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RESUMO

CABRAL, FABISLEINE VIEIRA. Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia
Goiano, Campus Rio Verde — GO, fevereiro de 2022. Composi¢cdo quimica e
bioatividades de extratos preparados a partir da parte aérea de Tradescantia pallida
(Commelinaceae). Dr.2 Cassia Cristina Fernandes Alves, Orientadora. Mayker L. D.
Miranda, Coorientador.

A diversidade de ecossistemas do planeta, associada aos avangos dos estudos quimicos e
farmacoldgicos, tem estimulado a pesquisa com espécies vegetais, contribuindo para a
obtengédo de novos produtos farmacologicamente ativos. Entretanto, as pesquisas ainda
sdo poucas e existem lacunas referentes ao conhecimento cientifico de compostos
bioativos produzidos pelas espécies de diferentes biomas. E embora se tenha a maior
diversidade vegetal do mundo e muitas plantas medicinais sejam de amplo conhecimento
popular, o nimero de informacdes sobre essas plantas ainda é baixo. A Tradescantia
pallida, espécie alvo deste estudo, € pertencente a familia Commelinaceae, com
aproximadamente 70 espécies. E uma espécie que se caracteriza pela facil adaptabilidade
as condicBes climaticas e pela sua forte resisténcia a insetos e parasitas, tendo ainda
emprego medicinal por suas propriedades anti-inflamatdrias, antitxicas e como agente
dilatador que promove a melhora da circulacdo sanguinea. Especificamente no Brasil, a
planta Tradescantia pallida Munt é conhecida por suas suntuosas folhas roxas
popularmente conhecida na regido maranhense como taboquinha roxa. O género
Tradescantia é muito utilizado em ornamentacdo por todo o pais, bem como na regido
Nordeste. Sua indicacdo farmacoldgica esta relacionada ao seu uso no tratamento de
reumatismos e dores nas articulagGes, sendo suas folhas usadas sob a forma de tintura.
Tendo em vista os poucos relatos quimicos e farmacologicos descritos na literatura, este
estudo tem como objetivo determinar a composi¢cdo quimica dos extratos hexanico,
etandlico e acetato de etila obtidos da parte aérea de Tradescantia pallida. Em adicéo,
serdo investigadas suas acOes bioldgicas por meio de testes de atividades antifingicas,
larvicidas e antiproliferativas. Para o desenvolvimento do trabalho, os extratos vegetais
de T. pallida foram obtidos por maceracao e caracterizados por cromatografia a gas GC-
MS, GC-FID e LC-ESI-MS-MS. Os resultados da analise quimica do extrato hexano de
Tradescantia pallida HE-TP mostraram conter 16 compostos volateis, e os principais
componentes identificados foram (E)-4-acido metoxicinamico (50,2%), 2,5-di-terc-butil-



1,4-benzoquinona (13,7%) e epijuvabiona (10,4%). O presente estudo mostrou a eficacia
do extrato de Tradescantia pallida Munt, tendo potencial biotecnoldgico de extrato
hexanico (HE-TP) contra os fungos Penicillium digitatum, Sclerotinia sclerotiorum e
Rhizopus stolonifer. Na dosagem de 400 uL, inibiu 100% de P. digitatum e crescimento
micelial de S. sclerotiorum em ensaios in vitro, além de 96,2% do crescimento micelial
de R. stolonifer. Além disso, seus extratos mostraram resultados positivos contra HE-TP,
determinado por GC-MS e GC-FID, sendo capaz de exercer atividade citotdxica contra
linhagens de células tumorais humanas. Por outro lado, em relacdo ao potencial larvicida,
0 extrato acetato de etila (EAE) e o extrato etandlico (EE) apresentaram atividade
razoavel para taxas de mortalidade e baixos valores de CLso contra larvas de A. aegypti.
A atividade mais satisfatéria foi apresentada pelo EAE, cuja CLsg foi de 435,0 pug/mL e
cuja taxa de mortalidade foi excelente, mesmo na menor concentracdo avaliada (10
pg/mL). EE também exibiu valor promissor de CLso, ou seja, 480,5 pg/mL. Em relagédo
a composicao quimica de EE e EAE, oito constituintes foram encontrados em ambos:
acido galico, acido protocatecuico, &cido gentisico, acido vanilico, acido cafeico, acido

p-cumarico, acido ferulico e quercetina.

Palavra-chave: Extrato hexano, Penicillium digitatum, Sclerotinia sclerotiorum e

Rhizopus stolonifer, extrato acetato de etila e extrato etandlico.



ASTRACT

CABRAL, FABISLEINE VIEIRA. Goiano Federal Institute of Education, Science and
Technology, Rio Verde Campus — GO, February 2022. Chemical composition and
bioactivities of extracts prepared from the aerial part of Tradescantia pallida
(Commelinaceae). Dr. Cassia Cristina Fernandes Alves “Advisor”, Mayker L. D.
Miranda “Co-advisor”.

The diversity of the planet's ecosystems, associated with advances in chemical and
pharmacological products had stimulated the discovery of new active pharmacological
products. However, there are few researches and gaps regarding the scientific knowledge
of bioactive compounds produced by species from different biomes; although it has the
greatest plant diversity in the world and many medicinal plants are widely known, the
amount of information about these plants is still low. Tradescantia pallida, the species of
this study, belongs to the Commelinaceae family with approximately 70 species. It is a
species that is characterized by its easy adaptability to climatic conditions and its strong
resistance to insects and parasites. Although it is also a species well known for its ability
to remove volatiles, it has medicinal properties in the atmosphere due to its anti-
inflammatory and anti-toxic properties and as a dilating agent that also promotes the
improvement of blood circulation. Specifically in Brazil, the Tradescantia pallida Munt
plant is known for its sumptuous purple leaves, popularly known in the Maranh&o region
as purple taboquinha. The Tradescantia genus is widely used in ornamentation
throughout the country, such as pharmacologically in the Northeast region, its indication
is to the treatment of rheumatism and joint pain, in which its leaves are used in the form
of tincture. Considering the few chemical and objective details described in the literature,
this study aims to determine the hexane compositions of the aerial part of Tradescantia
pallida. In addition, their biological actions will be investigated through tests of
antifungal, larvicidal and antiproliferative activities, such as infectious diseases that cause
damage to health leading to death. For the development of the work, the plant extracts of
T. pallida were obtained by maceration and characterized by gas chromatography GC-
MS, GC-FID, and LC-ESI-MS-MS. The results of HE-TP analysis were shown to contain
16 volatile compounds, and the main components identified were: (E°) methoxykina acid
(50.2%), -di-tert-butyl-1,4-benzoquinone (13.7%) and epijuvabione (10.4%). The present
study showed an active work of Tradescantia pallida Munt Extract, having a
biotechnological potential of HE-TP against three fungi that cause damage in agriculture,
being highly active against Penicillia sclerotiorum, Sclerotinia sclerotiorum and
Rhizopus stolonifer. At the dosage of 400 L, it inhibited 100% of P. digitatum and
mycelial growth of S. sclerotiorum, in in vitro assays, in addition to 96.2% of the mycelial
growth of R. stolonifer. Also, they showed positive results for HE-TP, determined by GC-
MS and GC-FID, being able to exert cytotoxic activity against human tumor cell lines.
The botanical extract of products is eco-friendly, inexpensive and can reduce post-harvest
losses and pathogen growth. It is notable that plant extracts contain active compounds.
On the other hand, in relation to larvicidal potential, EAE and EE showed reasonable
activity due to mortality rates and low CLso values against A. aegypti larvae. The most
satisfactory activity was presented by the EAE, whose CLso was 435.0 pg/mL and whose
mortality rate was excellent, even at the lowest concentration evaluated (10 pg/mL). EE
also exhibited promising value of CLso, i. e., 480.5 pg/ml. Regarding the chemical
composition of EE and EAE, eight constituents were found in both: gallic acid,
protocatechuic acid, gentisic acid, vanillic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid



and quercetin.that inhibit the growth of plant pathogens. In chemical composition of EE
and EAE, eight were found in both: gallic acid, protocatechuic acid, constituent gentisic
acid, vanillic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, derulic acid and quercetin.

Keywords: Hexane extract, Penicillium digitatum, Sclerotinia sclerotiorum and
Rhizopus stolonifer, ethyl acetate extract and ethanol extract.



1. INTRODUCAO GERAL

O estudo de compostos bioativos extraidos de plantas aumentou
significativamente nos ultimos anos, principalmente porque a maioria desses compostos
ndo sdo nocivos ao meio ambiente quando comparados com os controles bioldgicos
comerciais. O intuito geral é a busca por compostos bioativos que podem ser utilizados
como antiflngicos e/ou bioindicadores, como em casos de indicadores de poluicao do ar
(SILVA et al., 2015; CARVALHO et al., 2017), além de seu uso como medicamentos
em casos de compostos farmacologicos. Diversas espécies vegetais sdo estudadas como
fonte de compostos bioativos por meio de extragcdes organicas para obtencéo de extratos
vegetais e 0leos essenciais. Por exemplo, dleos essenciais de Murraya paniculata para
testes antifangicos de interesse agronémico (SILVA et al., 2021); extratos de Diplodia
pinea para testes antilarvicidas frente ao mosquito Aedes aegypti (MOURA et al., 2021);
e poucos estudos com extratos e 0leos essenciais de Tradescantia pallida (MESSIAS et
al., 2019; CARVALHO et al., 2017; MENEGAZZO et al., 2022).

A atividade biol6gica contra outros organismos estd associada aos compostos
extraidos, independentemente do método de extracdo, incluindo, de maneira geral,
diferentes tipos de extragdes ou mesmo diferenciacdo nos solventes, sendo observado
que sdo extraidas diferentes classes de compostos nas amostras vegetais. Assim, se
tornam importantes estudos com diferentes métodos de extracdo de compostos para
avaliacdo como biocidas e/ou outros controles bioldgicos. Kamiya et al. (2019)
observaram que extratos aquosos de Tradescantia pallida inibiram significativamente o
crescimento bacteriano de P. Aeruginosa e a formacéo de biofilme, mas na presenca de
extrato metandlico, ndo houve inibicdo de nenhum dos fatores. Os autores concluiram
gue o composto ativo pode ser uma substancia hidrofilica ou pode ser decomposta e/ou
desativada em presenca de metanol.

Estudo conduzido por Cabral et al. (2022) avaliou a atividade antifingica do
extrato hexanico da Tradescantia pallida frente a diferentes fungos, tendo indicado boa
atividade antifingica relacionada com um derivado do acido cindmico [acido (E)-4-
metoxicindmico], considerando que este foi 0 composto de maior concentragdo. Desta
maneira, podem ser feitas posteriores extracdes para obter maior quantidade em
proporcéo deste composto e, consequentemente, uma atividade antifingica mais forte,
além da possibilidade de utilizacdo desse composto como bioativo em produtos
comerciais. Estudo de Lima et al. (2019) avaliou o rendimento de fluorescéncia do



corante aquoso extraido de Tradescantia pallida, tendo sido feita uma analise adicional
com o intuito de verificar a atividade antifungica do extrato obtido. Como resultado, foi
observada diminuicdo do fungo de 50 e 25 % para os fungos Fusarium solani e
Colletotrichum gloeosporioides, respectivamente.

Ao utilizar mistura hidroalcoolica na extracdo das folhas de Tradescantia pallida
para avaliagdo de atividade antimicrobiana, Silva et al. (2015) observaram que em baixas
concentragdes (0,01 — 0,02 g mL™) houve inibicdo de diversas bactérias dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia, entre outras. Contudo, ndo é possivel
associar algum composto presente no extrato a atividade de inibicdo, considerando que
ndo foi feita uma andlise de caracterizacdo dos componentes.

Extratos e dleos essenciais da espécie Tradescantia pallida, quando estudados,
exibiram atividades antioxidantes e antitumorais (MENEGAZZO et al., 2020). O
principal objetivo dos estudos de novos biocidas é a aplicacdo de compostos organicos
bioativos no controle de pragas, ao contréario de inseticidas quimicos que, em muitos
casos, sao constituidos de substancias que podem ser nocivas a0 meio ambiente e aos
seres humanos. Por consequéncia, esse tipo de controle biolégico apresenta muitas
vantagens, como rapida atuacdo, baixa toxicidade a mamiferos e alta seletividade
(CARNEIRO et al., 2021), sendo também propicio a utilizacdo como larvicidas.

O aumento de doencas, provocadas por parasitas e mosquitos provenientes de
larvas, causa alarme aos 6rgdos de satde publica. Com isso, a busca por novos compostos
que possam ser aplicados ao controle bioldgico torna-se cada vez mais necessaria. De
fato, muitos estudos feitos com extratos de plantas apresentaram resultados significativos
no que concerne ao controle bioldgico. Rajasekaran & Duraikannan (2012) mostraram
resultados promissores com a aplicacdo de extratos de éter de petroleo de Commelina
benghalensis contra larvas de mosquitos, tendo sido observada  mortalidade de até
80% das larvas em 24 horas, o que foi associado a presenca de polifendis, flavonoides e
outros compostos bioativos.

Considerando os estudos citados e o gap de informacdes referentes as atividades
antifungicas e larvicidas de extratos e oOleos essenciais em relacdo a diferentes
organismos, este estudo foi desenvolvido para avaliar a influéncia dos compostos
presentes em diferentes extratos vegetais da espécie Tradescantia pallida. Esta
dissertagdo contempla dois capitulos que abordam diferentes objetivos de estudo com

extratos vegetais da espécie Tradescantia pallida. No primeiro capitulo, o objetivo foi



avaliar a atividade antifungica do extrato hexanico da parte aérea da planta, contra trés
fungos: Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum gloeosporioides.
Esses testes foram feitos tendo em vista que apenas um trabalho na literatura aborda esse
objetivo. Ainda assim, o estudo apresenta poucas informagdes referente a composicao do
extrato e a associagdo dos compostos com as atividades antifungicas. No segundo
capitulo, o objetivo foi identificar os compostos fendlicos presentes nos dois extratos da
parte aérea da Tradescantia pallida, o acetato de etila e etandlico, além de avaliar suas
atividades citotoxicas e larvicidas contra larvas de Aedes aegypti e linhagens de células

tumorais.

1.1.A espécie Tradescantia pallida

Especificamente em algumas regides do México e Brasil, Tradescantia pallida
Munt é conhecida por suas pomposas folhas roxas, usualmente conhecida na regido
maranhense como taboquinha roxa. O género Tradescantia € muito utilizado em
ornamentacdo de ambientes dentro de casa e em jardins por todo o pais. J& na regido do
nordeste, por exemplo, a indicacdo da espécie Tradescantia pallida Munt, além de sua
utilizacdo em canteiros, seu uso também esta relacionado ao tratamento de reumatismos
e dores nas articulagdes, sendo suas folhas usadas sob a forma de tintura (SILVA et al.,
2015).

Tradescantia pallida pertence a familia Commelinaceae, composta por cerca de
70 géneros com diferentes espécies. Esta espécie se caracteriza pela facil adaptacédo as
condicBes climaticas e pela sua forte resisténcia a insetos e parasitas. No Nordeste, as
folhas de Tradescantia pallida Munt tém emprego medicinal por suas propriedades anti-
inflamatorias, antitoxicas e como agente dilatador que promove a melhora da circulagéo
sanguinea (ESTEVAM et.al,, 2016; TAN et al., 2014).

De acordo com Silva et al. (2015), a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcoolico das folhas de T. pallida apresenta ser um poderoso antimicético e
cicatrizante. Os autores observaram variagdes em relagdo ao efeito bactericida em cepas
Gram-positivas e Gram-negativas; ademais, no estudo foi concluido que este resultado
pode estar relacionado a atividade biologica do extrato vegetal e a presenca de uma das

estruturas na membrana externa de bactérias Gram-negativas. Entretanto, outras



composicdes, como 6leos essenciais, também sdo estudadas para avaliacdo do efeito
biocida.

Menegazzo et al. (2020) conduziram um estudo com o intuito de identificar a
composicdo do oOleo essencial da planta T. Pallida. Os resultados mostraram
predominancia dos compostos espatulenol (19,56%), 6xido de cariofileno (18,84%), B-
cariofileno (13,65%) e copaeno (6,08%), em Oleo essencial de Tradescantia pallida
obtido por hidrodestilacdo. Os autores concluiram, pelos resultados, que sdo necessarios
novos estudos para avaliar as atividades bioldgicas.

Dentro desta perspectiva, neste estudo serdo abordadas as diferentes atividades
bioldgicas dos extratos hexanico, acetato de etila e etandlico da parte aérea da taboquinha
roxa (Tradescantia pallida, Figura 1), com a finalidade de determinar a composicao
quimica destes extratos e avaliar suas atividades larvicidas, antiproliferativas e

antifangicas in vitro.

Figura 1. Parte aérea de Tradescantia pallida (Commelinaceae).
Fonte: A autora.

1.2. Os extratos vegetais e seus aspectos quimicos e bioldgicos

Os extratos vegetais resultam de preparacdes de diversas concentracGes de
solugdes obtidas de matérias-primas como folhas, flores, raiz, caule, frutos, cascas e

sementes secas ou Umidas, trituradas (ANS, 2010). Os extratos podem apresentar-se com



consisténcia diversificada, sendo classificados em extratos fluidos, secos e moles. Este
processo € separado em duas etapas: a primeira parte se refere a separagdo de metabolitos
secundarios da matéria-prima vegetal com um solvente; ja a segunda parte consiste na
concentracdo do produto pela evaporacao do solvente (SANTOS, 2013).

Os compostos bioativos presentes em matrizes de origem vegetal e animal podem
ser extraidos por diferentes métodos, como a extracdo Soxhlet e maceracéo, técnicas que
se baseiam na capacidade de extracdo de diferentes solventes e pela aplicagdo de calor
e/ou agitacdo. No entanto, a escolha do solvente vai definir a eficiéncia da extracdo, pois
a polaridade do composto alvo deve ser a mesma do solvente (AZMIR et al., 2013;
KHARBACH et al., 2020).

De acordo com Silva et al. (2015), através de reagGes quimicas as plantas
produzem, transformam e acumulam substancias, capazes de garantir a sobrevivéncia,
adaptacdo e perpetuacdo das espécies nos mais variados ecossistemas. Na literatura, sdo
descritos varios trabalhos que mostram a agdo terapéutica de plantas medicinais. Sua
composicdo quimica pode sofrer alteracdes de acordo com fatores de condig6es do solo,
umidade, temperatura, sazonalidade, técnica de extracdo, horario de coleta da espécie e
diferentes estagios de desenvolvimento da planta (MATIAS et al., 2016).

Alguns pesquisadores tém avaliado diferentes atividades bioldgicas de extratos
vegetais e substancias puras. Entre estas atividades, podem ser destacadas atividades
antimicrobianas, antivirais, antimutagénicas, anticancerigenas, antioxidantes, anti-
inflamatdrias e antiparasitarias. Geralmente os valores destes potenciais inibitorios sao
expressos em Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) ou Dose Letal (DL) através de
metodologias ja determinadas e padronizadas (SANTOS et al., 2012).

Através de extensiva busca na literatura, percebe-se que existem poucos estudos
publicados na literatura sobre as propriedades bioldgicas e a composi¢do quimica de
extratos vegetais desta especie de Commelinaceae. Diante do exposto, surgiu o interesse
de aprofundar os estudos sobre a composicao quimica e as propriedades bioldgicas ainda
ndo descritas para T. pallida, fortalecendo, deste modo, os conhecimentos sobre os

potenciais quimicos e bioldgicos dessa planta que ocorre no bioma Cerrado.



1.3.0s fungos

Os fungos estdo entre os microrganismos causadores de diversas doengas que
afetam o solo e as lavouras, aportando varios prejuizos pré e pés-colheita. Entre os fungos
estdo Rhizopus stolonifer, Penicillium digitatum e Sclerotinia sclerotiorum principais

causadores de danos as producdes e também aos seres humanos.

O fungo Rhizopus stolonifer (Figura 2) € popularmente conhecido como bolor-
preto-do-pdo. Este fungo apresenta um bolor filamentoso, pertence a familia
Mucoraceae, com ampla distribuicdo. Uma doenca que pode ser ocasionada por fungos é
a podriddo mole, proveniente da contaminacgédo pelo fungo Rhizopus stolonifer. A forma
da estrutura principal (micélio) é cénico-cilindrica de cor cinza ou castanha, chegando a
140 pm de altura, e sua ramificacdo ocorre até formar um micélio emaranhado
(BAUTISTA-BANOS et al., 2014). Este fungo é o causador das principais doencas pos-
colheita em frutos de morango (Figura 3), tomate e outros, gerando grande perda durante
armazenamento, transporte e comercializacdo (REZENDE et al., 2020). Desta forma,
tornam-se importantes estudos que avaliam atividades antifungicas para diminuir e/ou
até erradicar as doencas causadas por este fungo, diminuindo, assim, o descarte de

alimentos.

Figura 2. Morfologia do fungo Rhizopus stolonifer.
Fonte: A autora (2022).

Os esporos do fungo sdo disseminados pelo vento, alojando-se na superficie do

fruto. No momento da colheita, as lesdes causadas fazem com que haja infeccdo e,



consequentemente, inicia-se o ciclo da doenca, podendo contaminar todas as frutas que
entram em contato com ele (BAUTISTA-BANOS et al., 2014).

Figura 3. Crescimento do fungo Rhizopus stolonifer em morangos.
Fonte: A autora (2022).

O fungo Penicillium digitatum (Figura 4), também conhecido como mofo verde e
mofo azul, é patogénico, tem ciclo de vida relativamente curto, porém ndo deixa de ser
um dos que mais afetam lavouras de frutas citricas, causando estragos, sendo muito
resistente a fungicidas (DESHWAL, 2012; LI et al., 2022). Forner et al. (2013)
estudaram o controle deste fungo em pds-colheita de laranja-pera a partir de
microrganismos e temperatura. Os autores observaram que, apds o tratamento com alguns
biocidas, com associagdo e sem associagdo a temperatura, ndo houve nenhuma mudanca
em relacdo ao controle da doenga. No entanto, com tratamento térmico foi observada

diminuigéo da severidade da doenca.

Figura 4. Penicillium digitatum na mexerica.
Fonte: A autora (2022).



O fungo polifago (devorador) Sclerotinia sclerotiorum (Figuras 5 e 6), que ocorre
em regides temperadas, tropicais e subtropicais, tem sua disseminagdo em sementes de
soja e feijdo durante a germinacao, sendo o causador do mofo branco (FRANCA et al.,
2021).

Figura 5. Col6nia de Sclerotinia sclerotiorum.
Fonte: A autora (2022).

Figura 6. Sintomas de podridao de caule da soja causada por Sclerotinia
sclerotiorum.
Fonte: A autora (2022).

Ferreira et al. (2015) avaliaram a influéncia de extratos vegetais de diversas
espécies como fungicidas em sementes de amendoim, contra os patoégenos Aspergillus
flavus, Aspergillus niger e Penicillium sp. Os autores observaram que a aplicacdo dos
extratos vegetais nas sementes gerou reducdo da incidéncia fungica. Os extratos da parte
aéreas da goiabeira, de meldo-de-Sdo-Caetano e de mamona se mostraram mais efetivos

com 100 % de concentracdo, prosperos para o controle bioldgico dos fungos citados.



Demais estudos sdo desenvolvidos com o mesmo intuito que os citados neste
topico, avaliando a influéncia de bioagentes na inibicao de diversos fungos causadores de
doencas. Neste estudo, foi feito o extrato vegetal de Tradescantia pallida para atuar como
biocida contra trés fungos: Penicillium digitatum, Rhizopus stolonifer e Sclerotinia
sclerotiorum. Para os dois primeiros fungos, ndo foi encontrado nenhum estudo que
avaliasse tal influéncia em relacdo a espécie de planta utilizada. Apenas um trabalho foi
encontrado pela pesquisa bibliogréfica em que se utiliza a planta Tradescantia pallida
para controle do fungo Sclerotinia sclerotiorum. Neste estudo, De Lima et al. (2019)
monitoraram principalmente a eficiéncia de fluorescéncia quantica (por doze meses) de
corante extraido da Tradescantia pallida, tendo utilizado o corante extraido para atuar
como sonda fungicida em trés fungos: Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum e
Colletotrichum gloeosporioides. A hipotese era baseada na acdo das antocianinas do
corante contra a doenca de mofo branco, que é causada pelo Sclerotinia sclerotiorum. Os
resultados apresentaram-se promissores em comparagdo com outros corantes,  no
entanto, pouca informacdo € apresentada em relacdo aos mecanismos de acao do corante

contra o fungo, com apenas aplicacfes preliminares.

1.4. Aedes aegypti

O mosquito fémea de Aedes aegypti € o principal responsavel por transmitir 0s
virus causadores da dengue, chikungunya, febre amarela e febre zika. Este mosquito é
um hematdéfago, ou seja, precisa de sangue para sua reproducdo (ZARA et al., 2016). O
desenvolvimento do mosquito se inicia pela oviposi¢cdo em locais com agua parada,
ocorrendo entdo a ecloséo e o crescimento das larvas, as quais tém quatro etapas de muda
até chegarem ao estado de pupa. Entre as alternativas para o controle da proliferagdo dos
mosquitos Aedes aegypti, estd a utilizagdo de compostos naturais. Nesse sentido, 0s
grupamentos quimicos presentes nesses compostos podem conferir alteracdo na atividade
larvicida (ZARA et al., 2016).

Andrade et al. (2021) avaliaram a atividade larvicida contra o Aedes aegypti do
extrato etandlico de Mandevilla moricandiana. Os autores observaram que uma
concentracdo de 500 pp causou mortalidade de 100 % das larvas (CLso = 43,88 ppm).
Além disso, foi testado o efeito de subfragdes com os solventes de baixa polaridade
(diclorometano e hexano), tendo sido observado que 0s extratos geraram um aumento na

atividade biologica, com CLsg = 9,745 e 27,42. para diclorometano e hexano,



10

respectivamente. As anélises de CG-EM mostraram presenca de terpenoides e esteroides
como constituintes majoritarios.

Betim et al. (2020) fizeram uma avaliagdo preliminar do extrato hidroetanélico
de Ocotea nutans contra 0 mosquito Aedes aegypti. O extrato bruto do caule mostrou
alto potencial para controle das larvas em estagio terciario, com CLsode 14,14 ug mL™.
Além disso, os autores também avaliaram o efeito de fracdes de hexano e cloroférmio,
que apresentaram efeitos positivos no controle das larvas em terceiro estagio. Os valores
de CLso para a fragdo de hexano e cloroférmio foram de 111,32 e 171,41 pg mL7,
respectivamente. Souza et al. (2011) investigaram a atuacdo de m-pentadecadenil-fenol
isolado de sementes de Myracrodruon urundeuva, uma arvore comum da Caatinga. O
composto mostrou ser efetivo no controle de larvas de terceiro estagio de Aedes aegypti,
com CLso de 10,16 pg mL™. Ademais, foi observada ainda grande atividade inibidora

de ecloséo de ovos, com CLsode 49,79 pug mL™.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais do presente estudo sdo identificar os constituintes quimicos
presentes no extrato hexanico, acetato de etila e etandlico preparados a partir da parte
aérea de Tradescantia pallida e verificar seu potencial larvicida, antiproliferativo e

antifangico in vitro.
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3. CAPITULOI
(Normas de acordo com a revista Brazilian Archives of Biology and Technology)

Extrato Hexano de Tradescantia pallida (Rose) DR Hunt (Commelinaceae), seus
constituintes volateis e atividades antifngicas e citotdxicas in vitro.

Resumo: Tradescantia pallida (Commelinaceae) apresenta promissoras atividades
antibacterianas, antioxidantes e anticancerigenas. Este estudo teve como objetivo extrair
compostos de partes aéreas de T. pallida (HE-TP). utilizando hexano como solvente para
identificar e quantificar seus compostos volateis por CG-EM e CG-DIC e avaliar sua acdo
antifangica e atividades antiproliferativas. (E)-4-acido metoxicinamico (50,2%), 2,5-di-
terc-butil-1,4-benzoquinona (13,7%) e epijuvabiona (10,4%) foram o0s principais
componentes identificados no HE-TP. HE-TP foi incorporado ao PDA médio, depositado
em placas de Petri e transferido para discos miceliais de patdgenos. Crescimento micelial
da coldnia, porcentagem de inibicédo e taxa de crescimento do fungo foram determinados.
HE-TP mostrou notavel potencial antifingico na dose de 400 pL por inibir 100% o
crescimento micelial de Penicillium digitatum e Sclerotinia sclerotiorum e 92,6% o
crescimento de Rhizopus stolonifer. Além disso, HE-TP mostrou atividade citotoxica
contra diferentes linhas de células tumorais humanas com valores de 1Cso entre 231,43 -
428,76 pg/mL. Portanto, os resultados mostraram que HE-TP tem potencial contra fungos

de interesse agronémico e contra células tumorais.

Palavras-chave: Penicillium digitatum; Sclerotinia sclerotiorum; Rhizopus stolonifer;

Acido (E)-4-metoxicinamico; controle alternativo; atividade citotoxica.

1. Introducgéo

Tradescantia pallida é o segundo maior género da familia Commelinaceae, que
tem 70 especies. As plantas desse género sdo encontradas em diversos ambientes
ecoldgicos em todo o mundo, principalmente em regides tropicais e regides temperadas
[1-2]. T. fluminensis, T. sillamontana, T. navicularis, T. albiflora, T. zebrina e T. pallida
[3-4] sdo algumas de suas espécies. A Tradescantia pallida é bastante conhecida no
Brasil, chamada comumente de “taboquinha roxa” ¢ “tetrapoeraba roxa” por causa de



16

suas suntuosas folhas roxas [1-2]. O género Tradescantia tem sido muito utilizado como
ornamentacdo em todos os estados brasileiros, ndo s6 porque cresce e Se propaga
facilmente, mas por ser altamente resistente as condi¢des climaticas e fatores ambientais
[1]. Em relag&o aos beneficios farmacologicos, as folhas de T. pallida tém sido utilizadas
como corantes e tém atuado contra reumatismo e dores nas articulagdes [1]. A literatura
tem frequentemente mostrado que esta espécie € um excelente bioindicador dos niveis de
poluicdo do ar [1-2]. Por outro lado, Menegazzo et al., (2020) afirmaram recentemente
que T. pallida expde outras atividades bioldgicas, como as antimicrobianas, antioxidantes
e anticancer [5]. Este estudo aprofunda a questdo que vem sendo investigada por
pesquisadores de todo 0 mundo, ou seja, o fato de extratos vegetais e 6leos essenciais de
diferentes espécies de plantas exibirem atividade antifangica contra fungos de interesse
agrondmico [6-7]. Considerando que h& um unico relato de atividade antifingica do
extrato aquoso das folhas de T. pallida. contra Fusarium solani , Sclerotinia sclerotiorum
e Colletotrichum gloeosporioides na literatura [8], este estudo teve como objetivo a
determinacéo dos constituintes volateis do extrato hexanico de partes aéreas de T. pallida
(HE-TP) por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM) e
cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacdo de chama (CG-DIC); e a avaliacédo da
sua atividade antiflngica in vitro contra os trés seguintes fungos de interesse agronémico:
Penicillium digitatum, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizopus stolonifer. Além disso, a
atividade antiproliferativa de HE-TP contra linhagens de células tumorais também foi
avaliada.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal

A parte aérea de T.pallida foi coletada em 21 de janeiro de 2021, as 13h da tarde, na
regido do Cerrado, localizada na cidade de Rio Verde, estado de Goias (GO), Brasil. As
partes aéreas foram armazenadas em sacos de papel, identificadas e preservadas. O
material vegetal foi identificado pela botanica Erika Amaral e depositado no herbario que

pertence ao Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, GO, exsicata n. 231-TP.

Figura 1. Parte aérea de Tradescantia pallida (Commelinaceae). Fonte: A autora.
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2.2. Preparacéo do extrato de hexano (HE-TP)
As partes aéreas (100 g) foram secas ao ar e moidas em um processador.
Posteriormente, foram extraidas a frio com hexano. Cada extrato resultante foi filtrado e

concentrado sob pressédo reduzida. Foram obtidos 5,3g de extrato de hexano bruto.

2.3. Identificagdo quimica dos constituintes HE-TP

O HE-TP foi dissolvido em éter etilico e analisado por cromatografia gasosa com
deteccdo por ionizacdo de chama (CG-DIC) e por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) com o uso do Shimadzu QP5000 Plus e Sistemas
CG-EM 2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna no
CG-DIC foi programada para aumentar de 60 a 240 °C em 3 °C/min e foi mantido a 240
°C por 5 min; o gas carreador foi H, com incremento de 1,0 mL/min. O equipamento foi
configurado para operar no modo de injecdo. O volume de injecdo foi de 0,1 pL
(proporcéo de divisdo de 1:10) e as temperaturas do injetor e detector foram 240 e 280
°C, respectivamente. As concentracfes relativas dos componentes foram obtidas
normalizando as areas dos picos (%). Areas relativas consistiram na média de analises de
CG-DIC em triplicata. As condicdes das analises por CG-EM e a identificacdo foram
relatados anteriormente [9]. A identificacdo de compostos volateis do extrato de hexano
de T. pallida (Tabela 1) foi feita com base em seus indices de retencdo em uma coluna
capilar Rtx-5MS (30 m X 0,25 mm; 0,250 um) sob as mesmas condicdes de operacdo
utilizadas para CG em relacdo a uma série homdloga de n -alcanos (C8 - C20). As
estruturas foram combinadas por computador com Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2, e seus
padrdes de fragmentacdo, comparados com dados da literatura [10].

2.4. Atividade antifungica de HE-TP

Os isolados de Penicillium digitatum, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizopus stolonifer
foram obtidos do Laboratério de Fitopatologia do Instituto Federal Goiano - Campus Rio
Verde. Os ensaios foram feitos no Laboratdrio de Microbiologia Agricola do IF Goiano
- Campus Rio Verde, e a atividade antifingica de HE-TP foi avaliada de acordo com o
método de disco-difusdo descrito por Valadares et al. (2018) [11], com modifica¢Ges. As
doses de extrato hexanico foram de 20, 50, 100, 200, 300 e 400 pL para HE-TP, diluido
em palmitato de isopropila (100%). Controles negativos e o solvente usado para a diluicdo

HE-TP, palmitato de isopropila (100%), eram placas sem adicdo de HE-TP (controle),
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enquanto o controle positivo foi o fungicida Froncide 500 SC, a 10 pg/mL do principio
ativo. As placas de Petri foram esterilizadas e preparadas com meio de cultura PDA. Ap6s
a solidificacdo do meio, as doses de HE-TP mencionadas anteriormente eram adicionadas
e espalhadas na superficie da placa com o auxilio de uma alca de Drigalski.
Posteriormente, discos de meio PDA de 5 mm de didmetro com miceélio de 10 dias de
idade foram colocados no centro das placas. Em seguida, foram incubadosa28 +2 °C e
o crescimento micelial, medido diariamente até o crescimento total do fungo nas placas
de controle. O tratamento foi feito em quadruplicata e o delineamento experimental foi
randomizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
dos tratamentos, avaliadas pelo teste Scott-Knott com nivel de significancia de 5% pelo
software ASSISTAT. A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (IMG) foi

calculada pela seguinte equacéo [18]:

IMG (%) = (crescimento controle — crescimento tratado) x 100
crescimento controle

Os resultados deste estudo foram analisados por analise de variancia e as médias
comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando o software estatistico

BioEstat,versao 5.0.

2.5. Avaliacao de citotoxicidade

Neste estudo, diferentes linhagens de células humanas foram usadas para avaliar a
atividade citotoxica das amostras: fibroblastos ndo tumorais (GMO07492A),
adenocarcinoma cervical (HeLa), adenocarcinoma de mama (MCF-7) e glioblastoma (U-
251MG). As células foram cultivadas em Mistura de Nutrientes de Ham F10 (HAM-F10)
mais Dulbecco Meio de Eagle modificado (1: 1; Sigma - Aldrich), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Cultilab), antibidticos (estreptomicina 0,01 - mg/mL e
penicilina 0,005 - mg/mL; Sigma - Aldrich) e Hepes 2,38 mg/mL (Sigma-Aldrich), a 37
°C com 5% de COa. Todos os ensaios in vitro foram feitos em trés dias diferentes para
garantir reprodutibilidade.

A avaliacdo da citotoxicidade foi feita através do ensaio colorimétrico de toxicologia
in vitro - Kit XTT (Roche Diagnostics) de acordo com as orienta¢Ges do fabricante. Para
a realizacdo dos experimentos, 1x10* das células foram semeadas em microplacas de 96

pogos. As amostras foram dissolvidas primeiramente em dimetilsulfoxido 1% (DMSO;
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Sigma-Aldrich) e depois diluidas em meio completo. As concentracGes testadas foram
limitadas pela solubilidade da amostra, portanto, as concentragdes variaram de 31,25 a
1000 pg/mL. Pogos para controles negativos (néo tratados) e positivos (cisplatina; Sigma-
Aldrich) foram incluidos. Os procedimentos de tratamento e andlise foram feitos
conforme descrito por Silva et al. (2017) [19]. Uma analise de regressao néo linear foi
feita utilizando o programa GraphPad Prism para calcular a amostra da concentragao que
inibe 50% da viabilidade celular (ICso, metade da concentragdo inibitéria méxima).

3. Resultados e Discusséo

Os constituintes volateis das partes aéreas HE-TP foram identificados por CG-DIC e
CG-EM. Os principais compostos encontrados em HE-TP foram o acido (E)-4-
metoxicinamico (50,2 %), 2,5-di-terc-butil-1,4-benzoquinona (13,7 %) e epijuvabiona
(10,4 %) (Tabela 1).

Tabela 1. Constituintes volateis do extrato de hexanico da parte aérea de T. pallida.

TR (min) Composto IRexp IRit %AR
4,71 2-Metil- tetrahidro-2H-pirano 837 838 0,1
4,85 (E)-2-Hexen-1-ol 862 862 3,3
5,04 n-Nonano 898 899 2,2
5,21 metil éster do acido 2-hidroxibutandico 906 907 0,3
5,63 3,5-Dimetil-octano 922 924 3,2
6,61 Ciclohexano carbaldeido 961 963 1,0
6,95 acido 2-Propanoico pentil éster 975 976 0,1
7,66 n-Decano 999 999 0,2
10,19 2-metanol-5-Metiltetrahidrofurano 1073 1075 0,1
11,05 n-Undecano 1098 1099 2,4
14,59 n-Dodecano 1197 1199 3,5
18,89 n-Tridecano 1299 1299 53
25,19 2,5-Di-tert-butil-1,4-benzoquinona 1465 1466 13,7
26,44 Pentadecano 1498 1500 0,9
37,00 acido (E)-4-Metoxicinamico 1733 1733 50,2
37,75 Epi juvabiona 2015 2017 10,4

Total 96,9

TR = tempo de retencdo; IR exp = indice de retencéo relativo a n- alcanos (C 8 -C 20) na coluna Rtx-5MS;
IR = Indice de retencdo. % AR = area relativa.

Poucos estudos sobre sua composi¢do quimica sdo encontrados na literatura. Uma
publicacdo recente apenas avaliou a composicao quimica do 6leo essencial das folhas de
T. pallida, cujos autores identificaram 0s seguintes principais constituintes: éxido de
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cariofileno (18,84%), B-cariofileno (13,65%) e a-copaeno (6,08%) [5], enquanto as
principais antocianinas foram relatadas por Shi et al. (1992) [12]. No que diz respeito as
propriedades bioldgicas, o extrato de folhas exerceu atividade antimicrobiana em
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e um antioxidante, conforme relatado por Tan
et al. (2014) [13] e Silva et al. (2015) [1], além da atividade anticAncer contra linhagens
de células de cancer cervical, cujos resultados positivos foram encontrados por ensaios
feitos com extratos etanolicos e metanolicos [14]. Kamiya et al. (2019) mostraram que
a folha aquosa do extrato também pode inibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa
[15]. Os resultados do HE-TP relatados por este trabalho sdo promissores, pois confirmam
0s encontrados por outros estudos mencionados anteriormente e reafirmam o potencial
biotecnoldgico da espécie T. pallida. Os Gréaficos 2-4 mostram a alta atividade antifingica
de HE-TP contra Penicillium digitatum, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizopus stolonifer.
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Figura 2. Porcentagens de inibigdo do crescimento micelial de Penicillium digitatum em diferentes doses
de HE-TP.
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Figura 3. Porcentagens de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em diferentes
doses de HE-TP.
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Figura 4. Porcentagens de inibig8o do crescimento micelial de Rhizopus stolonifer em diferentes doses de
HE-TP.

A dose de 400 uL foi suficiente para inibir 100% e 92,6% do crescimento de P.
digitatum e R. stolonifer, respectivamente. Assim, a dose de crescimento de 300 pL inibiu
100% do micélio de S. sclerotiorum. Vale ressaltar também que o solvente palmitato de
isopropila, que foi utilizado para solubilizar HE-TP, n&o apresentou atividade antifungica

quando avaliado separadamente.
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O palmitato de isopropila tem sido amplamente utilizado na industria farmacéutica
de formulagdes, e ndo € toxico [16]. Em suma, os resultados satisfatorios obtidos por este
estudo confirmam os dados publicados anteriormente por Limaetal. (2019) [8], que
mostraram que o extrato aquoso das folhas frescas de T. pallida tem potencial contra trés
fungos fitopatogénicos. Além disso, os autores do estudo concluiram que a boa atividade
antifungica exibida por HE-TP pode estar relacionada com o &cido (E)-4-metoxicindmico
(50,2%; Tabela 1; Figura 5), um derivado do acido cinamico e o principal constituinte
encontrado em HE-TP. Este acido e seus derivados sao conhecidos na literatura por sua

atividade antifangica [17].

H3CO

Figura 5. Estrutura quimica do &cido (E)-4-metoxicinamico.

Em relacdo ao potencial antiproliferativo, HE-TP foi avaliada quanto a atividade
citotoxica contra diferentes linhagens de células tumorais humanas. Os resultados
apresentados na Tabela 2 indicam que HE-TP reduziu a viabilidade celular de todas as
linhagens celulares testadas ap6s 24 horas de tratamento, mas sem seletividade. Valores
de 1Cso foram de 244,83; 231,43; 428,76 e 207,46 pg/mL para as linhagens celulares
HelLa, MCF-7, U-251MG e GMO07492A, respectivamente. A atividade citotdxica de HE-
TP pode ser devida ao alto teor de acido (E)-4-metoxicindmico, um dos seus principais
constituintes (50,2 %). Nos ultimos anos, o acido (E)-4-metoxicindmico mostrou ter alto
potencial como agente citotoxico e anticancer [20-22]. Os resultados obtidos por
Gunasekaran et al. (2015) sugerem que a citotoxicidade induzida pelo éacido (E)-4-
metoxicindmico em células de adenocarcinoma de colon humano (HTC-116) pode ser
atribuida a via de apoptose mitocondrial intrinseca mediada por danos ao DNA e aumento

dos niveis de espécies reativas de oxigénio [20].

Tabela 2. Valores de 1Cso (ug / mL) obtidos contra diferentes linhagens de células
humanas apds 24 horas de tratamento com diferentes concentra¢fes (31,25 a 1000
pug/mL) de HE-TP.
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Linhagem Celular

Tratamentos GMO7492A HelLa MCF-7 U-251MG
HE-TP 207,46 + 1556 244,83 +16,65 231,43+757 428,76 £0,05
Controle
positivo 41,99 + 1,33 69,26 £ 1,94 54,16 + 0,42 102,03 + 8,05

IC 50 - concentracdo da amostra que inibe 50% da viabilidade celular; GM07492A - fibroblastos ndo
tumorais; HelLa - adenocarcinoma cervical; MCF-7 - adenocarcinoma da mama; U-251MG - glioblastoma;
HE-TP - hexano de Partes aéreas de T. pallida; Controle positivo - cisplatina.

Concluséo

Este estudo demonstrou o potencial uso biotecnoldgico de HE-TP contra trés fungos
que causam perdas na agricultura. HE-TP foi altamente ativo em ensaios in vitro contra
P. digitatum, S. sclerotiorum e R. stolonifer. Na dose de 400 pL, inibiu 100% de P.
digitatum e crescimento micelial de S. sclerotiorum, além de 96,2% do crescimento
micelial de R. stolonifer.

Em baixas concentra¢fes, como 100 L, a inibicdo de todos os fungos avaliados foi
acima de 50%. Além disso, HE-TP foi capaz de exercer atividade citotoxica contra
linhagens de células tumorais humanas.

A composicéo volatil de HE-TP, determinada por CG-EM e CG-DIC, e sua atividade
antifungica foram determinados pela primeira vez com extrato vegetal ambientalmente
sustentavel, de baixo custo, podendo reduzir as perdas pela contaminacédo e crescimento
de patogenos.

O isolamento de constituintes bioativos de HE-TP, estudos quimicos de extratos com
alta polaridade e avaliacdo de outras atividades bioldgicas in vitro e in vivo séo

necessarios.
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Atividade larvicida contra Aedes aegypti e potencial citotéxico de

extratos da parte aérea de Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt

FABISLEINE VIEIRA CABRAL? CASSIA CRISTINA FERNANDES!,
VALDENIR PEREIRA MORAIS!, MARCIA MATOS DA SILVA?, IARA
SILVA SQUARISI®, ARTHUR BARCELOS RIBEIRO? DENISE
CRISPIM TAVARES? and MAYKER LAZARO DANTAS MIRANDA*"

Ynstituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde, Av.
Sul Goiana, s/n, Zona Rural, 75901-970, Rio Verde, GO, Brasil
2Universidade Federal de Goias, Av. Esperanca, s/n, Campus Samambaia, 74690-900,
Goiania, GO, Brasil
3 Universidade de Franca, Av. Dr. Armando Salles Oliveira, 201, 14.404-600, Franca,
Sédo Paulo, Brasil
*Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Triangulo Mineiro, Campus
Uberlandia Centro, Rua Blanche Galassi, 150, Morada da Colina, 38411-104
Uberlandia, MG, Brasil

Palavras-chave: Aedes aegypti; compostos fenodlicos; larvicida natural; linhagens de
células tumorais; quercetina

Titulo: Extratos bioativos de Tradescantia pallida

Escopo académico: Quimica

Autor correspondente: Mayker Lazaro Dantas Miranda, Ph.D.

E-mail: maykermiranda@iftm.edu.br

Numero de celular: +55 (34) 99302-4608



26

RESUMO

Tradescantia pallida Munt € uma planta conhecida por suas suntuosas folhas roxas, as
quais justificam seu nome popular: taboquinha roxa. Existem poucos estudos na literatura
sobre sua composicdo quimica e atividades bioldgicas. E este estudo objetivou extrair
extrato de acetato de etila (EAE) e extrato etanolico (EE) da parte aérea de T. pallida para
identificar seus compostos fenolicos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em tandem de ionizacao eletrospray (CL-IE-EM/EM) e avaliar suas atividades
larvicida e citotoxica in vitro contra larvas de Aedes aegypti e linhagens de células
tumorais, respectivamente. Para avaliar sua atividade larvicida, diferentes concentracdes
de EAE e EE (10, 100 e 1000 pg/mL) foram preparadas com agua destilada autoclavada
e 1% de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, 20 mL de cada solugdo e 25 larvas de
terceiro estagio foram colocados em copos plasticos. A atividade citotdxica dos extratos
foi avaliada em concentracGes variando de 31,25 a 1000 pg/mL em linhagens de células
tumorais humanas e ndo tumorais. EAE e EE mostraram-se tdxicos para larvas de A.
aegypti, uma vez que os valores de CLso foram 435,0 e 480,5 pg/mL, respectivamente.
Os extratos ndo apresentaram atividade citotxica apds o tratamento de 24 horas em
concentragcfes de até 1000 pg/mL. Os resultados mostraram que os extratos avaliados
apresentaram efeito larvicida e ndo apresentaram citotoxicidade para células humanas.

Palavras-chave: compostos fenolicos; larvicida natural; linhagens de células tumorais;

quercetina

ABSTRACT
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Tradescantia pallida Munt is a plant that has been known for its luxuriant purple leaves.
Hence, its common name, purple secretia (taboquinha roxa, in Brazilian Portuguese).
Few studies of its chemical composition and biological activities have been found in the
literature. Thus, this study aimed at extracting ethyl acetate extract (EAE) and ethanolic
extract (EE) from T. pallida aerial parts to identify their phenolic compounds by liquid
chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS-MS)
and at evaluating their in vitro larvicidal and cytotoxic activities against Aedes aegypti
larvae and tumor cell lines, respectively. To evaluate their larvicidal activity, different
concentrations of EAE and EE (10, 100 and 1000 pg/mL) were prepared with sterile
distilled water and dimethyl sulfoxide (DMSQ) (1%). Then, 20 mL of every solution and
25 third-stage larvae were placed in plastic cups. Cytotoxic activity of extracts was
evaluated at concentrations ranging from 31.25 to 1000 pg/mL in tumor and non-tumor
human cell lines. EAE and EE were found to be toxic to A. aegypti larvae since CLso
values were 435.0 and 480.5 pg/mL, respectively. Extracts did not show any cytotoxic
activity after 24-hour treatment at concentrations up to 1000 pg/mL. Results showed that
extracts under evaluation exhibited larvicidal effect and did not show any cytotoxicity to

human cells.

Keywords: phenolic compounds; natural larvicide; tumor cell lines; quercetin
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1. INTRODUCAO
Os mosquitos pertencentes ao género Aedes compdem relevante classe de vetores

por transmitirem diferentes patégenos na area da salde. A arbovirose € uma doenca
causada por arbovirus, que inclui os que causam dengue, febre chikungunya, febre zika
e febre amarela. Assim, estratégias de controle de mosquitos (Aedes aegypti e Aedes
albopictus) sdo importantes em paises com alta prevaléncia das doencas, como no Brasil
(Zara et al., 2016). A. aegypti se dissemina e sobrevive principalmente em areas urbanas
em que corpos d'adgua estagnados sdo seus criadouros. Como resultado, a espécie prolifera
rapidamente devido a possibilidade de reproducdo e disponibilidade de fontes de
alimentacéo (Zara et al., 2016).

A dengue é epidemiologicamente relevante em regides tropicais e subtropicais da
Africa e Asia e em paises da América do Sul, como o Brasil. O virus que o transmite
pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae. Tem quatro sorotipos — DEN-1,
DEN-2, DEN-3 e DEN-4 — que s&o transmitidos por mosquitos fémeas que pertencem
principalmente a espécie A. aegypti (FURTADO, 2019). A dengue comum leva a varios
sintomas, como febre alta (de 39 a 40 °C), cefaleia, cansago, mialgia e fadiga. Em relacéo
a dengue hemorragica, ha alteracdo na permeabilidade vascular e na cascata de coagulacao
sanguinea. Em caso de complicacdo, a doencga pode levar a chogue hipovolémico e a
morte, que caracteriza sua forma mais grave (FURTADO et al., 2019).

A. aegypti € um artrépode que pertence a ordem Diptera, familia Culicidae. O
género Aedes foi descrito pela primeira vez no Egito em 1762. Acredita-se que tenha sido
introduzido no Brasil entre os séculos XV1 e XIX. A destruigdo de varios habitats naturais
e a adaptacdo dos mosquitos a aguas paradas em ambientes silvestres, rurais e urbanos
com grandes populagdes intensificaram a disseminacdo da espécie em muitos estados

brasileiros desde o século XX (MOURA et al., 2021).
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Inseticidas quimicos como organoclorados, organofosforados e carbamatos sao
amplamente aplicados em diversas situagdes. No entanto, seu uso tem impacto negativo
e indefinivel sobre a fauna, a flora e 0 meio ambiente, fato que fez aumentar o interesse
pelos inseticidas naturais — também conhecidos como inseticidas botanicos — e as
pesquisas sobre eles serem retomadas (MANZANO et al., 2020).

Os inseticidas botanicos sdo compostos que resultam do metabolismo secundario
das plantas, compdem processos de defesa quimica contra insetos herbivoros e interferem
em seus processos bioquimicos basicos, levando, assim, a altera¢cdes em sua fisiologia e
comportamento (PORTO et al., 2017). Este tipo de inseticida apresenta diversas
vantagens, como rapida atividade e degradacdo, baixa/moderada toxicidade para
mamiferos, alta seletividade e baixa fito toxicidade (CARNEIRO et al., 2021).

Tradescantia pallida, cujo nome comum ¢ “taboquinha roxa” e “tetrapoeraba
roxa”, ¢ bastante conhecida no Brasil por suas suntuosas folhas roxas (SILVA et al., 2015;
CARVALHO et al., 2017). Dois estudos relataram que esta espécie apresenta atividades
bioldgicas, incluindo atividades antimicrobianas, antioxidantes, antiflngicas e
antitumorais (MENEGAZZO et al., 2022; CABRAL et al., 2022). Cabe mencionar que
este € o primeiro relato da atividade larvicida e citotoxica de extratos de T. pallida.

Para dar continuidade aos estudos de T. pallida desenvolvidos por este grupo de
pesquisa (CABRAL et al., 2022), este estudo teve como objetivo determinar 0s compostos
fenolicos do extrato de acetato de etila (EAE) e extrato etandlico (EE) das partes aéreas
de T. pallida (Figura 1) por cromatografia liquida, acoplada a espectrometria de massas
em tandem de ionizacdo por eletrospray (LC-IE-EM/EM) e suas atividades larvicidas e

citotoxicas in vitro.
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Figura 1. Parte aérea de T. pallida (Commelinaceae).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Material vegetal
As partes aéreas de T. pallida (Commelinaceae) foram coletadas no dia 21 de janeiro

de 2021, as 13h, na regido do Cerrado, Rio Verde, Goids (GO), Brasil. Elas foram
armazenadas em sacos de papel, identificados e preservados. O material vegetal foi
identificado pela botanica Erika Amaral e depositado no herbario que pertence ao
Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, GO, exsicata n. 231-TP.

2.2. Extrato de acetato de etila (EAE) e extrato etandlico (EE)

Os extratos foram obtidos apds um processo de maceracdo com a utilizacdo de
dois tipos de solventes organicos — acetato de etila e etanol — de acordo com Aguiar et al.
(2014), com modificagdes. 300 mL de acetato de etila foram adicionados a 100,0 g de
amostra e mantidos em agitacdo magnética constante por 2 horas. Em seguida, a matéria-
prima foi mantida em contato com acetato de etila por 4 dias em temperatura ambiente,
protegida da luz e agitada manualmente uma vez ao dia. A mistura resultante da extragéo
foi separada por filtragdo, seguida de evaporacdo do solvente em rotaevaporador. O

residuo de EAE foi novamente extraido por um processo sequencial com o uso de etanol.
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Os extratos foram obtidos em triplicata para ambos os tipos de solventes. Os resultados
foram 3,59 de EAEe 7 g de EE.

2.3. Identificacdo de compostos fendlicos por CL-IE-EM/EM
As andlises de EAE e EE foram feitas no Centro Regional para o

Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacdo (CRTI) da Universidade Federal de Goias
(UFG) em Goiania, GO, Brasil. Foi utilizado um cromatografo liquido Ultimate 3000,
Thermo Scientific, com coluna Agilent-C18 (4,6 x 100mm; 3um), acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugdo Thermo Scientific Q-Exactive, com fonte H-
ESI, operando nos modos positivo e negativo, voltagem de pulverizagdo 3,5 kV, gés de
revestimento 30, gas auxiliar 10, temperatura do capilar de 350 °C, temperatura do gas
auxiliar 250°C, lente do tubo 55 e faixa de massa m/z 150-700. A analise de cromatografia
liquida de alta eficiéncia(CLAE) foi feita com agua deionizada, acidificada com &cido
férmico a 0,1 % (fase movel A, v/v) e metanol acidificado com &cido férmico a 0,1 %
(fase movel B, v/v). A programacdo do gradiente comecou com 93:07 (A:B %), 70:30
(A:B %) por 10 minutos, 50:50 (A:B %) por 5 minutos, 30:70 (A:B %) por 3 minutos,
20:80 (A:B %) por 2 minutos, 100 (B %) por 3 minutos, mantido por 3 minutos e 93:07
(A:B %) por 2 minutos, mantida por 2 minutos. O tempo de analise foi de 33 minutos a
uma taxa de fluxo de 0,3 mL/min, o volume de injecédo foi de 10 pL e a temperatura da
coluna foi de 20 °C. No estudo da fragmentacdo foi feito o Monitoramento de Reacdes
Paralelas (MRP) com energias de colisdo (EC) de 15eV e 30eV. Para a identificacdo dos
compostos fendlicos, foi utilizada uma solucdo estoque com padrdes de metanol na
concentracdo de 1 mg/mL. As solucbes estoque foram utilizadas para preparar a solucéo
da mistura de padrfes na concentracao de 50 pg/mL. A anélise da mistura padrdo foi feita
nas mesmas condicdes utilizadas para as amostras. Os padrdes de compostos fenolicos

foram é&cido galico, acido elagico, acido protocatecuico, acido gentisico, acido vanilico,
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acido cafeico, acido ferulico, p-cumarico, catequina, epicatequina, luteolina, kaempferol,

quercetina, rutina e naringenina (Sigma-Aldrich®). Os dados foram processados pelo

programa de software Xcalibur™. Os perfis cromatograficos sdo mostrados nas Figuras
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Figura 2. Perfil cromatografico de EAE obtido da parte aérea de T. pallida (modo
negativo em preto e positivo em vermelho).
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Figura 3. Perfil cromatogréafico de EE obtido da parte aérea de T. pallida (modo
negativo em preto e positivo em vermelho).

2.4. Atividade larvicida do EAE e EE

A metodologia utilizada para avaliar quantitativamente a atividade larvicida foi

adaptada de Betim et al. (2019). Para avaliar as atividades do extrato, ovos de A. aegypti

(cepa Rockefeller da Fundacdo Oswaldo Cruz) foram eclodidos em laborat6rio em estufa

BOD a 25 £ 3°C, a 80% de umidade relativa, e alimentados com racao para peixes (Alcon

basic, MEP 200, complexo) até o terceiro estagio de desenvolvimento larval. EAE e EE

foram diluidos em 0,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) nas seguintes concentra¢des: 1000,

100 e 10 pg/mL. Apos a ecloséo, dez larvas foram

tratadas com dgua, DMSO, EAE e EE

por 24 h. Em seguida, as larvas vivas e mortas foram contadas em cada tratamento. O

ensaio foi feito em triplicata (30 larvas por concentracdo de amostra).

A Anélise Probit foi utilizada para determinar os valores de concentracdo letal

(CLso e LCqp), que corresponde a intervalos de confianga de 95%. O teste do qui-quadrado
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também foi feito no ensaio. Todas as analises estatisticas foram feitas pelo IBM SPSS

Statistics, versao 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA).

2.5. Atividade citotdxica de EAE e EE

Neste estudo, diferentes linhagens de células humanas foram utilizadas para
avaliar a atividade citotoxica dos extratos: fibroblastos ndo tumorais (GMO07492A),
adenocarcinoma cervical (HeLa), adenocarcinoma de mama (MCF-7) e glioblastoma (U-
251MG). As células foram cultivadas em Ham's Nutrient Mixture F10 (HAM-F10) e
meio Dulbecco's Modified Eagle's (1:1; Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab), antibiéticos (0,01 mg/mL de estreptomicina e 0,005 mg/mL de
penicilina; Sigma-Aldrich) e 2,38 mg/mL de Hepes (Sigma-Aldrich) a 37°C com 5% de
CO.. Todos os ensaios in vitro foram feitos em trés dias diferentes para garantir a
reprodutibilidade.

A avaliacdo da citotoxicidade foi feita pelo ensaio colorimétrico de toxicologia
in vitro - Kit XTT (Roche Diagnostics), de acordo com recomendagdes do fabricante.
As culturas celulares foram tratadas por 24 horas com concentragcdes de extrato que
variaram de 31,25 a 1000 ug/mL. A escolha das concentracdes testadas foi baseada no
limite de solubilidade. Culturas de controle negativas (sem qualquer tratamento), solvente
(DMSO 1%) e positivas (cisplatina; Sigma-Aldrich) foram incluidas. Os procedimentos
de tratamento e analise foram conduzidos conforme descrito por Carnizelo et al. (2016).
Uma analise de regressao ndo linear foi feita pelo programa GraphPad Prism para
calcular a concentragcdo da amostra que inibe 50 % da viabilidade celular (ICso, metade

da concentragdo inibitéria maxima).
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Os principais compostos fendlicos identificados em EAE e EE sdo mostrados na
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Tabela 1. Foram investigados os seguintes 15 compostos fendlicos: &cido gaélico, &cido

elagico, acido protocatecuico, &cido gentisico, &cido vanilico, acido cafeico, acido

feralico, acido p-cumérico, catequina , epicatequina, luteolina, kaempferol, quercetina,

rutina e naringenina. Oito deles foram encontrados em ambos os extratos estudados: acido

gélico, acido protocatecuico, &cido gentisico, &cido vanilico, &cido cafeico, acido p-

cumarico, acido ferdlico e quercetina (Tabela 1). Além disso, outros compostos nao

identificados foram encontrados nos extratos.

Tabela 1. Dados dos compostos fenélicos encontrados no EAE e EE identificados com

padrdes comerciais.

Tempo

IONS
de « ) M /Z M/Z
PRODUTO
retengédo Tr Pa_drao Nome Formula Massa detectado calculado Erro EAE EE
(To) (min) molecular molecular [M-H] [M-H] (ppm) S
(min) ) m/z
10,40 10,48 Acido galico C7HOs 170,02153 169,01520 | 169,01425 | -6,70 | 12502300 | Sim Sim
14,91 14,88 protc';;'tiguico C/Hs0, 154,02661 153,01812 | 153,01933 | -7,90 | 109,02814 | Sim Sim
Catequina 245,08138;
203,07054; . .
16,84 C15H1406 290,07904 - 289,07176 - 12502313 | NEO N3o
) 109,02814
18,40 18,41 Acido gentisico C7Hg0, 154,02661 153,01932 | 153,01933 | -540 | 109,02812 | Sim Sim
Epicatequina 245,08141;
203,07053; . .
19,34 Ci15H1406 290,07904 - 289,07176 - 12502313, | NEO N3o
) 109,02815
19,79 19,83 Acido cafeico CoHgO 180,04226 179,03392 | 179,03498 | -592 | 135,04390 | Sim Sim
19,81 19,90 Acido vanilico CoHgOs 168,04226 | 167,03406 | 167,03498 | -550 | 152,01029 | Sim | Sim
22,07 22,13 Qﬂg‘r’lgo CoHgOs 16404734 | 16303889 | 16304007 | -7,23 | 119,04889 | Sim | Sim
2239 | 20241 | Acidoferdlico CioHio0s 19405791 | 19305002 | 19305063 | -7,07 | 1780261 | o 1 gim
134,03608
23,10 Rutina C2H30016 610,15339 - 609,14611 - 300,02722 | Nio Nao
23,94 Acido elagico C14Hs0s 302,00627 - 300,09899 | - - Nio | Ndo
Quercetina 302.23600 178,99752;
25,30 25,32 CisH1007 302,04266 ' 301,03538 | -7,02 | 151,00242; | Sim Sim
121,02815
Naringenina 151,00242;
25,53 CisH1,0s 272,06848 - 271,0612 - 119,0488; | Nio Nio
93,03317
25,78 Luteolina C1sH1006 286,04774 - 285,04046 - - Nao Nao
26,39 Kaempferol CisH100s 286,04774 . 285,04046 | - . Nio | Néo
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Tabela 2. Mortalidade e concentracdes letais de extratos de T. pallida contra larvas de

A. aegypti
AMOST CONCENTRACAO MORTALIDADE CLso LCso X2 (df)
RA (Hg/mL) (%) £ DP (g/mL)  (Hg/mL)
(LCMIN-  (LCMIN -
LCMAX) LCMAX)
10 20,57 + 0,60
EAE 100 35,98 + 0,60 435,00 >1000 1,75 1
1000 98,60 = 0,60 (210,20 -
1320,50)
10 15,30 + 0,60
EE 100 20,33 £ 0,60 480,50 >1000 190 1
1000 65,70 £ 0,60 (230,60 —
1380,40)

Extrato de acetato de etila das partes aéreas de T. pallida (EAE); Extrato etanélico de partes aéreas de T.
pallida (EE); Nivel de confianga entre as concentragdes minima e maxima do extrato para atividade
larvicida (LCMin - LCMax). x? = teste do qui-quadrado. (df) = grau de liberdade. O intervalo de confianca
foi igual ou superior a 95 %.

Poucos estudos sobre a composicao quimica e bioldgica de extratos de T. pallida
sdo encontrados na literatura. Lima et al. (2019) mostraram resultados promissores do
extrato aquoso de T. pallida contra Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum e
Colletotrichum gloeosporioides. Kamiya et al. (2019) relataram efeitos do extrato aquoso
de T. pallida no crescimento de Pseudomonas aeruginosa e na formacéo de biofilme.
Eles também afirmaram que os extratos aquosos de T. pallida inibiram significativamente
0 crescimento bacteriano e a formacéo de biofilme, enquanto os extratos metanolicos néo
inibiram nenhum dos dois (KAMIYA et al., 2019). O extrato das folhas de T. pallida ja
foi utilizado para a preparacdo de nanoparticulas de oxido de zinco (NPs de ZnO) e
estudos mostraram boas propriedades de luminescéncia e citotoxicidade contra linhagens
de celulas de cancer de colo do utero (LI et al., 2017). Da mesma forma, o extrato
hidroalcoolico das folhas de T. pallida ja teve seu potencial antimicrobiano determinado,

e os resultados foram relevantes contra diferentes bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas (SILVA et al., 2015). Extratos de folhas de T. pallida cultivadaS mostraram
alta atividade antioxidante e alta inibicdo de a-glicosidase (KIM e KIM, 2016). Dois
estudos brasileiros recentes descreveram o potencial de extratos de T. pallida. Um deles
mostrou que o extrato aquoso de T. pallida afeta a atividade de oviposicao de Plutella
xylostella, diminuindo o nimero médio de ovos diarios e a fertilidade (ROCHA et al.,
2021). O outro  abordou a composi¢éo quimica do extrato hexanico e mostrou sua alta
atividade contra trés fungos fitopatogénicos (CABRAL et al., 2022). O estudo mais antigo
desta espécie de Commelinaceae encontrado na literatura foi feito por Shi et al. (1992)
que apenas investigou sua composi¢do quimica e destacou duas principais antocianinas
nos extratos em avaliacao.

Em relacdo ao potencial larvicida, EAE e EE apresentaram atividade razoavel
devido as suas taxas de mortalidade e aos baixos valores de CLso contra larvas de A.
aegypti (Tabela 2). A atividade mais satisfatdria foi apresentada pelo EAE, cuja CLsg foi
de 435,0 pg/mL e cuja taxa de mortalidade foi excelente, mesmo na menor concentracdo
avaliada (10 ug/mL). Por outro lado, EE também exibiu valor promissor de CLso, ou
seja, 480,5 pg/mL (Tabela 2). A literatura estabeleceu que a atividade larvicida de
algumas amostras pode ser considerada eficiente quando os valores de CLso variam entre
100 e 750 pg/mL (SILVA et al., 2021).

Outras espécies da familia Commelinaceae ja demonstraram ser bioativas contra
larvas de A. aegypti. Um exemplo é a espécie Commelina benghalensis, que causou a
morte de 80 % das larvas em 24 horas (GHOSH et al., 2019). Isso pode ser explicado por
sua alta concentracdo de compostos fenolicos (GHOSH et al., 2019). O extrato etanolico
de Commelina erecta também exibiu atividade larvicida, pois sua CLso estava acima de

500 pg/mL (CALDERON et al., 2006).
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Linhagens de células humanas

Tratamentos

GMO07492A HeLa MCF-7 U-251
EAE > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
EE > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
Controle positivo 4199+133 69.26+1.94 54.16+0.42 102.03+8.05

Tabela 3 — Valores de ICso (ug/mL) de EAE e EE contra diferentes linhagens de células

humanas apo6s 24 h de tratamento em diferentes concentragdes (31.25 até 1000 pg/mL).

EAE - Extrato de Acetato de Etila; EE — Extrato Etandlico. 1Cso— concentracdo da amostra que inibe 50% da
viabilidade celular; GM07492A — fibroblastos ndo tumoral; HeLa — adenocarcinoma cervical, MCF-7 -

adenocarcinoma de mama; U-251MG - glioblastoma. Controle positivo - cisplatina.

Em geral, as taxas de mortalidade determinadas em 1000 pg/mL foram de 98,60
% e 65,70 % nos casos de EAE e EE, respectivamente (Tabela 2). Ambas as taxas foram
consideradas satisfatorias em funcdo do composto fendlico quercetina, que foi
recentemente descrito como um composto ativo que pode causar a morte de larvas de A.
aegypti (ZUHARAH et al., 2021). A nano suspensdo com quercetina ja se mostrou
excelente alternativa para o controle de A. aegypti, pois levou a morte das larvas e impediu
que as larvas sobreviventes emergissem da agua (PESSOA et al., 2018).

Além disso, sabe-se que héa rapida proliferacdo celular desde a fase larval de A.
aegypti até a fase adulta. No entanto, como se sabe que as quercetinas recuperam as
cuticulas do epitélio larval, é provavel que as atividades dos compostos ativos de EAE e
EE tenham ocorrido nas células do mesentério do intestino. Como resposta ao efeito
toxico de qualquer composto, as células do mesentério produzem toxinas que,
dependendo do nivel de agressdo, destroem suas células. Assim, a principal causa de
morte seria a desnutricdo resultante da ineficiéncia do intestino em absorver os nutrientes

necessarios para o crescimento e desenvolvimento larval (HARTMANN et al., 2018).
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Em suma, EAE e EE ndo mostraram qualquer citotoxicidade em linhagens de
células tumorais e ndo tumorais nas condigdes experimentais estudadas (Tabela 3).
Ressalta-se que ambos o0s extratos apresentaram atividade larvicida em concentracfes

nao citotéxicas.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Tendo como referéncia estes estudo, conclui-se que o HE-TP apresentou atividade
antifangica in vitro contra os fungos Penicillium digitatum, Sclerotinia sclerotiorum e
Rhizopus stolonifer de modo satisfatorio pelo método de difusdo em disco. Os resultados
mostraram que o HE-TP tem potencial de inibigdo para ser usado contra os trés patdgenos
testados, e por ser um agente de origem natural torna-se uma 6tima alternativa para uso,
substituindo os antifungicos de origem quimica sintética. Entretanto, outros estudos in

Vvivo necessitam ser feitos para comprovar sua acao.

Em suma, os extratos mais polares preparados a partir da parte aérea de T. pallida,
extratos acetato de etila e etandlico, revelaram satisfatoria atividade larvicida contra as
larvas do mosquito A. aegypti. Outro ponto positivo é a ndo citotoxicidade destes dois
extratos, ressaltando desta maneira 0 seguinte aspecto: a0 mesmo tempo em que 0S

extratos avaliados combateram as larvas, eles ndo foram toxicos para células humanas.

Reforca-se que o presente estudo foi conduzido preliminarmente em modelo in
vitro e destaca-se que outros estudos in vivo precisam ser conduzidos para determinar 0s

mecanismos de acdo de todos os extratos aqui estudados.



