALVES,
2013, SANTOS et al., 2016). Muitas espécies vegetais possuem propriedades terapéuticas, e,
portanto, o uso de plantas medicinais representa um fator essencial para a manutencdo das
condicdes de saude das pessoas (MORELLI, 2010).

A planta medicinal é definida como a espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com
propositos terapéuticos. Droga vegetal representa planta medicinal, ou suas partes, que
contenham as substancias responsaveis pela acao terapéutica, apos processos de coleta/colheita,
estabilizagdo, quando aplicavel, e secagem, podendo estar na forma integra, rasurada, triturada
ou pulverizada. Os fitoterapicos sdo produtos obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais. No Brasil, a legislacdo de fitoterapicos industrializados, diferencia dois
tipos de fitoterapicos: o medicamento fitoterapico e o produto tradicional fitoterapico. Os
medicamentos fitoterdpicos tém sua seguranca e eficacia baseadas em evidéncias clinicas;
enquanto que os produtos tradicionais fitoterapicos utilizam dados de uso seguro e efetivo

publicados na literatura técnico-cientifica, sendo concebidos para serem utilizados sem a
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vigilancia de um médico para fins de diagnostico, de prescricdo ou de monitoriza¢do; nao
podendo ser empregados em doencas, distdrbios, condi¢des ou a¢des consideradas graves; além
de ndo poder conter matérias-primas em concentracdo de risco toxico conhecido e ndo devem
ser administrados pelas vias injetavel e oftalmica (BRASIL, 2014a).

O efeito de uma planta medicinal é determinado pela forma a qual a espécie é usada,
desde sua posologia e preparo (LEMNIS, 2016). Assim, para se ter uma garantia no uso desses
fitoterapicos e produtos derivados é necessario ndo apenas medidas de controle, mas a
realizacdo de campanhas que visem informar a populacdo de seus riscos e beneficios, e 0s
profissionais de salde devem ter educacgdo continua sobre esses elementos. Estudos com plantas
medicinais tem merecido cada vez mais atencédo, devido as informagdes que fornecem a ciéncia
(CARNEIRO etal., 2014).

A utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos € uma pratica mundialmente
disseminada, sendo encorajada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS), especialmente em
paises em desenvolvimento. No Brasil, em 2006, o Ministério da Salde lancou a Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC), oferecendo aos usuérios do
Sistema Unico de Satde (SUS), principalmente no &mbito da Atencao Primaria a Satde (APS),
a Fitoterapia (BRASIL, 2006). A seguir, foi divulgada a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). E em 2014, o nimero de municipios que
ofertavam a Fitoterapia na APS era trés vezes maior que em 2004, antes da criacdo da PNPIC
(BRASIL, 2006; ANTONIO et al., 2014).

A utilizacdo de espécies vegetais para o tratamento de enfermidade no Brasil, é
justificada pela formacé&o cultural, tendo as culturas indigenas, africanas e europeias como base
que conduziram a uma ampla diversidade nos aspectos materiais, sociais e espirituais (BORBA
et al., 2006). Além disso, o pais possui a maior biodiversidade, devido variedade de biomas, e
um abrangente nimero de espécies vegetais, 0 que estimula a utilizacdo de plantas para fins
medicinais (BRASIL, 2016).

Essa integracéo da identidade cultural nas diferentes regides brasileiras, faz com que o
uso de espécies vegetais seja comum no dia a dia da populagdo maranhense, cuja regido esta
inserida no bioma Amazénico e no bioma Cerrado, ambos com uma diversidade de espécies
com potencial terapéutico (SANTOS, 2017; GUARCONI et al., 2020). Assim, a vasta

diversidade de recursos naturais em conjunto com uma expressiva diversidade sociocultural no
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territério maranhense contribuem para a populacdo fazer uso das espécies da flora local para
prevencéo e tratamento de doencas (MADALENO, 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

O metabolismo vegetal é constituido por dois tipos de substancias, os metabolitos
primarios e os secundarios (Figura 1). O metabolismo primario € aquele que fornece as
substancias envolvidas nas funcBGes bésicas essenciais da vida celular. Os metabdlitos
secundarios sdo produzidos a partir dos metabdlitos primarios e sdo especificos de cada espécie,
onde participam das interacdes intra e intercelular do proprio organismo ou com células de
outros organismos, também atuam em processos de polinizacdo pela producdo de substancias
que atraem 0s agentes vivos deste processo ou contribuem para a resisténcia da planta
pela defesa contra pestes e outras doencas e estabelecendo a competéncia para a guerra
quimica dos ajustes necessarios a convivéncia e sobrevivéncia ambiental (BRAZ-FILHO,
2009).

Espécie Vegetal validacdo

Avaliacao dos
Riscos e Perigos

]

QIO
QIQ
=~ mmp o
Metabolitos .
5. Efeito
primarios e na
e medicinal
secundarios

Figura 1. Planta medicinal e suas substancias responsaveis pelo efeito medicinal. Fonte:
ANVISA (2022), adaptado por Gondim (2022).

Os estudos fitoquimicos compreendem a extracdo e identificacdo dos constituintes
presentes no vegetal, principalmente os metabdlitos secundarios que geralmente sdo 0s
responsaveis por agdes biologicas (SONAGLIO et al., 2010). Os metabdlitos secundarios

presentes nas plantas correspondem a uma série de substancias com um perfil amplamente
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variado, e muitos deles podem revelar efeitos bioldgicos quando utilizados pelo homem,
tornando-se um importante foco de estudos para pesquisadores que visam o isolamento e a
identificacdo dessas substancias biologicamente ativas, potenciais candidatas para o
desenvolvimento de novos farmacos (KABERA et al., 2014).

Merece destaque, ainda, que é importante identificar a presenca de possiveis substancias
toxicas, reduzindo os perigos a quem faz uso de determinadas plantas, visto que podem elas
causar efeitos deletérios até mesmo pelo contato na pele, como irritacdes oculares, dermatites,
alergias e queimaduras (CECHINEL-ZANCHETT, 2017).

Produtos ou medicamentos derivados de espécies vegetais, necessitam, assim como
qualquer outro recurso terapéutico validado, terem comprovados sua eficacia e seguranca para
utilizacdo, devendo passar por procedimentos de controle de qualidade em toda sua cadeia
produtiva, que vai desde o plantio até o produto final a ser dispensado (SOUZA- MOREIRA et
al., 2010).

O desenvolvimento de um fitoterapico padronizado agrega um valor tecnolégico no
desenvolvimento da forma farmacéutica contendo plantas medicinais, ao contrario das formas
farmacéuticas que contém apenas o material vegetal moido, além de garantir a qualidade e
eficacia do medicamento. Para isso, inicialmente deve-se fazer um levantamento bibliografico
na literatura cientifica e popular enfocando a droga vegetal e suas propriedades quimicas e
farmacoldgicas (KLEIN et al., 2009).

Através do levantamento bibliografico pode-se selecionar uma espécie por meio de
pesquisa quimiotaxonémica (onde aspectos morfoldgicos associados a identificacdo de grupos
botanicos podem indicar a presenca de determinados grupos quimicos que tenham atividade
farmacoldgica). Posteriormente, coleta-se um espécime da planta prepara-se uma exsicata e faz-
se a identificacdo botanica e o registro em um herbaério oficial (TOLEDO et al., 2003; KLEIN
et al., 2009). Em paralelo, fazem-se os estudos fitoquimicos que compreendem as etapas de
isolamento, elucidacéo estrutural e identificacdo de constituintes dovegetal, sobretudo aqueles
originarios do metabolismo secundario, responsaveis, ou ndo, pela acdo bioldgica. O
estabelecimento de marcadores quimicos, que sdo substdncias quimicas caracteristicas de
determinada espécie vegetal séo indispensaveis ao planejamento e monitoramento das a¢oes de
transformacéo tecnoldgica, bem como aos estudos de estabilidade dos produtos intermediarios
e finais (KLEIN et al.,2009).
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Tendo em vista que todo o conteido vegetal é considerado como substancia ativa, o
controle de qualidade de produtos derivados de plantas medicinais é bastante complexo,
excetuando-se as plantas nas quais a substancia ativa ja € amplamente conhecida e sua eficacia
ja esté estabelecida (SAHOO et al., 2010).

2.2 Stachytarpheta caynnensis (L.) Vahl

Stachytarpheta cayennensis (L.) Vahl (Figura 2) pode ser encontrada em diversos
paises, incluindo Bahamas, Brasil, Gana, Haiti, india, Jamaica, Camardes, Malésia, México,
Antilhas e Nigéria, naturalizada em regibes tropicais e subtropicais do mundo, floresta
Atlantica, Caatinga e Campo Rupestre, floresce e frutifica em todos os meses do ano (ATKINS,
2005).

A espécie cresce comumente perto de matas. E um subarbusto anual ou perene, ereto,
muito ramificado, de 70-100 cm de altura, com inflorescéncias terminais espigados, com poucas
flores de coloragdo azul. E uma espécie muito utilizada na medicina tradicional brasileira na
forma de infusdo de suas folhas e de toda parte aérea como ténico estomacal, estimulante das
funcgdes gastrintestinais, contra febres, como diurético e emoliente, para problemas hepaticos
cronicos incluindo a hepatite e, para promover a transpiragdo. (LORENZI e MATOS, 2002).

Atualmente, a distribuicdo taxondmica desta espécie segundo Plants Database, (2019)

é a seguinte:

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Lamiales

Familia: Verbenaceae

Género: Stachytarpheta

Espécie: Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl
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Faz parte dos grupos de plantas existentes no meio ambiente, citadas como plantas
daninhas, também conhecidas como plantas invasoras ou espontdneas e que, ocorrem
naturalmente com crescimento espontaneo em areas de cultivo (ALTIERI, et al., 2003).

S. cayennensis € comum em campo aberto como pastagens, campos de cultivo, e
terrenos baldios. Esta espécie tambem é tolerante & sombra e pode invadir florestas de baixa
densidade. Cresce em todos os tipos de solos, incluindo solos inférteis e secos. Embora possa
tolerar a seca, esta espécie cresce melhor em solos Umidos e areno-argilosos e sua propagacédo
é feita por sementes (HEAR, 2012; SIGRIST, 2012).

E uma planta ereta, perene, ramificada, um tanto angular, subarbusto muito resistente &
tracdo (Figura 2). Geralmente tem folhas alternas, ovais com peciolo distinto e bordas
serrilhadas e recortadas, com até 8 cm de comprimento e 2-4,5 de largura, um apice agudo ou
subagudo, aspecto ligeiramente enrugado, cor verde, terminal inflorescéncia com hastes
lineares, flor séssil com calice gamossépalo, piloso no dorso, corola com cinco pétalas soldadas
na base, de coloracdo lilds, com androceu com dois estames férteis e dois estaminddios
(LORENZ e MATQOS, 2002; ONOFRE, 2015).

Figura 2: Viséo geral de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, destacando a infloréscencia.
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Secgdes transversais da lamina foliar evidenciaram uma epiderme uni estratificada com
cuticula espessa e colénquima constituido por 03 (trés) a 04 (quatro) camadas de células. O
mesofilo dorsiventral com parénquima palicadico ocupa cerca de metade da face adaxial e 0
parénquima lacunoso com 03 (trés) a 04 (quatro) camadas de células com reservas de compostos
fendlicos. A nervura central possui formato convexo-convexo. O peciolo, em corte transversal,
evidencia formato cdéncavo-convexo com epiderme uni-estratificada coberta por tricomas
tectores curtos unisseriados, e revestidos por fina cuticula. A folha € anfi-hipoestomatica, os
estdmatos sdo do tipo anomocitico e diacitico (MACHADO et al., 2008).

Os estudos anatdbmicos da espécie sdo escassos até 0 momento, concentrando-se nas
folhas, evidenciando a necessidade de estudos em outros érgdos para determinar parametros
para a avaliacdo da identificacdo das espécies, com defini¢do de parametros de autenticidade.

As folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl., sdo utilizadas no tratamento de
doencas respiratérias, como tonico, vermifugo, febrifugo, antiinflamatério, analgésico,
hepatoprotetor, laxante, na reducao de colesterol, no tratamento de disturbios gastricos, sinusite
(FERREIRA, 2000; RODRIGUES; CARVALHO, 2001; MOREIRA et al., 2002; JACOBY et
al., 2002; AGRA et al., 2007b). As folhas também sdo usadas para tratar a diarreia e vermes
intestinais. Na Malésia, a decoccdo das folhas é usada para tratamento de Ulcera nasal e como
terapia alternativa em malaria (SASIDHARAN et al, 2007). Segundo Parra e colaboradores
(2001), outras propriedades farmacoldgicas dessa planta tém sido estudadas como sedativo e
antipirético.

Estudos farmacoldgicos tém comprovado atividade analgésica, laxativa, na inibicdo da
secrecdo gastrica (MESIA, 2004), gastroprotetora, antiinflamatéria (PENIDO et al., 2006),
hipoglicemiante (ADEBAJO et al., 2007). Moreira et al. (2007) comprovaram atividade
leishmanicida em extratos hidroalacoolicos de folhas secas de Stachytarpheta cayennensis
contra formas promastigotas de Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis.

A constatagdo da atividade leishmanicida no estudo desenvolvido por Moreira et al.
(2007), deve estimular o prosseguimento dos estudos de citotoxicidade, visando avaliagéo de
possivel amplo espectro de atividade antiprotozoaria.

Estudo desenvolvido por Ordoéfiez et al. (2001) comprovou atividade giardicida in vitro
com extrato hidroalcoodlico das folhas Stachytarpheta cayennensis (L.) Vahl., sendo

comprovada, ainda, inibicdo do crescimento de trofozoitos de Giardia lamblia com outras
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espécies da familia Verbenaceae (TAPIA-PEREZ et al., 2003; CALZADA et al., 2006;
PONCE-MACOTELA et al., 2006).

Em sua composic¢édo quimica apresenta alcaloides, glicosidios (verbenalina e verbenina),
taninos, saponinas, flavonoides, esteroides, quinonas, compostos fendlicos e acido glicogénico,
sendo que alguns destes constituintes quimicos também estdo contidos em varias espécies
vegetais com efeitos em protozooses, principalmente com agdo leishmanicida (MOREIRA et
al., 2007; FROELICH et al., 2008; PENIDO et al., 2006).

Em estudo de avaliacdo da atividade giardicida in vitro realizado por Amaral (2007)
com extrato hidroalcodlico das folhas de Stachytarpheta caynnensis comprovou intensa
atividade contra trofozoitos de Giardia lamblia.

2.3 Os estudos de validacéo de espécies vegetais com énfase a padronizacéo dos extrativos

O processo de transformacdo de uma planta em medicamento, logo um produto
tecnicamente elaborado, implica em diversas etapas da pesquisa basica até o desenvolvimento
tecnolégico do bioproduto em escala industrial a ser disponibilizado ao mercado consumidor;
etapas, essas que, em conjunto, caracterizam os estudos de validacdo (SIMOES et al., 2017;
AMARAL et al., 2021).

Os estudos de validacdo visam confirmar cientificamente as propriedades terapéuticas
atribuidas as espécies vegetais, especialmente as nativas e/ou grande ocorréncia local
empregadas na pratica popular; e, assim, possibilitar a inclusdo de tais espécies na cadeia
produtiva de fitoterapicos, na perspectiva de oferta de produto qualificado, eficaz, seguro e
padronizado; possibilitando emprego como medicamento em seres vivos (BRANDAO, 2017);
envolvendo estudos etnodirigidos, botanicos, agronémicos, quimicos, bioldgicos (farmacologia
e toxicologia pré-clinica e clinica) e farmacéutico (metodologia analitica de controle de
qualidade e producdo tecnoldgica) (ENDERLE et al., 2018; AMARAL et al., 2021) como

consta na Figura 3.



25

Autenticidade; integridade e

———— N
D W

Botanica Quimica Analises Biologicas FaPrIma_ceutmo
Cultivo; coleta; processamento, Screening; fracionamento; Screening; fracionamento; F:?gz?;e;:o
armazenamenta; aspectos elucidacao estrutural elucidacdo estrutural Prod ¢
morfoanatémicos roducao

Controle de qualidade

o 1 el
Tg 3 -
oo .2 @
=8 _— 0N — VY%
B
o 4 & [ ®
= ; % ; T
£ 3 Fase Ensaios clinicos Ensaios pré - clinico
o Individuos saudaveis Potencial terapéutico Toxicologia
-8 ‘S Seguranca Seguranca aos pacientes Farmacologia
5 2 in vitro, in vivo e in silico
T oN ©
n Y i
& T — B
[E=X
Fase ll Fase llI Fase IV
Pacientes voluntério Pacientes Pesquisa pds-comercializagao
Eficacia Multicéntrico

Figura 03. Fluxograma das etapas da pesquisa para descoberta e desenvolvimento de
medicamentos a partir de espécies vegetais. Fonte. Amaral (2007); Linck (2015), adaptado por
Gondim (2023).

O uso do conhecimento tradicional representa ferramenta importante na Fitoterapia, mas
dever ser aceita e valorizada como critério mais adequado para triagem de espécies vegetais
com potencial terapéutico, sendo encontrados resultados mais promissores em estudos que
utilizam tal critério do que aqueles que definem a espécie a ser estudada aleatoriamente e, por
iss0, as pesquisas etnofarmacoldgicas sdo largamente utilizadas pelos laboratérios da industria
farmacéutica na descoberta de novos agentes terapéuticos ( MIGLIATO et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2011).

A correta identificacdo boténica certifica a autenticidade do material vegetal, uma vez
que a maioria dos processos de desenvolvimento de medicamentos ocorrem a partir de plantas

selecionadas por estudos etnodirigidos, onde as espécies vegetais costumam ser referenciadas
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por nomes venaculares, sendo, portanto, necessaria a coleta do exemplar para a identificacéo
em herbarios reconhecidos (VERDAM; SILVA, 2010).

Na avaliacdo macroscopica, as espécies vegetais sdo avaliadas pelas caracteristicas
botanicas macroscopicas, com analises a olho nu ou com auxilio de lupa, .com exsicatas, fotos
ou desenhos. A avaliagdo microscopica pode ser fundamentada na investigagdo de
caracteristicas histologicas da epiderme (tricomas e estdbmatos), tecidos fundamentais
(colénquima, parénquima e esclerénquima), tecidos condutores (xilema e floema) e estruturas
secretoras (bolsas secretoras, dutos secretores, idioblastos, laticiferos, dentre outros) e inclusées
celulares (cristais de oxalato de calcio, inulina), podendo ser realizada ainda reacdes
histoquimicas para detec¢do de amido, mucilagem, tanino (FARIAS, 2010).

Mais recentemente, tem sido introduzido técnicas de avaliacdo de autenticidade de
matérias-primas vegetais (planta in natura e droga vegetal) através de analise do Acido
Desoxirribonucleico (DNA), destacando-se o DNA Barcorde, que consiste em sequéncias
curtas de genes ou regides intergénicas que podem ser empregadas como marcadores
moleculares para a identificacdo de plantas (SUCHER; CARLES, 2008, FARIAS, 2017).

Os estudos quimicos ou fitoquimicos compreendem etapas de avaliacdo qualitativa e
quantitativa de constituintes ou metabdlitos secundarios, seguido do isolamento e elucidagéo
estrutural dos principios ativos ou substancias responsaveis pela acao biolégica, empregando
métodos quimicos, fisicos e/ou fisico-quimicos envolvendo técnicas de caracterizacdo, métodos
cromatograficos, espectrometria de massas, espectroscopia no ultravioleta, no visivel e no
infravermelho; bem como a ressonancia magnética nuclear (RMN) de préton e carbono 13
(REGINATTO, 2017; AMARAL et al., 2021).

Assim, a analise quimica de constituintes ou metabdlitos secundarios representa
parametro de avaliacdo de integridade indispensavel no controle de qualidade, considerando
que as matérias-primas vegetais podem apresentar variabilidade na composicdo quimica,
dependendo de varios fatores intrinsecos e extrinsecos, influenciando na concentracdo de
constituintes quimicos no material vegetal e, consequentemente, na seguranca e eficacia
(KUNLE etal., 2012; AMARAL et al., 2021).

O controle de qualidade da integridade do material vegetal também pode ser realizado
por meio de ensaios bioldgicos compreendendo estudos biologicos pré-clinicos e clinicos

(Figura 2). Os ensaios pré-clinicos envolvem as fases de ensaios in vitro (6rgdos isolados,



27

culturas de células e tecidos, tecidos simulados e fluidos corpdreos, organismos inferiores) e in
vivo (animais de laboratorio) na avaliagdo da atividade farmacoldgica e toxicoldgica;
possibilitando avaliar os parametros de eficicia e seguranca terapéutica, 0s quais mantém
relacio direta com a composicdo quimica do vegetal (LAPA et al., 2004; MACEDO;
OLIVEIRA, 2006).

Na sequéncia da validacdo, merece destaque os estudos farmacoldgicos, os quais devem
iniciar com ensaios pré-clinicos seguido dos ensaios clinicos para certificacdo de eficacia e
seguranca ao uso (Figura 02).

Os estudos pré-clinicos tém como objetivo avaliar os potenciais efeitos adversos e riscos
para 0s seres humanos, sendo categorizados em trés grupos: farmacoldgicos, farmacocinéticos
e toxicoldgicos. Essas investigacGes envolvem a realizacdo de testes tanto in vitro quanto in
vivo. Notavelmente, ha uma crescente preferéncia pelos testes in vitro, impulsionada pela
pressdo social para reduzir o uso de animais na pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos, conforme destacado por TIMBRELL (2009).

Apds resultados promissores nas avaliagbes pré-clinicas, segue-se para a etapa de
ensaios clinicos, visando comprovar o potencial terapéutico e seguranca em seres humanos.
Esses ensaios compreendem 04 (quatro) fases (Figura 2): fase I, em que o produto € testado em
voluntarios saudaveis, sem objetivos terapéuticos, visando avaliar a seguranca e tolerabilidade
do farmaco, através de dados de farmacodinamica, farmacocinética e biodisponibilidade; fase
I, realizada com um namero reduzido de pacientes voluntarios que possuem a patologia para
qual a droga € investigada, buscando avaliar a eficacia terapéutica, determinar da dose e regime
terapéutico, verificar a relacdo dose/resposta e estabelecer um perfil de seguranca a curto prazo;
fase 111, que é realizada com um nimero maior de pacientes, com o objetivo de comprovar a
seguranca e efetividade do tratamento com a nova droga, através de ensaios comparativos a
placebo e ao farmaco de referéncia e, assim, obter a autorizacdo de introducdo no mercado; e,
por ultimo, a fase IV, conhecida como Farmacovigilancia ou Pesquisa P6s-Comercializacdo, na
intencdo de otimizar o uso do medicamento, avaliando possiveis interacdes medicamentosas e
efeitos adversos adicionais (farmacovigilancia), descrevendo padrdes de uso dando suporte ao
Marketing (BRAGA et al., 2017; SUNTAR, 2020).
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2.2.1 A padronizagéo dos extratos vegetais

Nas etapas da validacdo de espécies vegetais, merecem destaque os estudos de
padronizacdo, visando a definicdo das variaveis que possam influenciar na extragdo das
substancias de interesse farmacoldgico (bioativos) da matriz vegetal, logo na eficacia e
seguranca ao uso, representando uma otimizacdo da cadeia produtiva, da matéria prima vegetal
ao Fitoterapico; o que deve iniciar ainda na fase da pesquisa basica com material vegetal e seus
extrativos selecionados para investigacdo cientifica (LIMA et al., 2020; AMARAL et al., 2021;
LAZZAROTTO-FIGUEIRO et al., 2021).

Plantas medicinais podem ser definidas, de uma maneira ampla, como sendo toda
"espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos” (Resolugdo Anvisa
n. 18/2013) (Brasil, 2013a). Essas plantas tém sido exploradas para fins medicinais de diversas
maneiras, podendo ser utilizadas com base no conhecimento tradicional passado de geracdo em
geracdo, pela transformacdo industrial e obtencdo de medicamentos fitoterapicos, ou pelo uso
dessas espécies para extracdo de principios ativos vegetais (CARVALHO, 2011). A insercdo
da fitoterapia no SUS alcangou visibilidade com a implantacdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Medicamentos Fitoterapicos, por meio do Decreto n. 5.813, de 22 de junho de
2006, e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS, que ganharam
mais representatividade com a publicagdo da Portaria MS/GM n. 886, de 20 de abril de 2010,
que instituiu a Farmacia Viva no SUS (Brasil, 2006a, 2006b, 2010a).

De acordo com a legislacéo brasileira (RDC Anvisa n. 14, de 31 de marc¢o de 2010), as
plantas medicinais sdo definidas de uma maneira mais genérica, como "espécie vegetal,
cultivada ou ndo, utilizada com propositos terapéuticos" (Brasil, 2010c). Conforme o artigo 7°,
da Lein. 5.991, de 17 de dezembro de 1973, o comércio de plantas medicinais é definido como
privativo das farmécias e ervanarios, desde que observado o acondicionamento adequado e a
classificacdo botanica (BRASIL, 1973).

Ja as drogas vegetais englobam as assim consideradas plantas medicinais ou suas partes
"que contenham as substancias, ou classes de substancias, responsaveis pela acéo terapéutica,
apos processos de coleta ou colheita, estabilizacdo e secagem, integras, rasuradas, trituradas ou
pulverizadas" (RDC Anvisa n. 10, de 9 de marco de 2010) (BRASIL, 2010d).
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De acordo com a legislagdo (RDC Anvisan. 14, de 31 de margo de 2010), medicamentos
fitoterapicos sdo "obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais" com
comprovacao de sua eficacia, seguranca e reprodutibilidade de sua qualidade. N&o se enquadra
nesta categoria aqueles medicamentos que incluem na sua composi¢do” substancias ativas
isoladas, sintéticas ou naturais, nem associa¢fes dessas com extratos vegetais" (Brasil, 2010c).

A RDC Anvisa n. 14/2010 estabeleceu requisitos a serem seguidos para garantir a
qualidade dos medicamentos produzidos, exigindo a reprodutibilidade dos produtos fabricados,
obtida por meio do uso de matérias-primas padronizadas e rigido controle de qualidade. O
produto final obtido deve ser avaliado sob diferentes aspectos, mas essencialmente quanto a
presenca e quantificacdo de seus marcadores, 0s quais serdo a base para definicdo da dosagem
e consequentemente todo o desenvolvimento do produto até sua apresentacdo final.

Nesse sentido, considerando que 0s extratos vegetais representam as preparacdes
intermediarias ou acabadas mais frequentemente empregadas nas formulacGes fitoterapicas
solidas, semi-solidas ou liquidas, em escala oficinal e industrial, envolvendo varias etapas
operacionais com diversas variaveis, que podem alterar a estabilidade dos constituintes
quimicos e, consequentemente, a atividade terapéutica desejada, é fundamental o
desenvolvimento e validagdo de metodologias analiticas para padronizagdo dessas preparaces
(SONAGLIO et al., 2004).

Os estudos de padronizacdo devem priorizar a avaliacdo dos métodos extrativos que séo
feitos pelo planejamento fatorial, evidenciando as varidveis de extracdo que influencia no
processo (MIGLIATO et al., 2011). No estudo das variaveis que podem influenciar a extracao
é imprescindivel a avaliacdo da granulometria, qualidade e quantidade de solvente, método
extrativo, temperatura, tempo, tens&o superficial e pH (SIMOES et al., 2004;).

Assim, devido a complexidade e variabilidade dos compostos quimicos das espécies
vegetais, devemos considerar que diversas variaveis podem ocasionar a perda da integridade da
composicao quimica vegetal e, consequentemente, da resposta bioldgica. Portanto, na garantia
de obtencéo de produtos vegetais de qualidade, os estudos de padronizagao, possibilitam, ainda,
a definicdo das substancias ativas ou majoritarias, os marcadores analiticos e/ou ativos, a serem
monitorizados da droga vegetal ao produto acabado para certificagdo da qualidade (LIMA,
2009; SIMOES et al., 2017).



30

2.2.1.1 Variaveis da extracao

a) Granulometria

A andlise granulométrica do material vegetal € uma etapa imprescindivel para a
padronizacdo de um processo extrativo. Particulas com dimens6es homogéneas aumentam a
area de contato entre o material vegetal e o liquido extrator, podendo aumentar,
consequentemente, a eficiéncia da extracdo (PRISTA et al., 2008).

O tamanho da particula também é conhecido por influenciar a area de superficie de um
material sélido. Particulas menores apresentam uma maior area de contato com o liquido
extrator, mas, neste caso, nem sempre ha um aumento na eficiéncia do processo extrativo. O
poder de penetracdo dos solventes depende, por exemplo, da consisténcia dos tecidos que
formam o material a extrair e principalmente do processo de extracdo. Particulas muito
pequenas tendem a formar uma camada compacta de p6, dificultando a penetracdo do solvente,
principalmente em métodos como a percolacdo, que necessitam da passagem do liquido extrator
entre as particulas do material triturado (VASCONCELOS et al., 2005). Ja o material com
tamanho de particula muito grande pode resultar em um p6 com menor area superficial exposta
ao solvente extrator e também apresentar baixa eficiéncia extrativa (GUIZZO et al., 2015;
MIGLIATO et al., 2007).

De acordo com a literatura, a distribuicdo do tamanho de particula influencia diretamente
no processo extrativo, e que uma droga vegetal com tamanho de particula muito alto ou baixo
pode influenciar negativamente na eficiéncia extrativa do sistema de solvente utilizado
(PERTILE et al., 2007; SONAGLIO et al., 2003).

Zaiter et al., (2016) ao avaliarem a influéncia do tamanho de particulas na faixa entre 20
e 500 um do p6é de Camellia sinensis (cha da India) sobre o teor de polifenois e atividade
antioxidante, constataram que a atividade e o teor de constituintes eram influenciados pelo
tamanho de particula, sendo que os melhores resultados foram encontrados com tamanhos de

particula de 100 e 180 um.

b) Solvente
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O solvente a ser empregado na extracdo deve ser definido em funcdo na natureza
quimica da droga vegetal, devendo ser o mais seletivo possivel, para garantir extracdo das
substancias de interesse em quantidades adequadas. Como a solubilidade de uma substancia €
na maioria das vezes, condicionada pela polaridade, a seletividade do solvente ou misturas
destes frequentemente é definida pela semelhanga do grau de polaridade com os constituintes
quimicos da droga vegetal de interesse farmacologico (MIGLIATO et al., 2011).

Entre os fatores que interferem no teor de compostos a serem extraidos, o solvente
escolhido tem se mostrado de extrema importancia, pois além de analisar a eficiéncia em extrair
0 metabolito desejado, deve-se levar em consideracdo a toxicidade e risco de manuseio, o custo,
a disponibilidade e a estabilidade das substancias extraidas (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2004).

A quantidade do solvente a ser empregada na extracdo define o hidromédulo (relacédo
droga: solvente), podendo influenciar na extracdo, devendo ser idealizado a reducéo do gasto
de solvente de modo a garantir economia do processo; mas a quantidade do solvente esta
condicionada ao equilibrio do gradiente de concentracdo no meio, 0 que torna necessario a
definicdo da quantidade ideal de solvente a ser empregada (NORIEGA, 2005).

E considerado que quanto maior o tempo de extragdo maior contato entre droga e
solvente, logo maior extracdo, com maior fluxo de difusdo do solvente através da parede celular
da droga contribuindo para equilibrio da concentracdo de ativos no meio intra e extracelular;
porém deve ser avaliado o solvente e método extrativo, pois o prolongamento do tempo de
contato pode ocasionar processos de degradacgdo do extrato, tais como hidrélise e fermentagdes,
além de ocasionar dissolucdo dos principios de menor solubilidade indesejaveis de extracdo
(FONSECA, 2005).

Morais (2019) observou que os altos teores de solidos totais se encontram na faixa de
concentracdo etanolica entre 40 e 80%, e que a maiores temperaturas se obtém, maiores teores
de solidos totais. O autor relata ainda que foi possivel perceber o aumento da concentracao de
solidos totais com a diminuicdo da concentracéo de etanol, onde os pontos 6timos obtidos foram
de 48,78% na concentracdo de etanol/agua.

O alcool em concentracdes relativamente elevadas dissolve muito bem componentes da

planta que apresentam interesse farmacoldgico, como é o caso dos flavonoides, taninos,
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alcaloides entre outros. Entretanto, reduz a extracdo de compostos polares, que também podem
ter alguma atividade (SOUZA, 2003).

Alguns estudos demonstram que solventes com polaridade maior extraem maiores
teores de compostos fendlicos, entretanto, o solvente alcoolico tem sido empregado para
extracdo de fendlicos, dando maior rendimento de extrato total. A literatura relata que, solugdes
de misturas de &lcool e &gua sdo mais eficientes na extragdo de compostos fendlicos em
comparagdo com 0s mesmos solventes quando utilizados puros (GIRONI; PIEMONTE, 2011).

Oliveira et al. (2016) realizaram estudo utilizando como solventes na extracéo o etanol
e o solvente hidroalcdolico, constatando que o solvente hidroalcoolico a 70% possuiu melhor
rendimento em praticamente todos os métodos extrativos, em detrimento do etanol. Os
resultados mostraram que as técnicas de extracdo e a natureza do solvente extrator afetam
diretamente nos rendimentos extrativos e no teor de metabdlitos presentes, podendo interferir
em atividades bioldgicas e farmacoldgicas, porém, é necessario conhecer a natureza do material
a ser estudado.

Segundo Veggi (2013) a agua ndo somente aumenta a eficiéncia da extracdo de
compostos fendlicos, mas também é o solvente mais adequado por ser ecologicamente seguro
e ter baixo custo.

Os resultados encontrados por Peixoto (2012) indicaram que o solvente constituido por
50% de etanol, foi capaz de extrair maiores teores de metabdlitos da planta Bauhinia forficata
Link. (pata de vaca) nas condi¢des estabelecidas.

Coutinho (2013) constatou que para as folhas de Melia azedarach (cinamomo), o
solvente que obteve os melhores resultados de rendimento foi o metanol, com pouca diferenca
do etanol, com resultados inferiores para o cloroférmio.

Pinto et al. (2019) produziram extratos alcodlicos de Chenopodium ambrosioides L
(matruz) para usar no controle de arboviroses e observaram que o extrato etanélico obteve um
rendimento de 10,09%, o extrato metandlico apresentou um rendimento de 7,86% e o extrato
hexanico um rendimento de 2,058%, valores inferiores ao encontrado no presente estudo. Os
resultados deste estudo demonstram que o método extrativo, o solvente utilizado, o tempo e a
temperatura influenciam diretamente no rendimento total do extrato, porém € preciso levar em
consideracdo que muitas substancias sé@o termolabeis e outras podem sofrer modificagdes
estruturais irreversiveis em altas temperaturas (YAMINI et al., 2008; TIWARI et al., 2011).
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E preciso salientar que a 4gua quando associada a solventes organicos, ajuda a tornar o
meio um pouco mais polar, favorecendo dessa forma a extracdo de compostos fendlicos
(LAPORNIK et al., 2005).

Anagnostopoulou et al. (2006) estudaram sete extratos de cascas de Citrus x sinensis
(laranja doce), demonstrando que a fragcdo na qual empregaram o solvente acetato de etil pode
ser utilizada como eficiente antioxidante em alimentos e formula¢ées medicinais, devido ao
alto contetido de compostos fenolicos e atividade sequestradora de radicais livres encontrados
na amostra.

Em folhas de Panax ginseng (ginseng), o extrato etanolico evidenciou maior acao
sequestradora de radical livre e atividade quelante de ions ferro. Além disso, continha maior
quantidade de fendlicos (2.333,2 mg/100 g) e flavonoides (1.199,1mg/100 g) que os extrato
aquoso e metanolico em extracdo sequencial com agua, etanol e metanol, respectivamente
(JUNG et al., 2006)

c) Processos extrativos

Muitos estudos vém demonstrando a influéncia da extracdo no teor de metabolitos
secundarios e no rendimento dos extratos (VONGSAK et al., 2013; BAMPOULI et al., 2014;
KARABEGOVIC et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016). Os métodos extrativos para obtencao
de extratos vegetais incluem maceracdo, infusdo, percolacdo, decoccdo, extracdo continua
quente (Soxhlet), extracdo em contra-corrente, extracdo assistida por microondas, ultra-som,
fluido supercritico e turbolise. (TIWARI et al., 2011).

Em estudos realizados para observacdo da eficiéncia dos métodos extrativos
(GNOATTO et al., 2007; KARABEGOVIC et al., 2014), demonstraram que a extragdao por
Soxhlet utilizando etanol obtiveram os melhores rendimentos extrativos, onde a escolha do
método extrativo, o solvente utilizado, o tempo e a temperatura influenciam diretamente no
rendimento total do extrato, porém é preciso levar em considera¢do que muitas substancias sao
termolabeis e outras podem sofrer modificagdes estruturais irreversiveis em altas temperaturas
(YAMINI et al., 2008; TIWARI et al., 2011).

Estudo realizado por Herzi et al. (2013), demonstra diferencas significativas quanto a

natureza dos componentes e a quantidade destes no que se diz respeito ao método de extracéo,
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além de detectar na extracdo por Soxhlet uma alta quantidade de substancias de alta massa
molecular.

Estudo avaliando diferente técnicas extrativas (ultrassom, turbolise, maceracéo,
decoccéo, infusdo e soxlet) e proporcdes de teor alcodlico a 92,8 % e 70 % (v/v), através da
quantificacdo de constituintes ativos de Dicksonia sellowiana (xaxim), demonstrou que as
técnicas decoccao e turbdlise com teor alcodlico 70 % (v/v) eram mais eficientes que as demais
técnicas avaliadas; demonstrando, ainda, que dentre os métodos utilizados de maceracao,
infusdo e decocgdo, 0 método que apresentou 0 maior rendimento para 0s extratos etanolicos e
hidroalcéolicos 70% foi decocgdo (OLIVEIRA et al., 2016).

Costa (2016) avaliando os valores de rendimento obtidos na extragdo supercritica com
as extracbes por Soxhlet, constatou que o0s extratos obtidos por extracdo supercritica
apresentaram um rendimento menor que o0s extratos obtidos por solventes organicos, 0s quais
variaram entre 10,4 e 31,8%.

Na padronizagdo de tecnologia de obtencdo de extratos hidroalcodlicos da casca de
frutos de Myrciaria cauliflora (jabuticaba), foi investigado a extracdo a quente por refluxo,
extracdo assistida por ultrassom e extracdo por percolacdo através da quantificacdo de fendis
totais; evidenciando que percolacdo apresentou melhor eficiéncia extrativa (BORGES, 2015).

O método de maceracao é bastante utilizado, devido ser um método a frio e de baixo
custo, possui maior tempo de contato com a droga vegetal, porém nado leva ao esgotamento da
droga vegetal. Entretanto, de acordo com Trusheva et al. (2007), um tempo de maceracdo mais
longo pode ocasionar mudancas quimicas, particularmente a oxidacéo de fendlicos compostos
como flavonoides, indicando que o periodo de maceracdo deve ser inferior a 48 h. Em
controversa, Cunha et al. (2006) constataram que um periodo mais longo aumenta o rendimento
da extracdo material. Portanto, diante das controvérsias, € essencial que os estudos de
padronizacdo definam qual periodo de maceracdo ideal em combinacdo com solventes de

extracdo adequados para obter compostos desejaveis.

d) Temperatura

A temperatura do processo extrativo pode influenciar de maneira positiva, ocasionando

aumento da solubilidade de determinado principio ativo, diminuigdo da viscosidade do solvente
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e aumento da velocidade de difuséo, justificado os processos de extracdo a quente serem mais
rapidos do que aqueles realizados a temperatura ambiente (VIGANO et al., 2016).

Quando a temperatura é elevada, as taxas de difusdo e solubilidade dos analitos aumenta;
a viscosidade e tensdo superficial dos solventes diminuem, facilitando o contato dos analitos
com 0s solventes, 0 que pode acelerar o processo de extracdo (ATES et al., 2011). Mas deve
ser considerado o risco do emprego de temperatura elevada dada a degradacdo de principios
ativos termolabeis ou termosensiveis, sendo recomendado limite maximo de 60°C (MIGLIATO
etal., 2011; SIMOES et al., 2017).

O uso da temperatura como um fator que melhora a extracdo de compostos fendlicos,
em especial os flavonoides, tem sido descrito na literatura (KRAUJALIS et al., 2011;
BASSANI et al., 2014; LIU et al., 2015).

Mochi (2005) verificou diferentes temperaturas no rendimento do 6leo essencial e teor
de 1,8-cineol presente nas folhas de Eucalyptus camaldulensis Dehnh (eucalipto vernelho),
variando de 35 até 70 °C, e pode verificar que as temperaturas de 65 e 70 °C obtiveram
rendimentos maiores comparado a outras temperaturas mais baixas.

Do ponto de vista econdmico, processos com baixas temperaturas, podem reduzir custos
na extragdo, com alto rendimento, em menor tempo, e consequentemente menor consumo de
solvente, sendo possivel, portanto, otimizar o processo (CORSO, 2008; FREITAS et al., 2008;
PEDERSSETT]I, 2008).

Com o objetivo de otimizar a extracdo dos compostos antioxidantes da microalga
Spirulina platensis, Herrero e colaboradores (2005b) utilizaram hexano, éter de petrdleo, etanol
e dgua para a extracdo, assim como temperaturas e tempos distintos; comprovando que altas
temperaturas de extracdo apresentaram grande influéncia em todos os resultados, alterando os
compostos com propriedades antioxidantes.

Sulaiman et al., (2017) avaliaram a influéncia dos parametros de extragdo, como
temperaturas (60 — 80 ° C) na extracdo de compostos fendlicos na planta Clinacanthus nutans
(Burm. f.) Lindau (Belalai Gajah), evidenciando que com um tempo de extracdo prolongado a
80 °C, ocorre diminuicdo no rendimento da extracdo porgue a alta temperatura causa a oxidacéo
e degradacao dos compostos desejados.

Devido a sua instabilidade frente ao aumento de temperatura, € aconselhavel que a

extragdo de antocianinas ndo ocorra em temperaturas superiores a 60 °C, sendo ideal que o
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processo seja realizado abaixo de 40 °C, pois temperaturas superiores podem promover rapida
degradacdo térmica e, consequentemente, reducdo da estabilidade e concentracdo das
antocianinas nos extratos (FAVARO, 2008). E muito comum a extracdo de antocianinas em
temperaturas baixas (MEDINA et al., 2011).

Os trabalhos de Ghitescu et al. (2014) e Tabaraki & Rastgoo (2015) relatam que o
aumento da temperatura em elevadas concentracfes de etanol, na mistura etanol-agua, favorece

a obtencéo de compostos fendlicos.

e) Tempo de extragédo

E considerado que quanto maior o tempo de extracdo maior contato entre droga e
solvente, logo maior extracdo, com maior fluxo de difusdo do solvente através da parede celular
da droga contribuindo para equilibrio da concentracdo de ativos no meio intra e extracelular;
porém deve ser avaliado o solvente e método extrativo pois o prolongamento do tempo de
contato pode ocasionar processos de degradacgdo do extrato, tais como hidrélise e fermentacdes,
além de ocasionar dissolucdo dos principios de menor solubilidade indesejaveis de extracdo
(FONSECA, 2005).

Em estudo realizado com residuos de frutas vermelhas, os extratos foram preparados
com etanol, metanol e 4gua e tempos de extracdo de 1, 12 e 24 horas; sendo evidenciado que 0
contetido de polifendis diminuiu no extrato aquoso com maior tempo de extra¢do, enquanto nos
extratos metanolicos e etanolicos houve acréscimo no conteddo de fendis com o aumento do
tempo (LAPORNIK et al., 2005).

Matanna et al. (2015) avaliaram a influéncia de diferentes tempos de extracdo no teor e
composicdo quimica do 6leo essencial da espécie Pothomorphe umbellata (aguaxima);
comprovando que o tempo de 180 minutos proporcionou maior rendimento do 6leo essencial
(0,42%), enquanto a composicdo quimica ndo foi influenciada pelos diferentes tempos de
destilacéo.

Ehlert et al. (2006) constataram a influéncia do tempo de extragdo em sete espécies
medicinais estudadas pelos autores; 0 maximo teor de 6leo essencial foi obtido aos 130 minutos
de extragdo para Cymbopogon citratus (DC) Stapf (Capim limdo), 150 minutos para as espécies:

Cymbopogon winterianus Jowitt (Citronela), Aristolochia sp (Papo de Peru), Hyptis pectinata
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(L.) Poit (Sambacaitd) e Hyptis fruticosa Salzm. ex. Benth. (Horteld do mato); 160 minutos
para Lippia sidoides Cham.(Alecrim pimenta) e 230 min para Eucalyptus globulus Labill.
(Eucalipto-da-Tasmania), comprovando a variacdo existente na producdo de 6leo essencial
conforme a espécie e o tempo de hidrodestilacao.

Jé& para espécie Rosmarinus ofiicinalis L. (Alecrim), Prins et al. (2006), constataram que
no tempo de 90 minutos é possivel conseguir uma maximizag&o do rendimento de dleo essencial
desta especie.

As diferencas constatadas pelos autores podem estar relacionadas ao tipo de estrutura
secretora das espécies produtoras de 6leos essenciais, que podem facilitar ou dificultar sua saida
dos tecidos que as produzem, bem como as caracteristicas de sua solubilidade ou volatilidade,
atribuidas principalmente aos compostos terpénicos, da classe dos monoterpenos. Os
monoterpenos sdo muito volateis e, geralmente, sdo 0os componentes predominantes em 6leos
essenciais (VELOSO et al., 2012).

f) Secagem

Novas possibilidades tecnoldgicas para a obtencdo de extratos secos de plantas
medicinais tém estimulado a producdo de fitoterapicos. Tendo em vista que a tendéncia das
industrias farmacéuticas brasileiras é a substituicdo de formas fluidas tradicionais pelo extrato
na forma de po, os extratos secos representam um campo em significativa expansdo. Os extratos
Secos possuem varias vantagens como maior estabilidade fisica, quimica e microbioldgica,
além da possibilidade de padronizagdo dos principios ativos (LOPES et al.,2020).

O processo de secagem deve ser avaliado com base em estudos sob diferentes condic¢des
de temperatura, tempo e carregamento do equipamento de secagem, de modo a viabilizar uma
matéria-prima friavel o suficiente para atender ao processo subsequente de moagem, bem como
manter a estabilidade dos principios ativos a partir de armazenagem em embalagem e local
adequados. Além disso, esses processos apresentam impacto direto na umidade da droga vegetal
(BRASIL, 2014) e podem ser monitorados utilizando o método descrito na monografia
individual do produto na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (BRASIL, 2019).

A obtencdo de um produto a base de plantas medicinais possui diferentes aspectos,
dependendo se a substancia ativa estd na forma de droga vegetal ou como preparagéo derivada

da droga vegetal. Tendo em vista que muitos fatores podem afetar a qualidade de produtos de
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plantas medicinais, incluindo clima, periodo de colheita e processamento pos-colheita,
processos de padronizagdo sdo requisitos basicos para garantir um nivel consistente e adequado
das substancias ativas, garantindo a eficacia e qualidade do produto, visto que condicdes
diferentes de processamento podem levar a produtos com qualidades diferentes (SOUZA,
2007). Isto ndo é uma tarefa facil devido a plantas e suas preparacfes serem (ao contrario de
drogas sintéticas) misturas complexas de componentes com diferentes caracteristicas fisico-
quimicas (SOUZA; OLIVEIRA, 2006).

Soares e Silva et al. (2012) utilizaram os adjuvantes Aerosil® e maltodextrina na
avaliacdo de dois processos de secagem na preparacao de extrato seco de Mikania glomerata
Spreng. (guaco), a secagem por atomizacdo (spray dryer) e liofilizacdo, com o objetivo de
identificar o melhor processo para produzir um extrato seco com um nivel elevado de cumarina.
Baseado nos resultados obtidos, o processo de secagem por liofilizacdo foi o melhor para
obtencédo dos extratos secos de guaco com altos niveis de cumarina.

Ao escolher métodos adequados de secagem de materiais especificos, devem-se
considerar todos os fatores relevantes, tais como a capacidade de producéo, o capital e o custo

operacional, forma do produto e o tempo de secagem (LIU et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar estudo de padronizacdo de extratos das folhas de Stachytarpheta caynnensis

(Rich) Vahl, empregando ensaios quimicos e bioldgicos.

3.2 Objetivos especificos

e propor o método extrativo das folhas de Stachytarpheta caynnensis (Rich) Vahl mais
eficiente segundo varidveis quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas.

e aplicar ensaios qualitativos e quantitativos de caracterizacdo e doseamento dos
constituintes quimicos nos extratos das folhas de Stachytarpheta caynnensis (Rich)
Vahl;

e realizar ensaios pré-clinicos in vitro com extratos das folhas de Stachytarpheta
caynnensis (Rich) Vahl obtidos por planejamento fatorial em modelos de atividade
antimicrobiana, inibidora de formacao de biofilme e antiproliferativa;
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5. RESULTADOS

5.1 Capitulo 1

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.: do uso tradicional a evidéncia farmacoldgica

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl: from traditional use to pharmacological evidence

R.S.D. Gondim®™: J.W.L.S.Godinho?, T.D.Ferreiral, R.G. Souza?, M.B.Serra?, W.A.Barroso?,
F.M.M. do Amaral.

1 Laboratério de Fitoterapia e Biotecnologia em Saude, Universidade Federal do Maranhéo,
Campus Bacanga, Av. dos Portugueses, 1966, 65080-805, Sao Luis, Maranhdo, Brasil.

2 Faculdade ITPAC Santa Inés, BR 316, 346, Vila Olimpica, 65304-770, Santa Inés,
Maranhao, Brasil.

RESUMO

Introducdo: Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. (Verbanaceae) (gervao roxo) € uma
espécie de ampla distribuicdo nas Américas tropicias e de amplo uso popular terapéutico no
Brasil. Objetivo: Avaliar o potencial da espécie quanto a presenca de atividades farmacoldgicas
promissoras para o desenvolvimento de produtos de interesse humano. Métodos: Foi realizado
uma revisdo de literatura narrativa, incluindo aspectos da taxonomia, etnofarmacologia,
atividade bioldgica, composicdo quimica e toxicidade, disponibilizados em bases de dados
cientificos (Biological Abstracts, Chemical Abstracts, Medline, Lilacs, Web of Science,
Science Direct, PubMed, Food and Drugs Administration). Foram incluidos artigos, teses e
dissertacBes publicados entre 1950 e 2022, sem distingdo de idioma. Foram excluidos
documentos duplicados, ndo disponibilizados na integra, irrelevantes aos objetivos do estudo,
monografias, relatorios técnicos e resumos. Resultados: A espécie tem diversas indicacdes
populares de usos medicinais, com estudos que comprovam atividade biol6gica como
cicatrizante de feridas, anti-inflamatoria, anti-hipertensiva, hipoglicemiante, protetora gastrica.
Compostos isolados como verbascosideo, martinosideo, acido betulinico, Nnenoside B, estdo
envolvidos nas atividades bioldgicas. Conclusdo: O potencial medicinal da espécie é
reconhecido, mas é necessario prosseguir nos estudos farmacologicos e quimicos, com énfase
aos estudos de validagdo em modelos in vivo, bem como nos estudos de padronizacdo dos seus

extrativos, na perspectiva real de desenvolvimento de novos fitoterapicos.
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Palavras-chave: Verbanaceae, revisdo, uso popular, atividade bioldgica.

ABSTRACT

Introduction: Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl (Verbenaceae) (purple vervain) is a
species widely distributed in tropical Americas and extensively used for therapeutic purposes
in Brazil. Objective: To assess the potential of the species for the presence of promising
pharmacological activities for the development of products of human interest. Methods: A
narrative literature review was conducted, including aspects of taxonomy, ethnopharmacology,
biological activity, chemical composition, and toxicity, available in scientific databases
(Biological Abstracts, Chemical Abstracts, Medline, Lilacs, Web of Science, Science Direct,
PubMed, Food and Drugs Administration). Articles, theses, and dissertations published
between 1950 and 2022 were included, regardless of language. Duplicate documents, those not
available in full, irrelevant to the study's objectives, monographs, technical reports, and
abstracts were excluded. Results: The species has several popular indications for medicinal
uses, with studies confirming biological activities such as wound healing, anti-inflammatory,
antihypertensive, hypoglycemic, and gastric protective properties. Isolated compounds like
verbascoside, martynoside, betulinic acid, Nnenoside B are involved in these biological
activities. Conclusion: The medicinal potential of the species is recognized, but further
pharmacological and chemical studies are needed, with an emphasis on validation studies in in
vivo models and the standardization of its extracts, with a real perspective on the development

of new herbal medicines.

Keywords: Verbenaceae, review, popular use, biological activity.

INTRODUCAO

O emprego de plantas como alternativa no tratamento de doencas pela populagdo
decorre ndo somente pelo efeito terapéutico das plantas, mas também da dificuldade de acesso
aos servicos de salde, aos custos dos medicamentos sintéticos e a grande diversidade vegetal
(SANTOS ABN, et al.,, 2016). Embora sejam vistas por grande parte da populagdo como

sindnimos de seguridade e beneficio a satde é de suma importéncia salientar que muitas plantas
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medicinais costumeiramente utilizadas apresentam sim substancias capazes de exercer acéo
toxica sobre outros organismos vivos (MENGUE SS, et al., 2017).

Estima-se que 80% da populacdo mundial facam uso das plantas com finalidade
terapéutica. No Brasil, mesmo em capitais de urbanizacdo mais recente, percebe-se grande
prevaléncia da utilizacdo de plantas pela populagio (CAMARGO M, 2014). As plantas
apresentam propriedades quimicas, organicas e inorganicas, com diferentes potenciais para
pesquisa cientifica (PEDROSO RS, et al., 2021). Assim, paises como o Brasil, com grandes
desigualdades sociais e econémicas, com énfase ao dificil acesso a bens e servicos de saude,
deve ter incentivado a Pesquisa & Desenvolvimento de novas alternativas e/ou complementos
terapéuticos com base na biodiversidade nacional, com énfase as espécies vegetais nativas, de
larga ocorréncia e amplo uso popular (AMARAL FMM, et al., 2021).

Nesse sentido, a familia Verbenaceae merece destaque, incluindo 2.600 espécies,
envolvendo ervas, arbustos e algumas arvores; agrupadas em 100 géneros com distribuicdo
pantropical; com numero mais significativo de espécies encontradas na América Latina, onde
ocorrem em uma ampla gama de ecossistemas (O’LEARY N, et al., 2012). Muitas espécies
desta familia sdo conhecidas como aromaticas, empregadas para uso ornamental ou na medicina
popular desde a antiguidade, com destaque aos géneros Aloysia, Lantana, Lippia e
Stachytarpheta (O’LEARY N, et al., 2012).

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl., mais comumente conhecida pelo nome
popular de gervao roxo, é uma planta originaria da América Central e do Sul, sendo naturalizada
nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo (LORENZI HE e MATOS FJA, 2008).
Apesar de ser usada como ornamental, seu plantio, cultivo doméstico e comercializacdo
(totalmente baseada no extrativismo) ocorrem fundamentalmente pelas suas amplas e
comprovadas propriedades medicinais (CARDOSO PH, et al., 2018).

METODOS

A pesquisa foi realizada nas bases de dados Biological Abstracts, Chemical Abstracts,
Medline, Lilacs, Web of Science, Science Direct, PubMed e Food and Drugs Administration,
empregando-se a seguinte formula: [(Stachytarpheta cayennensis) OR gervdo OR gervao-azul

OR (gervao roxo)] AND (etnofarmacologia OR atividade bioldgica OR composi¢do quimica
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OR farmacognosia OR toxicidade)]. Foram incluidos artigos, teses e dissertacdes publicados
entre 1950 e 2022, sem distingdo de idioma. Foram excluidos documentos duplicados, ndo
disponibilizados na integra, irrelevantes aos objetivos do estudo, monografias, relatorios

técnicos e resumos.

A reviséo utilizou 89 publicagdes, resultando na elaboragédo da linha do tempo (Figura
1), apresentando dados sobre a ocorréncia desses estudos com Stachytarpheta cayennensis
(Rich.) Vahl. Em resumo, avalia que a maioria dos estudos aconteceram entre os anos de 2009

a 2018, concentrando os estudos em regides tropicais e subtropicais.

Figura 1 — Linha do tempo da ocorréncia dos estudos inventariados na pesquisa bibliografica
nos anos de 1968 a 2022.

LINHA DO TEMPO
OCORRENCIA DOS ESTUDOS COM Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl

1968 - 2022
1968 1979 1989 1999 2009 2019
1978 1988 1998 2008 2018 2022

Quantidade de estudos

Fonte: GONDIM, et al., 2022.
Em relagdo aos paises e continentes predominantes dos estudos, observou-se que 88 %

dos artigos inventariados ocorreram na América do Sul, com predominio dos estudos no Brasil,

3% no continente Africano, com predominéncia dos estudos na Nigéria.

RESULTADOS
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USO TRADICIONAL

Stachytarpheta cayennensis é utilizada para fins medicinais e ornamentais (LORENZI
et al., 2002). Na préatica popular é bastante utilizada para diversos fins terapéuticos; com
estudos etnofarmacologicos que evidenciam o uso para afec¢fes do sistema digestivo, acédo
anti-inflamatoria, analgésica, cicatrizante, antiparasitaria (Tabela 1). Dos 35 estudos
etnofarmacoldgicos inventariados, 40% referem uso popular para tratamento de doencas
inflamatorias, e 51,42% nas afeccBes do sistema digestivo. Dos estudos etnobotanicos
realizados com o gervao roxo, constatou-se que em 68% dos casos, a utilizacdo estava centrada

nas folhas, enquanto em 28% dos casos, 0 método extrativo de infusdo era predominante.
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Tabela 1. Uso terapéutico popular da Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. com indicacdo do farmacdgeno, modo de preparacdo e referéncia
do estudo etnofarmacologico.

Indicacéo Farmacogéno Modo de Referéncia
preparo
Giardiase Folhas NI Neiva et al., 2014
Infecgdes, gonorréia, problemas Folhas Infuséo e Barros et al., 2007
cardiacos, depurativo do sangue decocgéo
Depurativo do sangue Folhas Infuséo Ahmed et al., 2006
Broncodilatador Folhas Decoccéo Moreira et al., 2020
Analgésico,  antiinflamatdrio, Folhas NI Somavilla et al., 1996
depurativo, antigripal,
Hipocolesteremiante, hipotensor
Verminoses Folhas Infusdo Manosso et al., 2021
Leshimanicida Folhas P6 da folha Moreira et al., 2002
(espalhado pela
lesdo)
Diurético, distarbios no coragéo, Folhas NI Nilles, 2019

figado




Tabela 1. Uso terapéutico popular da Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. com indica¢do do farmacdgeno, modo de preparagédo e
referéncia do estudo etnofarmacologico. (cont.)

Colesterol, dor de estdmago, Folhas Infuséo Battisti et al., 2013
figado e vesicula
Cicatrizante, antidiabético, Folhas Infusdo, Gongcalves et al., 2018
doengas respiratdrias, decocgéo
antitussigeno, lesdo bucal
Inflamacéo Folhas Infusdo Ferreira et al., 2020
Figado; gordura no figado; Folhas Cha David, Pasa,2017
inflamacéo
Bronquite, febre, gripe Folhas Infusdo, Liporacci; Simao,
decoccéo, 2013
tintura
Contusao Folhas Maceracao Santos et al., 2014
Rins, diabetes, prostata Folhas Cha Véasquez et al., 2014
Dor de estbmago, dor de coluna, Folhas NI Bueno et al., 2005;
machucaduras internas
Gastrite, cancer Folhas Maceragao Soares et al, 2013
Antigripal; cicatrizante; Folhas Cha Moreira; Oliveira,

inflamacéo no pulméo; gordura
do figado

2017.




Tabela 1. Uso terapéutico popular da Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. com indica¢do do farmacdgeno, modo de preparagédo e

referéncia do estudo etnofarmacologico. (cont.)

Infecces, erupcao cutanea, dor
no estbmago, raiva e febre

Antigripal, para dores
musculares e torcicolo,
distarbios  renais, diurético,
contra reumatismo, amigdalite

Diurético, antiinflamatorio,
infeccdo, dengue, rins, feridas

Anti-inflamatério

Ma digestao

Estomago, figado

Inflamacao

Dor de estdmago, dor de
coluna, machucaduras internas

Antigripal; cicatrizante;
inflamacéo no pulméo; gordura
do figado

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Caule e Raiz

Caule e Raiz

Caule e Raiz

NI

Infusdo

Infusdo e sumo

Infusdo

Cha

Infusdo

NI

Cha

Saltos et al., 2016

Messias et al., 2015

Souza et al., 2017

Penildo et al., 2016

Oliboni et al., 2022

Pereira et al., 2011

Ferreira et al., 2020

Bueno et al., 2005;

Moreira; Oliveira,
2017.
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Tabela 1. Uso terapéutico popular da Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. com indicacdo do farmacdgeno, modo de preparagédo e
referéncia do estudo etnofarmacoldgico. (cont.)

Gripe Caule e Raiz Decoccéo Povh et al., 2014

Infeccdes, erupgao cutanea, dor Caule e Raiz NI Saltos et al., 2016
no estdmago, dor, raiva, febre

Colesterol, dor de estbmago, Caule e Raiz Infuséo Battisti et al., 2013
figado, gosto bom e vesicula;
Flor e fruto

Doencas do figado Infuséo Costa et al., 2011

Dor de cabeca/dor na coluna, NI NI Lemos et al., 2015

gripe/inflamacéo de garganta

Fraqueza do organismo; NI Infuséo e Pereira et al., 2009

hepatite; ma digestdo; doenca cataplasma

de estbmago e figado; tumores,

furdnculos e afeccBes urinarias.

Bronquite e tosse NI NI Vasconcelos et al.,
2017

Problemas do sistema gastrico, NI NI Neto Galvéo et al.,

hepatite e problemas renais 2020

Hipoglicemiante NI NI Feijo et al., 2012




Esteatose hepatica, digestéo,
aumentar o metabolismo
hepatico, figado, melhorar o
funcionamento do figado,
gastrite

NI

Infusdo

Damasceno et al.,
2019

NI: ndo informado
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ESTUDOS FITOQUIMICOS

Screening quimico realizado com folhas de Stachytarpheta cayennensis revelou a
presenca de compostos fenolicos, alcaloides, acidos volateis e saponinas (ALIYU, et al.
2008), poliamida iridoides, glicosideos fenilpropanoides (ONOFRE SB, et al., 2015),
flavonoides, cardioativos, antracenosideos, saponinas hemoliticas, taninos, catequinas,
carotenoides, 6leos volateis, cumarinas e mucilagens (SOUZA TJT, et al. 2005).

Estudos de Okoye TC, et al. (2010; 2014) demonstraram, além desses compostos,
a presenca de esteroides, glicosideos e terpenoides. Dalmagro AP e Gasparetto A (2020)
identificaram heterosideos cianogenéticos, taninos, alcaloides, flavonoides, esteroides e
triterpenos.

A tabela 2 indica compostos quimicos identificados em estudos desenvolvidos
com folhas, cascas e raizes de Stachytarpheta cayennensis. Nos estudos de caracterizacéo
fitoquimica do gervdo roxo, destaca-se que em 33% dos casos analisados, o solvente
acetato de etila foi empregado como parte do processo de extracdo. Além disso, observou-
se que 0 método extrativo mais frequentemente citado foi a hidrodestilagao por Clevenger
com 49%. Notavelmente, as folhas surgiram como o farmacdgeno mais utilizado como
fonte para os estudos.

Do extrato alcodlico das folhas da Stachytarpheta cayennensis, na fracdo n-
butandlica, foram isolados e identificados dois compostos: o0 acteosideo e o ipolamiideo
(SCHAPOVAL EES, et al., 1998). Leitdo GG, et al. (2005) identificaram e isolaram a
partir do extrato de acetato de etila das raizes, os compostos verbascosideo,
isoverbascosideo e martinosideo.

Adebajo et al. (2007), da fracdo butandlica das folhas, isolaram e caracterizaram
os compostos 6 B- hidroxiipolamideo, ipolamideo e o isoverbascosideo. Através do
extrato de acetato de etila das folhas, cinco glicosideos feniltandides puderam ser
identificados o acteosideo, leucosceptosideo A, martinosideo e jionosideo D e o iso-
acteosideo (FROELICH et al., 2008).

Em um estudo caracterizacdo do 6leo essencial (OE) das folhas de S. cayennensis
por GC-MS (Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas), utilizando dois

métodos: hidrodestilacdo por Clevenger seguido de particdo com acetato de etila (HCA)
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e hidrodestilagcdo por Clevenger seguido de particdo com hexano (HCH), mostrou que o
perfil quimico e o rendimento dos OEs isolados pelos dois métodos sdo diferentes, o que
reforca a necessidade de padronizacéo dos estudos com espécies vegetais.

O acteosideo é uma substancia que ocorre com frequéncia nas plantas das familias
da ordem Lamiales, tal como a Verbenaceae. Devido seu cardter majoritario esta
substancia é frequentemente avaliada em ensaios bioldgicos, e frequentemente associada
como um dos principios ativos da espécie (MAQUIAVELI et al., 2016; PENIDO et al.,
2006).

A fitoquimica das espécies do género Stachytarpheta ainda se mostra pouco
explorada, tendo sido descrito apenas estudos de isolamento de algumas substancias.



Tabela 2. Composicdo quimica de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.
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Farmacogeno Método de extracao Solvente Composto quimico Referéncia (s)
Soxlet Alcool 70% Acteosideo Schapoval et al., 1998
Folhas Metanol Froelich et al., 2008
Maceragéo
Soxlet Alcool 70% Ipolamiideo Schapoval et al., 1998
Soxlet Hexano Verbascosideo, Souzaetal., 2011
Etanol
NI Metanol Isoverbascosideo Adebajo et al.,2007
NI Metanol 6 B-hidroxiipolamideo Adebajo et al.,2007
NI Metanol Ipolamideo Adebajo et al., 2007
Maceragéo Metanol LeucosceptosideoA Froelich et al.,2008
Maceracdo Metanol Froelich et al., 2008
Martinosideo Souzaetal., 2011
Soxlet Hexano

Etanol
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Tabela 2. Composi¢do quimica de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. (cont.)

Maceragéo Metanol Jionosideo D Froelich et al., 2008
Maceracéo Metanol Iso-acteosideo Froelich et al., 2008
Soxlet Etanol Acido betulinico Souza et al., 2010
Soxlet Hexano Souzaetal., 2011
Etanol
NI Cloroférmio Nnenoside B Okoronkwo et al., 2015
Caule
NI Cloroférmio Nnenoside B Okoronkwo et al., 2015
Raiz
NI Cloroférmio Nnenoside B Okoronkwo et al., 2015
Soxlet Hexano Verbascosideo Leitdo et al., 2005
Etanol Isoverbascosideo

Martinosideo.

Oleo essencial das
folhas
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Tabela 2. Composicdo quimica de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. (cont.)

Hidrodestilagédo por Acetato de etila (32)-octen-2-ol Adams, 2007
Clevenger

metil 7-metilciclopenta[c]piran-4-

carboxilato

Hidrodestilagédo por Hexano (E)-4-hexen-1-ol Tret’yakov, et al., 2008
Clevenger

Hidrodestilacdo por 1,2-benzenedicarboxilico acido, bis(2- Ramsey, et al., 1980
Clevenger metilpropil) éster

Hidrodestilacdo por Hexano Citronelol Hoskovec, et al., 2005
Clevenger

Hidrodestilagéo por Hexano O-decil-hidroxilamina Triqui, et al., 1995
Clevenger

Hidrodestilacdo por Hexano N-propil acetato Shimadzu, et al., 2003
Clevenger

Hidrodestilacdo por Acetato de etila Furfural Adams, 2007
Clevenger

Hidrodestilagéo por Acetato de etila 4-hidroxi-4-metil-2-pentanone Adams, 2007

Clevenger




Tabela 2. Composicdo quimica de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. (cont.)
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Hidrodestilagédo por

Clevenger

Hidrodestilacdo por

Clevenger

Hidrodestilagdo por
Clevenger
Hidrodestilacdo por
Clevenger
Hidrodestilacdo por
Clevenger
Hidrodestilacdo por
Clevenger
Hidrodestilacdo por

Clevenger

Acetato de etila

Hexano

Hexano

Acetato de etila

Acetato de etila

Acetato de etila

Acetato de etila

Acetato de etila

Acetato de etila

Acetato de etila

3-hexen-1-ol

2-butoxi-etanol
1-hepten-3-ol

Benzenoacetaldeido

Terpineol
2,6-dimetil-undecano

1,7-dimetil-4-(1-metiletil) ciclodecano

2-buten-1-ona, 1-(2,6,6-trimetil-1,3-
ciclohexadien- 1-il) -

Panaxjapino A

Metil 7-metilciclopenta[c]piran-4-
carboxilato
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecan-1-0

Adams, 2007
Shimadzu, et al., 2003
Eelmore, et al., 2000
Adams, 2007
Adams, 2007
Schomburg, et al., 1968
Adams, 2007
Adams, 2007
Andriamaharavo, et al., 2014

Nereshima, et al., 2019

Wei, et al., 2001
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Hidrodestilacdo por

Clevenger

Acetato de etila

6-metil-octadecano

Kotowska, et al., 2007

NI: ndo informado
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ESTUDOS FARMACOLOGICOS

Algumas pesquisas de acdo farmacologicas tém sido desenvolvidas com as folhas
e raizes de S. cayennensis, corroborando com as aplicacfes medicinais (Tabela 3).

O extrato hidroalcoolico de folhas secas, possui efeito leishmanicida in vitro sobre
formas promastigotas de Leishmania braziliensis e Leishmania amazonenses (MOREIRA
LP, etal., 2007).

Adebajo AC, et al. (2007) testaram, in vivo e in vitro, a atividade hipoglicemiante.
Em modelo in vivo, pela solucdo aquosa, o extrato metandlico e a fragcdo butandlica da S.
cayennensis apresentaram 6tima reducdo de glicose do sangue no teste de aloxana-
diabéticos. Enquanto no teste in vitro, utilizando células secretoras de insulina, a fracéo
butandlica apresentou inducdo pela secrecdo de insulina.

O extrato hidroalcdolico das folhas tem acdo antibacteriana in vitro sobre cepas de
Staphylococcus aureus, potencial no tratamento de hipercolesterolemia e obesidade
atuando na reducdo de riscos de acidentes vasculares (SILVEIRA LMS, et al., 2007).
O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) obtido de partes aéreas da planta foi submetido a
avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro sobre cepas de Staphylococcus
aureus oxacilina-sensiveis e oxacilina-resistentes; apresentado Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) variando de 0,4 a 1,6 mg/mL e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
de 1,6 a 12,5 mg/mL; com resultados indicando que a planta tem moderada atividade
antibacteriana (SILVEIRA LMS, et al., 2007).

Duarte et al. (2002) testaram in vitro a atividade antibacteriana do extrato
hidroalcodlico 70% da planta no micro-organismo Streptococcus faecium, notando uma
Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) satisfatoria. Estudo de Onofre SB, et al. (2015),
com 6leo essencial da espécie, também apresentou resultados promissores, com atividade
antibacteriana contra os micro-organismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.

Estudo realizado por Onofre SB e colaboradores (2015) com espécies de Candida
foi possivel observar a atividade antifungica do extrato aquoso das folhas contra Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida stellatoideia, Candida

dubliniensis e Candida krusei.
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Na avaliagdo de atividade antimicrobiana, Okoye TC, et al. (2010; 2014)
observaram que o extrato metanolico das folhas de Stachytarpheta cayennensis mostrou-
se eficaz no tratamento de Candida albicans e outros microrganismos em infeccfes da
cavidade oral, inibindo o crescimento microbiano.

Na avaliacdo do efeito sobre o sistema nervoso central, com acdo sedativa e
ansiolitica, constatou que os extratos etandlico e aquoso das folhas possuem acgéo
moduladora do sono; indicando que as fragdes butanol e aquosa do extrato possuem
atividade sedativa, enquanto a fracdo acetato de etila possui propriedade estimulante
(AKANMU MADQ, et al., 2005). Os mecanismos neurais pelos quais a sedacdo observada
foi induzida pelos extratos de folhas sdo sugeridos como gabaérgicos e opidides
(OLAYIWOLA G, et al., 2013).

Okoye TC, et al. (2014) mostraram que as folhas de Stachytarpheta cayennensis
apresentavam  potentes propriedades imunomoduladoras, demonstrando efeito
imunomodulador potente nas respostas imunitarias humoral e mediadas por células em
modelo in vivo.

No levantamento dos estudos que fundamentam essa revisdo, foi evidenciado, até
0 momento, somente um estudo preliminar de padronizacdo desenvolvido por Neiva VA,
et al. (2014) utilizando extrato hidroetandlico das folhas de Stachytarpheta cayennensis
obtidos por maceracao e percolacdo, contra o trofozoito de Giardia lamblia, evidenciando
atividade giardicida mais expressiva no extrato de maceragéo (120.93 + 2.54).

Estudo utilizando camundongos demonstrou que o extrato metandlico das folhas de
Stachytarpheta cayennensis exibiu uma estimativa de DLso superior a 5000 mg/kg (por via
oral) e ndo causou qualquer mortalidade e sinais de intoxicacdo aguda apds o periodo de
observacao de 48h (OKOYE TC, et al., 2014). Este estudo corrobora com a investigacédo
dos efeitos toxicos do extrato metanolico de folhas de Stachytarpheta cayennensis em ratos
apos doses agudas e repetidas de 28 dias em ratos machos e fémeas, onde a DLsg do extrato
também foi superior a 5000 mg/kg, sugerindo que o extrato pode ser ndo téxico. Entretanto,
0 extrato € potencialmente nocivo para Orgdos vitais em doses mais altas ou quando
administrado repetidamente, sendo necessario evitar o uso indiscriminado (OLAYODE
AO, etal., 2019).

Nos bancos de dados foram encontradas as seguintes patentes contendo bioprodutos
da espécie em questdo: Composicdo farmacéutica a base de Stachytarpheta sp., processo
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de obtencdo e seu uso no tratamento do vitiligo (US20130287868A1)(FERREIRA EQ,
2013); Mistura de plantas imunologicamente ativa e sua aplicacdo na prevengdo em um
método de tratamento de lesbes (WO02016128471A1) (WILMANOWICZ,
2016); Processo para obtencdo de compostos farmacéuticos fitoterapicos a partir uma ou
mais partes de plantas do género Stachytarpheta (BR 122020000045-7) (QUEIROZ APA,
2019).

A avaliacdo dos estudos inventariados neste trabalho, possibilitou definir que as
varidveis de extracdo interferem nas respostas biologicas, permitindo, assim, a
identificacdo da necessidade de padronizacdo das etapas de producdo desses extratos
vegetais. Nota-se que muitos trabalhos ndo trazem informacgdes importantes dos métodos
extrativos o que dificulta a reprodutividade do teste de avaliacdo da atividade bioldgica,
isso s6 evidencia a negligéncia na padronizacdo dos derivados vegetais, essenciais para

garantia da qualidade no desenvolvimento de um produto de interesse farmacoldgico.
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Parte analisada/método de extracdo

Pais de coleta

Tipo de ensaio

Atividades determinadas

Referéncia

Infusao, decoccao e extrato

in vivo (ratos—edema de pata;

Anti-inflamatério e

hidroetanélico (70%) das folhas e Brasil o o o Schapoval et al.,
. sensibilidade térmica) Antinociceptivo 1998
fracdes
- Brasil in vitro (Larvas de terceiro Atividade larvicida frente
Extrato etandlico das folhas
3 estagio de Aedes aegypti) a larva de Aedes aegypti Porto et al.2017
(maceracéo)
in vitro (contra cepas de contra
Candida albicans, Candida
Extrato aquoso das folhas tropicalis, Candida glabrata, Antifangico Onofre et al.,2015b
Brasil Candida stellatoideia, Candida
dubliniensis e Candida krusei )
in vitro contra formas Inibicdo das formas
Maceracdo hidroalcoolica das folhas Brasil promastigotas de Leishmania promastigotas de Moreira et al., 2007
braziliensis e L. amazonensis Leishmania
Brasil in vivo (efeitos na secrecéo

Extrato aquoso das folhas (infuséo)

gastrica, motilidade gastrica,
inflamacao e dor)

Inibicdo da secregéo de

acido gastrico

Mesia-vela et al.,
2004
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Brasil in vitro (contra cepas de Antibacteriano sobre
Extrato hidroalcoolico das folhas Staphylococcus aureus) cepas de Staphylococcus  gjlveira et al., 2007
aureus
. i Brasil in vitro (contra Streptococcus Atividade antimicrobiano
Extrato bruto etandlico das raizes pyogenes, S.epidermidis e moderada ‘ 2010
(extracdo por aparelho de Soxlet) Staphylococcus aureus) ouza etal.,
ol A1 das folh Brasil in vitro (contra diferentes Antibacteriano (contra 4
eo essencial das folhas
sorotipos de Escherichia coli) dos 11 sorotipos) Duarte et al., 2007
Extrato aquoso das folhas in vivo (ratos e camundongos) Antidiarreica A'me{ggft al.,
Extratos hidroetanolico (70% e 96%) Brasil invivo ( ’ ) Anti-inflamatério e
in vivo (camundongos i
das folhas g gastroprotetor Penido et al., 2006
Extrato metandlico das folhas e fragdes Nigéria in vitro (antimicrobiano) Antimicrobiano e
ex vivo (antiespasmaodico) antiespasmadico Okoye et al., 2010
Extrato aquoso e metandlico das folhas Nigéria in vivo e in vitro (ratos com _ o Adebai |
) _ o Hipoglicemiante ebajo etal.,
e suas fracdes diabetes induzida) 2007
. Nigéria in vivo (camundongos infectados Antiparasitario (contra
Extrato etandlico das folhas o . Okokon et al.. 2008
com maléria) Maléria) N
Fracdo butanolica do extrato aquoso das Brasil in vitro (viabilidade de enzimase  Antiparasitario (contra

folhas

do parasito)

Leishmaniose)

Maquiaveli et al.,
2016
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Brasil

in vivo (Ulceras induzidas—

Antiulcerogénico
camundongos)

Velaet al., 1997

Extrato metandlico das folhas e suas

fracdes (extracdo por maceragdo)

Extrato hidroetandlico das folhas

Nigéria

in vivo (camundongos—hipnose
por pentobarbital e labirinto T

elevado)

Sedativo Ansiolitico

Olayiwola,
Ukponmwan, &
Olawode, 2013.

(maceracéo e percolacao)

Brasil

in vitro (cepas axénicas de

Giardia Lamblia) Atividade giardicida

Neiva et al. 2014

Extrato metanodlico das folhas

Paraguai

in vitro (pseudotipo SARS-CoV-

Inibicdo a entrada de
2 baseado em HIV-1)

SARS-CoV-2 nas células

Gonzalez-
Maldonado et
al., 2022
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CONSIDERACOES FINAIS

Stachytarpheta cayennensis € uma espécie nativa de grande ocorréncia no Brasil,
possui potencial para geracdo de bioprodutos, com énfase terapéutica. A eficacia como
antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, hipoglicemiante, gastroprotetora, entre
outras, é evidenciada por diversos estudos, 0 que pode ser atribuido a presenca de
compostos fenolicos. Foi evidenciado que acteosideo e ipolamiida cumarinas sdo 0s
marcadores quimicos para a espécie mostrando que os estudos de validagdo de espécies
vegetais sdo essenciais para garantir seguranca no uso medicinal popular e para o controle
de qualidade dos fitoterapicos, o que permite um controle farmacognaostico da espécie.

Os resultados encontrados demonstram a necessidade da padronizagdo dos
extratados na condugdo da pesquisa basica com extratos vegetais, com o0 uso de
planejamento fatorial na realizacdo de experimentos como um instrumento eficaz para a
otimizacdo da extracdo de componentes quimicos especificos, bem como repostas
bioldgicas.

O amplo uso terapéutico e potencial farmacoldgico ja evidenciado, devem
estimular a continuidade dos estudos de validacdo, com énfase na elucidacdo dos
mecanismos de acdo, toxicidade e testes botanicos para definir parametros de eficacia,

seguranca e qualidade de uso.
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5.2 Capitulo 2
Influéncia das variaveis da extragdo na composicdo quimica e atividade biologica de
extratos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. (Verbenaceae)
Roberta Sabrine Duarte Gondim?, Flavia Maria Mendonc¢a do Amaral*
1 Laboratdrio de Fitoterapia e Biotecnologia em Saude, Universidade Federal do
Maranhdo, Campus Bacanga, Av. dos Portugueses, 1966, 65080-805, S&o Luis,

Maranhéo, Brasil.

*Correspondéncia: robertasabrine2@hotmail.com.br

RESUMO

Este trabalho objetivou padronizar extratos das folhas de Stachytarpheta caynnensis
(Rich.) Vahl (Verbenaceae), uma planta medicinal também conhecida por gervéo, gerbdo
e gerbdo roxo. A coleta ocorreu em janeiro e fevereiro de 2021 em Pago do Lumiar,
Maranhdo, Brasil. Ap6s secagem e moagem, as folhas foram submetidas a extracdo por
maceracdo com ultrassom (MU), percolacdo (P) e em aparelho de Soxhlet (S), em
solvente hidroetandlico, nas relacbes de hidromddulo 1:6 e 1:8. Foram realizados ensaios
de caracterizacdo quimica e de atividades farmacoldgicas in vitro e ex vivo. Nossos
resultados mostraram que: a) melhor rendimento no extrato P1:8 (17,88%); b) teores
mais significativos de polifendis e flavonoides evidenciados no extrato MU1:6 (257,8 +
0,023mg EAG/g) para polifendis e em P1:8 (7,865 = 0,065mg EQ/g) para flavonoides; c)
nos extratos MU 1:8 e S1:8 analisados foram identificados os compostos VerbascosideO,
Isoverbascosideo, Luteolina-O-glucuronide, Cistanoside D e Epicatequina-catequina; d)
em relacdo a atividade antioxidante, o extrato de MU 1:8 apresentou teores mais
significativos (CE50: 6,71 £ 0, 07 pg/mL); €) & excegdo de P1:6 todos os demais extratos
tiveram Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) contra Escherichia coli ndo patogénica (HB101); em relacéo a inibicdo frente
Escherichia coli patogénica (042), CIM foi obtida em MU1:8 e P1:8 e a CBM foi
apresentada somente em P1:8, ja em relacdo Staphylococcus aureus (ATCC 6538), todos
0s extratos apresentaram CIM e CBM; f) houve reducdo significativa (p<0,05) de
biofilme para Escherichia coli (042) em todos os extratos analisados, exceto P1:6 (6,25

mg/mL), e para Staphylococcus aureus em todos os extratos 1:6 e nas concentracoes de
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0,75mg/mL em MU1:8 e P 1:8 e de 0,375 mg/mL em P1:8 e S1:8; g) todos os extratos
exerceram, ap0s 48 horas de tratamento, efeito antiproliferativo acentuado em doses
acima de 100 pg/mL nas linhagens tumorais Carcinoma hepatocelular (HepG2),
melanoma maligno (A-375), carcinoma de mama (MCF-7) e adenocarcinoma colorretal
(Caco-2 humano). Os resultados evidenciados, permitem afirmar que a espécie possui
potencial para continuidade dos estudos de validacdo na perspectiva de desenvolvimento
de bioprodutos a base de Stachytarpheta caynnensis, sendo constatada a influéncia dos
procedimentos extrativos e relagdo droga: solvente em varidveis dependentes empregadas
nesse estudo, possibilitando definirmos parametros para padronizagdo dos seus extrativos

na dependéncia da finalidade bioldgica do uso da espécie.

Palavras-chave: padronizacdo, extratos vegetais, hidromédulo, biofilme, citotoxicidade

in vitro

INTRODUCAO

Atualmente, a Fitoterapia é uma alternativa amplamente aceita a terapia
convencional, sendo adotada por diversas camadas sociais, ndo se restringindo mais as
areas rurais. Sua popularidade crescente nos centros urbanos é impulsionada por
regulamentacdes favoraveis e pela tendéncia contemporanea de consumo de produtos
naturais (BORGES; SALES, 2018, BRASIL, 2020).

Para a garantia de oferta de fitoterapicos com certificacao de eficécia, seguranca
e qualidade, faz-se necessario investimentos em Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacao,
com énfase nas espécies vegetais nativas, de grande ocorréncia local e uso terapéutico
popular, com estimulo aos estudos de validacdo (NESPOLI et al., 2021).

Na validacdo de espécies vegetais, 0s estudos de padronizacdo sdo cruciais para
definir varidveis que impactam na extracéo de substancias farmacologicamente relevantes
da matriz vegetal, assegurando eficacia e seguranca do uso. Essa abordagem otimiza a
cadeia produtiva, da matéria-prima vegetal ao produto final, comecando na fase inicial da
pesquisa basica com materiais especificos para investigacdo cientifica (AMARAL et al.,
2021; LAZZAROTTO-FIGUEIRO et al., 2021).
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Hasenclever et al. (2017) afirmam que a inexisténcia de padronizacdo das
preparacdes vegetais alvo dos estudos de validacdo, para posterior oferta como
medicamentos, representa grande gargalo na cadeia produtiva.

Nesse sentido vale enfatizar que, reconhecidamente, 0s extratos vegetais
representam as preparacdes mais empregadas nos estudos de validacdo, bem como nas
formulages fitoterapicas derivadas; mas, considerando que tais preparacfes sofrem por
diversas varidveis que podem influenciar na composi¢do quimica e atividade terapéutica,
é imprescindivel a padronizacdo desses extratos vegetais, fundamentada na interface da
bioatividade e fitoquimica (LAZZAROTTO-FIGUEIRO et al., 2021).

Nesse contexto, Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl (Verbenaceae), nomes
vernaculares: gervao e gervao roxo, representa espécie nativa nas Américas, de grande
ocorréncia especialmente no Brasil (ATKINS, 2005). Essa espécie é bastante utilizada
na medicina popular como anti-inflamatéria, com atividades cientificamente
comprovadas para atividade anti-Leishmania, antipirética, anti-helmintica, diurética,
emoliente e no tratamento de disfuncbes do aparelho digestivo (LORENZI; MATOS,
2002; MAQUIAVELI et al., 2016; TROJAN-RODRIGUES et al., 2012). Entretanto,
apesar de seu destaque como planta medicinal, ndo ha estudos de validacdo da espécie,
com énfase na padronizacao de seus derivados vegetais.

Assim, reconhecendo a necessidade de contribuir no desenvolvimento dos estudos
com espécies com potencial para obtencédo de bioprodutos, esse trabalho objetiva realizar
estudo de padronizacéo de extratos das folhas de Stachytarpheta cayennensis, a partir da
analise de rendimento, composicdo quimica e atividades antioxidante, antimicrobiana,
inibicdo da producdo de biofilme e citotoxicidade in vitro em linhagens de células

cancerosas humanas.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacédo botanica
As folhas de Stachytarpheta cayennensis foram obtidas por coleta manual em
habitat natural, no municipio de Pago do Lumiar (latitude: 02° 31' 51,5" S e longitude 44°

10" 18' O), Maranhdo, Brasil; nos meses de janeiro e fevereiro de 2021. A identificagéo
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botanica foi realizada no Herbario de Biologia da Universidade Federal do Maranhéo

(MAR), com exsicata numero 10.538.

Obtencéo do extrato

A amostra vegetal foi seca por cinco dias em estufa com circulacdo de ar
(temperatura de 38°C); seguida de trituracdo em moinho de facas, obtendo po
moderadamente grosso (710 - 250 um) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). O
material seco e moido foi submetido a extracdo empregando etanol a 70% como solvente,
por procedimentos a frio ( maceracdo com ultrassom e percolacao) e quente (extracdo por
Soxhlet), trés ciclos de 30 minutos com intervalo de 10 minutos para macera¢do com
ultrassom, trés dias para percolacdo e em aparelho Soxhlet foram realizadas duas
sifonagens completas em temperatura constante de 65 °C. Nesta etapa do estudo foram
definidas como varidvel dos hidromddulos, as relacbes de droga/solvente de 1:6 e 1:8
(BARROS NETO, 1995; NORIEGA et al., 2005; SIMOES et al., 2017). Os extratos
obtidos foram codificados em: MU 1:6 (macera¢do com ultrassom em hidromodulo 1:6),
MU 1:8 (maceragdo com ultrassom em hidromoédulo 1:8), P 1:6 (percolacdo em
hidromodulo 1:6), P 1:8 (percolacdo em hidromddulo 1:8), S 1:6 (extracdo em aparelho
de Soxhlet em hidromddulo 1:6) e S 1:8 (extracdo em aparelho de Soxhlet em
hidromddulo 1:8).

As solucdes extrativas foram submetidas a concentracdo sob presséo reduzida em
rotaevaporador (SIMOES et al., 2017; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

Desenho experimental

Os ensaios de caracterizagdo quimica e biologicos foram realizados a partir de
planejamento fatorial. Para avaliar a influéncia de varidveis na extracdo, foram
considerados 02 (dois) fatores: processo de extracdo em 03 (trés) niveis (maceragdo com
ultrassom, percolacdo e extracdo em aparelho de Soxhlet) e relagdo de hidromddulo
(droga/solvente) em 02 (dois) niveis (1:6 e 1:8). Como parametros de anélise (variaveis
dependentes) foram empregadas: composicdo quimica (rendimento, teor de polifendis
totais, teor de flavonoides, perfil cromatografico), atividades antioxidante, antimicrobiana
e inibicdo da produgdo de biofilme. Ainda em fase de desenvolvimento, estdo sendo
realizados ensaios de espécies reativas de oxigénio (EROs), potencial de membrana
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mitocondrial (PMM), apoptose e necrose celular. Adicionalmente, fundamentado na
analise das variaveis dependentes anteriormente citadas (rendimento, teor de polifenois
totais, atividade antimicrobiana) foram selecionados 03 (trés) extratos para avaliagédo de
citotoxicidade in vitro em linhagens de células cancerosas humanas (Carcinoma
hepatocelular/HepG2, melanoma maligno/A-375, carcinoma de mama/MCF-7 e
adenocarcinoma colorretal/Caco-2 humano); e 02 (dois) extratos para analise por
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas, fundamento na avaliagéo
qualitativa através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de tH)

Para aquisicdo dos espectros, as amostras foram solubilizadas em 500 pL de
DMSO-ds e transferidas para tubos de RMN de 5 mm. Os dados de RMN foram obtidos
em um espectrometro de RMN Bruker Ascend™ 400 MHz, operando a 9,4 Tesla,
observando o nticleo de *H em 400,13 MHz, equipado com uma sonda direta (BBO) com
campo de gradiente no eixo z. Os espectros foram processados no software TOPSPIN. Os
deslocamentos quimicos foram referenciados em relagdo ao sinal do TMS (0,0 ppm)
(PRESTES et al., 2009).

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de massa com ioniza¢ao por
eletrospray (LC-ESI-IT-MS)

Fundamentado na andlise qualitativa dos perfis cromatograficos através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (dados ndo publicados) e os espectros
por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de H) foram selecionados dois
extratos (MUL:8: extracdo a frio e S:1:8: extracdo a quente) para analise por LC-ESI-IT-
MS; utilizando sistema de cromatografia liquida (LC) Shimadzu Prominence com duas
bombas injetoras automaticas Shimadzu LC-20AD (SIL-20A HT) e equipado com uma
coluna Phenomenex® Gemini (250 x 4,6mm — 5um). As fases mdveis foram: agua
ultrapura acidificada (0,01% HCOOH) (solvente A) e metanol grau HPLC, também
acidificado (0,01% HCOOH) (solvente B), a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min, com o
gradiente de metanol: 5% a 100% de B em 50 min e 100% de B até 60 min. O volume
de injecao foi de 10,0 uL. O LC foi acoplado a espectrometro de massa (MS) (Amazon

X, Bruker, Massachusetts, EUA) equipado com ionizacéo por eletrospray (ESI) e
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analisador do tipo ion-trap (IT) em modo negativo, nas seguintes condicdes: voltagem
capilar de 5kV e temperatura 325°C, o nitrogénio foi usado tanto como gas de secagem
quanto gas nebulizador a uma taxa de fluxo de 12L/min e pressdo a 10 psi. Os espectros
foram adquiridos na faixa m/z 100-1500 Da, com dois ou mais eventos.

Determinacao de rendimento

Os extratos foram filtrados e concentrados em estufa 40 £ 2°C até a completa
evaporacédo dos solventes, sendo raspado e pesado. Com base na metodologia usada por
Rodrigues et al. (2011), estabeleceu-se uma relacdo entre os resultados obtidos e
realizaram-se os calculos para rendimento para os extratos. Onde: Rendimento do extrato
(%) = (o peso do extrato ap6s secagem; / peso do pé utilizado inicialmente na preparacao
do extrato hidroalcodlico) X 100

Teor de polifendis totais

As concentragdes de polifendis totais foram determinadas utilizando 100 pL da
solucdo dos extratos hidroetanolicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (2
mg/mL), 100 pL do reagente Folin-Ciocalteau (Merck®) e 1,0 mL da solugédo de
carbonato de sodio a 20%, por 02 (duas) horas em temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Acido galico (Merck®) foi utilizado como padrdo. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer®) a 760 nm, com resultados
expressos em equivalente &cido galico (EAG) (CHAILLOU et al., 2004; ABREU et al.,
2006).

Teor de flavonoides

As concentracdes de flavonoides foram obtidas empregando 500 pL da solucéo
dos extratos hidroetanolicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (2 mg/mL) e 500
pL de solucdo metanolica de cloreto de aluminio a 5%, por 30 minutos, em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Quercetina (Merck®) foi utilizada como padrao, com leituras
realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer) a 425 nm e
resultados expressos em equivalente quercetina (EQ) (CHAILLOU et al., 2004; ABREU
et al., 2006; DUTRA et al. 2008).
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Atividade antioxidante

Foi determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro utilizando o radical livre
estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), segundo Brand-Willians et al. (1995) com
modificacbes. As amostras dos extratos hidroetandlicos foram diluidas em metanol P.A
com diferentes concentragdes (5, 25, 50 e 100 ug/mL), em seguida adicionados a solugdo
metanolica de DPPH (40 pg/mL). Apds 30 min de reagdo em temperatura ambiente ao
abrigo da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotdometro UV/VIS a 517nm. Padréo
de acido gélico foi usado como controle positivo nas mesmas condi¢des das amostras. A
porcentagem de descoloracdo do radical DPPH foi obtida com a equacdo: Atividade
antioxidante (%) = [(AoppH — Aamostra)/ApppH] X 100. Onde AppeH € a absorbancia do DPPH
(controle negativo) e Aamostra € @ absorbancia do radical na presenca dos extratos ou dos
padrdes. Os resultados foram expressos como valores de CEso (concentragdo efetiva
50%), concentracdo do extrato que causa a perda de 50% da atividade de DPPH
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995; MOLYNEUX, 2004).

Ensaio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM)

Foi empregada a metodologia de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2018) com
adaptacdes. Suspensdes bacterianas de Escherichia coli ndo patogénica (HB101),
Escherichia coli patogénica (042) e Staphylococcus aureus ATCC 6538 foram preparadas
e ajustadas pela escala nefelométrica 0,5 de McFarland associada a espectrofotometria de
UV-Vis (absorbanciaszsnm=0,08-0,13) para aproximadamente 1,5x108 UFC/mL. O
inoculo bacteriano com 10® UFC/mL foi diluido na proporgdo de 1:20, reduzindo a
quantidade de células suspensas para 5 x 10® UFC/mL, 10 uL desta suspensdo foram
adicionadas aos poc¢os de uma placa de poliestireno contendo 100 uL de meio Mueler
Hinton e concentracdes dos extratos etandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis,
que variaram de 25 a 0,01 mg/mL. O numero de células contidas em cada poco foi de
aproximadamente suspensas para 5x10° UFC/mL. A placa foi incubada por 16 - 20 horas
a 35°C = 2°C. A interpretacdo da CIM foi realizada pelo ensaio de microtitulagéo de
resazurina (REMA — Resazurin Microtiter Assay) (ZAWAW!I et al., 2020). Foram
adicionados 50 uL de resazurina 0,03% nos pocos, seguido de incubacdo, protegido da

luz e em condicOes estaticas, por 1-2 horas. Os testes foram realizados em triplicata. A
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Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi definida através da incubacao a 35°C + 2°C
por 18-24 horas de 5 uL do volume total de cada poco aplicados em meio agar Mueler
Hinton, MacConkey ou Luria Bertani. A CBM foi atribuida a placa em que néao foi
observado crescimento visivel de microrganismo ap6s o periodo de incubacdo

estabelecido.

Ensaio de Inibi¢do da formacao de biofilme

Para verificar a capacidade de inibigc&o de formacdo de biofilme in vitro dos dos
extratos hidroetanolicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis, foram utilizadas as
concentragOes sub-inibitorias de %2 e ¥ da concentracdo inibitoria minima. As estirpes
produtoras de biofilme utilizadas para o ensaio foram Escherichia coli 042 e
Staphylococcus aureus ATCC 6538. Indculo contendo aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL (preparado como descrito anteriormente) foi diluido na propor¢do de 1:10,
deixando-o0 a 1,5x107 UFC/mL, 10 uL dessa suspensdo bacteriana diluida foram
adicionados aos poc¢os da placa de poliestireno contendo 190 uL de meio caldo Luria
Bertani com as concentragdes pré-determinadas dos extratos. A placa foi incubada por 24
horas a 37°C em condicgdes estaticas, apos este tempo, 0 meio presente nos pog¢os foi
desprezado e submetidos a lavagem por 03 (trés) vezes com Tampao Fosfato-Salino
(PBS) estéril para remocao das células planctonicas (ndo aderidas). Adicionou-se 200 uL
de metanol (Vetec-99,8%) para fixacdo do biofilme. Apdés 15 minutos o metanol foi
desprezado e a placa foi posta para secagem ao ar e 200 uL de cristal violeta a 0,3% foram
adicionados aos pocos seguido de incubacdo por 20 minutos. Todos o0s pogos foram
lavados com agua destilada estéril por 06 (seis) vezes, seguido da adi¢do de 200 uL de
etanol (Quimex-99,5%) por 2 minutos, para remocao do biofilme corado, 150 uL do
extrato do biofilme (biofilme + etanol) foi transferido para pogos limpos e realizada a
leitura de sua absorbancia em espectrofotdmetro de microplaca (Heales — Modelo MB-
580) com comprimento de onda de 550 nm (FERRO et al., 2016; HUTTENER et al.,
2018).

Atividade antiproliferativa

Cultivo celular para atividade antiproliferativa
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As linhagens de Carcinoma hepatocelular (HepG2), melanoma maligno (A-375),
carcinoma de mama (MCF-7) e adenocarcinoma colorretal (Caco-2 humano) foram
cultivadas em meio de cultura recomendado pelas diretrizes da American Type Culture
Collection. Brevemente, as células foram cultivadas em meio Dulbecco MEM
(DMEM/baixa glicose; Vitrocell®)/HAM F-12 (Vitrocell®), pH 7,4, contendo 10% de
soro fetal bovino (Gibco®). A cultura foi mantida em atmosfera contendo 95% Oz e 5%

CO; a 37 °C., expandidos para atingir a quantidade ideal para os experimentos.

Ensaio de atividade antiproliferativa

Todas as linhagens celulares foram plaqueadas a 5x103células/pogo em placas de
96 pocos e deixadas overnight. Os tratamentos foram realizados por 48 h com os extratos
obtidos por maceracdo em ultrassom, percolacdo e em aparelho de Soxhlet no
hidromodulo de 1:8 (selecionados com base na analise das variaveis dependentes:
rendimento, teor de polifendis totais, atividade antimicrobiana), nas 100, 200, 400, 800 e
1000 pg/mL (diluido em meio de cultura Dulbecco MEM). A triagem de proliferagdo
celular foi avaliada por MTT (BARBISAN et al., 2014). Brevemente, ap6s as 48 horas
de incubacdo com os extratos, 0 meio de cultura foi removido e os pocos foram lavados
03 (trés) vezes com PBS. Depois, 100 pL de [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, do inglés] (MTT) (0,5 mg/mL) foi adicionado em cada
poco e as placas incubadas por 1h30min a 37 °C. Em seguida, o meio foi descartado e
adicionado 100 pL de solucdo solubilizante (90 mM HCI em isopropanol absoluto) por
30 minutos sob agitacdo. As placas foram lidas a 590 nm em espectrofotdmetro
(VERSAmax Molecular Devices) e a porcentagem de proliferacdo foi calculada
comparando os grupos tratados com o grupo controle (100%). Apds os resultados de

proliferacdo celular, analises futuras foram realizadas com as doses mais baixas.

Anélises estatisticas

Todos os testes foram realizados em triplicata. Na determinagdo de teor de
polifenois (MgEAG/g), teor de flavonoides (mgEQ/g) e atividade antioxidante
(concentracdo efetiva 50%: CEsp) 0s resultados foram expressos em média £ desvio

padrdo (X = SD). Para os ensaios de citotoxicidade, os valores das concentracGes
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inibitérias de 50% do crescimento celular maximo (ICso) foram estimados usando
GraphPad Prism versdo 8 para Windows (GraphPad Software, CA, EUA). As analises
estatisticas para os testes bioldgicos foram e/ou seréo realizadas utilizando o software
GraphPad Prism e os dados foram analisados por analise de varidancia One way
(ANOVA) e teste de Tukey. Valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora Stachytarpheta cayennensis represente espécie nativa, de grande
ocorréncia, com amplo e diversificado uso popular, at¢é o momento, ndo foram
evidenciados estudos de certificacdo da eficicia e seguranca, 0 que estimula esse estudo
de validacdo da espécie com énfase aos de padronizagdo, com extratos das folhas de
Stachytarpheta cayennensis obtidos por diferentes procedimentos extrativos (maceracéo
assistida por ultrassom, percolacdo e extracdo em aparelho de Soxhlet) e relacdes de
hidromodulo (1:6 e 1:8), a partir da avaliacdo das varidveis rendimento, teor de polifenois
e flavonoides.

Na avaliacdo das variaveis dependentes empregadas nesse estudo, ja estudadas,
obtivemos resultados que mostram a forte influéncia dessas variaveis nos extratos.

A tabela 1 apresenta os resultados dos extratos hidroetanodlicos das folhas de
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl., obtidos por planejamento fatorial,
evidenciando resultados mais significativos em: a) rendimento: extrato obtido por
percolacdo no hidromdédulo 1:8 (P 1:8) (17,88%); b) polifenois: extrato MU 1:6 (257,8 +
0,023mg EAG/g); c) flavonoides: extrato P 1:8 (7,865 + 0,065mg EQ/g) para flavonoides;
d) atividade antioxidante: S1:8 (CEso: 2,238 + 0,101 ug/mL).
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Tabela 1. Rendimento (%), polifenois totais (mgGA)/g, flavonoides (mgQE)/g e
atividade antioxidante por DDPH (CEso) nos extratos hidroetanolicos das folhas de

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.

EXTRATO RENDIMENTO POLIFENOIS FLAVONOIDES DPPH (CEso)
TOTAIS (mgQE)/g (ng/mL)
(mgGA)/g
MU 1:6 12,72° 257,8+ 0,023 554,6+0,001° 2,771 +0,14°
P16 12,91° 201,3+0,087° 578,8+0,091° 2,74 +0,005°
S1:6 14,32 173,2+0,667° 687,0+0,053° 2,66+ 0,012°
MU 1:8 14,75° 2228+ 0,658° 4445+0,162° 3,012 +0,155°
P1:8 17,882 210,2+0,208° 786,5+ 0,065 2,425+ 0,110°
S1:8 13,65° 207,9+0,734°> 587,0+0,121° 2,238 +0,101?

a

indica diferenca significante em relacdo aos demais extratos (p<0,05), ANOVA seguido de Tukey-

Kramer; Valor de CEspdo cido galico (empregado como controle positivo no ensaio de DPPH):1,5 pg/mL.
MU 1:6: maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:6; MU 1:8: maceragdo com ultrassom no
hidromédulo de 1:8; P 1:6: percolagdo no hidromédulo de 1:6; P 1:8: percolagdo no hidromddulo de 1:8.;
S 1:6: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromddulo de 1:6; S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no
hidromédulo de 1:8.

Comparando os resultados de rendimento do nosso estudo a outros ja
desenvolvidos com a espécie, obtivemos rendimentos superiores ao de outros estudos
realizados com a mesma espécie. O resultado com P1:8 (17,88%) foi 22,63% superior ao
obtido pela maceracdo com metanol realizada por Lopata et al. (2011), chegando a 49%
acima do rendimento alcancado pela percolagdo com etanol empregada por Queiroz
(2007). Isso reflete a influéncia tanto dos solventes quanto do processo extrativo
empregados nesses estudos, os quais utilizaram percolagdo com etanol e em suas
extracOes, resultados esses diferentes que podem ser condicionados por diversos fatores,
com énfase as varidveis da extracdo entre esses estudos.

Nos estudos de padronizacdo de extrativos, reconhecidamente a variavel
rendimento deve ser valorizada na perspectiva de melhoria da rentabilidade do processo,
mas vale enfatizar que valores mais expressivos de rendimento, ndo necessariamente
expressam extrato de melhor qualidade dada a possibilidade de representar extracdo de
constituintes indesejaveis (COUTO, 2012; SILVA, 2018).
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Embora maceracdo assistida por ultrassom e extracgdo em Soxhlet sejam
reconhecidas como procedimentos de maior produtividade, no nosso estudo, o extrato
hidroetandlico de Stachytarpheta cayennensis P 1:8 apresentou melhor rendimento
(residuo seco); pode ser justificado pela passagem continua do liquido extrator renovado
na percolacdo, levando ao esgotamento da planta atraveés do gotejamento lento do
material; bem como a possivel estabilidade de fitoconstituintes devido a percolagédo
ocorrer em temperatura ambiente (NAVARRO, 2005).

Estudo de Lima et al. (2013) com extrato hidroalcodlico obtido por decoccdo das
folhas de Stachytarpheta cayennensis demonstrou valor de 142,49 + 1,38 mgGA/g de teor
de compostos fendlicos, inferior a média do nosso estudo, com resultado mais expressivo
na extragdo obtida por maceragdo com ultrassom (MU 1:6), reconhecida como mais
eficiente, com maior produtividade, pela capacidade das ondas sonoras ocasionarem
variacdo da pressdo no solvente, com a formacéo e colapso de bolhas, ocorrendo o
fendmeno da cavitacdo; favorecendo a extracdo pelo aumento da permeabilidade da
parede celular e aumento da tensdo mecanica das células (ARAUJO; SANTANA, 2020;
SILVA et al., 2020).

De acordo com Borges et al., (2015), a extracdo por percolacdo apresentou melhor
eficiéncia extrativa (8,75 mg/mL) de fendis totais, quando comparado aos processos
extrativos por refluxo (0,16mg/mL) e extracdo assistida por ultrassom (0,07mg/mL) nos
extratos hidroalcoolicos de frutos de Myrciaria cauliflora (Jabuticaba).

Analisando os teores de flavonoides dos nossos extratos, comprovamos, mais uma
vez, melhores resultados com extracdo com percolacdo em hidromddulo 1:8 (P 1:8),
evidenciando a influéncia das duas varidveis na extracdo desses constituintes. N0ssos
resultados foram consideravelmente superiores aos obtidos em outros estudos realizados
com a mesma espécie. Com valores acima de 100% em relacdo a outros estudos
conduzidos com a mesma espécie. Estudos de Onofre et al. (2015), apresentaram teores
de 2,69 £ 0,49 a 6,21 + 0,67 com fracBes hexanica, acetato de etila e etanol obtidas por
maceracao; resultados esses diferentes que podem ser condicionados por diversos fatores,
com énfase as variaveis da extracao entre esses estudos.

Com base no escore de Melo et al. (2010), todos os extratos de Stachytarpheta
cayennensis demonstram boa atividade antioxidante, com resultado mais significativo em

S1:8, evidenciando a influéncia das 02 (duas) variaveis.
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Estudos de atividade antioxidante j& realizados com extratos das folhas de
Stachytarpheta cayennensis, pelo método do DPPH, também evidenciaram a capacidade
antioxidante dos extratos, mas sendo observado valores maiores em nossos extratos, o
que pode ser justificado pelas diferencas metodoldgicas entre esses estudos, com énfase
as variaveis a extracdo (RAYNIYAR et al., 2014; ONOFRE et al., 2015a; EZENY | et al.,
2016).

A técnica de RMN de 'H foi empregada para se obter o perfil quimico dos extratos,
e pode-se observar que, de maneira geral, o perfil das amostras é bastante semelhante,
apresentando possivelmente a mesma composicdo quimica, tanto em relacdo a um
constituinte majoritdrio ou a uma classe de constituintes quimicos. Este método
espectroscopico permite a identificacdo de metab6litos em misturas complexas, como
extratos vegetais, sem a necessidade de isolamento prévio (KIM et al., 2011). No entanto,
a RMN pode ser desafiadora devido a ampla sobreposicdo de sinais em regides plotadas
do espectro, como observado nos espectros de RMN de *H (APENDICE 1). Assim, 0s
espectros de RMN revelaram sinais expressivos na regido de hidrogénios aromaticos
(5,50 a 8,50 ppm), que podem estar associados a presenca de compostos fenolicos,
principalmente os flavonoides. Da mesma forma, a observacdo de sinais na regido
alifatica (0,50 a 5,50 ppm), pode ser atribuida a presenca de terpenoides, carboidratos
(5,50 a 3,00 ppm), bem como &cidos organicos (0,50 a 3,00 ppm) presentes nos extratos.
Embora a extensa sobreposicdo de sinais em todas as regides espectrais dificulte a
identificacdo de metabdlitos especificos nos extratos, os resultados apresentados neste
trabalho corroboram estudos anteriores com a espécie.

Foi possivel observar a através do espectro de RMN que a presenca do composto
Verbascosideo, que foi obtido em cloroférmio deuterado (CDCI3), revelando dois grupos
distintos de sinais para 0s protons aromaticos, cada um representando sistemas ABX
diferentes. Um desses grupos esta associado a substituicdo do acido cafeico, evidenciando
sinais caracteristicos do sistema AB em ¢: 6.18 (1H, d, J = 15.94 Hz, H-8) e 7.44 (1H,
d, J = 15.90 Hz, H-7), dupletos largos com altas constantes de acoplamento indicando
estarem em posicdo trans (XIE et al., 2012; GARRO, 2021). O préton anomérico no
grupo metil da ramnose foi facilmente identificado, mostrando padrdes de deslocamento
do dupleto caracteristico em 0: 5.17 (1H, d, J = 3.7 Hz, Rha-H-1) indicando a substitui¢do
do grupo funcional OH pela ligacdo 3-O-Aglicona (KHOUND, 2023). Além disso, o
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deslocamento quimico mais elevado do proton H-4G indica a influéncia da substituicdo
do &cido cafeico no C-4G. A influéncia do grupo aglicona em C-1G também foi observada
pelos sinais especificos. Em resumo, os espectros de RMN de H permitiram a
caracterizagdo dos residuos aromaticos, a identificacdo do grupo aglicona em C-1 e a
esterificacdo pela porcéo cafeoila em C-4G nos compostos. Sugerindo assim, que 0
Verbascodieo é o marcador analitico da espécie.

Na identificagdo dos principais compostos quimicos presentes foi obtido o perfil
cromatogréafico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria
de Massa com lonizacéo por Electrospray (LC-ESI-IT-MS) dos extratos hidroetandlicos
das folhas de Stachytarpheta cayennensis MU 1:8 e S 1:8 (Figura 1), com perfis
cromatograficos sem indicar diferencas quanto a identificagdo dos compostos quimicos.
A escolha desses dois extratos foi fundamentada na avaliacdo preliminar dos
cromatogramas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (dados nao
publicados), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H), avaliacio da
atividade antioxidante, teor de fenois e flavonoides. Foi observado que os extratos de
macera¢do em ultrassom, percolacdo e em aparelho de Soxhlet, nos hidromddulos de 1:6
e 1.8, tiveram o mesmo perfil qualitativamente nos cromatogramas por HPLC e RMN de
'H; e da avaliagdo quimica o extato de Soxlet 1:8 tem a melhor atividade antioxidante, e
0 extrato de Maceragdo 1:8 teve a menor atividade antioxidante. Sendo assim, optou-se
por fazer a investigacdo por LC-ESI-IT-MS de 01 (um) extrato obtido por método

extrativo a quente (aparelho de Soxhlet) e 01 (um) a frio (maceracdo em ultrassom).



82
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a
Espectrometria de Massa com lonizag&o por Electrospray (LC-ESI-IT-MS), no comprimento de
onda () de 270 nm, dos extratos hidroetanolicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.)
Vahl. obtidos em aparelho de Soxhlet no hidromoédulo 1:8 (S 1:8) (A) e por maceragdo em
ultrassom no hidromodulo 1:8 (MU 1:8) (B)

Com base na dereplicacdo dos espectros de massas obtidos para cada pico foi
possivel identificar 05 (cinco) compostos em ambos extratos: a) verbascosideo (pico 2)
(Glicosideo feniletanoide); b) isoverbascosideo (Glicosideo feniletanoide) (pico 3), c)
luteolina-O-glicuronideo (pico 4) (flavonoide - flavonas), d) cistanosideo D (pico 5)
(Glicosideo feniletanoide) e epicatequina-catequina (pico 6) (flavonois/polifendis)
(tabela 2).
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Tabela 2. Compostos identificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Acoplada a Espectrometria de Massa com lonizacéo por Electrospray (LC-ESI-IT-MS)
nos extratos hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.
obtidos por maceracdo em ultrassom no hidromoédulo 1:8 (MU 1:8) e em aparelho de
Soxhlet no hidromodulo 1:8 (S 1:8)

N°  Tempo [M-H] MSn Composto Formula molecular
de Fragmento
retencao
(min)
I I 1 I 1 T 1
2 282 623,20 659,461,62, Verbascosideo C29H36015
315,461,315
3 307 623,15 461, 315, Isoverbascosideo C29H36015
134
4 322 461.04 461, 284, Luteolina-O- C21H18012
282 glicuronideo
5 339 651.20 583, 475, Cistanosideo D C31H40015
328, 283
6 39.0 571.02 284 Epicatequina- C15H22013
catequina

Verbascosideo, classificado como glicosideo feniletanoide, tem sido caracterizado
por acdo anti-inflamatoria e anti-ulcerogénica (PENIDO et al., 2006), no tratamento da
leishmaniose tegumentar (MAQUIAVELI et al., 2016) e propriedades anticancerigenas
in vivo e/ou in vitro contra diferentes tipos de tumores ou linhagens de células
cancerigenas (KHALAF; JASIM; IBRAHIM, 2021).

Verbascosideo e isoverbascosideo foram identificados em estudos com extratos
de partes aéreas de Stachytarpheta cayennensis (KOOIMAN, 1975; SCHAPOVAL et al.,
1998; ADEBAJO et al., 2007). Estudos de Souza et al. (2010; 2011) demonstraram a
importancia dos constituintes quimicos verbacosideo, martinosideo e acido betulinico
para o0 potencial antioxidante da Stachytarpheta cayennensis, uma vez que esses
componentes foram capazes de diminuir a peroxidacao lipidica e prevenir contra lesbes

mitocondriais por estresse oxidativo.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC29H36O15
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC21H18O12
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC31H40O15
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Apesar da vasta ocorréncia dos metabdlitos secundarios isolados na familia
Verbenaceae, Stachytarpheta cayennensis ainda é pouco explorado do ponto de vista
quimico. Os metabolitos luteolina-O-glicuronideo, cistanosideo D e epicatequina-
catequina estdo sendo relatados pela primeira vez para a espécie.

Houve diminuicdo do teor do composto 6 (epicatequina-catequina), o que resultou
em menor atividade antioxidante com MUL1:8, a extracao desse composto foi melhor em
S1:8, que demostrou maior atividade antioxidante. J& foi demonstrado que a catequina é
capaz de reduzir danos oxidativos (MERCER et al., 2005) e que epicatequina modulou a
expressao e a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase e catalase
(RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2013).

Os glicosideos feniletanoides sdo caracteristicos constituintes das familias
Lamiaceae e Verbenaceae. Dois dos compostos isolados, nomeadamente acteoside e iso-
acteoside ja foram encontrados em Stachytarpheta cayennensis (SCHAPOVAI et
al.,1998; ADEBAJO et al., 2007; PEREIRA et al., 2008), e acteoside também em
Stachytarpheta glabra (VICCINI et al.,2008), enquanto outros glicosideos feniletanoides
como leucosceptosideo A, martinosideo, e jionosideo foram detectados pela primeira vez
no género Stachytarpheta no estudo de Froelich e colaboradores (2008). Em espécies da
familia Verbenaceae, a atividade antioxidante pode ser devido a flavonoides e também, a
glicosideos fenilpropandides que foram detectados em grande nimero de espécies desta
familia (MENSOR et al., 2001).

A luteolina é um flavonoide natural da subclasse das flavonas, a sua propriedade
antioxidante é amplamente reportada e de grande interesse para a industria (KHAN et al.,
2016; (IMRAN et al., 2019; BOEING et al., 2020). Além de possui atividade anti-
inflamatoria (VILLALVA et al., 2019; BOEING et al., 2020), anticancerigenos (AZIZ et
al., 2018). No entanto, as baixas solubilidade e biodisponibilidade da luteolina limitam
suas aplicagdes funcionais (LUO et al., 2019).

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidroetanolicos das folhas
de Stachytarpheta cayennensis foi evidenciado que, exceto P1:6, todos os extratos foi
determinada Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) contra Escherichia coli ndo patogénica (HB101); em relacdo a inibicdo frente

Escherichia coli patogénica (042), os extratos MU1:8 e P1:8 promoveram CIM, enquanto
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0 extrato de P1:8 apresentou CBM; ja em relacdo Staphylococcus aureus (ATCC 6538),

todos os extratos apresentaram CIM e CBM (tabela 3).

Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
frente Escherichia coli ndo patogénica (HB101), Escherichia coli patogénica (042) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) dos extratos hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta
cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por planejamento fatorial

Extratos Escherichia colindo  Escherichia coli Staphylococcus aureus
patogénica (HB101)  patogénica (042) (ATCC 6538)

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) — (mg/mL)

MU1:6 11,35 NE 5,68
MU1:8 5,68 22,72 2,84
P16 11,35 NE 5,68
P18 5,68 11,35 1,42
S16 5,68 NE 5,68
S18 5,68 NE 1,42
CLO* 0,0009 NA 0,0019
AMP** NA 0,0019 NA

Concentracdo Bactericida Minima (CBM) — (mg/mL)

MUL1:6 10,33 NE 5,68
MU1:8 5,68 NE 2,84
P16 NE NE 5,68
P18 5,68 22,72 1,42
S16 10,33 NE 5,68
S18 5,68 NE 2,84
CLO* 0,0009 NA 0,0019
AMP** NA 0,0041 NA

MU 1:6: maceracdo com ultrassom no hidromddulo de 1:6; MU 1:8: maceracdo com ultrassom
no hidromddulo de 1:8; P 1:6: percolacdo no hidromédulo de 1:6; P 1:8: percolagdo no
hidromédulo de 1:8; S 1:6: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:6; S 1:8:
extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromddulo de 1:8. CLO*: clorafenicol; AMP**:
ampicilina; NA: ndo se aplica; NE: ndo encontrado.

Todos os extratos no hidromédulo de 1:8 apresentaram CIM e CBM frente a
Escherichia coli ndo patogénica. A quantidade de solvente pode estar relacionada a
extracdo dos metabolitos responsaveis por essa acdo antimicrobiana.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metanolico das folhas de

Stachytarpheta cayennensis obtido por maceragéo, observou uma CIM de 14,12 (mg/mL)
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frente ao Staphylococcus aureus (Okoye et al., 2010). Os nossos dados apresentaram CIM
inferiores a este estudo, comprovando que diferencas metodologicas entre esses estudos,
servem de validacdo para uma resposta biologica. Esta atividade bioldgica pode ser
atribuida a presenca do verbascosideo que atua na sintese protéica do microorganismo,
utilizando como mecanismo de acdo a morte da bactéria por inibicdo da leucina (AVILA
etal., 1999).

Silveira e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antibacteriana in vitro do
extrato hidroalcodlico obtido por maceracdo sobre cepas de Staphylococcus
aureus oxacilina-sensiveis e oxacilina-resistentes; apresentado Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) variando de 0,4 a 1,6 mg/mL e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
de 1,6 a 12,5 mg/mL; com resultados indicando que a planta tem moderada atividade
antibacteriana (SILVEIRA et al., 2007).

O extrato de percolacdo 1:8 mostrou-se um desempenho antimicrobiano em todas
as cepas avaliadas. A Stachytarpheta cayennensis € uma espécie rica em polifénois, e por
ndo ter sido submetida a extracdo a quente, preservou a estabilidade do material e a
resposta bioldgica (PEREIRA et al., 2006).

Atividade antimicrobiana também ¢ relatada em testes com polifendis. Um
exemplo de estudo relacionando a atividade antimicrobiana com polifendis € o trabalho
realizado por Rashd et al (2014), no qual o extrato metanélico de Diospyros virginiana
L. apresentou atividade antimicrobiana frente a diversos microrganismos. Esta atividade
foi associada aos polifendis quercetina, miricetina e luteolina, isolados da planta.

A atividade antibacteriana de flavonoides ¢ comprovada por muitos autores
(COWAN, 1999; CUSHNIE et al., 2005; CUSHNIE & LAMB, 2011). Cushnie e Lamb
(2011) propdem que esta atividade dos flavonoides esté relacionada a danos na membrana
citoplasmatica (causada por perfuracdo e/ ou reducdo da fluidez da membrana), inibicdo
da sintese de &cidos nucleicos (causada pela inibi¢cdo da topoisomerase) e inibicdo do
metabolismo energético (causada pela inibi¢do da NADH citocromo C redutase).

No ensaio de inibi¢do da formacédo de biofilme pelos extratos hidroetandlicos das
folhas de Stachytarpheta cayennensis (figura 2) foi evidenciado: a) em relagdo
Escherichia coli 042 todos os extratos no hidromddulo 1:6 ocasionaram inibicéo
significativa, exceto P1:6 (6,25 mg/mL), o qual ndo apresentou CIM e CBM (tabela 3);

ja em relagdo aos extratos no hidromédulo 1:8 houve reducgdo estatisticamente
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significante, quando comparamos com o grupo controle, exceto em P 1:8 (6 mg/mL); b)
no biofilme de Staphylococcus aureus todos os extratos no hidromodulo 1:6 promoveram
reducgdes com significancia estatistica (p<0,05); enquanto extratos no hidromddulo de 1:8,
apresentaram reducéo estatisticamente significante (p<0,05) nas seguintes concentraces:
0,75mg/mL (MUL1:8); 0,75 mg/mL (P1:8); 0,375 mg/mL (P 1:8) e 0,375 mg/mL (S 1:8).

Até o presente momento, ndo ha informacdes cientificas sobre o efeito do extrato
de Stachytarpheta cayennensis na inibicdo da formacé&o de biofilme. Nesse sentido, deve
ser estimulado a continuidade dos estudos nesse segmento, considerando que a formacao
de biofilmes é uma medida usada para o desenvolvimento da resisténcia bacteriana
(BOUYAHYA etal., 2017).

Os compostos fendlicos desempenham um papel importante na prevencdo e
controle do desenvolvimento de biofilmes, nomeadamente os polifendis, impedem a sua
adesdo a superficies ou tecidos epiteliais, e os flavonoides, intervém com moléculas
reguladoras de mecanismos de quorum sensing (mecanimos de comunicacdo entre
bactérias).

E possivel afirmar que esses resultados corroboram com os resultados encontrados
para compostos fenolicos uma vez que aquele extrato em que foi utilizada uma menor
concentracdo para inibir a producdo do biofilme em teste foi o produzido MU1:6 sendo
este 0 que obteve maiores quantidades de compostos fenolicos com 257,8 + 0,023
mgGA)/g.

De acordo com Auricchio e Bacchi (2003) é dificil comparar atividade
antimicrobiana de extratos de plantas pois sdo muitas as variaveis que irdo influenciar no
resultado como aspectos climaticos que exercem influéncia na composi¢do quimica do
vegetal, parte da planta estudada, forma de preparar o extrato e, por isso, a necessidade

de padronizacdo.
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Figura 2. Efeitos dos extratos hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl., obtidos por planejamento fatorial sobre a producéo de biofilme de Escherichia
coli 042 e Staphylococcus aureus. Legenda: MU 1:6: maceracdo com ultrassom no hidromédulo de 1:6; MU 1:8: maceragdo com ultrassom no hidromédulo de 1:8; P 1:6: percolagdo no
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hidromddulo de 1:6; P 1:8: percolagdo no hidromddulo de 1:8; S 1:6: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromdédulo de 1:6; S 1:8: extragdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo
de 1:8.
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Foi realizada uma analise antiproliferativa dos extratos em linhagens de
Carcinoma hepatocelular (HepG2), melanoma maligno (A-375), carcinoma de mama

(MCF-7) e adenocarcinoma colorretal (Caco-2 humano) (Figuras 3,4,5,6).
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Figura 3: Atividade antiproliferativa dos extratos hidroalco6licos das folhas de Stachytarpheta cayennensis
(Rich.) Vahl., obtidos por planejamento fatorial em células de carcinoma de mama MCF-7. A atividade
antiproliferativa foi determinada por MTT ap6s tratamento por 48 horas com os extratos. A porcentagem
de proliferacdo foi calculada quando comparada ao grupo controle (C) (100%). Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo das médias (triplicata). As diferencas entre os grupos foram avaliadas
por analise de variancia One-way (ANOVA), seguida de pos-teste Newman-Keuls. **p<0,01, ***p<0,0001
em comparagdo com o controle (C). Legenda: MU 1:8: maceragdo com ultrassom no hidromddulo de 1:8;
S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:8; P 1:8: percolagdo no hidromédulo de 1:8.

Os resultados mostraram que as celulas tratadas com o extrato de maceracéo,
percolacdo e soxlet no hidromddulo de 1:8 por 48 horas apresentaram uma diminui¢do na
proliferacdo do carcinoma de mama (MCF-7) dependente da dose comparado ao controle
(Figura 3). A atividade antiproliferativa dos extratos S1:8 nas células MCF-7 nas doses
de 100, 200, 400, 800 e 1.000 pg/mL foi de 65,06%, 71,58%, 72,61%, 74,56%, 74,86%,
respectivamente; dos extratos MU1:8 nas células MCF-7 nas doses de 800, 1000, 1500 e
2000 pg/mL foi de 21.34%, 29,94%, 51,25%, 66,63%, respectivamente; dos extratos P1:8
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nas doses de 800, 1.000, 1500 e 2000 pg/mL foi de 10,17%, 20,2%, 53,52%, 64,3%,
respectivamente.

Nossos resultados indicam que os extratos de maceracgéo, percolacdo e soxlet no
hidrémodulo 1:8 exerceram um efeito antiproliferativo acentuado sobre as células MCF-
7. Na concentracdo de 1000 pg/mL, o extrato de soxlet teve um melhor efeito
antiproliferativo (74,86%).

Houve diminuicao na proliferacdo do Adenocarcinoma Colorretal Caco-2 tratadas
por 48 horas com 0s extratos de maceracao, percolacdo e soxlet no hidromédulo de 1:8
(Figura 4).
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Figura 4: Atividade antiproliferativa dos extratos hidroalco6licos das folhas de Stachytarpheta cayennensis
(Rich.) Vahl., obtidos por planejamento fatorial em células de adenocarcinoma colorretal Caco-2. A
atividade antiproliferativa foi determinada por MTT ap0s tratamento por 48 horas com os extratos. A
porcentagem de proliferagdo foi calculada quando comparada ao grupo controle (C) (100%). Os resultados
estdo expressos como média + erro padrdo das médias (triplicata). As diferencas entre os grupos foram
avaliadas por andlise de variancia One-way (ANOVA), seguida de pos-teste Newman-Keuls. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,0001 em comparagdo com o controle (C). Legenda: MU 1:8: maceracdo com ultrassom
no hidromodulo de 1:8; S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromddulo de 1:8; P 1:8: percolagao
no hidromédulo de 1:8.

A atividade antiproliferativa dos extratos S1:8 nas células Caco-2 nas doses de
100, 200, 400, 800 e 1.000 pg/mL foi de 16,4%, 46,2%, 61,06%, 69,2%, 67,36%
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respectivamente; dos extratos MU1:8 nas doses de 400, 800 e 1000 pg/mL foi de 1,87%,
56,49%, 62,52%, respectivamente, enquanto os extratos de P1:8 nas doses de 400, 800 e
1000 pg/mL foi de 11,23%, 49,49%, 66,39%, respectivamente. Na concentracao de 1000
pg/mL, o extrato de soxlet teve um melhor efeito antiproliferativo (67,36%), frente as
celulas Caco-2.

Em relacdo ao tratamento de 48 horas com os extratos de maceracao, percolacdo
e soxlet no hidromddulo de 1:8, os resultados mostraram uma diminuicao na proliferacao
do Melanoma Maligno A-375 dependente da dose (Figura 5).
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Figura 5: Atividade antiproliferativa dos extratos hidroalco6licos das folhas de Stachytarpheta cayennensis
(Rich.) Vahl., obtidos por planejamento fatorial em células de Melanoma Maligno A-375. A atividade
antiproliferativa foi determinada por MTT ap06s tratamento por 48 horas com os extratos. A porcentagem
de proliferacdo foi calculada quando comparada ao grupo controle (C) (100%). Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo das médias (triplicata). As diferencas entre os grupos foram avaliadas
por analise de variancia One-way (ANOVA), seguida de p6s-teste Newman-Keuls.**p<0,01, ***p<0,0001
em comparagdo com o controle (C). Legenda: MU 1:8: maceragdo com ultrassom no hidromddulo de 1:8;
S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromddulo de 1:8; P 1:8: percolagéo no hidromédulo de 1:8.

A atividade antiproliferativa dos extratos S1:8 nas células A-375 nas doses de 400,
800, 1000ug/mL foi de 81,96%, 87,68% e 87,96%, respectivamente; extratos MU1:8 nas
doses de 400, 800, 1.000 pg/mL foi de 29,66%, 61,16%, 64,88%, respectivamente; dos
extratos P1:8 nas concentragdes 400, 800, 1000 pg/mL foi 28,18%, 59,16%, 62,49%,
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respectivamente. Na concentracdo de 1000 pug/mL, o extrato de soxlet teve um melhor
efeito antiproliferativo (87,96%), frente as células A-375.

Avaliando a resposta dos extratos frente as células de carcinoma hepatocelular
Hep G2, observou que as células tratadas com o extrato de maceracgéo, percolacdo e soxlet
no hidromodulo de 1:8 por 48 horas apresentaram uma diminuicao na proliferacdo dose
dependente (Figura 6).
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Figura 6: Atividade antiproliferativa dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis
(Rich.) Vahl., obtidos por planejamento fatorial em células de Carcinoma Hepatocelular Hep G2 A
atividade antiproliferativa foi determinada por MTT ap0s tratamento por 48 horas com os extratos. A
porcentagem de proliferagdo foi calculada quando comparada ao grupo controle (C) (100%). Os resultados
estdo expressos como média + erro padrdo das médias (triplicata). As diferencas entre os grupos foram
avaliadas por andlise de variancia One-way (ANOVA), seguida de pos-teste Newman-Keuls. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,0001 em comparagdo com o controle (C). Legenda: MU 1:8: maceracdo com ultrassom
no hidromodulo de 1:8; S 1:8: extracdo em aparelho de Soxhlet no hidromddulo de 1:8; P 1:8: percolagao
no hidromédulo de 1:8.

A atividade antiproliferativa dos extratos S1:8 nas células Hep G2 nas doses de
400, 800, 1000ug/mL foi de 77,64%, 77,99%, 77,99%, respectivamente. E dos extratos
MU1:8 nas doses de 400, 800, 1.000 pg/mL foi de 13,51%, 30,59%, 37,79%,
respectivamente. E os extratos P1:8 nas concentragdes 400, 800, 1.000 pg/mL foi 10,68%,
19,95%, 33,41%, respectivamente. Na concentracdo de 1000 pug/mL, o extrato de soxlet
teve um melhor efeito antiproliferativo (77,99%), frente as células Hep G2.
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Muitas plantas tém sido usadas pela medicina tradicional para tratar o cancer e
constituem a base da medicina moderna, uma vez que a maioria dos agentes
quimioterapicos sdao moléculas identificadas e isoladas de plantas. Esses compostos
bioativos derivados de plantas sdo capazes de afetar o crescimento, proliferacdo e
diferenciacdo celular, reverter as disfuncGes epigenéticas relacionadas ao cancer, prevenir
metastases, reduzir a tumorigénese e aumentar a eficacia da radio e quimioterapia
(PISTOLLATO et al., 2015).

O estresse oxidativo, causado pelo desequilibrio entre a formacdo de especies
reativas e 0 nivel de compostos antioxidantes em organismos vivos, € uma das principais
causas de desordens celulares, que culmina no aparecimento de diversas doencas, dentre
elas o cancer (ISSA et al., 2006). O extrato de soxlet teve um melhor efeito
antiproliferativo frente a todas as linhagens tumorais avaliadas no presente estudo, fato
que pode ser justificado pelo resultado mais significativo na avaliacdo da atividade
antioxidante, analisada a partir da capacidade de sequestro de radicais DPPH livres.

A presencga dos compostos fenolicos nos extratos tambeém justifica este efeito,
visto que os fendis dos extratos de plantas medicinais sdo de grande interesse como
estratégia anticancer devido a sua atuacdo em diversas vias de sinalizacdo e baixos efeitos
colaterais. Foi relatado que os polifendis derivados de plantas tém o potencial de inibir a
progressdo do tumor e sensibilizar as células cancerigenas a quimioterapia e radioterapia
(VANDEN BERGHE, 2012).

As drogas quimioterapicas produzidas a partir dos polifendis podem melhorar a
sobrevida do paciente, com baixo efeito colateral, regulando as vias de sinalizacéo celular,
reduzindo a invasdo e metastase das células cancerigenas, protegendo as células normais
durante o tratamento e reduzindo os danos causados pela quimioterapia e radioterapia
(CHANG et al., 2015), ressaltando a capacidade destes em inibir a proliferacdo celular
e/ou induzira apoptose. A apoptose, também conhecida como morte celular programada,
elimina as células danificadas ou células que podem ser inapropriadamente induzidas a
proliferar, representando, assim, um mecanismo de protecdo contra a transformacéo
neoplasica e o desenvolvimento de tumores (D'ARCHIVIO et al., 2008; MASELLA et
al., 2004).

E possivel inferirmos que a constatacio da influéncia das variaveis de extracio,
especialmente na resposta bioldgica, deve estimular a continuidade dos estudos nessa

linha investigacao.
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CONCLUSOES

Os processos metodoldgicos empregados nesse estudo possibilitou definir as
variaveis que interferem nos extrativos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.)
Vahl., indicando que as variaveis: procedimento extrativo e hidromodulo, influenciam na
concentracdo de constituintes quimicos, consequentemente na sua atividade bioldgica,
comprovando que os melhores resultados, sdo dos extratos obtidos em hidromédulo 1:6
e como método extrativo os obtidos por maceracdo para a avaliagdo quimica,
antimicrobiana e inibidora da producdo de biolfime bacteriano. Na avaliacdo
antiproliferativa, o extrato com melhor efetividade é o de soxlet no hidromodulo 1:8, o
que nos possibilita a definicdo de parametros para padronizacdo dos extratos de
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. na dependéncia da finalidade bioldgica do uso
da espécie. Na garantia da qualidade de extratos das folhas S. cayennensis, além da adogao
dessas variaveis para otimizacdo, 0 composto Verbascosideo pode ser empregado como

marcador analitico no controle de qualidade da espécie vegetal.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de padronizagdo dos extratos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich)
Vahl revelou resultados notaveis e promissores tanto em ensaios quimicos quanto biolégicos.
Diversos parametros foram avaliados, fornecendo uma visao abrangente do potencial terapéutico
desses extratos; 0 que evidencia a representatividade dos estudos de padronizacdo de
extratos vegetais, estimulando, assim, a continuidade dos estudos com a espécie a serem
realizados com extrato padronizado.

Os experimentos revelaram que o extrato P1:8 demonstrou o melhor rendimento,
atingindo um valor de 17,88%. Além disso, a caracterizacdo quimica evidenciou teores
mais significativos de polifendis e flavonoides nos extratos MU1:6 (257,8 £ 0,023mg
EAG/g) e P1:8 (7,865 + 0,065mg EQ/Qg), respectivamente. Compostos bioativos como
Verbascoside, Isoverbascosideo, Luteolina-O-glucuronide, Cistanoside D e
Epicatequina-catequina foram identificados nos extratos MU 1:8 e S1:8. Sendo o
composto Verbascosideo o marcador analitico no controle de qualidade da espécie
vegetal.
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A atividade antioxidante foi especialmente notavel no extrato MU 1:8, revelando
um EC50 de 6,71 = 0,07 ug/mL. Em termos de atividade antibacteriana, todos os extratos,
exceto P1:6, mostraram resultados promissores contra Escherichia coli ndo patogénica
(HB101) e Escherichia coli patogénica (042), enquanto todos apresentaram eficacia
contra Staphylococcus aureus (ATCC 6538) em relacdo a CIM e CBM.

Além disso, a capacidade de reducgdo de biofilme foi evidente em vérios extratos,
exceto P1:6, mostrando uma reducéo significativa (p<0,05) para Escherichia coli (042) e
Staphylococcus aureus, indicando um potencial impacto no controle de infeccbes por
biofilme.

O estudo revelou também um efeito antiproliferativo acentuado em doses
superiores a 100 pg/mL em linhagens tumorais Carcinoma hepatocelular (HepG2),
melanoma maligno (A-375), carcinoma de mama (MCF-7) e adenocarcinoma colorretal
(Caco-2 humano) para todos os extratos analisados, apds 48 horas de tratamento.

Esses resultados sugerem fortemente o potencial terapéutico dos extratos de
Stachytarpheta cayennensis (Rich) Vahl, destacando sua riqueza em compostos
bioativos, atividade antioxidante, antibacteriana, capacidade de redugdo de biofilme e
efeito antiproliferativo em linhagens tumorais. Esses achados estimulam futuras
investigacOes para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos ou terapias alternativas

baseadas nessas descobertas promissoras.
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Figura 1. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroetandlicos das folhas de

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por maceracdo no hidromodulo de
1:6 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 2. Ampliacdo da regido 9,00-4,00 ppm do espectro de RMN de 'H do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por
maceracdo no hidromodulo de 1:6 (400 MHz, DMSO-de).
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Figura 3. Ampliagdo da regido 4,00 a -0,50 ppm do espectro de RMN de *H do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por
maceracdo no hidromddulo de 1:6 (400 MHz, DMSO-de).
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Figura 4. Espectro de RMN de H do extrato hidroetandlicos das folhas de
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por maceragdo no hidromddulo de 1:8
(400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 5. Ampliaco da regido 9,00 a 4,00 ppm do espectro de RMN de ‘H do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por
maceracao no hidromdédulo de 1:8 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 6. Ampliagdo da regifo 4,00 a -0,50 ppm do espectro de RMN de *H de do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por
maceracao no hidromodulo de 1:8 (400 MHz, DMSO-de).
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroetandlicos das folhas de
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por maceracdo no hidromédulo de 1:8
(400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 8. Ampliacéo da regido 9,00 a 4,00 ppm do espectro de RMN de ‘H do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por
maceragdo no hidromodulo de 1:8 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 9. Ampliacéo da regido 4,00 a -0,30 ppm do espectro de RMN de *H do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por

hidromddulo de 1:8 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroetandlicos das folhas de
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos percolac¢éo no hidromodulo de 1:8 (400

MHz, DMSO-ds).
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Figura 11. Ampliagdo da regido 9,00 a 4,00 ppm do espectro de RMN de H do extrato

hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.

percolacdo no hidromédulo de 1:8 (400 MHz, DMSO-ds).

8r6'0
€960
See’
005'C
vose
605T
eLge
(415
850
£€90'E
060°E
oLL'e
Lel'e
cEL'e
olLee
ogee
8rge
ege'e
€82°¢
0se'e
LSE'E
€8¢
€8€'E
68€'C
66€'E
eor'e
aLr'e
ocr'e
Lr'e

9or'e
74 2
629°E

LSe
8rs'e
6SGE
(7137
065°E
209'e
ce9't

0.9
vioe
0oL'e
soL'e
cLl'e
vele
69.°€
eLLE
698°€

0.0 ppm
obtidos

0.5

T

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5
Figura 12. Ampliacéo da regido 4,00 a -0,30 ppm do espectro de RMN de *H do extrato

hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.

percolacdo no hidromédulo de 1:8 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroetandlicos das folhas de

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por soxlet no hidromédulo de 1:6 (400
MHz, DMSO-ds).
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Figura 14. Ampliacdo da regido 9,00 a 4,00 ppm do espectro de RMN de *H do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por soxlet
no hidromodulo de 1:6 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 15. Ampliacéo da regido 4,00 a -0,30 ppm do espectro de RMN de *H do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por soxlet

no hidromédulo de 1:6 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroetandlicos das folhas de
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por soxlet no hidromodulo de 1:8 (400
MHz, DMSO-ds).
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Figura 17. Ampliacio da regio 9,00 a 4,00 ppm do espectro de RMN de *H de do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por soxlet
no hidromédulo de 1:8 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 18. Ampliacéo da regido 4,00 a -0,30 ppm do espectro de RMN de ‘H do extrato
hidroetandlicos das folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. obtidos por soxlet
no hidromodulo de 1:8 (400 MHz, DMSO-ds).
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