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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar a
atividade bioldgica de extratos hidroalcodlicos obtidos das folhas de Casearia selloana
Eichler, espécie endémica do Brasil ainda pouco explorada cientificamente. Para isso,
foram utilizadas diferentes proporgdes de etanol e agua como solventes extratores, e
as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccao por arranjo de diodos (CLAE-DAD), com enfoque na composic¢ao fendlica.
Observou-se que extratos mais com maior proporgéo de etanol apresentaram maior
diversidade de substancias apolares, enquanto os extratos mais aquosos favoreceram
a extracdo de metabdlitos polares. Os ensaios bioldgicos revelaram atividade
antimicrobiana moderada frente a Staphylococcus aureus (CIM = 125 ug/mL), efeito
citotoxico seletivo em células tumorais murinas 4T1 e atividade antiparasitaria
significativa contra formas amastigotas de Leishmania amazonensis (IS = 2,42
pMg/mL). A condicdo mais promissora foi atribuida ao extrato A, mais apolar, que
apresentou os melhores resultados bioldgicos, o que tornou desnecessaria a
construcédo de modelos matematicos de misturas. Além disso, destaca-se o carater
ambientalmente favoravel do método, baseado em solventes considerados verdes,
como etanol e agua, em conformidade com os principios da Quimica Verde. Os
achados reforgam o potencial farmacologico de C. selloana e sua relevancia como

fonte de substancias bioativas.

Palavras-chave: Casearia  selloana; fitoquimicos; CLAE-DAD; atividade

antimicrobiana; atividade antiparasitaria; citotoxidez.



ABSTRACT

This study aimed to characterize the phytochemical profile and evaluate the biological
activity of hydroalcoholic extracts obtained from the leaves of Casearia selloana
Eichler, a Brazilian endemic species that remains underexplored scientifically. Different
proportions of ethanol and water were used as extraction solvents, and the samples
were analyzed by high-performance liquid chromatography with diode array detection
(HPLC-DAD), focusing on the phenolic composition. Extracts with a higher ethanol
content showed greater diversity of nonpolar compounds, while more aqueous extracts
favored the extraction of polar metabolites. Biological assays revealed moderate
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus (MIC = 125 pg/mL), selective
cytotoxic effects on murine 4T1 tumor cells, and significant antiparasitic activity against
Leishmania amazonensis amastigote forms (S| = 2.42 ug/mL). The most promising
condition was attributed to extract A, the most nonpolar, which exhibited the best
biological results, making the development of mixture models unnecessary.
Additionally, the environmentally friendly nature of the method is highlighted, as it is
based on green solvents such as ethanol and water, in accordance with the principles
of Green Chemistry. These findings reinforce the pharmacological potential of C.

selloana and its relevance as a source of bioactive compounds.

Keywords: Casearia selloana; phytochemicals; HPLC-DAD; antimicrobial activity;

antiparasitic activity; cytotoxicity.
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1 INTRODUGAO

A exploracdo das plantas e seus constituintes quimicos tem sido uma pratica
fundamental desde os primordios da humanidade, com registros histéricos que
remontam ao Egito Antigo e a Mesopotamia, onde ja se utilizavam produtos naturais
para fins medicinais (Atanasov et al., 2015; Cragg and Newman, 2020). Ao longo dos
séculos, diversas culturas, como a chinesa, indiana e as civilizagdes greco-romanas,
contribuiram para o acumulo de conhecimento sobre as propriedades terapéuticas das
plantas (Atanasov et al., 2015; Patwardhan, 2005). No entanto, apenas a partir do
século XIX que seus constituintes quimicos comegaram a ser isolados e estudados
de forma planejada e sistematica, permitindo a descoberta de substancias como a
morfina, que revolucionou a medicina (Viegas et al., 2006). Hoje, os produtos naturais
derivados de plantas continuam a desempenhar um papel crucial na descoberta de
novos farmacos, especialmente no tratamento de doengas complexas como o cancer
e infecgdes, onde os medicamentos sintéticos muitas vezes apresentam limitacoes
(Lahlou, 2013; Atanasov et al., 2015; Harvey et al., 2000).

A importancia medicinal das plantas reside na diversidade de metabdlitos
especiais que elas produzem, como alcaloides, flavonoides, terpenoides e fendlicos,
os quais desempenham fun¢des essenciais na defesa das plantas contra patégenos
e estresses ambientais (Cragg and Newman, 2020; Pagare et al., 2015; Atanasov et
al., 2015; Silva et al., 2016; Sarker et al., 2020). Essas substancias, além de garantir
a sobrevivéncia das plantas, apresentam potenciais propriedades biolégicas que
podem ser exploradas para o desenvolvimento de medicamentos (Clardy et al., 2004).

Nesse contexto, Casearia selloana Eichler, espécie endémica do Brasil, se
apresenta como um objeto de estudo relevante. Diante de sua ocorréncia em regides
como o Nordeste e Sudeste do pais (Flora do Brasil, 2025), poucos estudos foram
realizados para investigar sua composicdo quimica e potenciais aplicacdes
medicinais. A exploragdo de sua diversidade fitoquimica pode revelar novas
substancias com atividades biolégicas importantes, contribuindo para o
desenvolvimento de novos farmacos (Marquete et al., 2015; Xia et al., 2014). Portanto,
este trabalho visa contribuir cientificamente sobre a composicdo quimica e as

propriedades medicinais de Casearia selloana Eichler.



1.1 PRODUTOS NATURAIS

Os primeiros registros conhecidos sobre o uso medicinal de plantas
remontam ao Egito Antigo, em épocas préximas a 2900 a.C., sendo o documento mais
significativo o Papiro de Ebers (cerca de 1550 a.C.), que descreve mais de 700
medicamentos, majoritariamente de origem vegetal. Além disso, sdo conhecidos
registros, por volta de 2600 a.C., contendo uma vasta lista de cerca de mil
medicamentos baseados em produtos naturais extraidos de plantas, os quais foram
encontrados na regido da Mesopotamia (Atanasov et al., 2015; Cragg and Newman,
2020).

A medicina tradicional chinesa e o sistema Ayurveda indiano também
possuem registros milenares sobre o uso de plantas medicinais (Atanasov et al., 2015;
Patwardhan, 2005). No Ocidente, o conhecimento sobre essas aplicagbes foi
fortemente influenciado pela cultura grecoromana, com obras de referéncia escritas
entre os séculos | e Il d.C. Durante a ldade Média, os arabes desempenharam um
papel crucial na preservagao e expansao desse conhecimento, integrando influéncias
da medicina grega, romana, indiana e chinesa aos proéprios saberes (Atanasov et al.,
2015; Cragg and Newman, 2020).

Entretanto, os conhecimentos obtidos sobre plantas medicinais eram
adquiridos empiricamente, sem estudos e analises cientificas que comprovassem sua
eficacia ou seguranca para suas aplicagdes. Esse intervalo entre o uso empirico das
plantas e a descoberta cientifica de suas propriedades pode ser observado no caso
da morfina, famoso alcaloide conhecido por seu efeito analgésico e indutor do sono.
A morfina foi extraida pela primeira vez a partir do épio no século XIX, e foram
publicadas informagdes detalhadas sobre sua estrutura cristalina e propriedades
farmacéuticas, com testes em animais e humanos (Atanasov et al., 2015; Viegas et
al., 2006).

De acordo com Sharma et al. (2021) e Atanasov et al. (2021), as espécies
quimicas encontradas em plantas com potencial medicinal, conhecidas como
fitoquimicos, sao substancias bioativas nao-nutrientes derivadas do metabolismo
especial das plantas. Essas substancias sao resultado de um processo evolutivo que
otimizou fung¢des bioquimicas especificas, como a manutengao e a sobrevivéncia das
plantas. Tais substancias desempenham um papel essencial na defesa das plantas

contra pragas, infecgdes e estresses ambientais, como secas, aumento da salinidade



e exposigao a radiagdes UV (Silva et al., 2016; Sarker et al., 2020; Pagare et al., 2015;
Naczk et al., 2006). Além disso, os fitoquimicos atuam na regulagédo dos mecanismos
endogenos de defesa e na interagdo competitiva com outras espécies, o0 que esta
diretamente associado as suas propriedades anticancer e a eficacia no combate a
doencas infecciosas (Porto et al., 2023; Atanasov et al., 2021).

Os produtos naturais tém sido uma fonte continua de novos farmacos e
substancias bioativas. A natureza oferece uma diversidade quimica e estrutural que
tem sido explorada para o desenvolvimento de medicamentos eficazes (Cragg and
Newman, 2020). Como destacado por Cragg e Newman (2020), muitos dos
medicamentos mais importantes atualmente utilizados foram derivados de produtos
naturais, incluindo antibiéticos, agentes anticancerigenos e imunossupressores. Os
produtos naturais oferecem caracteristicas unicas em comparagcdo com moléculas
sintéticas convencionais, trazendo tanto vantagens quanto desafios para o processo
de descoberta de farmacos (Atanasov et al., 2021). Eles sdo conhecidos por sua
enorme diversidade estrutural e complexidade molecular, apresentando maior massa
molar, maior numero de atomos de carbono sp® e oxigénio, mas menos atomos de
nitrogénio e halogénios em comparagdao com substancias sintéticas. Além disso,
possuem mais doadores e aceptores de ligagdes de hidrogénio, coeficientes de
particdo octanol-agua (Log P) mais baixos (indicando maior hidrofilicidade) e maior
rigidez molecular (Atanasov et al., 2021; Lawson et al., 2017; Atanasov et at., 2015;
Clardy et al., 2004; Feher et al., 2002).

Essas caracteristicas podem ser vantajosas, especialmente nas interacdes
proteina-proteina, onde a rigidez dos produtos naturais se mostra bastante util
(Atanasov et al., 2021; Lawson et al., 2017). A rigidez molecular permite que essas
moléculas estabilizem conformacdes especificas das proteinas, o que é crucial para
inibir, ativar ou ajustar a fungao proteica. Moléculas rigidas podem manter a proteina
em uma conformacgao biologicamente vantajosa, impedindo que ela retorne a estados
indesejados, 0 que é essencial para a eficiéncia terapéutica em interagbes proteina-
proteina (Lawson et al., 2017). A abordagem farmacolégica baseada em produtos
naturais complementa a abordagem sintética, fornecendo acesso a diferentes
estruturas iniciais promissoras, enquanto a quimica combinatéria serve como uma
ferramenta poderosa para otimizar essas estruturas, potencializando sua aplicagao no

desenvolvimento de novos farmacos (Cragg and Newman, 2020).



Produtos com base em plantas tém sido utilizados para o tratamento de
diversos tipos de doengas devido a variedade de atividades biolégicas como
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antibacterianas, antifungicas,
antiparasitarias, analgésicas, antidiabética e anti-proliferativa (células cancerigenas)
(Mihaylova et al., 2023). Apenas cerca de 20% das plantas conhecidas foram
empregadas em estudos quanto a possibilidade de suas aplicagées farmacéuticas, o
que implica em uma pequena contribuicdo para o conhecimento fornecido para o
sistema de saude publica, especialmente no tratamento do cancer (Altemimi et al.,
2017).

1.1.1 Principais classes de fitoquimicos

As espécies vegetais produzem um grande numero de substancias bioativas,
com uma atengao especial para os fendlicos, tais como os flavonoides, taninos e
ligninas, que sao fortemente associadas a atividade antioxidante. Esta propriedade é
importante devido ao controle e redugao do dano oxidativo, sendo responsavel por
atrasar ou inibir a oxidagao causada pelos radicais livres (Altemimi et al., 2017; Boots
et al., 2008; Sarker et al., 2020). Essas substancias bioativas sao capazes de interagir
com varias ceélulas vivas, prevenir danos no DNA e reduzir a taxa de crescimento de
células cancerigenas (Sharma et al., 2021; Forbes-Hernandez et al., 2014).

Segundo Simdes et al. (2004), as vias metabdlicas de produtos naturais séo
especificas e geralmente ativadas apenas em determinados estagios do
desenvolvimento da planta ou em resposta a estresses oxidativos, nutricionais,
ambientais ou microbioldgicos. A origem dos metabdlitos especiais pode ser resumida
a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: os acidos
chiquimico e o acético. Os fitoquimicos podem ser agrupados em diferentes classes,
sendo os principais: pigmentos, fendlicos, flavonoides, ndo flavonoides, alcaloides,
glicosideos e terpenoides (Sharma et al., 2021). Entretanto, essas classificagdes néo
levam em consideracdo a via biossintética desses produtos, as quais estao
representadas na Figura 1. O acido chiquimico da origem a diversas substancias
fendlicas, como os taninos hidrolisaveis, lignanas, cumarinas e alcaloides derivados
de aminoacidos aromaticos, como os inddlicos e quinolinicos. Ja o acético € um

precursor fundamental para a sintese de terpenoides e esteroides via mevalonato,



além de contribuir para a formacéao de acidos graxos e acetogeninas por condensacgao.
(Simbes et al., 2004).

Figura 1 — Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios.
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Fonte: Simoes et al., 2004.

Além dessas vias principais, ocorre também a biossintese mista, na qual
produtos naturais sao formados a partir da integracao de diferentes rotas metabdlicas.
Um exemplo disso sdo os flavonoides, taninos condensados e antraquinonas, que
combinam unidades derivadas tanto do metabolismo do acido chiquimico quanto do
metabolismo do acido acético, resultando em uma diversidade estrutural e funcional

significativa entre os metabdlitos secundarios das plantas (Simdes et al., 2004).



1.1.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma subclasse de fendlicos amplamente reconhecida por
suas atividades bioldgicas, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios,
antimicrobianos e cardioprotetores (Durazzo et al., 2019). Eles sdo classificados em
flavonois (quercetina, miricetina, catequina, epicatequina), flavanonas (hesperetina,
naringenina), antocianidinas (cianidina, pelargonidina) e isoflavonoides (genisteina,
daidzeina) (Kawser Hossain et al., 2016). Essas substancias estdo presentes em
diversas frutas e vegetais, como macas (ricas em quercetina e epicatequina), laranjas
(ricas em hesperetina e naringenina) e repolho roxo (rico em antocianinas),
contribuindo para o controle da obesidade, preveng¢ao de doengas cardiovasculares e
protecao hepatica (Kawser Hossain et al., 2016; Karak, 2019).

Os flavonoides sdo considerados como antioxidantes potentes devido a sua
capacidade de capturar e neutralizar espécies oxidantes como o anion superoxido,
radicais hidroxila e peroxido, atuando com sinergia juntamente com antioxidantes
como vitaminas C e E, ainda sao capazes de se ligar a ions metalicos, atuando como
um agente sequestrante desses ions, impedindo que atuem como catalisadores na
producdo de radicais livres (Simdes et al., 2004). Os flavonoides possuem uma
estrutura comum baseada no nucleo flavonico, conforme ilustrado na Figura 2 (Dos
Santos et al., 2017; Simdes et al., 2004).

Figura 2 — Estrutura molecular plana da estrutura fundamental dos flavonoides.
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Fonte: Dos Santos et al., 2017.



1.1.1.2 Alcaloides

Os alcaloides sdao uma classe de nitrogenados bioativos amplamente
distribuidos no reino vegetal, conhecidos por suas propriedades farmacolégicas e
terapéuticas (Habartova et al., 2016). Estruturalmente, essas substancias
nitrogenadas podem ser encontradas na forma de sais de acidos orgénicos, ésteres
ou combinados com acgucares e taninos, apresentando uma grande diversidade
quimica e funcional (Kukula-Koch e Widelski, 2017). Devido as suas atividades
antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, anti-inflamatoria e neuroativa, muitos
alcaloides sao utilizados na formulacdo de farmacos, como a galantamina no
tratamento do Alzheimer e a quinina como antimalarico (Rehman e Khan, 2017). Além
disso, eles podem ser classificados com base em sua estrutura quimica, como
alcaloides inddlicos, quinolinicos e tropanicos, ou de acordo com sua origem botanica,
como os alcaloides do Papaver (morfina) e da Nicotiana (nicotina) (Figura 3)
(Funayama E Cordell, 2014). A solubilidade variavel dessas substancias influencia sua
absorcao e transporte no organismo, sendo um fator determinante na sua aplicagao

farmacéutica (Battu et al., 2010; Yalavarthi e Thiruvengadarajan, 2013).

Figura 3 — Estrutura molecular plana de: (a) morfina e (b) nicotina.
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Fonte: Kurek, J. 2019.



1.1.1.3 Terpenoides

Os terpenoides sao uma ampla e diversificada classe de produtos naturais
encontrados em quase todos os organismos vivos, sendo os principais constituintes
dos Oleos essenciais de plantas aromaticas (Cox-Georgian et al., 2019). Sua
biossintese ocorre predominantemente a via do acido mevaldnico (Bergman et al.,
2019), e sua classificagao baseia-se no numero de unidades de isopreno, incluindo
monoterpenos (como carvona e limoneno), sesquiterpenos (como farnesol),
diterpenos (como retinol), triterpenos (como lupeol) e tetraterpenos (como (3-caroteno)
(Stephane e Jules, 2020; Singh e Sharma, 2014). A unidade isoprénica € definida
como uma cadeia ramificada de cinco carbonos em uma estrutura basica, os quais
podem se ligar de diferentes formas, como pode ser observado na Tabela 1 (Simdes
et al., 2004).

Tabela 1: Condensacao de unidades de isopreno na formacgao de terpenoides.

N2 DE N2 DE ATOMOS DE CARBONO NOME OU CLASSE
UNID.
1 5 k- isopreno
2 10 ) S monoterpenoides
3 15 )\/\)\/\/I\/ sesquiterpenoides
4 20 P N Ny diterpenoides
5 25 R S e e sesterpenos
6

30 MM triterpenoides
8 40 WNW\/L/\)\/ tetraterpenoides

n n polisoprenoides

Fonte: Simoes et al 2004.

Além de sua presenca em resinas, ceras e borrachas, substancias como
canfora, mentol, canabinoides e curcuminoides possuem importantes propriedades
bioativas (Mbaveng et al., 2014). Os terpenoides exibem diversas atividades
farmacoldgicas, incluindo efeitos anticancerigenos, anti-inflamatérios, analgésicos e
hepatoprotetores (Ludwiczuk et al., 2017), sendo amplamente utilizados na medicina
tradicional e na industria farmacéutica para a sintese de farmacos (Reyes et al., 2018)
(Pagare et al., 2015).



1.2 GENERO Casearia

Espécies do género Casearia Jacq. (Salicaceae) sdo amplamente utilizadas
na medicina de paises tropicais desde os tempos antigos. Em regides em
desenvolvimento do sul tropical, a populagédo depende direta ou indiretamente de
praticas medicinais baseadas no uso de plantas nativas para cuidados primarios de
saude. As espécies desse género sdo particularmente conhecidas na América Latina,
Africa, india e China, onde desempenham um papel crucial no bem-estar das
populagdes locais (Xia et al., 2014).

Até 2013 haviam sido identificadas 180 espécies do género Casearia,
distribuidas em diferentes regides tropicais e subtropicais do planeta. E importante
destacar que, por estarem adaptadas a climas e ecossistemas especificos, essas
plantas possuem propriedades medicinais conhecidas por serem eficazes para o
tratamento de doengas prevalentes nessas regidées, como enfermidades cutaneas e
gastrointestinais (Xia et al., 2014; Marquete et al., 2015).

De acordo com a etnofarmacologia dessas regides, diversas espécies de
Casearia sao utilizadas para fins medicinais. Por exemplo, o extrato bruto das folhas
de Casearia sylvestris Sw. € amplamente empregado na América Latina como inibidor
de apetite, anestésico tépico, antisséptico e cicatrizante para doengas de pele. Na
medicina tradicional, € comumente utilizado no tratamento de hanseniase tépica e
obesidade, enquanto povos indigenas da Amazdnia o aplicam no tratamento de
picadas de cobras. Casearia grewiifolia Vent., nativa do norte e nordeste da Tailandia,
tem grande importancia na medicina tradicional tailandesa. Na india, Casearia
esculenta Roxb. é frequentemente utilizada no tratamento do diabetes mellitus. Além
disso, diferentes partes dessas plantas, como folhas, cascas do caule, raizes, flores e
sementes, sdo empregadas para diversos fins medicinais (Xia et al., 2014; Flora do
Brasil, 2025; Marquete et al., 2015).

Conforme descrito por Xia et al. (2014), em uma revisdo sobre substancias
isoladas e aplicagdes medicinais de extratos de espécies de Casearia, a extracao
aquosa a quente de Casearia esculenta Roxb. é reconhecida como um remédio eficaz
contra a diabetes na medicina tradicional indiana. No entanto, um estudo publicado
em 1967 mostrou que o consumo diario da planta ndo afetou significativamente os
niveis basais de agucar no sangue dos animais testados quando em jejum, embora

tenha sido observada uma reducdo nos niveis de agucar apds duas horas da
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administragao dos extratos aquosos e alcodlicos. Apds uma série de estudos sobre a
influéncia da aplicacdo do extrato aquoso das raizes de C. esculenta em animais
diabéticos, foi possivel observar uma diminuicdo significativa na atividade das
enzimas (dlicose-6-fosfatase e frutose-1,6-bisfosfatase. Estas enzimas s&o
responsaveis pela metabolizagcao da produgao de glicose livre, resultando na redugéao
da quantidade de agucar no sangue dos animais testados (Prakasam et al., 2003).

Ainda neste sentido, Casearia sylvestris Sw. ou “guagatonga”, € uma planta
conhecida por ser utilizada pelos indigenas na regido amazénica para tratar eventuais
picadas de cobras. Os extratos aquosos, assim como algumas substancias individuais
das folhas de C. sylvestris apresentaram atividade significativa quanto a inibicao
enzimatica, toxicidade e atividade anticoagulante de venenos de diversas cobras e
abelhas. No entanto, os mecanismos de agéo ainda ndo s&o conhecidos, porém ha
evidéncias de que estas atividades sdo associadas a presenga de moléculas
quelantes complexadas com ions metalicos. Esta planta ainda apresentou atividade
de bloqueio neuromuscular parcial, que foi associada ao alto teor de flavonoides e
fenois, esta atividade apresentou redugéao significativa do dano muscular causada por
venenos do tipo PLA2 enzimatica. Além disso, foi mostrado que extratos polares em
metanol inibiam a agdo de mionecrose e aumentava a liberagdo de acetilcolina no
organismo, um importante neurotransmissor (Borges et al., 2000; Oshima-Franco et
al., 2005; Xia et al., 2014).

Em outros estudos conduzidos com o propdsito de investigar as possiveis
aplicacoes dos extratos de C. sylvestris, foram apontadas suas atividades anti ulceras,
onde os extratos eram aplicados para tratar lesées de pele. Os extratos mostraram
atividade promissora para supressao de secregao gastrica, onde estudos relataram
que esses extratos promoveram uma prote¢cdo das mucosas do estbmago dos ratos
que foram submetidos aos testes, sem que houvesse alteragcdo no pH gastrico. Ainda
determinaram que os extratos das folhas secas foram ainda mais eficientes do que
aqueles preparados a partir das folhas frescas, e que diante das ulceras induzidas por
acido acético, os extratos reduziram de forma semelhante o tamanho das feridas e

aumentaram a produgao de colagenos (Sertie et al., 2000; Xia et al., 2014).
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1.2.1 Potencial Antimicrobiano de extratos de Casearia

Extratos hidroalcodlicos de espécies de Casearia tém demonstrado atividades
anti-inflamatorias, antimicrobianas e antifungicas significativas. A atividade anti-
inflamatoria esta associada a presenga de terpenos, com extratos de Casearia
tomentosa Roxb. exibindo efeitos comparaveis ao farmaco fenilbutazona, amplamente
utilizado no tratamento de inflamacdes e alivio da dor (Esteves et al., 2005; Xia et al.,
2014). Alem disso, substéncias isoladas de C. sylvestris, particularmente as
casearvestrinas, apresentaram atividade inibitéria contra o fungo Aspergillus niger,
com eficacia semelhante ao antifungico anfotericina B (Oberlies et al., 2002; Xia et al.,
2014).

A literatura cientifica confirma que espécies como Casearia sylvestris e
Casearia tomentosa possuem substancias bioativas com acdo antibacteriana,
antifungica e anti-inflamatoria, especialmente contra microrganismos patogénicos de
relevancia clinica. A atividade antibacteriana tem sido observada principalmente
contra Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva associada a diversas
infeccbes humanas. O 6leo essencial das folhas de C. sylvestris mostrou eficacia
contra 14 cepas clinicas de S. aureus isoladas de casos de mastite bovina,
destacando-se as substancias a-cariofileno e biciclogermacreno, conhecidos por sua
acao antimicrobiana (Xia et al., 2014). Adicionalmente, a psicorrubrina, uma
naftoquinona isolada de espécies do género, demonstrou atividade contra cepas
resistentes de S. aureus, reforcando seu potencial terapéutico frente a
microrganismos multirresistentes (Lemos et al., 2018).

Em relagdo a bactérias Gram-negativas, embora os estudos sejam menos
numerosos, extratos etandlicos de C. sylvestris apresentaram atividade contra
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae e Escherichia coli, microrganismos
frequentemente mais resistentes a agentes naturais (Xia et al., 2014). Esses
resultados sugerem que as substancias presentes na planta podem ultrapassar as
barreiras estruturais dessas bactérias, oferecendo possibilidades para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (Lemos et al., 2018).

No contexto de infecgdes fungicas, o género Casearia também se mostra
promissor. Extratos etandlicos de C. sylvestris exibiram atividade antifungica contra
espécies de Candida, incluindo Candida albicans, principal agente da candidiase.

Esses achados sao corroborados por estudos que identificaram a escopoletina, um
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metabdlito presente em Casearia, como eficaz contra cepas multirresistentes e
biofilmes de leveduras (Lemos et al., 2020). A eficacia observada tanto in vitro quanto
in vivo sugere a viabilidade de aplicagao desses extratos em formulagdes antifungicas

topicas ou sistémicas.

1.2.2 Leishmania spp.

Além das atividades antimicrobianas e antifungicas, os extratos de Casearia
demonstram notavel potencial antiparasitario, com destaque para sua eficacia contra
Leishmania spp., agente causador da leishmaniose. Estudos comprovam que diversas
espécies do género apresentam atividade anti-Leishmania, complementando seu
espectro de acao que inclui ainda efeitos antimalaricos, tripanocidas e larvicidas
(Kanokmedhakul et al., 2005; Xia et al., 2014). Essa versatilidade farmacoldgica esta
associada a presengca de uma diversidade de substancias bioativas, como
terpenoides, glicosideos fendlicos e flavonoides, que ndo apenas conferem atividade
antiparasitaria, mas também sustentam outras propriedades medicinais ja bem
documentadas, incluindo agdes anti-inflamatdrias, antiofidicas e antiulcerogénicas
(Xia et al., 2014).

As leishmanioses sdo um grupo de doencgas infecciosas causadas por mais
de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania spp., transmitidas por insetos
vetores dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (WHO, 2025). Estéo distribuidas em
aproximadamente 90 paises, predominantemente em regides tropicais e subtropicais
e afetam mais de um bilhdo de pessoas em areas de risco (WHO, 2025; Mann et al.,
2021; CDC, 2025). Fatores como pobreza, deslocamento populacional e mudangas
ambientais contribuem para sua expansao (WHO, 2025). As manifestagbes clinicas
sdo variadas e causadas por multiplas espécies de Leishmania spp., além disso
podem ser classificadas em trés formas principais: cutanea (LC), mucocutanea (LMC)
e visceral (LV), sendo esta ultima potencialmente fatal se ndo tratada (Mann et al.,
2021).

Leishmania spp. apresenta um ciclo de vida digenético, adaptando-se a
ambientes radicalmente distintos. No intestino do vetor flebotomineo, desenvolve-se
como promastigota - forma flagelada extracelular alongada. Ao longo do processo
natural de infeccdo, apds serem inoculadas no hospedeiro mamifero, as

promastigotas sao rapidamente fagocitadas por macréfagos, onde a temperatura € o



13

ambiente acido desencadeiam sua transformagdo em amastigotas - formas
intracelulares nao flageladas e imdveis que se replicam ativamente no interior dessas
células imunologicas (Mann et al. 2021).

Leishmania (L.) amazonensis € uma espécie de grande relevéancia no contexto
da leishmaniose cutédnea devido a sua ampla distribuicdo e a diversidade de
manifestacdes clinicas associadas a infeccdo. Além de causar lesdes ulceradas
tipicas da LC, essa espécie também pode levar ao desenvolvimento da leishmaniose
cuténea difusa (LCD), uma forma mais severa e de dificil tratamento, relacionada a
falha na resposta imunoldogica do hospedeiro. Diante das limitacbes terapéuticas
atuais, como efeitos adversos e resisténcia parasitaria, a busca por novas substancias
bioativas a partir de produtos naturais tem se intensificado nas ultimas décadas,
especialmente para doengas negligenciadas como a leishmaniose (Mann et al., 2021;
WHO, 2025).

1.2.3 Casearia selloana Eichler

No Brasil, espécies do género Casearia ocorrem em todas as regides do pais.
A espécie Casearia selloana Eichler “pau preto” € nativa, sendo considerada
endémica no territorio nacional. A maior ocorréncia desta espécie no Brasil se da nas
regides do Nordeste e Sudeste, sendo encontrada em estados como Alagoas, Bahia,
Paraiba, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, como pode ser observado na
Figura 4, que representa a distribuicdo geografica da espécie nas regides de maior

ocorréncia (Marquete ef al., 2015).

Figura 4 — Distribuigdo geografica de Casearia selloana Eichler.

Fonte: Marquete e Medeiros (2025).
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Considerando que as técnicas de investigagcao estdao em constante evolugéo,
€ importante direcionar a pesquisa para plantas nao estudadas. Como € o caso de C.
selloana, que é definida por Marquete et al., (2015) como uma arvore ou arbusto de 3
- 8m de altura com folhas persistentes, discolores e opacas nas duas faces (Figura 5).
Esta espécie, até o momento, ndo apresentou resultados significativos nas bases de
dados cientificas. Embora seja uma espécie nativa do Brasil, ndo ha registros de
estudos abrangentes sobre sua composi¢cdo ou potenciais aplicagbes medicinais
(Govaerts et al., 1999; Marquete et al., 2015).

Figura 5 — Detalhes das faces abaxial e adaxial dos ramos vegetativos de Casearia

selloana.

Fonte: Elabdo pelo autor.

Diante dos dados fornecidos por organizagdes botanicas de conservagao e
catalogagao de plantas, como a Flora e Funga do Brasil e Royal Botanic Gardens,
existem poucos artigos cientificos que tratam sobre essa espécie. Ao acessar as
bases fornecidas por essas organizagdes nota-se que apenas trés artigos no total sdo
associados a essa planta, os quais tratam apenas sobre sua catalogac¢ao, o que abre
portas para o pioneirismo no tratamento dos dados que podem ser obtidos no presente
trabalho a partir de métodos de extragao e separagao (Govaerts et al., 1999; Marquete
et al., 2015).
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Essa abordagem contribui para a aplicagdo pratica dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU),
especificamente no que se refere a produgcdo e consumo responsaveis. Os ODS
representam um chamado global para a prote¢do do meio ambiente e do clima, além
de promoverem a paz e a prosperidade para todas as pessoas. Um exemplo disso &
o estudo de uma espécie nativa da Mata Atlantica brasileira, que evidencia a
importancia da pesquisa cientifica para a sua conservagdo. Dessa forma, a
investigacédo quimica e a avaliagao de suas atividades bioldgicas estéo alinhadas com
as metas estabelecidas para os ODS 2030 (Nag¢des Unidas, 2015).

Portanto, é crucial enriquecer e expandir os estudos sobre os componentes
presentes em plantas desse género, especialmente aquelas que ndo possuem
estudos quanto a investigacdo detalhada sobre suas potencialidades e possiveis
aplicagdes como fontes precursoras para a sintese ou otimizacdo de substancias
inéditas. A exploragdo da composi¢ao quimica e biologica dessas plantas pode revelar

novas substancias com propriedades uteis.

1.3 METODOS DE EXTRACAO

De acordo com Nortjie e colaboradores (2022) em sua revisao sobre métodos
de extracdo de plantas medicinais, o solvente empregado na extracédo € capaz de
solvatar classes de substancias especificas cujas polaridades e coeficientes de
particdo sdo caracteristicas determinantes. Nesse contexto, foi descrita uma relagao
de solventes por Nortjie et al. (2022) e Pandey et al. (2014) de possivel aplicagao na
extragdo de classes de fitoquimicos. Segundo esses autores, extragbes realizadas
com agua e etanol permitem a obtencdo de substéncias como fenois, polifenois,
quinonas, taninos, flavonoides, terpenoides, lectinas, alcaloides e glicosideos, entre
outros.

Dentre os métodos convencionais de extracdo, estdo aqueles onde o uso de
solventes é fundamental, como, por exemplo, a maceracéo, infusdo, decocgao e
percolacao. Todos esses métodos se baseiam no mesmo principio, em que a amostra
€ mantida em contato com um solvente, ou uma mistura de solventes, por um tempo
programado, variando ou ndo a temperatura, para que ocorra a dissolugédo dos
fitoquimicos no solvente, permitindo a posterior analise dos extratos obtidos (Salah e
Allouche 2019; Sharma et al., 2021).
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A maceragao consiste na imersao da amostra vegetal em um solvente por um
periodo prolongado, geralmente dias, a temperatura ambiente, com agitacao
ocasional. Esse método € adequado para a extracio de constituintes termolabeis, mas
pode ser demorado e menos eficiente para alguns fitoquimicos. Ja a infusdo é
semelhante a maceracgao, porém o tempo de contato entre a amostra e o solvente &
mais curto, podendo ser feito com agua fria ou quente, dependendo da estabilidade
térmica das substancias de interesse. No processo de decocg¢ao, a amostra € fervida
em agua por um periodo especifico, sendo adequada para substancias soluveis em

agua e estaveis ao calor.
1.4 PLANEJAMENTO DE MISTURAS

Em parametros estatisticos, a utilizagdo de um planejamento de misturas é
uma ferramenta muito poderosa para se medir os efeitos individuais de cada variavel
dentro do contexto geral de um experimento. Pode-se afirmar que modelos
matematicos e estatisticos auxiliam fortemente nas tomadas de decisdes e otimizacao
do trabalho experimental. Assim, o objetivo de se construir um planejamento de
misturas é verificar qual proporgao relativa das variaveis fornece o melhor resultado
(Adriano et al., 2024). No contexto da extracdo de metabdlitos especiais de tecidos
vegetais, essa ferramenta permite estudar as combinacgdes sistematicas de diferentes
solventes para verificar a influéncia de cada um destes na efetividade da extracao,
assim como suas interacdes relativas com o material vegetal (Marcheafave et al.,
2019).

De acordo com Cornell et al. (2002) e Reis et al. (1996), na aplicacédo de um
planejamento de misturas, a resposta, ou no contexto atual, sinal analitico, ira
depender apenas da mudanga na proporcdo relativa entre os componentes da
mistura, sendo a soma das propor¢des igual a 1 ou 100%, como pode ser observado

na Equacgao 1, sendo g o numero de componentes presentes na mistura:

q
in=1ondeOSxiS1 (1)

i=1

A principal vantagem do planejamento de misturas € a capacidade de otimizar

processos empiricos, maximizando a geracdo de informacdes uteis enquanto
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minimiza o esfor¢o experimental e os custos associados. Isso & particularmente
relevante em contextos onde a interagdo entre os componentes da mistura pode
influenciar significativamente a resposta final, como na extracdo de substéncias
bioativas de plantas, onde diferentes solventes podem apresentar efeitos sinérgicos
ou antagénicos (Adriano et al., 2024).

Além disso, o planejamento de misturas permite a constru¢dao de modelos
matematicos que descrevem o comportamento do sistema em estudo. Esses modelos
podem ser lineares, quadraticos ou cubicos, dependendo da complexidade das
interagdes entre os componentes. Por exemplo, um modelo linear pode ser suficiente
para descrever misturas ideais, enquanto modelos quadraticos e cubicos sao
necessarios para capturar interagdes mais complexas entre os componentes (Adriano
etal., 2024). A escolha do modelo adequado é crucial para garantir que o sistema seja
bem representado e que as previsdes sejam precisas. E possivel descrever um
modelo linear que representa a mistura de dois componentes, onde a resposta sera

determinada pela Equacgéo 2.

Yy =bix; + bix, + ¢ (2)

E importante mencionar que os coeficientes de regressdo (i = 1, 2) s&o
representados com um sobrescrito em asterisco para enfatizar que nao se tratam de
variaveis independentes, mas sim das variaveis vinculadas a Equagao 1, ou seja, a
quantidade de componentes na mistura que, somando suas proporcdes, sempre €
obtido um valor constante igual a um, sendo € o termo associado ao erro aleatorio.
Para representar as possiveis interagdes entre os componentes de uma mistura entre
dois componentes, €& possivel se descrever um modelo quadratico conforme
representado na Equacao 3, onde as interagdes binarias entre os componentes sao

representadas pelo termo de interacdo quadratica, terceiro termo da Equacéao 3.

Y = bixy + byxy + bi,x1x, + € 3)

Outra vantagem significativa do planejamento de misturas € a possibilidade
de explorar diferentes regides experimentais, como os planejamentos em rede
simplex, centroide-simplex e vértices extremos. Esses métodos permitem a avaliagao

de uma ampla gama de combinag¢des de componentes, facilitando a identificagdo de
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propor¢des ideais que maximizam ou minimizam a resposta desejada (Adriano et al.,
2024).

A utilizagdo de software livre, como o RStudio e o LibreOffice, permitem a
execucao de analises estatisticas complexas de forma eficiente e acessivel, sem a
necessidade de investimentos em software pagos. O RStudio, em particular, oferece
pacotes especificos, que facilitam a construgdo de modelos de misturas e a
visualizagédo de superficies de resposta, tornando a analise mais intuitiva e didatica
(Adriano et al., 2024).

Em resumo, o planejamento de misturas € uma ferramenta essencial para a
otimizacao de processos experimentais, permitindo a identificagdo de proporgcdes
ideais de componentes e a compreensao das interagdes entre eles. Sua aplicacido em
diversas areas, como a quimica, a engenharia de materiais e a biotecnologia,
demonstra sua versatilidade na redugao de custos e tempo, além de proporcionar a

tomada de decisdes baseadas em dados (Adriano et al., 2024).

1.5 ANALISE DE FITOQUIMICOS POR METODOS DE SEPARAGCAQ

A descoberta de propriedades terapéuticas em espécies vegetais
negligenciadas demanda a construgao de perfis quimicos, os quais podem revelar
produtos bioativos com potencial aplicagdo farmacéutica (Leitzmann, 2016; Khan et
al., 2021; Mihaylova et al., 2023). Entre as técnicas analiticas disponiveis, destacam-
se métodos cromatograficos como a cromatografia de camada fina (unidimensional e
bidimensional) (Huang et al., 2018); cromatografia com fase gasosa (CG) (Mlozi et al.,
2022); cromatografia contracorrente (CCC) (Zhang et al., 2015) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD), que se destaca como método amplamente
empregado na separacao e identificacdo de metabdlitos secundarios (Huang et al.,
2018; Khan et al., 2021).

Correia et al. (2023), por exemplo, utilizaram diferentes métodos de extragéo
em mudas de capim-liméo juntamente com cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para realizar analises dos extratos. A
analise cromatografica ocorreu em fase reversa com uma coluna C18, utilizando
gradiente linear de agual/acetonitrila como fases moveis. O método de deteccéo
aplicado foi o de arranjo de diodos, que permite uma varredura do espectro eletronico

em ampla faixa de comprimentos de onda para cada substancia separada, fornecendo
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dados mais precisos quanto a absorcao especifica da substancia na regidao do
ultravioleta e do visivel (UV-Vis) do espectro eletromagnético. Entretanto, foi dada
maior atencdo para os espectros obtidos entre 254-281 nm, pois € a faixa onde a
maioria dos metabdlitos secundarios absorve com maior intensidade (Correia et al.,
2023).

O CLAE-DAD tem sido amplamente empregado como método preferencial
para a separacao e identificacdo de metabdlitos secundarios em diversas espécies
botanicas, conforme evidenciado por estudos publicados na ultima década (Merino et
al., 2015; Santi et al., 2014; Pires et al., 2023; Correia et al., 2023; Huang et al., 2018;
Pereira et al., 2018). Nesses trabalhos, a fase reversa com coluna C18 e eluicao em
gradiente de agua acidificada e solventes organicos, como por exemplo acetonitrila,
destacam-se como condigdes analiticas recorrentes. Segundo Simdes et al. (2004), a
acidificagao das fases moveis inibe a ionizagdo de substancias polares, assegurando
maior estabilidade nos tempos de retengcéo e melhorando a resolugao cromatografica.

Em contraste com as técnicas cromatograficas, métodos espectrofotométricos
qualitativos, como o ensaio de Folin-Ciocalteau para fendis totais, oferecem analises
rapidas, porém menos seletivas (Merino et al., 2015; Santi et al., 2014; Pires et al.,
2023; Filho et al., 2021). Além disso, analises espectrofotométricas em faixas de 250-
850 nm podem prever quais substancias estao presentes nos extratos vegetais com
base nas bandas caracteristicas de alcaloides, fendlicos, flavonoides e carotenoides
(Garcia Diaz et al., 2019; Souza et al., 2018; Bernardi et al., 2017). Entretanto, a
identificacao precisa de fitoquimicos exige o uso de padrdes de referéncia, como acido
galico, catecol, catequina, acido clorogénico, vanilina e quercetina, que sao
comumente utilizadas como padrdes devido a sua presencga generalizada em plantas
e sua relevancia no ciclo biossintético de metabdlitos secundarios. Assim, os tempos
de retencéao e espectros permitem a realizagao de calibracdo quantitativa (Pires et al.,
2023). Diante do exposto, técnicas como CLAE-DAD destacam-se pela capacidade
de combinar seletividade e sensibilidade, sendo adequada para estudos fitoquimicos

em matrizes complexas.
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2 OBJETIVOS

As proximas secgdes estdo focadas em expor os principais objetivos

estipulados para realizagao deste trabalho de forma sistematica e coerente.

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um perfil cromatografico dos extratos hidroalcodlicos das folhas
de Casearia selloana por meio de um planejamento de misturas binarias, avaliando
as variagdes nos cromatogramas em funcéo das diferentes proporgdes de solventes.
Além disso, realizar ensaios bioldégicos com os extratos obtidos para investigar seus

potenciais efeitos bactericidas, fungicidas, citotdxico e antileishmania.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar a extracao de fitoquimicos de Casearia selloana utilizando misturas

hidroalcodlicas em diferentes proporgoes;

e Desenvolver método analitico por CLAE-DAD para separacao e identificacédo

dos constituintes dos extratos;

e Avaliar parametros de otimizagdo do método cromatografico;

e Submeter os dados a analises estatisticas para correlagdo entre composi¢ao

quimica e propor¢des de solventes;

e Investigar atividades biolégicas por meio de ensaios farmacolégicos in vitro

el/ou in vivo.
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3 MATERIAIS E REAGENTES

Os reagentes utilizados no estudo foram adquiridos das empresas VETEC
Quimica Fina Ltda., Dindmica Quimica Contemporédnea Ltda., Sigma Aldrich
Corporation e Cromoline Quimica Fina. A agua utilizada foi purificada por um sistema
de osmose reversa. Foram empregados reagentes de grau analitico, como etanol,
para a extragao das folhas secas de Casearia selloana. Além disso, solventes de grau
analitico, como metanol e solugao de acido formico a 1%, foram utilizados nas analises
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD). As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo liquido da
marca Waters, modelo Arc, equipado com detector de arranjos de diodos (DAD) e uma
coluna cromatografica da marca Welchrom de 250 mm de comprimento, 4,6 mm de
didametro interno, preenchida com silica octadecilsilanizada (5 pm).

Para a realizagdo dos ensaios biologicos, foram utilizados meios de cultura
especificos, como agar Mueller-Hinton (Kasvi) e agar Sabouraud (Kasvi), além de
caldo RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com L-glutamina (2 mM), soro fetal
bovino (SFB, 5-20%) e solugdo de antibiéticos contendo penicilina (100 ug/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). As linhagens bacterianas Staphylococcus aureus ATCC®
33591™  Pseudomonas aeruginosa ATCC® 2742™ e a fungica Candida albicans
ATCC® 10231™ foram utilizadas nos ensaios de atividade antimicrobiana,
conduzidos segundo o protocolo da CLSI. Células murinas L929 (fibroblastos), 4T1
(tumor de mama) e macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram
empregadas para os ensaios de citotoxidez. As formas promastigotas e amastigotas
de Leishmania amazonensis foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com
20% de SFB. O ensaio de viabilidade celular foi realizado com brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlico (MTT, Sigma Chemical Co.), dissolvido em PBS
a 5 mg/mL., e a absorbéancia foi mensurada a 570 nm em espectrofotdmetro Multiskan
EX (Thermo Electron Corporation). A miltefosina foi utilizada como farmaco de

referéncia nos ensaios antileishmaniais.

3.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas frescas de Casearia selloana Eichler foram coletadas em 19 de

setembro de 2023, na cidade de Juiz de Fora — MG, em um fragmento florestal
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localizado no perimetro urbano, 21°41°15.96” S; 43°19°09.71” W; 822 m acima do nivel
do mar. A maioria das espécies vegetais dessa area ja tinha sido identificada por
trabalhadores da empresa Cimo Engenharia Ambiental e Saneamento, em conjunto
com estudantes do curso de Biologia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

O trabalho realizado pelos estudantes teve como objetivo a identificagdo das
especies presentes na regidao, bem como a obtencdo de tecidos vegetais para
manutenc¢ao e registro. As arvores do local foram marcadas com placas numeradas,
permitindo a catalogagdo das espécies. A equipe responsavel possuia uma lista
relacionando os numeros de identificagdo ao nome da espécie, além de dados sobre
localizagdo exata (obtidos por GPS), didmetro e altura de cada individuo arbéreo.
Apds a coleta, um galho contendo o maior numero de folhas e flores foi utilizado para
a construcdo de uma exsicata, que posteriormente foi comparada com imagens e
informacgdes disponiveis na literatura (Figura 6). A exsicata encontra-se depositada no
Herbario CESJ sob o numero 81694, com licengas de coleta registradas no SISBIO
(48834) e no SISGEN (A14036E).

Figura 6 — Casearia selloana Eichler. a) Exsicata depositada no Herbario CESJ. b)

Representagdes e dimensdes dos 6rgaos vegetais encontrados na literatura.

Fonte: a) Elaborado pelo autor. b) Marquete et al., 2016.
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4 METODOLOGIA

As préoximas sec¢des focam em explicar as metodologias aplicadas em cada

etapa do presente trabalho e as a¢gées que foram tomadas.

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Foram coletados aproximadamente 2 kg de material fresco, contendo galhos
e flores, as folhas foram separadas para dar inicio ao processo de secagem. Apés a
separacao, elas foram transferidas para uma estufa a 40 °C, com ventilagao de ar,
onde permaneceram por 48 horas até atingirem massa constante. Esse processo
resultou na obtencdo de aproximadamente 600 g de folhas secas, prontas para a

etapa de extragao.

4.2 EXTRAGCAO E PLANEJAMENTO DE MISTURAS

Com o objetivo de obter um perfil abrangente dos fitoquimicos presentes em
C. selloana, adotou-se a extragao hidroalcodlica, em conformidade com os principios
da quimica verde, uma vez que os solventes - agua e etanol apresentam baixa toxidez
ambiental. Além disso, essa escolha se aproxima da forma como esse extrato é
tradicionalmente consumido, uma vez que a mistura agua/etanol € amplamente
utilizada pela populagédo, sendo composta por solventes nao téxicos, de facil acesso
e amplamente reconhecidos.

Optou-se pela técnica de maceragao estatica por 24 horas (Sanchez et al.,
2017). Uma vez que esse tempo favorece a difusao eficiente dos metabdlitos da planta
para o solvente, sem causar degradacdo de compostos sensiveis. Esse tempo de
extragdo é amplamente adotado na literatura, como evidenciado no estudo de
Iranawati et al. (2020), no qual a maceragcdo por 24 h com metanol foi a que
proporcionou maior atividade antioxidante em folhas de Sonneratia caseolaris,
superando os tempos de 48 e 72 h. Isso demonstra que o tempo de 24 h é eficaz para
a extracdo de compostos bioativos, mantendo sua integridade quimica. Para otimizar
a extracao, as folhas foram trituradas, aumentando a area de contato com a solugéo
extratora e, consequentemente, a eficiéncia do processo. A composigcdo da solugao

extratora foi definida conforme um planejamento de misturas binarias, variando as
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proporgdes de agua e etanol para avaliar o impacto dessas condi¢des na extragao
das substancias.

O planejamento de misturas experimental consistiu em sete pontos amostrais,
com extragdes realizadas em triplicata auténtica e aleatéria para cada condicdo,
totalizando 21 amostras (Figura 7 e Tabela 2). Para cada extragdo, aproximadamente
5 g do material vegetal foram pesados em béqueres de 100 mL, seguidos da adi¢ao
de 50 mL da solucao extratora correspondente. Os recipientes foram vedados com
filme plastico de parafina, cobertos com papel aluminio e mantidos sob refrigeracéo a
9 °C durante 24 horas.

Figura 7 — Planejamento de Misturas (Etanol x Agua).

A -100 % EtOH
0% H.0

\ B - 80% EtOH
\ C - 708 EtOH
_ EQNO,
EtOH \ D — 50% EtOH

E - 30% EtOH

F - 20% EtOH

G - 0% EtOH;

H20 100% H20

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2 — Legenda pontos amostrais do planejamento de misturas.

) ) Etanol Agua
Nivel Ensaio
X1 X2
1 1 0
2 1 0
3 1 0
4 0,8 0,2
B 5 0,8 0,2
6 0,8 0,2
7 0,7 0,3
C 8 0,7 0,3
9 0,7 0,3
10 0,5 0,5
D 11 0,5 0,5
12 0,5 0,5
13 0,3 0,7
14 0,3 0,7
15 0,3 0,7
16 0,2 0,8
17 0,2 0,8
18 0,2 0,8
19 0 1
G 20 0 1
21 0 1

Fonte: Elaborado pelo autor

Apos o periodo de extracdo, as solugdes foram filtradas com papel filtro de
0,16 mm de espessura para remog¢ao do material vegetal e particulas em suspensao.
O volume das solugdes foi reduzido por rotaevaporagao a 60 °C, eliminando a fragao
etandlica. Em seguida, as amostras contendo apenas a fracdo aquosa foram
congeladas e submetidas ao processo de liofilizagdo. O extrato seco obtido foi pesado

para calculo de rendimento.

4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O método cromatografico utilizado neste estudo foi baseado em metodologias
descritas na literatura, incluindo a Farmacopeia Brasileira, para determinacdo de

quercetina em folhas de Psidium guajava L. Assim como realizado nos trabalhos de
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Merino et al. (2015), Santi et al. (2014), Pereira et al. (2018), Pires et al. (2023) e
Correia et al. (2023), no presente trabalho, os extratos foram obtidos com solventes
como agua, etanol e metanol. Esses estudos serviram como referéncia para a
aplicagao do método deste trabalho.

O cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Waters foi utilizado para a
analise dos extratos, empregando uma coluna C18 (250 mm, 4.6 mm x 5 ym) em fase
reversa. A fase movel consistiu em um sistema de gradiente de agua a 0,1% de acido
formico (Eluente A) e metanol (Eluente B). O gradiente foi programado de acordo com
os dados apresentados na Tabela 3. Um padrao de quercetina foi preparado com a
concentracao de 0,038 mg/mL, conforme descrito na Farmacopeia Brasileira (2019),
monografia PM048-00. Para isso, 0,038 mg do padrédo de quercetina foi solubilizada
em 1 mL de metanol. As amostras foram injetadas, em duplicata, em um volume de
10 pL. O tempo total de analise foi de 21 minutos, garantindo a eluicao completa dos
analitos. A detecgao foi realizada utilizando um detector UV-Vis ajustado para leituras
a 371nm, conforme recomendado na Farmacopeia Brasileira, garantindo alta
sensibilidade na identificacdo dos fendlicos.

A escolha da quercetina como padrao analitico neste trabalho também se
justifica pela sua reconhecida ocorréncia em extratos de espécies do género Casearia.
Vieira Junior (2010) demonstrou a presencga de quercetina em extratos etandlicos das
folhas de Casearia gossypiosperma, corroborando a relevancia do flavonoide como

marcador quimico em estudos fitoquimicos com espécies do género.

Tabela 3: Esquema de eluicdo para cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tempo B % Eluicao
0-3 40 Constante
3-15 100 Variagao

15-16 40 Variagao

16-21 40 Constante

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS DOS EXTRATOS

A avaliagdo das atividades biolégicas dos extratos hidroalcodlicos de
C.selloana foi realizada com o objetivo de correlacionar as propriedades bioativas
observadas com o perfil fitoquimico desenvolvido para as diferentes proporgdes de
solventes. Para isso, 5mg dos extratos secos foram separados para investigagao dos
efeitos citotoxicos, antileishmania, bactericidas e fungicidas dos extratos elaborados
no planejamento de misturas, permitindo uma investigacao eficiente dos potenciais

farmacoldgicos dos extratos.

4.4.1 Ensaio para Determinacgao da CIM, CBM e CFM

O ensaio foi conduzido conforme o protocolo da CLSI (Clinical Laboratory
Standard Institute) para determinar a Concentragcédo Inibitéria Minima (CIM). As
linhagens bacterianas (Staphylococcus aureus ATCC® 33591™ e Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 2742™) foram cultivadas em agar Mueller Hinton e a linhagem
fungica (Candida albicans ATCC® 10231™) em agar Sabouraud. Utilizou-se o método
de microdiluicdo em caldo com diluigdes de 1000 a 125 ug/mL das amostras. As
microplacas de 96 pogos foram preenchidas com solugdo de amostras, meio de
cultura e indculo (3 x 108 UFC/mL para bactérias e 3 x 10* UFC/mL para fungos). Os
controles de crescimento e brancos foram incluidos. As placas foram incubadas (37°C
para bactérias e 35°C para fungos) por 24 horas, e os experimentos foram realizados
em triplicata.

As concentragdes bactericidas (CBM) e fungicidas (CFM) minimas foram
determinadas com base no método de Spencer e Spencer (2004). Apés definir os
valores da CIM, amostras de 10 yL das culturas sem crescimento visivel foram
transferidas para placas de agar MH (para bactérias) e agar Sabouraud (para fungo).
As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para bactérias e a 35°C por 24 horas

para fungos.
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4.4.2 Ensaio de Analise da Citotoxidez

Fibroblastos L929 e células tumorais de cancer de mama 4T1 murinos, foram
cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 5% de SFB
e solugao de antibidticos, penicilina (100 ug/mL) e estreptomicina (100 ug/mL). Tanto
os fibroblastos L929 quanto macréfagos peritoneais foram mantidos em estufa a 37°C
com atmosfera de 5% de CO: até o dia do experimento.

A citotoxidez foi avaliada pelo ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolico (MTT) (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA), que permite
estimar a viabilidade celular por meio da conversao do tetrazélio, amarelo, em cristais
de formazan, lilds, um processo dependente da atividade mitocondrial cuja
intensidade de cor é proporcional ao numero de células viaveis (Mosmann, 1983). Os
fibroblastos L929 e as células tumorais 4T1 cultivados foram transferidos para
microplacas de 96 pogos (1x10%e 2x105 células/pogo respectivamente). Ambos foram
tratados com os extratos em concentragdes que variaram de 18,75 a 300,00 pg/mL.
Para o controle, foram utilizadas células tratadas apenas com dimetilsulfoxido
(DMSO). As células L929 foram incubadas por 24 horas e as células 4T1 foram
incubadas durante 48 h em 5% CO2 a 37 °C. Apds esse periodo, o sobrenadante foi
removido e adicionaram-se 90 pyL de meio suplementado acrescidos de 10 uL de
solugdo de MTT a 5 mg/mL, para que entédo as placas fossem incubadas por 2:30 h a
37 °C com 5% de CO?. A experiéncia foi realizada em duplicata e em trés réplicas
para as concentracbes testadas. A absorbancia (Abs) foi lida a 570 nm em

espectrofotdmetro e a viabilidade celular (%) obtida pela equacgao 4:

oo Cétudas Vigvers - S mostra) '
b Células Vidveis = -~ (Controle Negativo) g @

Onde: Abs (Amostra): absorbancia medida apds tratamento das células com
a amostra; Abs (Controle Negativo): absorbancia medida apds tratamento das células
com DMSO (veiculo).
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4.4.3 Ensaio de Atividade Antileishmania

As préximas secgdes sao responsaveis por demonstrar as metodologias

aplicadas para analises biologicas de atividade antileishimania dos extratos testados.

4.4.3.1 Cultivo de parasitos

Neste estudo foi utilizada a cepa selvagem de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8). As células foram cultivadas em garrafas para cultivo
celular (Corning 430168), mantidas em incubadora denominada BOD (do inglés

Biochemical Oxygen Demand” ou Demanda Bioquimica de oxigénio) a 25 °C.

4.4.3.2 Manutencgéo da infectividade das linhagens de L. amazonenses.

Para garantir a infectividade das linhagens de L. amazonensis utilizadas neste
estudo, foram utilizadas fémeas de camundongos da linhagem BALB/c com 4 a 6
semanas de idade. Entdo, as formas promastigotas de L. amazonensis, em fase
estacionaria da curva de crescimento, foram contadas em camara de Newbauer,
ajustadas em PBS (“Phosphate Buffer Solution”) para 2 x 10° parasitos e foram
inoculados 10 pL no coxim plantar da pata direita traseira dos animais. Apos
aproximadamente 40 dias de infec¢ao os parasitos foram isolados através de pungao
da lesédo, onde as formas amastigotas foram isoladas e semeadas em meios de
cultivos descritos acima, suplementado com 20% de SFB e 1% de solugdo de
penicilina/estreptomicina e mantidas em BOD para conversao das formas amastigotas
em promastigotas. Este protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFJF (CEUA n° 009/2018, Anexo I).

4.4.3.3 Avaliagéo da toxidez dos extratos em promastigotas de L. amazonensis

A atividade citotoxica dos extratos foi avaliada por meio do método
colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélico (MTT),
conforme descrito por Mosmann (1983). O ensaio foi realizado tanto em macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c quanto em formas promastigotas de Leishmania
amazonensis (cepa PH8), permitindo estimar a seletividade dos extratos com base

nos efeitos sobre células de mamiferos e protozoarios.
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As formas promastigotas, em fase logaritmica de crescimento, foram contadas
em camara de Neubauer e ajustadas para uma concentracdo de 2 x 10°
parasitos/pogo em placas de 96 pogos (Sarstedt 83.3924.500), contendo o meio de
cultivo apropriado. Os extratos foram testados em duplicata, em concentragbes
variadas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 ug/mL), obtidas por diluicdo seriada. A
miltefosina foi utilizada como farmaco de referéncia, e os experimentos foram
repetidos de forma independente em triplicata. Pogos sem extratos foram utilizados
como controle negativo.

Apods 72 horas de incubacdo em BOD a 25 °C, foram adicionados 10 pL de
solugédo de MTT (5 mg/mL) a cada pogo, com posterior incubagao por mais 4 horas a
mesma temperatura. Em seguida, adicionaram-se 100 yL de isopropanol acidificado
(0,7% de HCI 10N) para interromper a reagéo. A absorbancia foi medida a 570 nm em
espectrofotobmetro (Multiskan EX - Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finlandia).

Os valores obtidos foram convertidos em porcentagem de inibicdo do
crescimento em relagdo ao controle. A partir desses dados, foi determinado o valor de
Clso (concentracdo inibitoria de 50%), utilizando o software GraFit 5 (Erithacus
Software Ltd., Horley, UK). A relagao entre a concentracgéao citotoxica capaz de reduzir
50% da viabilidade celular CCso e o Clso foi utilizada para o célculo do indice de
seletividade (IS), um parametro essencial na identificacdo de candidatos promissores

a farmacos.

4.4.3.4 Avaliagdo da toxidez dos extratos em macrofagos peritoneais de

camundongos BALB/c

O potencial citotéxico dos extratos em células de mamiferos foi avaliado
utilizando macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Para a obtencédo dos
macrofagos, os animais foram previamente estimulados com 2 mL de caldo tioglicolato
a 3%, 72 horas antes da coleta. Apds a eutanasia, realizou-se o lavado peritoneal com
6 mL de solucao de Hank estéril, aplicado duas vezes em cada animal para maximizar
a recuperagao celular. A suspensao obtida foi transferida para tubos cbénicos e
centrifugada a 1000 rpm por 10 minutos (centrifuga Thermo Fisher Scientific D37520).
O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em meio RPMI 1640 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), sendo posteriormente contadas em camara de

Neubauer para ajuste da concentracgéo.
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As células foram ajustadas para 2 x 10% células/mL em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB e 0,5% de solugéo de penicilina/estreptomicina. Essa
suspensao foi distribuida em placas de 96 pogos (KASVI K12-096) e incubada por 16
horas em estufa com atmosfera de 5% de CO,, a 37 °C, para permitir a adesao dos
macrofagos. Apos esse periodo, as placas foram lavadas com PBS para remogéao das
células n&o aderidas, e novo volume de meio RPMI foi adicionado.

Os pocgos foram entdo tratados com diferentes concentragbes dos extratos
(300,0; 150,0; 75,0; 37,5; 18,75 e 9,37 yg/mL), preparadas por diluigdo seriada, e
incubados por mais 72 horas nas mesmas condi¢gdes. Em seguida, foram adicionados
10 pL de solugdo de MTT (5 mg/mL) em cada pogo, com posterior incubagao por 2
horas, conforme descrito por Mosmann (1983). A reagao foi entdo interrompida com a
adicao de solugao de isopropanol acidificado (7% de HCI 10N), e a absorbancia foi
medida a 570 nm em espectrofotdmetro.

A viabilidade celular foi determinada com base na porcentagem de inibicdo dos
macrofagos tratados em relagdo ao controle negativo. A partir desses dados, foi
calculado o valor de CCso (concentragao citotoxica capaz de reduzir 50% da
viabilidade dos macrofagos), utilizando o software GraFit 5 (Erithacus Software Ltd.,
Horley, UK). Foram realizados trés experimentos independentes, em duplicata,
utilizando pogos sem tratamento como controle negativo. A miltefosina foi utilizada
como farmaco de referéncia. Este protocolo foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UFJF (CEUA n°® 007/2018, Anexo ll).

4.4.3.5 Avaliagdo da toxidez dos extratos em amastigotas intracelulares de L.

amazonenses

A atividade anti-amastigota dos extratos foi avaliada utilizando a cepa PH8 de
L. amazonensis, conforme descrito por Granato et al. (2018). Macréfagos peritoneais
de camundongos BALB/c, obtidos como descrito anteriormente, foram ajustados para
2 x 108 células/mL em meio RPMI-1640 e plaqueados em placas de 24 pocos
contendo laminulas redondas (KASVI K12-024). As células foram incubadas por 16
horas a 33 °C, em atmosfera de 5% de CO,, para adesdo. Apds lavagem com PBS,
promastigotas em fase logaritmica foram adicionadas na propor¢cao de 10:1
(parasito:macréfago), e as placas foram incubadas por 4 horas para permitir a

infeccdo. Em seguida, os pogos foram lavados para remogédo dos parasitos nao
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fagocitados e adicionou-se novamente meio RPMI suplementado. Os extratos foram
testados em duplicata, nas concentragdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 pg/mL,
preparadas por diluigdo seriada. As placas foram incubadas por 72 horas nas mesmas
condicdes. Apds o tratamento, o meio foi removido, as laminulas fixadas com etanol
absoluto e coradas com Giemsa. A desidratacao foi feita por passagem em gradientes
de acetona/xilol (100% acetona — 100% xilol), e as laminulas montadas em laminas
de vidro para analise em microscopio de luz (Olympus BX41). A atividade
antileishmania foi determinada pela contagem de 200 macrofagos (infectados e n&o
infectados) e das amastigotas intracelulares. A eficacia foi expressa como
porcentagem de inibicdo da carga parasitaria em relagao ao controle negativo, sendo
o Clso determinado por analise Probit. A miltefosina foi utilizada como farmaco de

referéncia. Trés experiéncias independentes foram realizadas em duplicata.

4.4.3.6 Determinacédo do Indice de Seletividade (IS) dos extratos

O IS demonstra o quanto uma substancia/extrato pode ser ativo em uma forma
parasitaria sem causar danos a célula hospedeira. E dado pela razdo entre o CCso
obtido no teste de citotoxidez em macréfagos e o Clsp obtido para as formas
amastigotas, que neste caso é a forma parasitaria de interesse, ja que é a responsavel

pelas manifestagdes clinicas das leishmanioses (Tempone, Oliveira e Berlinck, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A secdo que segue esta focada em apresentar os resultados que foram

obtidos apds a realizagédo dos objetivos estipulados para conclus&o do trabalho.

5.1 EXTRAGCOES

Diante dos resultados obtidos apds extracao nos diferentes niveis amostrais,
verificou-se uma diferenga na coloragado das solugdes das diferentes proporc¢des de
etanol/agua. Observou-se que extragdes com maior proporgao de etanol se tornaram
mais esverdeadas enquanto que as solugdes com maior proporgao de agua possuiam
a cor mais alaranjada. A Figura 8 mostra as solugdes imediatamente apos ser
adicionado o material vegetal na solugao extratora e apds o periodo de extragao de
24 horas.

Figura 8: a) Extracdo no tempo zero; b) Solu¢des apds extragdo por 24 horas e

filtradas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A presenca da coloracido esverdeada nas solugbes com maior proporcéao de
etanol pode ser explicada pela maior solubilidade da clorofila nesse sistema. A clorofila
a, principal pigmento verde das plantas, € mais eficientemente extraida em solventes
organicos menos polares como o etanol, em comparagdao com a agua (Ngcobo et al.

2023). Além disso, observou-se que as amostras correspondentes ao ponto central
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do planejamento experimental apresentavam uma coloragao resultante da mistura de
tons verde e alaranjado, o que conferia um aspecto amarronzado a solugéo.

Apos os processos de extracdo, as solugbes que continham fragdes
etandlicas foram levadas para reducao de volume em evaporador rotativo a 60° C até
qgue nao houvesse mais etanol presente na mistura. Assim, todas as solugdes foram
levadas para congelamento em freezer de geladeira convencional para posterior
processo de liofilizacdo. As amostras do ponto A, as quais continham 100% de etanol
em sua composicao nao foram liofilizadas, pois todo o etanol pdde ser removido no
rota-evaporador. A liofilizagdo das solugdes congeladas levou aproximadamente uma
semana para ser concluida, fornecendo o extrato seco de cada nivel amostral. A

Figura 9 representa os extratos secos apos liofilizagéo.

Figura 9 — Extratos secos apés liofilizagao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A obtencdo do extrato seco € muito importante para que seja calculado o
rendimento da extragao, o qual pode foi obtido a partir da Equacgao 4 e representado

de forma sistematica na Tabela 4.

, Massa seca (g)
Rendimento (%) = x 100 (5)

Massa de Amostra (g)
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Tabela 4 — Calculo do rendimento obtido nas extracdes realizadas.

Extragdes Etanol (%) Massa de Massa Extrato Rendimento Média Desvio
Amostra (g) Seco (9) (%) (%) Padrao (%)

A1 5,088 0,159 3,125
A2 100 5,036 0,112 2,224 2,829 0,428
A3 5,100 0,160 3,137
B1 5,070 0,383 7,554
B2 80 5,063 0,348 6,873 7,586 0,595
B3 5,018 0,418 8,330
C1 5,021 0,555 11,054
C2 70 5,020 0,542 10,797 11,341 0,597
C3 5,044 0,614 12,173
D1 5,089 0,631 12,399
D2 50 5,015 0,652 13,001 12,860 0,333
D3 5,084 0,670 13,179
E1 5,082 0,649 12,771
E2 30 5,074 0,614 12,101 12,280 0,351
E3 5,138 0,615 11,970
F1 5,100 0,648 12,706
F2 20 5,001 0,682 13,637 13,588 0,701
F3 5,055 0,729 14,421
G1 5,065 0,722 14,255
G2 0 5,088 0,743 14,603 14,776 0,511
G3 5,081 0,786 15,469

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 4 apresenta os rendimentos obtidos nas extragdes realizadas com

diferentes proporcdes de etanol e agua como solventes. Observa-se uma clara

tendéncia de aumento no rendimento a medida que a proporgéo de agua na mistura

extratora aumenta. As menores eficiéncias foram registradas para as extragdes com

100% de etanol (grupo A), cujo rendimento médio foi de 2,83%. Por outro lado, os

maiores rendimentos foram observados no grupo G (0% etanol e 100% agua), com

valor médio de 14,78%. Essa diferenca pode ser atribuida a maior solubilidade de

substancias polares e hidrossoluveis, como polissacarideos, acidos fendlicos e outros

metabdlitos secundarios em sistemas aquosos. O Grafico 1 mostra a relagao inversa

entre a porcentagem de etanol e o rendimento.
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Grafico 1 — Grafico de barras do rendimento médio de cada nivel
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 SEPARACOES

Para o processo de separagcdo cromatografica, os extratos secos obtidos
foram completamente diluidos em solucdo hidroalcodlica a 50% (etanol:agua, v/v),
com o objetivo de se obter um perfil cromatografico representativo da composicao total
extraida. Apés a diluicao em 15 mL, as amostras foram transferidas para tubos Falcon
de mesmo volume, visando um armazenamento compacto. Em seguida, aliquotas
foram acondicionadas em frascos (vials) de 1 mL especificos para o cromatografo e
seladas com septos adequados para injecdo automatica das amostras, sendo
previamente filtradas com o auxilio de uma seringa, em filtros de membranas de 0,22

pm.
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5.2.1 Repetibilidade do Método Cromatografico

O cromatograma representado na Figura 10 refere-se a analise do padréao de
quercetina, realizada em triplicata e monitorada a 371 nm, comprimento de onda
caracteristico para detecgédo deste flavonoide, o qual foi utilizado na Farmacopeia
Brasileira (2019).

Figura 10 — Cromatograma construido para o padréao de quercetina lido a 371 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A repetibilidade foi avaliada por meio de trés inje¢gdes consecutivas de uma
solucdo padrao de quercetina a concentracéo fixa. Embora a RDC n° 166/2017 da
ANVISA recomende o uso de seis réplicas para validagdo completa de repetibilidade
em um unico nivel, o presente estudo apresenta dados preliminares com trés réplicas,
frequentemente utilizados para avaliagao de verificacdo de sistema e consisténcia da
resposta analitica. Os tempos de retencao obtidos foram 12,785; 12,790 e 12,787
minutos, com média de 12,7873 minutos, desvio padrao de 0,0025 e desvio padréo
relativo (%RSD) de 0,020%, evidenciando excelente estabilidade do sistema
cromatografico. As areas dos sinais foram 1.389.909; 1.399.107 e 1.402.577
unidades, com média de 1.397.198 e %RSD de 0,46%, demonstrando boa precisao

do detector e consisténcia na resposta analitica. Os parametros de precisdo foram
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calculados conforme recomendado pela Resolugao RDC n°® 166/2017 da ANVISA, que
orienta o uso do %RSD para expressar a repetibilidade, componente da avaliagéo da
precisdo de métodos analiticos (ANVISA, 2017).

A auséncia de sinais significativos antes e depois do tempo de retengao
principal sugere elevada pureza do padrao e seletividade do método cromatografico
para a quercetina, fatores fundamentais para a validagéo e a aplicagdo do método.
Além disso, a sobreposicdo quase perfeita dos sinais das trés réplicas reforca a
precisdo do sistema, contribuindo para a confiabilidade dos dados gerados nas
analises subsequentes.

O método de separacao foi aplicado em duplicata para cada uma das
amostras injetadas. A Figura 11 apresenta os cromatogramas sobrepostos das

amostras A1 e A1.1, réplicas cromatograficas da mesma amostra, monitorados a 371
nm.

Figura 11 — Cromatogramas de A1 (preto) e A1.1 (vermelho) sobrepostos,

monitorados a 371 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor

As amostras foram injetadas em duplicata e os perfis obtidos mostram uma

alta similaridade entre si, evidenciada pela correspondéncia nos tempos de retencéo
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e na forma dos sinais. Essa sobreposi¢cdo consistente indica que o método de
separagao apresenta boa precisao analitica, sendo capaz de gerar resultados
confidveis mesmo em diferentes execugdes. A estabilidade do sinal e a preservacao
do perfil qualitativo da amostra reforcam a robustez do método experimental utilizado,
0 que € essencial para a aplicagao do método em analises comparativas.

Para facilitar a demonstragcado dos resultados, € importante que se trabalhe
com dados representativos das réplicas para que ndo seja necessario o trabalho com
grandes volumes de dados. A Figura 12 apresenta a sobreposicdo dos
cromatogramas obtidos das réplicas A1, A2 e A3, todas realizadas com 100% de
etanol, e monitoradas a 371 nm. A semelhanga entre os perfis cromatograficos
demonstra uma boa repetibilidade do método de extracéo e analise, evidenciada pela
coincidéncia dos tempos de retencdo. A consisténcia observada nas trés réplicas
confirma que o procedimento adotado é confiavel, o que é especialmente relevante

em estudos que envolvem a comparagao entre diferentes condi¢cdes experimentais.

Figura 12 — Cromatogramas das réplicas do nivel A monitorados a 371 nm e

sobrepostos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Embora os cromatogramas das réplicas A1, A2 e A3 apresentem perfil
qualitativo semelhante, com alinhamento dos tempos de retengdo e padrdo de
distribuicdo dos sinais, observa-se uma variagao na intensidade/area dos sinais entre

as réplicas. Essa diferenca sugere que, embora o método apresente consisténcia em
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termos de separagdo dos constituintes, podem ocorrer variagées na eficiéncia de
extragdo ou no preparo das amostras que afetam a quantidade relativa dos analitos
extraidos ou injetados. Tais oscilagbes podem ser explicadas pela natureza da
amostra, a qual se trata de uma matriz mais complexa, envolvendo parametros como
diferenca de concentragdo entre as folhas utilizadas, efeitos de sazonalidade e
variacao de individuos na coleta.

As leituras das amostras A1, A2 e A3 a 235 nm foram realizadas com o
objetivo de ampliar a detec¢do de substancias presentes na matriz analisada, visto
que diferentes substancias apresentam absorcdo em comprimentos de onda
diferentes. Conforme observado na Figura 13, o perfil cromatografico obtido a 235 nm
€ consideravelmente diferente daquele observado a 371 nm, apresentando novos
sinais e alteracdes significativas nas intensidades relativas dos sinais. Isso indica a
presenga de substancias que absorvem fortemente nessa regiao do espectro, que nao
sao detectados ou sdo menos expressivos a 371 nm, onde a quercetina e outros
flavonoides costumam apresentar maxima absorgao. Assim, a analise em multiplos
comprimentos de onda enriquece a investigagdo quimica das amostras, permitindo
uma avaliagao mais abrangente do perfil fitoquimico e aumentando a sensibilidade do

método para substancias de diferentes naturezas quimicas.

Figura 13 — Cromatogramas das réplicas do nivel A monitorados a 235 nm e

sobrepostos.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
A sobreposigdo dos cromatogramas obtidos para a amostra A1 nos

comprimentos de onda de 371 nm e 235 nm permite uma avaliagdo comparativa
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detalhada quanto a seletividade do método e a diversidade de substancias presentes
na amostra. Como evidenciado na Figura 14, a leitura a 235 nm revela sinais com

intensidades significativamente mais elevadas em relagéo a leitura a 371 nm.

Figura 14 — Cromatogramas de A1 monitorados a 371 e 235 nm sobrepostos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Essa discrepancia sugere que certos constituintes da amostra possuem
estruturas que absorvem preferencialmente em 235 nm, como fendlicos mais simples
e outros metabdlitos secundarios ndo detectaveis ou menos expressivos a 371 nm,
onde a detecc¢do € mais direcionada a flavonoides como a quercetina. Dessa forma, a
sobreposi¢cao dos cromatogramas reforga a importancia da analise em multiplos
comprimentos de onda, ampliando a abrangéncia do perfilamento quimico da amostra

e evidenciando a complexidade do extrato analisado

5.2.2 Perfis Cromatograficos das Amostras A1 a G1

Apoés a verificagdo da consisténcia do método analitico, podemos avangar
para a analise comparativa dos perfis cromatograficos de todas as condi¢cdes de
extragdo. A Figura 15 expde os cromatogramas obtidos pela leitura nos diferentes
comprimentos de onda e sobrepostos, demonstrando a diferenca na escala de

intensidade entre as duas leituras.
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Figura 15 — Cromatogramas lidos a 371 e 235 nm e sobrepostos para os niveis A — G.
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Com o intuito de integrar visualmente os dados e evidenciar a progressao da
extragdo sequencial, foi elaborada a Figura 16, que contém os cromatogramas
sobrepostos de todos os niveis amostrais (A1 a G1), organizados ao redor do triangulo
representativo do planejamento de misturas. Cada grafico apresenta os sinais obtidos
a 235 nm (linha vermelha) e 371 nm (linha preta), destacando a evolugéo qualitativa
e quantitativa dos perfis cromatograficos ao longo do processo. Essa representacéo
grafica resume de maneira clara e objetiva a distribuicdo dos constituintes ao longo
das diferentes etapas, contribuindo para a visualizagdo integrada dos resultados e

fortalecendo a discussao sobre seletividade e eficiéncia do método empregado.

Figura 16 — Distribuigdo dos cromatogramas de A — G a 371 e 235 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A andlise dos cromatogramas obtidos a 235 nm revela a presencga de sinais

caracteristicos que ndo sao visiveis ou apresentam intensidade significativamente
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menor a 371 nm, indicando a predominancia de substancias com estruturas menos
conjugadas, como fendis simples, acidos organicos e outras substancias com anéis
aromaticos isolados. Esses sinais exclusivos ou mais intensos a 235 nm se distribuem
de maneira diferenciada ao longo dos niveis amostrais, refletindo a variagdo na
composi¢ao quimica extraida conforme o teor de etanol é reduzido e a polaridade do
solvente aumenta.

Em todos os extratos obtidos, observa-se uma maior diversidade de sinais,
com intensidades moderadas a elevadas na regido inicial do cromatograma (entre 2 e
5 minutos), sugerindo a presenga de substancias mais polares, menos retidos pela
fase estacionaria, com alguma absorg¢ao nessa faixa de comprimento de onda. Ja nos
extratos obtidos com maiores proporgdes de etanol (amostras A, B, C e D), observa-
se uma diversidade de sinais com intensidades elevadas na regido final do
cromatograma (entre 16 e 20 minutos), indicando substancias mais apolares, as quais
foram mais retidas pela fase estacionaria da coluna cromatografica, eluidas no final
da corrida, e com maior preferéncia de absorgdo a 235 nm. A Figura 17 expde o
cromatograma obtido para o extrato A e os respectivos espectros de absorgéo obtido
para os sinais no final da corrida, os quais foram associados a atividade bioldgica

demonstrado pelo extrato A.

Figura 17 — Cromatograma extraidos pelo soffware da Waters para o Extrato A e

espectros de absorgdo UV-Vis para os sinais majoritarios.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A medida que se aumenta a proporgao de agua no solvente (amostras D a G),

esses sinais entre 16 e 20 minutos deixam de ser registrados, ou entao sao registrados

com uma intensidade muito baixa. Ha, portanto, uma mudang¢a no padrao dos sinais

a 235 nm: alguns sinais desaparecem, enquanto outros mantem a intensidade. Além

disso, observa-se que os cromatogramas obtidos para os niveis E, F e G nao

apresentam diferencgas significativas entre os comprimentos de onda de 371 e 235nm,

sendo a principal distincdo a intensidade do sinal que € mais expressiva a 235 nm.

Esse comportamento reforca o papel do comprimento de onda de 235 nm como

ferramenta sensivel para monitorar a presenca e distribuicdo de fendlicos simples e

substancias hidrossoluveis ao longo do planejamento de misturas aplicado, além de

demonstrar a seletividade do sistema cromatografico frente a complexidade da matriz

vegetal analisada.
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5.3 ENSAIOS BIOLOGICOS DOS EXTRATOS

Apds a analise cromatografica, os extratos foram submetidos a uma série de

ensaios bioldgicos que serdo apresentados a seguir.

5.3.1 Atividade Antibacteriana e Antifungica

A Tabela 5 expde a concentragao inibitéria minima (CIM) e as concentragdes

bactericida e fungicida minimas (CBM e CFM).

Tabela 5 — Valores de CIM, CBM e CFM para os extratos.

CiM Efeito no Valor CBM

Amostras Microrganismos (ug/mL) de CIM (ng/mL)

S. aureus ATCC® 33591™ 125 Bacteriostatico  >1000
P. aeruginosa ATCC® 2742™ 1000 Bacteriostatico  >1000
C. albicans ATCC® 10231™ 1000 Fungistatico >1000

A
(100% EtOH)

S. aureus ATCC® 33591™ >1000 - -
P. aeruginosa ATCC® 2742™ 1000 Bacteriostatico  >1000
C. albicans ATCC® 10231™ 1000 Fungistatico >1000

B
(80% EtOH)

S. aureus ATCC® 33591™ >1000 - -
P. aeruginosa ATCC® 2742™ 1000 Bacteriostatico  >1000
C. albicans ATCC® 10231™ 1000 Fungistatico >1000

c
(70% EtOH)

S. aureus ATCC®33591™ >1000 - -
P. aeruginosa ATCC® 2742™ 1000 Bacteriostatico  >1000
C. albicans ATCC® 10231™ 1000 Fungistatico >1000

D
(50% EtOH)

S. aureus ATCC®33591™ >1000 - -
P. aeruginosa ATCC® 2742™ >1000 - -
C. albicans ATCC® 10231™ 1000 Fungistatico >1000

E
(30% EtOH)

S. aureus ATCC®33591™ >1000 - -
P. aeruginosa ATCC® 2742™  >1000 - -
C. albicans ATCC® 10231™ 1000 Fungistatico >1000

F
(20% EtOH)

S. aureus ATCC®33591™ >1000 - -
P. aeruginosa ATCC® 2742™  >1000 - -
C. albicans ATCC® 10231™ 1000 Fungistatico >1000

G
(0% EtOH)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A fim de investigar o potencial antimicrobiano dos extratos obtidos, foram
conduzidos ensaios para determinagédo da Concentragéao Inibitéria Minima (CIM), bem
como das concentragdes bactericida (CBM) e fungicida (CFM) minimas. Os testes
foram realizados utilizando cepas padrdo de duas linhagens bacterianas
(Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) e uma linhagem fungica
(Candida albicans). Essa etapa permite a identificacdo de extratos com atividade
antimicrobiana expressiva, contribuindo para a selecao de perfis extrativos com maior
potencial de aplicacdo terapéutica. Além disso, a correlagdo entre os perfis
cromatograficos previamente obtidos e os dados bioldgicos possibilita uma analise
integrada da composicgéao fitoquimica e da eficacia funcional dos extratos.

A avaliagéo da atividade antimicrobiana das amostras A a G frente aos micro-
organismos testados revelou um perfil de agdo predominantemente inibitério, sem
acao microbicida efetiva nas concentracbes avaliadas. Dentre as amostras
analisadas, a amostra A destacou-se por apresentar a menor CIM contra S. aureus
(125 pyg/mL), sugerindo uma atividade bacteriostatica significativa frente a esta cepa.
Além disso, essa mesma amostra exibiu efeitos bacteriostaticos e fungistaticos sobre
P. aeruginosa e C. albicans, respectivamente, com CIMs de 1000 ug/mL. As amostras
B, C e D também mostraram atividade bacteriostatica contra P. aeruginosa e
fungistatica contra C. albicans, embora com CIMs fixos em 1000 ug/mL e auséncia de
efeito sobre S. aureus. Por sua vez, as amostras E, F e G apresentaram atividade
exclusivamente fungistatica contra C. albicans, sem efeito detectavel frente as cepas
bacterianas. Em todos os casos, os valores de CBM e CFM foram superiores a 1000
Mg/mL, indicando que os extratos ndo promoveram a morte efetiva dos micro-
organismos nas concentragdes testadas. Esses resultados sugerem que, embora
algumas amostras apresentem potencial inibitério — especialmente frente ao fungo
testado —, novos estudos com concentragdes mais elevadas, fragoes purificadas ou
substancias isoladas se fazem necessarios para a investigacdo de um possivel efeito

microbicida.
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5.3.2 Atividade de Citotoxidez

O Gréafico 2 expde os resultados obtidos para a % viabilidade celular das
células tumorais 4T1 com o objetivo de investigar o potencial seletivo dos extratos
testados. A citotoxidez foi analisada em diferentes concentrag¢des (300, 150, 75, 37,

18,75 pg/mL) e propor¢des dos extratos de Casearia (A — G).

Grafico 2 — Graficos de barras representando a viabilidade celular (%) das linhagens

4T1 tratadas com diferentes proporgdes dos extratos, em diferentes concentragdes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi realizada analise estatistica por meio do teste de comparagdes multiplas
de Bonferroni, com o objetivo de verificar se havia diferengas significativas entre o
grupo controle (CN) e as diferentes concentragdes do extrato testado. Esse teste
permite identificar quais pares de grupos apresentam diferencas estatisticamente
significativas apds uma analise de variancia ANOVA. Os resultados obtidos indicaram
que diversas concentragcdes do extrato diferiram significativamente do controle,
especialmente nas maiores concentracbes. Para representar visualmente essas
informagdes, foram adicionados asteriscos nos graficos de barras, os quais indicam o
nivel de significancia estatistica: p < 0,05 (), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), e p < 0,0001
(****). Essa representacao reforca os efeitos dependentes da concentragao sobre a
viabilidade celular observados nos diferentes tratamentos.

Dentre as amostras testadas, o extrato A (100% etanol) foi o que apresentou
maior atividade citotoxica frente as células tumorais 4T1, promovendo uma diminuigao
significativa da viabilidade celular em todas as concentragdes avaliadas (300 a 18,75
Mg/mL), com significancia estatistica altamente expressiva (****p < 0,0001) em
comparagao com o controle. As formulagbes B, C e D, contendo proporgdes

decrescentes de etanol, também reduziram a viabilidade celular de forma significativa,
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porém com intensidade progressivamente menor a medida que a proporg¢ao de etanol
diminuia.

Em contraste, os extratos com predominadncia de agua (E, F e G)
apresentaram atividade citotdxica reduzida ou ausente frente as células 4T1. Os
extratos E (30% etanol) e F (20% etanol) ndo promoveram nenhuma redugao
significativa da viabilidade celular, mantendo os niveis de viabilidade préximos aos do
controle negativo. Ja a formulacdo G (0% etanol) apresentou leve diminuigdo da
viabilidade nas concentragbes mais altas (300 e 150 pg/mL), com significancia
estatistica (**p < 0,01), mas ainda assim manteve viabilidade acima de 80%.

Adicionalmente, foi realizado um ensaio de viabilidade com fibroblastos L929,
utilizando o extrato A, com o objetivo de avaliar a citotoxidez frente a células n&o
tumorais, Grafico 3. Observou-se que o extrato também reduziu a viabilidade dos
fibroblastos em concentragcbes mais elevadas, com diferenca estatistica significativa,
embora mantendo maior viabilidade celular que a observada nas células 4T1 em todas

as concentragoes.

Grafico 3 — Graficos de barras representando a viabilidade celular (%) das linhagens

nao tumorais L929 e das linhagens 4T1 tratadas com o extrato A (100% etanol).
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5.3.3 Atividade Antileishmania

A Tabela 6 apresenta os valores de concentracédo inibitoria média (ICso) frente
as formas promastigota e amastigota de Leishmania amazonensis, a concentragéo
citotoxica média (CCso) em macrofagos e o indice de seletividade (IS) das amostras

testadas.

Tabela 6 — Valores obtidos de |ICso (promastigota e amastigota), CCso (macrofagos

peritoneais) e IS para os extratos testados.

Promastigota Toxidez em macréfagos Amastigota

Amostra e " ig/mL) (CCso -pg/mL) (ICso -pgimL) 'S
A 1,59 + 0,03 21,42 +2,88 8,82+0,433 2,42
B 47,07+ 19,61 31,72 + 5,24 2202+156 1,44
C 24,20 + 9,9 32,62 + 4,78 2546+194 1,28
D 49,94 +0,23 65,92 + 4,78 49,87 3,66 1,32
E >100 >150 >100 i
F >100 >150 >100 i
G >100 >150 >100 i

Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliacdo da atividade antileishmania demonstrou que os extratos de
Casearia selloana apresentaram perfis distintos de acédo frente as formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis. A amostra A foi a mais
ativa, com valor de ICsp igual a 1,59 + 0,03 pg/mL para promastigotas e 8,82 + 0,433
Mg/mL para amastigotas. As amostras B, C e D também apresentaram atividade
moderada, com ICso entre 22 e 50 ug/mL para amastigotas. As amostras E, F e G nao
apresentaram atividade significativa (ICso > 100 pyg/mL para ambas as formas).

No ensaio de citotoxidez com macréfagos peritoneais, a amostra A também
apresentou a maior toxidez (CCso = 21,42 + 2,88 ug/mL), enquanto as amostras E, F
e G apresentaram baixa ou nenhuma toxidez (CCso > 150 upg/mL). O indice de
seletividade (IS), calculado a partir da razdo entre CCso e ICso frente as formas
amastigotas, indicou que a amostra A possui o melhor perfil (IS = 2,42), seguida das
amostras B, C e D (IS entre 1,28 e 1,44).
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5.4 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

As proximas segdes estdo dedicadas a discussao dos resultados obtidos

para as etapas de maior relevancia do presente trabalho.

5.4.1 Método Cromatografico

Durante a analise cromatografica das amostras A1 a G1 por CLAE-DAD, foi
adotado inicialmente o comprimento de onda de 371 nm, conforme sugerido na
Farmacopeia Brasileira (2019) para a detecgdao de flavonoides totais utilizando
quercetina como padrao. No entanto, os cromatogramas obtidos a este comprimento
de onda apresentaram sinais de baixa intensidade em todos os extratos, sugerindo
que flavonoides do tipo quercetina ndo estdo presentes em concentragdes
significativas ou nao representam os constituintes majoritarios nos extratos obtidos.

Por outro lado, os sinais registrados a 235 nm revelaram maior complexidade
e intensidade cromatografica, indicando a predominancia de substancias que
absorvem luz nesta faixa do espectro. Essa observacao estda de acordo com a
literatura, a qual relata que fendlicos simples, taninos hidrolisaveis, acidos fendlicos
(como acido galico e ferulico), lignanas e cumarinas possuem bandas de absorgao
intensas proximas a 230-270 nm (Mwelasi, 2015; Rajhard et al., 2021). Assim, a baixa
resposta a 371 nm evidencia uma limitagdo importante do método original, que se
mostra especifico para uma classe restrita de flavonoides altamente conjugados, mas
minimamente sensivel a diversidade de fendlicos possivelmente presentes.

Além disso, Rajhard et al. (2021) demonstraram que a absor¢édo UV de
flavonoides e outros polifendis varia significativamente em fungcdo do tipo de
substituicdo na estrutura e da polaridade do meio. Esses autores destacam que
substancias como luteolina, catequina e acido galico apresentam perfis espectrais
distintos em diferentes solventes, reforcando a importancia de multiplas faixas de
monitoramento para uma analise fitoquimica mais abrangente. Mwelasi (2015)
também apontou que a aplicagdo de métodos baseados exclusivamente em padrdes
como a quercetina pode levar a subestimagao da presenca de outros constituintes
bioativos relevantes.

Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que o método de leitura Unica a

371 nm é inadequado para a identificagéo de classes de fitoquimicos de interesse nos



59

extratos de Casearia selloana. Recomenda-se, portanto, a ado¢cdo de abordagens
com leitura em multiplos comprimentos de onda, especialmente entre 230 e 280 nm,
e a inclusdo de diferentes padrboes representativos das classes fendlicas mais
provaveis, como acido galico, acido clorogénico e catequina. Essa estratégia
proporcionaria uma visao mais precisa e representativa da composigao fitoquimica
dos extratos analisados.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi conduzida utilizando uma
coluna de fase reversa C18, sob eluigdo em gradiente com fase mével composta por
agua acidificada com 1% de acido férmico e metanol. O programa de eluigao envolveu
fases constantes e com variagdes lineares, gradiente segmentado com tempo total de
analise de 21 minutos. Esse sistema promove separacao eficiente de fendlicos,
polares e apolares, com eluigdo progressiva conforme a afinidade relativa com a fase
estacionaria. Como esperado para um sistema em fase reversa, substancias mais
polares tendem a eluir nas primeiras regides do cromatograma, enquanto os mais
apolares, que interagem mais intensamente com a coluna, eluem mais tardiamente.

Em A, B, C e D observam-se nos cromatogramas obtidos a 235 nm, um
agrupamento significativo de sinais entre 16 e 20 minutos, 0 que sugere a presenca
de substancias de carater apolar como flavonoides metoxilados, terpenoides apolares
ou fendlicos de cadeia longa. Adicionalmente, a regiado inicial (entre 2 e 6 minutos)
mostra de intensidade variavel entre os grupos, compativeis com substancias mais
polares, como acidos fendlicos de baixa massa molar ou flavonoides glicosilados, que
sdo mais soluveis em agua e tém baixa retencdo em colunas C18

Nos cromatogramas obtidos a 235 nm para os extratos E, F e G, observa-se
um perfil contrastante ao dos extratos A, B, C e D. A medida que se aumenta a
propor¢cao de agua na mistura extratora, ha um aumento expressivo na intensidade
dos sinais entre 8 e 14 minutos de tempo de retencdo. Essa faixa intermediaria da
corrida cromatografica € compativel com substancias de maior polaridade, como
acidos fendlicos simples, flavonoides glicosilados e outras substancias hidrossoluveis.
A extragdo mais eficiente desses constituintes em solventes mais aquosos esta de
acordo com sua natureza quimica e maior afinidade com fases méveis de carater
polar. Além disso, nota-se a auséncia de sinais relevantes apos os 16 minutos,
indicando que substancias apolares — retidas por mais tempo na coluna C18 — estao
ausentes ou em baixissimas concentracbes nesses extratos. Esses resultados

reforcam que a polaridade da mistura extratora exerce papel determinante na
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seletividade do perfil fitoquimico obtido, permitindo discriminar classes de metabdlitos
conforme sua solubilidade.

Do ponto de vista quimico, a composi¢ao polar do eluente A (agua + acido
férmico) favorece a eluigdo inicial de substancias hidrossoluveis, enquanto o metanol
(mais apolar) contribui para arrastar substancias retidas no final do gradiente. A
acidificacdo da fase moébvel é estratégica, pois promove protonagdo de grupos
ionizaveis dos fendlicos, melhorando a simetria dos sinais e reduzindo interacoes
indesejadas com grupos silandis residuais da coluna. Dessa forma, o perfil
cromatografico obtido esta coerente com a matriz vegetal analisada, que é rica em
fendlicos de diferentes polaridades, mas supostamente ndo possui flavondis livres em
destaque. A abordagem por gradiente e leitura a multiplos comprimentos de onda

mostrou-se essencial para a revelacdo completa do espectro quimico dos extratos.

5.4.2 Ensaios Biolégicos

A seguir, os resultados obtidos para os ensaios bioldgicos serdo discutidos e
comparados com informagdes da literatura para verificar sua eficiéncia frente a

formulagdes atualmente empregadas para combater aos referidos agentes patégenos.

5.4.2 .1 Atividade Antimicrobiana

A triagem bioldgica de extratos brutos € considerada uma etapa essencial na
prospeccao de novos farmacos, pois permite identificar amostras com atividade
relevante que poderao ser estudadas em profundidade. De acordo com Rios e Recio
(2005), os extratos de plantas ndo apenas tém sido historicamente utilizados no
tratamento de infecgbes, como também representam uma importante base para o
isolamento de novos principios ativos. Kuete (2010) reforga que a atividade
antimicrobiana in vitro de extratos vegetais constitui um dos melhores indicadores
iniciais de valor terapéutico, justificando sua investigacdo sistematica para a
descoberta de medicamentos.

Entre os extratos avaliados, apenas o extrato A apresentou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, com valor de CIM igual a 125 pg/mL,
caracterizando um efeito bacteriostatico. Segundo Kuete (2010), extratos vegetais

com CIM entre 100 e 500 pg/mL séo considerados moderadamente ativos, o que
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confere destaque ao extrato A em relagdo aos demais, que foram inativos (CIM > 1000
Mg/mL). Embora os valores de CIM para antibiéticos de referéncia como a vancomicina
sejam muito inferiores (0,5 a 2 pg/mL), resultados como este sdo promissores em
ensaios com extratos brutos (Wiegand et al., 2008).

Para Pseudomonas aeruginosa, os extratos A, B, C e D também
apresentaram os menores valores de CIM (1000 pg/mL), embora ainda classificado
como pouco ativo, segundo os critérios de Kuete (2010), que considera CIM > 500
pMg/mL como fraca atividade. Os demais extratos foram inativos ou apresentaram
mesmo valor limite (CIM > 1000 pg/mL). Essa baixa atividade pode ser atribuida a
elevada resisténcia intrinseca de P. aeruginosa, que apresenta membrana externa
seletiva e sistemas de efluxo que dificultam a agdo de produtos naturais (Kuete. 2010).

No caso de Candida albicans, todos os extratos exibiram efeito fungistatico
com CIM = 1000 ug/mL. Apesar da baixa poténcia observada, esses resultados
sugerem a presenca de metabdlitos com algum efeito inibitério sobre a levedura.
Possamai Rossatto et al. (2021) mostraram que fendlicos puros como acido elagico
apresentam valores de CIM muito inferiores (0,125-64 pg/mL), o que reforga a
hipétese de que a confecgao fracionada dos extratos, com variedade de polaridade
de solvente, pode revelar substancias mais ativas com potencial antifungico.

Para avaliar o potencial dos extratos de Casearia selloana, os valores de CIM
obtidos foram comparados com os de farmacos antimicrobianos de referéncia. No
caso de Staphylococcus aureus, o extrato A apresentou uma CIM de 125 pg/mL,
enquanto a vancomicina, um dos antibiéticos de referéncia para cepas Gram-
positivas, apresenta CIM variando de 0,5 a 2 ug/mL (Wiegand et al., 2008). Embora o
valor do extrato seja significativamente superior ao do farmaco, ele ainda é
considerado moderadamente ativo segundo critérios estabelecidos por Kuete (2010).

Para Pseudomonas aeruginosa, o extrato A apresentou CIM de 1000 pg/mL.
Em comparagao, a ciprofloxacina, um antibiético de amplo espectro utilizado contra
essa bactéria, possui CIM entre 0,25 e 1 ug/mL (Kuete, 2010). Esse resultado
evidencia a menor atividade do extrato frente a microrganismos Gram-negativos,
possivelmente devido as barreiras estruturais e mecanismos de efluxo presentes
nesses patdgenos.

Em relagdo a levedura Candida albicans, todos os extratos (A a G)
apresentaram CIM de 1000 ug/mL, com acgao fungistatica. O fluconazol, antifungico

de referéncia, apresenta CIM entre 0,25 e 64 ug/mL para essa espécie (Possamai
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Rossatto et al., 2021). Embora os extratos brutos tenham apresentado menor
poténcia, estudos com substancias isoladas, como o acido elagico, demonstraram
CIM entre 0,125 e 64 pg/mL frente a cepas de Candida, indicando que a fragcao
bioativa pode estar presente e concentrada em niveis reduzidos nos extratos
(Possamai Rossatto et al., 2021).

Os dados obtidos com os extratos de Casearia selloana revelam um potencial
bioldgico modesto na forma bruta, com destaque para o extrato A, que apresentou
atividade antimicrobiana frente a S. aureus e P. aeruginosa. Embora os valores de
CIM observados ainda estejam consideravelmente acima dos apresentados por
antibidticos comerciais como vancomicina e ciprofloxacino, eles indicam a presenca
de metabdlitos secundarios com possivel atividade biolégica. Além disso, o efeito
fungistatico observado contra C. albicans por todos os extratos sugere que fendlicos
ou terpenoides presentes em sua composicao podem estar contribuindo para essa
acao, conforme ja relatado na literatura (Carvalho et al. 2010; Oberlies et al., 2002;
Xia et al., 2014). A comparagédo com substancias isoladas como acido elagico reforga
a importancia da continuidade dos estudos, com objetivo de identificar constituintes

com maior atividade antimicrobiana e antifungica.

5.4.2.2 Atividade Citotoxica contra células tumorais 4T1

As células 4T1 constituem um modelo amplamente utilizado para o estudo do
cancer de mama triplo-negativo (TNBC), caracterizado pela auséncia de expressao
de receptores hormonais e pela elevada agressividade clinica (Pulaski E Ostrand-
Rosenberg, 2000). Este modelo é particularmente relevante para a avaliagdo de
terapias anticancer devido a sua capacidade de metastatizar espontaneamente para
multiplos 6rgaos, de forma analoga ao comportamento da doenga em humanos.
Considerando a limitada eficacia dos tratamentos convencionais para o TNBC, a
busca por novas alternativas terapéuticas, como substancias derivadas de produtos
naturais, tem ganhado destaque. Extratos vegetais como os de Petiveria alliacea e
Caesalpinia spinosa tém demonstrado capacidade de reduzir a viabilidade celular e
modular a resposta imune em modelos de cancer de mama (Lasso et al., 2023). Nesse
contexto, os resultados obtidos com os extratos de Casearia selloana reforgcam a
relevancia da investigacao fitoquimica e biologica de espécies vegetais como fontes

de novos agentes bioativos com potencial terapéutico para o tratamento do TNBC.
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Os dados obtidos indicam que os extratos de Casearia selloana apresentam
efeitos citotoxicos fortemente dependentes da composic¢ao do solvente de extragao. A
atividade antitumoral mais expressiva foi observada nos extratos com maior proporgao
de etanol (A, B, C e D), o que sugere que substancias bioativas com agéao citotoxica
sdo extraidas preferencialmente por solventes menos polares. O extrato A, em
especial, reduziu significativamente a viabilidade das células tumorais 4T1,
alcangando valores inferiores a 20% de viabilidade, mesmo em baixas concentragdes,
0 que o destaca como 0 mais promissor dentre os testados.

Por outro lado, os extratos obtidos com predominancia de agua (E, F e G) nédo
demonstraram atividade citotoxica relevante, mantendo os niveis de viabilidade celular
elevados. Esses dados reforcam o papel predominante do etanol na atividade
antitumoral observada, sugerindo que sua auséncia ou presenga em baixas
propor¢cdes compromete significativamente o potencial citotéxico dos extratos frente
as células tumorais 4T1. A expressiva atividade citotoxica observada nos extratos com
maior propor¢cdo de etanol pode estar diretamente relacionada a presenca de
substancias bioativas extraidas preferencialmente por solventes menos polares.

No entanto, a eficacia de um extrato citotoxico frente a células tumorais perde
seu valor terapéutico caso ele também afete negativamente células saudaveis. Por
esse motivo, foi realizado um ensaio adicional utilizando fibroblastos L929, uma
linhagem de células ndo tumorais, com o extrato A — aquele que apresentou os
melhores resultados contra as células 4T1, Grafico 3. Esse teste é fundamental para
avaliar a seletividade do extrato, ou seja, sua capacidade de agir preferencialmente
sobre células cancerigenas sem comprometer a viabilidade das células normais. Tal
seletividade é um requisito essencial para o desenvolvimento de substancias com
potencial uso farmacoldgico seguro e eficaz.

O ensaio com fibroblastos L929 revelou que o extrato A também foi citotoxico
para células ndo tumorais em concentragcbes mais altas (300, 150 e 75 pg/mL).
Entretanto, em concentragdes mais baixas, especialmente a 18,75 ug/mL, observou-
se uma importante seletividade do extrato: houve reducéo significativa da viabilidade
das células tumorais, enquanto as células L929 mantiveram viabilidade préxima aos
valores do grupo controle. Esse perfil de acdo sugere que, em doses adequadas, o
extrato A pode apresentar potencial seletivo contra células tumorais, caracteristica
desejavel no desenvolvimento de novas substancias bioativas. Como destacado por

Mosmann (1983), a reducgéo da atividade mitocondrial detectada pelo ensaio de MTT
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€ um indicativo confiavel de viabilidade celular comprometida, reforgando a validade
dos dados obtidos. Assim, os resultados justificam a continuidade dos estudos com o
extrato A, com foco no fracionamento e isolamento de substancias, visando a
identificacdo de moléculas com maior seletividade e atividade antitumoral, que
possam vir a compor estratégias terapéuticas mais seguras e eficazes.

Comparando com substancias isoladas da literatura, observa-se que o (3-2-
himachalen-6-ol, extraido de do 6leo essencial de Daucus carota (Linnaeus) ssp,
apresenta ICso de 7 uyg/mL frente a células 4T1 (Taleb et al., 2016). Embora os extratos
brutos de Casearia selloana nao tenham atingido tais valores, os dados obtidos
indicam uma atividade relevante em extratos complexos, os quais frequentemente
apresentam acdes combinadas e menos potentes que substancias puras. Segundo
De Mesquita et al. (2016), extratos vegetais com ICs0 abaixo de 30 ug/mL frente a
linhagens tumorais podem ser considerados promissores, especialmente se

apresentarem seletividade.

5.4.2.3 Atividade Antileishmanial

Os extratos de Casearia selloana apresentaram atividade leishmanicida
variavel, com destaque para o extrato A, que exibiu potente inibicdo das formas
promastigotas (ICso = 1,59 pg/mL) e amastigotas (ICso = 8,82 ug/mL) de Leishmania
amazonensis. O indice de seletividade (IS = 2,42) ndo apresentou um valor alto o
suficiente para considerar que o extrato A é efetivo contra as formas promastigotas e
amastigotas sem que cause danos as células de macréfagos peritoneais. Estudos
anteriores consideram extratos com ICso < 50 yg/mL frente a formas amastigotas
como ativos e com potencial farmacoldgico (Bezerra et al, 2006). Nesse contexto, a
amostra A pode ser considerada uma candidata inicial a investigagao. As amostras B,
C e D, embora apresentem valores de ICso mais elevados, mantiveram IS superior a
1. A atividade observada pode estar associada a presenca de substancias lipofilicas
bioativos, como diterpenos e lignanas, conhecidos por seu potencial antiparasitario e
amplamente relatados em espécies do género Casearia (Xia et al, 2014).

Por outro lado, os extratos E, F e G mostraram auséncia de atividade
significativa (IC5, > 100 ug/mL) e baixa toxidez celular. Esses resultados sugerem que
as substancias leishmanicidas presentes na espécie vegetal em estudo estdo

concentrados nas fragbes obtidas com maior teor etandlico. Esse comportamento
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pode ser atribuido a polaridade dos solventes utilizados na extragcdo, fator
determinante na obtencédo de metabdlitos secundarios bioativos (Kanokmedhakul et
al., 2005; Xia et al., 2014).

5.4.3 Correlagao entre Atividades Bioldgicas, Classes Fitoquimicas e Dados

Espectroscopicos em Espécies do Género Casearia

Os resultados bioldgicos obtidos neste estudo com extratos hidroacodlicos de
Casearia selloana indicam um perfil de atividade compativel com o que é descrito na
literatura para espécies do mesmo género, especialmente no que se refere as
atividades antimicrobiana, antifungica, citotoxica e antileishmania. Estudos
etnofarmacoldgicos e fitoquimicos prévios ja mostraram que diversas espécies de
Casearia possuem substancias bioativas relevantes, como diterpenos clerodanos,
lignanas, flavonoides, acidos fendlicos e naftoquinonas, os quais tém sido
relacionados a diferentes propriedades farmacoldgicas (Xia et al., 2014,
Kanokmedhakul et al., 2005).

Entre os principais constituintes relatados, os diterpenos clerodanos sao
caracteristicos de varias espécies de Casearia e tém sido associados a atividade
antimicrobiana e antiparasitaria, incluindo ag¢des contra Leishmania spp. e
Staphylococcus aureus (Xia et al., 2014). As lignanas, por sua vez, possuem atividade
citotoxica bem documentada, com mecanismos frequentemente relacionados a
inducao de apoptose e interferéncia em vias oxidativas celulares. Ja os flavonoides,
amplamente distribuidos em plantas medicinais, sao reconhecidos por sua agao
antioxidante, antimicrobiana e antifungica, especialmente contra cepas de Candida
albicans, como demonstrado para Casearia sylvestris (Lemos et al., 2020; Possamai
Rossatto et al., 2021).

Como observado nos resultados biolégicos, os extratos com maior teor
etandlico (A a D) apresentaram as atividades mais expressivas, o que é compativel
com a maior solubilidade de flavonoides, diterpenos e lignanas em solventes de
polaridade intermediaria. Esse padrao ja foi descrito para outras espécies do género,
como C. sylvestris, C. tomentosa e C. esculenta, cujos extratos etandlicos concentram
a fragdo bioativa responsavel pelas atividades antimicrobianas, anti-inflamatérias e
antiparasitarias (Xia et al., 2014; Oberlies et al., 2002; Lemos et al., 2018). Dessa

forma, os dados obtidos neste estudo, associados as evidéncias fitoquimicas e
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espectrais, indicam que as atividades observadas nos extratos de C. selloana podem
estar relacionadas a presenca de diterpenos, lignanas e flavonéis menos conjulgados.

A analise dos espectros UV-Vis obtidos por CLAE-DAD para os extratos de
Casearia selloana revelou a presenca de sinais caracteristicos de diterpenos
clerodanicos, como demonstrado por Carvalho et al. (2010), que identificaram
diterpenos clerodanicos - casearina B e composto 1b em diferentes érgaos de C.
sylvestris, relacionando esses perfis com atividades citotoxica e antiparasitaria

previamente descritas para esses metabalitos.

Figura 18 — a) espectro no UV do sinal relativo a casearina B no cromatograma do
extrato etandlico de folhas e modelo diénico com ligagdes duplas em C12 e C14. b)
espectro no UV do sinal relativo ao diterpeno 1b do extrato etandlico de raizes e

modelo diénico com ligagdes duplas em C13(16) e C14.
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Fonte: Carvalho et al. (2010).

Em C. sylvestris, diterpenos do tipo casearina, contendo um dieno conjugado
posicionado entre os carbonos C12 e C14, apresentaram Amax entre 232—-235 nm. Ja
o diterpeno 1b, com dieno deslocado para C13(16) /C14, mostrou absor¢do em
comprimentos de onda ligeiramente inferiores (223—-229 nm), atribuida ao menor grau

de conjugacgao do sistema cromaoforo (Carvalho et al. 2010).
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Nos dados experimentais de C. selloana, os trés ultimos sinais
cromatograficos (tR = 17,45; 18,02; e 18,51 min) exibiram espectros com Amax em
2344 nm, 221,5 nm e 233,3 nm, respectivamente. O primeiro e o ultimo s&o
compativeis com os valores descritos para as casearinas e sugerem a presenga de
diterpenos clerodanicos com dieno conjugado em C12-C14. Por outro lado, o
segundo sinal, com absor¢dao maxima em 221,5 nm, aproxima-se do perfil espectral
do diterpeno 1b, indicando a possivel ocorréncia de uma estrutura com menor
conjugagao eletrénica (Carvalho et al. 2010).

Esses resultados reforcam a hipétese de que C. selloana compartilha padrdes
estruturais semelhantes aos encontrados em outras espécies do género, como C.
sylvestris, especialmente no que diz respeito a presenga de diterpenos clerodanicos
com variagdes no sistema diénico. A semelhanca nos perfis espectrais aponta para
uma possivel conservagao biossintética dessas estruturas dentro do género Casearia,
0 que pode ter implicagdes relevantes no estudo de suas atividades bioldgicas e

potencial farmacologico.



68

6 CONCLUSOES

O presente estudo buscou investigar o perfil fitoquimico e a atividade biolégica
de extratos das folhas de Casearia selloana preparados com diferentes proporcoes
de etanol e agua. A analise cromatografica por CLAE-DAD demonstrou que a escolha
do comprimento de onda influencia fortemente a detec¢ao das substancias presentes.
Os sinais mais intensos e representativos foram observados a 235 nm, sugerindo a
predominéncia de substancias mais apolares. A separagdo por CLAE, utilizando
gradiente de polaridade com fase reversa, permitiu a visualizagao de perfis quimicos
distintos entre os extratos, conforme se alterava a composi¢cao do solvente extrator.
Extratos preparados com maior proporc¢ao de etanol apresentaram maior conteudo de
substancias apolares, enquanto solventes mais aquosos favoreceram a extracéo de
metabolitos polares. Tais resultados evidenciam o papel crucial da polaridade da
mistura extratora na seletividade e composicdo quimica dos extratos vegetais.
Ressalta-se que o método adotado foi inicialmente voltado a quantificagdo de
flavonoides totais, utilizando quercetina como padrdo. No entanto, a baixa
representatividade dessas substancias na amostra revelou uma limitagdo da
abordagem, sugerindo que a separagao cromatografica poderia ter sido mais eficiente
se adaptada a natureza quimica predominante do extrato.

Nao foi necessario realizar a construcao de modelos matematicos de misturas
para observar e prever o comportamento do sistema nas diferentes condigbes de
extragao, uma vez que os resultados biolégicos obtidos demonstraram de forma clara
que o nivel A, mais apolar, foi o0 que apresentou a melhor resposta. Essa tendéncia foi
observada tanto nos ensaios de citotoxidez frente as células tumorais murinas 4T1
quanto nos testes antiparasitarios realizados com Leishmania amazonensis, em que
o extrato A apresentou os menores valores de ICso, evidenciando maior atividade
bioldgica. Assim, a escolha das condi¢des 6timas de extragao pdde ser feita com base
direta nos dados experimentais, simplificando a interpretacdo e reforcando a
aplicabilidade do método proposto. Nos ensaios microbiolégicos, o extrato A
destacou-se por apresentar atividade antimicrobiana moderada contra
Staphylococcus aureus, com CIM de 125 ug/mL, indicando um potencial
bacteriostatico relevante. Contra Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, os

extratos apresentaram atividade fraca ou limite, mas indicam a presenca de
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substancias com potencial bioativo a ser melhor investigado por meio de
fracionamento e isolamento.

Além disso, destaca-se o aspecto ambientalmente favoravel das analises
realizadas. Os extratos foram preparados com misturas de etanol e agua, dois
solventes reconhecidamente menos toxicos e mais sustentaveis em comparagao com
solventes organicos halogenados ou derivados do petréleo. O etanol, por exemplo, é
classificado como um solvente verde, por ser biodegradavel, de baixa toxicidade,
obtido de fontes renovaveis e amplamente aceito em aplicagdes farmacéuticas e
alimenticias (Capello et al., 2007). Essa escolha esta alinhada aos principios da
Quimica Verde, minimizando o impacto ambiental dos processos quimicos e tornando
os métodos aplicados ndo apenas eficazes, mas também ambientalmente
conscientes.

De maneira geral, os resultados reforcam o potencial fitoquimico e
antimicrobiano de Casearia selloana, apontando para a importancia de estratégias
analiticas abrangentes e condicdes de extracdo otimizadas para revelar sua
diversidade quimica e funcional. Estudos futuros devem focar no isolamento de
substancias especificas, avaliagdo de sinergismo entre constituintes e testes in vivo

para confirmagao do potencial terapéutico identificado neste trabalho.
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ANEXO A — Parecer CEUA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUI7 DE FORA
COMISSA0 DE ETICA NO US0 DE ANIMALS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS (CEUA) da PRUO-REITORIA DE
PESQUISAUFJF, em reunio realizada em 08052018, analisoy o protocolo
re QOH2018 intitulade "Manutergdo da infectividade dag copes de loishmania 2p
sfrawés do paseagens am camundongos BALB/R® projeto de pesquisa sob a
rasponsablidade de Elane Soares COIMDMA e colabiiagan de Ayla das Ghagas
Almeida e Juliana da Trindade Granaio a ser realizado ne pericdo da 01/01/2010 a
31/12/2021, Por estar de acords com e Principios Elicos na Experimantacio Animal,
adotados pelo Conselho Nasional de Controle de Experimentacad Animal [CONCEA).
fol aprovade pela CEUA. Serdo uilizadoa 24 feméas de Camundongo isogénico
BALEYe de 4.6 semanas, projet o ser raalzado no biotério Localizado no Centro da
Biplogiz da Reprodugan(CBR) no Campus da Uriversidade Federal de Juiz de Fora.
) prazo de valtade desse cerificado & equivalente a vigSncia do projelo promogayel
por mass um ang, desds gue seja enviada jushificaliva a CEUA durarte a vigéncia do
projeto de acords eom ofiantagan tacnica do CONGEA,

CERTIFICATE

We certify that the protocol no. 00202018 - CEUA about "Manutengde da infeciividads
das vepas de leisfrnania sp abrawds de passagens em camundongos BALBC" under
respensability of Elaine Scares Comnbra and collabaraton of Ayla das Chagas
Almesda and Jutana da Trindade Granato £ in agreament with the Ethical PrinCiples
in Animal Research adopted by Brazilian Council for Gontrel of Arimal Expenmentation
(Cencea) ond was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UF JF = ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CELA) in 08/04/20178. Far the cevelopment
of this research 24 mice of lineage BALD/C (24 females) of 4-5 week old, will be
delivered as requested in the perod peried of 01/01/2019 to 12/31/2021. The Projact
will ba parformead at Biclegy Rerroduction Center lacated at Federal University of JuZ
de Fora The term of vailidity of this cenificate might be extended for one more year by
means of justification during the period of vality,

Juiz de Fora, 049 de Malo de 2018
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ANEXO B - Parecer CEUA

SERVICO PUELICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USD DE AMIMALS - CEUA

CERTIFIGCADO

Cartficamos que ¢ pratocolo 0. 0072018 = CEUA sobre "Avaliagao da citotoxicidade i1 vilro
de compastos sintéticos ou naturais em macrdfagos partoneais de camundanges BALE/,
refarantes aos lotes 2019 2020 & 20217 projeto de pesquess sob @ responsabilidade de
Elaine Seares Coimbra a colaboragdo de Ayla das Chagas Almeida ¢ Juliana da Trindade
Granato, c3th do acordo cam o5 Principios Cticos na Exparimantagdo Animal, adetados pelo
Consalho kactonal da Contrale do BExvpanmertacis Arimal (CONCEA], 8 foi aprovado pela
COMISSAD DE ETICA NO USO DE AMIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISAURJF em reunidc realizada em 030472018, Para o desenvolamenio da
pesquisa serdo whlcados 108 fémeas sendo Camunidongc isogdnice BALE'C do 45
samanas, projeto a ser realizeds no biotgrio localizado no Institute de Cigncias Biologicas,
Departamante de Parazitclogiz, Micrabiologia & Imunciogia, da Universiclade Federal de= Juiz
da Fora, conforma enbcitado & que seran uiiizados ne perfedo 1012019 & S1M&2021, O
crazo oe validade desse certficado € equivalente a vigénoa do projeto prorogavel por mas
um ane, desds gua asja anviads justficativa 3 CEUA durante 3 vigdneia de prajets,

CERTIFICATE

We certify that protocel no. DO7/2018 - CEUA on "Evaluatian of the iy viro cytotoxicity of
eynfhetic or natural compounds in perfonzal macrophages of BALE [ ¢ mice. Tor 11
2092020 and 20217, resedrch pigiec under the espensitility of Claine Soargs Coimbra
Ayle collaberation of Chagas Almeida ond Juliana da Trindade (Stanate, ig in acrardance
wifly fha Ethical Prngiplas on Animal Expermentation, adoed by e Natonal Coundil fog
Cortral of Animal Experimentation (SONCER), and was spproved by the ANIMAL ETHICS
COMMISSION (CEUAY of PRO- REITORLA DE PESQUISA / UFJF at a meating hald an
0432015, Fer the development of the research, 108 femalas will be used, being a BALE/ C
isopenic mouse of 4-6 weeks, a projec to be earried out in the laboratory locatad &t tha
Institute of Bislegical Sciencas Dapartment of Parasitology, Microbinlogy and Immunalogy,
Faderg Univerzity of Juiz de Fora, according to and will o2 used in the perod 01/01/2013 1o
1213172021, The torm of validity of this certficate is cquivalert to the validdy f the project
extendabla for ancther vear, providad that justifiestion is sent 18 CEUA during the validity of

the progecs.

Juiz de Fora, 04 de abril de 2018.
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