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RESUMO

SILVA, V. C. Determinacdo de compostos bioativos fendlicos e avaliacdo das
atividades (antioxidante, antileishmania e hemolitica) de extratos metandlicos
de Tradescantia zebrina (Dissertacao). Salvador: Departamento de Ciéncias da Vida
(DCV), Universidade do Estado da Bahia, 2022.

Tradescantia € um género de plantas herbdceas com muitas espécies utilizadas na
Etnobotanica, principalmente na América do Sul. No entanto os relatos de sua
bioatividade s&o distantes entre si, pois ndo h4 dados suficientes, na literatura
cientifica, quanto a sua composicdo quimica, atividades bioldgicas, efetividade e
seguranca terapéuticas. O objetivo principal deste estudo foi de determinar a presenca
de compostos bioativos fendlicos e as atividades antioxidante, antileishmania e
hemolitica dos extratos metandlicos de amostras seca e fresca (in natura) de folhas,
caules e raizes de Tradescantia zebrina. Confirmou-se macroscopicamente, as
caracteristicas botanicas e morfolégicas da planta, ao se comparar as amostras
coletados com imagens e descri¢cdes botanicas. Foram obtidos extratos metandlicos,
a partir de amostras submetidas a secagem a sombra e amostras in natura. Os teores
de fendlicos totais na amostra fresca (in natura) e na amostra seca foram 67,68 e
233,94mg EAG/g, respectivamente. Os teores de flavonoides totais foram expressos
na amostra fresca 29,70mg EQ/g de extrato concentrado, enquanto a amostra seca
teve 10,99 mg EQ/g de extrato concentrado. A identificacdo e quantificacdo de parte
desses compostos foi realizada por meio de Cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de diodo, sendo possivel confirmar a presenca de acido elagico,
acido cafeico, acido ferulico, acido p-cumérico, &acido clorogénico, &acido
protocatecuico, crisina, rutina e vanilina. Os testes para a avaliacdo da atividade
antioxidante confirmaram a inibicdo dos radicais DPPH"* (44,08%) e ABTS"™* (46,99%
e 28,86% para as amostras fresca e seca, respectivamente). Os extratos metandlicos
de Tradescantia zebrina testados néao foram efetivos frente as espécies de Leishmania
amazonensis e Leishmania brasiliensis, quando comprados com a Anfotericina B. Por
outro lado, os extratos: fresco (in natura) e seco, ndo apresentaram toxicidades frente
a testagem de atividade hemolitica, 0 que apoia a utilizacdo popular desta espécie,
com maior seguranca. Neste contexto, a partir da observacéo dos aspectos botanicos
e morfologicos, da prospeccdo quimica e biolégica, através dos resultados obtidos
para os ensaios da avaliacdo das atividades antioxidante, antileishmania e hemolitica
testadas, foi possivel sugerir que a Tradescantia zebrina € uma espécie de interesse,
como fonte potencial de substancias bioativas.

Palavras-chave: Tradescantia zebrina; Antioxidantes; Compostos fendlicos; CLAE-
DAD; Atividade bioldgica.



ABSTRACT

SILVA, V. C. Determination of phenolic bioactive compounds and evaluation of
the activities (antioxidant, antileishmania and hemolytic) of methanolic extracts
of Tradescantia zebrina (Dissertation). Salvador: Department of Life Sciences (DCV),
State University of Bahia, 2022.

Tradescantia is a genus of herbaceous plants with many species used in ethnobotany,
in South America. However, reports of its bioactivity are distant from each other, as
there is not enough data in the scientific literature regarding its chemical composition,
biological activities, therapeutic effectiveness and safety. The main objective of this
study was to determine the presence of phenolic bioactive compounds and the
antioxidant, antileishmania and hemolytic activities of methanolic extracts from dry and
fresh (in natura) samples leaves, stems and roots of Tradescantia zebrina.
Macroscopically, the botanical and morphological characteristics of the plant were
confirmed by comparing the collected specimens with botanical images and
descriptions. Methanolic extracts were obtained from samples submitted to shade
drying and samples in natura. The total phenolic contents in the fresh sample (in
natura) and in the dry sample were 67.68 and 233.94mg EAG/g, respectively. The total
flavonoid contents were expressed in the fresh sample 29.70mg EQ/g of concentrated
extract, while the dry sample had 10.99 mg EQ/g of concentrated extract. The
identification and quantification of part of these compounds was performed by means
of high-performance liquid chromatography coupled to a diode detector, being possible
to confirm the presence of ellagic acid, caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid,
chlorogenic acid, protocatechuic acid, chrysin, rutin and vanillin. Tests for the
evaluation of antioxidant activity confirmed the inhibition of DPPH" (44.08%) and
ABTS™ (46.99% and 28.86% for fresh and dry samples, respectively). The methanolic
extracts of Tradescantia zebrina tested were not as effective against the species of
Leishmania amazonensis and Leishmania brasiliensis, when compared with
Amphotericin B. Still, the fresh (in natura) and dry extracts did not show toxicities when
evaluated for hemolytic activity, which supports the popular use of this species, with
greater safety. In this context, from the observation of the botanical and morphological
aspects, from the chemical and biological prospection, through the results obtained for
the tests of the evaluation of the activities antioxidant, anti-leishmania and hemolytic
tested, it was possible to suggest that Tradescantia zebrina is a species of interest as
a potential source of bioactive substances.

Keywords: Tradescantia zebrina; Antioxidants; Phenolic compounds, HPLC-DAD;
Biological activity.
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1. Introducéo

Devido a dificuldade de acesso aos servi¢cos de saude ou, ainda, por falta de
um diagndstico preciso e precoce, a utilizacdo de plantas medicinais para prevencéo,
tratamento e cura de diversas doencas, € tdo antiga e universal quanto a propria
Medicina. Este uso ocorre desde o surgimento humano, comprovado a partir de
pinturas rupestres, pergaminhos e tumbas faradnicas. Estudos demonstraram que
espécies vegetais foram encontradas, em escavacdes fosseis datados de mais de 30
mil anos atras, comprovando que pessoas do periodo pré-historico colhiam plantas
com finalidades medicinais (ABOELSOUD, 2010; SIMOES et al, 2004, 2017).

Esses conhecimentos foram adquiridos, gradativamente, em diversas
tentativas e, as doencas eram sempre impostas a fendmenos sobrenaturais; por isso,
a utilizacao ritualistica perpassa por eras. No século XXI, ainda é possivel perceber
gue essa € a Unica fonte de tratamento em alguns grupos e/ou etnias. E, até hoje, as
plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, ou plantadas em quintais,
sem as devidas recomendacdes de plantios e coletas adequados, bem como sobre a

sua conservacéao (SILVA et al., 2003).

Com a falta de acesso aos servicos de assisténcia primaria a saude, ainda
presentes no mundo, muitas pessoas ainda tém o uso de ervas como fundamental
alternativa de tratamento para diversas enfermidades (CASTRO et al., 2009).
Ademais, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), informou que cerca de 3,4 bilhdes
da populacdo mundial, por volta de 88%, ja fez ou faz uso de medicamentos a base
plantas na atencdo primaria. S6 na Medicina Tradicional Chinesa (MTC), 7.295
especies sao utilizadas como agentes medicinais (SARKER; NAHAR, 2009).

No Brasil, em 2006, quando foi publicada a Portaria n® 971 e o Decreto n°
5.813, determinando a criacdo da Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Sautde (SUS), aprovada pelo Governo
Federal, entre outras ac¢des, houve um aumento no incentivo de pesquisa de plantas
medicinais e, com espécies contidas na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL, 2006). Em analises prévias, percebeu-se uma

auséncia de investigacbes sobre uma planta de uso litrgico e medicinal, a
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Tradescantia zebrina, conhecida popularmente no Brasil como egenda, trapoeraba,
viuvinha, lambari ou onda-do-mar. A planta € usada tradicionalmente no México, como
bebida capaz de tratar diversas doencas, inclusive o cancer, direcionando os estudos
para essa comprovacao, como descrito por Alonso-Castro e colaboradores (2011).

A existéncia de testes bioldgicos, de simples execucéao, é de grande utilidade
na selecdo de plantas que possuam substancias citotoxicas e, que possam ser
utilizadas em procedimentos clinicos na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos antineoplasicos. Com esses estudos, foi possivel comprovar que a
Tradescantia zebrina realmente apresenta potencial farmacoldgico interessante, bem
como, ratificar a ocorréncia de substancias quimicas. Baghalpour e colaboradores
(2021) destacaram que espécies do género Tradescantia apresentaram composicdes
ricas em compostos fendlicos, em especial os flavonoides. Tais compostos sao
secretadas por vegetais superiores e tém importantes acdes farmacoldgicas, como
atividades antioxidantes e possiveis efeitos anti-inflamatérios e antineoplasicos
(TAPAS et al., 2008). Portanto, prospectar estudos com esta espécie, do ponto de
vista quimico e biolégico, € uma possibilidade de contribuir com a ciéncia e a saude

da populacéo.

Alguns ensaios avaliam a presenca e atividade de substancias quimicas, em
especial, os compostos fendlicos como agentes antioxidantes, através da inibicdo da
formacao de radicais livres e pelo "sequestro” de espécies reativas de oxigénio, como
exemplo os radicais peréxidos. Substancias com grupos fendlicos tais como o0s
flavonoides, sdo exemplos de compostos naturais que tém apresentado atividades
antioxidantes (TONIN, 2020). Outro aspecto, € que a descoberta de novas
substancias, de origem vegetal, com atividade antioxidante pode vir a ter grande
interesse cientifico e farmacéutico. Atualmente, sabe-se que existe uma correlagao
entre esta atividade e a propriedade que alguns antioxidantes apresentam de inibir o
aparecimento de células cancerigenas, além de retardar o envelhecimento das células
em geral (DEGASPARI, 2004; ESTRADA-MUNIZ.; GUERRERO-PALOMO; VEGA,
2012).

Silva (2020), apos triagem fitoquimica preliminar em Tradescantia zebrina,
indicou que as substancias identificadas seguiram o padrédo encontrado para plantas

dessa familia, notadamente para o género Tradescantia, onde a ocorréncia de
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compostos fendlicos é elevada (TAN et al., 2014). Complementarmente, esses
vegetais sdo abundantes no Brasil, mais especificamente na Bahia e, sdo de facil
acesso. Contudo, para garantir o perfil fitoquimico de uma espécie, ou de seus
extratos, € essencial determinar o perfil cromatogréfico (fingerprint) para assegurar a
qualidade e reprodutibilidade da composicédo quimica, concentracdo da substancia e,
posteriormente, da eficacia terapéutica. Logo, essa é uma ferramenta analitica
alternativa para identificacdo e controle de qualidade de plantas medicinais
(HARIPRASAD; RAMAKRISHNAN, 2012).

Y 7z

Ainda com relacdo a identificacdo de substancias, € necessario utilizar
técnicas de separacdo, identificacdo e quantificacdo sensiveis e reprodutiveis, tais
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Ao usar uma curva de
calibracdo com compostos previamente padronizados e, a partir da comparacao dos
picos cromatogréficos, serdo presumiveis quais substancias/classes quimicas estédo
presentes na amostra em estudo. Sabe-se, ainda, que a natureza e a quantidade de
compostos identificados em plantas podem variar de acordo com diversos fatores,
dentre eles: a estacdo da coleta, temperatura, umidade, solo, ciclo circadiano, duracao
da extracdo e tipo de solvente. Com isso, ha dificuldade de obtencdo de extratos
padronizados e validagcédo de fitoterapicos, cujos marcadores sejam conhecidos, ou
seja, com a mesma concentracdo de ativos (quando estes compostos ja sdo
conhecidos e identificados) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Associado a esses ensaios foi possivel avaliar outras atividades biologicas
adaptando os experimentos, uma vez que, diferentemente do cancer que esta sempre
em evidéncia nos estudos, existem enfermidades esquecidas, como a leishmaniose,
que é uma doenca tropical negligenciada, sendo ocasionada por protozoarios do
género Leishmania. A Leishmaniose é associada a questdes socioeconémicas, e,
também, estéa relacionada a mudancas ambientais, como desmatamento, constru¢cao
de barragens, esquemas de irrigacao e urbanizacdo. Assim, estima-se que 700.000 a
1 milh&o de novos casos ocorram anualmente. (OMS, 2022). Acredita-se que cerca
de 1 bilhdo de individuos, que residem em regifes endémicas, possuem o risco de
contrair a doenca e, entre essas localidades esta o Brasil, inclusive o Estado da Bahia,

gue apresenta uma elevada quantidade de casos da doenca (OPAS, 2020).

Apesar de muito importante, a utilizacdo de plantas medicinais pode se tornar
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arriscada quando realizada sem orientacdo ou exageros, uma vez que muitas plantas
podem ter uma dificil identificacdo, uma composicdo quimica variavel e relativa
toxicidade (FELIX-SILVA et al., 2012). A possibilidade de hemdlise um dos problemas
mais relevantes da utilizacao de plantas, pois as saponinas ou os alcaloides presentes
podem provocar riscos ao consumo. A hemolise se refere ruptura das membranas das
hemacias consentindo a liberacdo da hemoglobina para o plasma, e tendo como
implicacdo a hemoglobinemia, que pode acarretar problemas mais sérios como
hemoglobinutria. O teste de hemdlise in vitro vem sendo empregado com certa
frequéncia em estudos que abordem a toxicidade de plantas medicinais (KALEGARI
et al., 2011; PAULA et al., 2014).

Este trabalho inédito tem o propdsito de ampliar o conhecimento sobre a
espécie em Tradescantia zebrina, contribuindo com a prospeccao (quimica e
bioldgica) de substancias com potenciais antioxidante e biolégico. Portanto, torna-se
importante conhecer mais sobre as caracteristicas quimicas dos compostos bioativos
da Tradescantia zebrina, com a finalidade de gerar um maior interesse farmacol6gico

para pesquisas, bem como sugerir a utilizacdo da espécie pela populacdo tradicional.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

- Determinar a presenca de compostos Bioativos fendlicos e as atividades antioxidante,
antileishmania e hemolitica dos extratos metandlicos de amostras (seca e fresca — in

natura) das folhas, caules e raizes de Tradescantia zebrina.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar analise macroscopica visando identificacdo da espécie através do comparativo

com o ja descrito na literatura.

- Determinar compostos fendlicos e flavonoides totais em extratos metanolicos de

amostras (seca e fresca — in natura) das folhas, caules e raizes de Tradescantia zebrina.

- Determinar a capacidade antioxidante de extratos metandlicos de Tradescantia zebrina,
comparando a técnicas de preparo de amostras (seca e in natura).

- Identificar bioativos fendlicos presentes em extratos metanolicos de amostras (seca e
fresca — in natura) de Tradescantia zebrina, a partir do fingerprint com a cromatografia

liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).

- Quantificar o teor de compostos fendlicos identificados em extratos metandlicos de
amostras (seca e fresca — in natura) das folhas, caules e raizes de Tradescantia zebrina,

a partir do enriquecimento com padrdes analiticos, por CLAE-DAD.

- Comparar os resultados das atividades antioxidantes com os compostos fendlicos
guantificados em amostras (seca e fresca — in natura) das folhas, caules e raizes de

Tradescantia zebrina.

- Avaliar o efeito do extrato metandlico de amostra seca das folhas, caules e raizes de
Tradescantia zebrina frente as promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania

braziliensis.

- Verificar o perfil toxico dos extratos metanolicos preparados a partir de amostras (seca
e fresca — in natura) das folhas, caules e raizes de Tradescantia zebrina, por meio da

atividade hemolitica.
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3. Fundamentacao Tedrica
3.1 Plantas medicinais e uso tradicional

O Brasil apresenta uma biodiversidade com ampla riqueza genética e
associada a aspectos culturais, especialmente no uso popular e tradicional de plantas,
especialmente as com acdes medicinais. Essa heterogeneidade de recursos vem
sendo aproveitada para fins terapéuticos, desde antes da colonizacdo. Apesar de ter
expandida a atencdo em satde publica, com a criacéo do Sistema Unico de Salde
(SUS), vérios individuos ainda ndo tém acesso aos seus servi¢cos, contribuindo para
a firmeza do modelo biomédico, tdo centrado na patologia e sua cura, numa atencao
muito mais fragmentada, trazendo a saude uma visdo tecnicista, reduzindo-a um
funcionamento mecanico, ao invés de um olhar mais ampliado aos elementos que
influenciam no adoecimento (CAPRA, 1988; BEZERRA, 2016).

Por conta disso, é preciso reverter esse quadro trazendo a saude mais
caracteres de escolas de salude a parte desse modelo, observando o ser humano
como um todo, necessitando para isso de profissionais mais humanos, criticos,
reflexivos e dispostos a buscar novos conhecimentos, como por exemplo, na Medicina
Tradicional Chinesa, em que as plantas e suas ‘energias’ sado responsaveis pela cura
através do reequilibrio da integralidade do paciente (FLAWS; WOLFE, 2008).

Assim, a populacdo, por muitas vezes, possui apenas a sua disposicdo como
Unica solucao terapéutica, as plantas medicinais, em busca de uma resposta que vise
a sua integralidade. E, nem sempre, sdo prescritas por alguém com entendimento
clinico, mas por amigos, vizinhos e benzedeiras que, por mais que “saibam” dos
efeitos farmacoldgicos e rituais, acabam desconhecendo a toxicologia e efeitos
adversos das plantas. No entanto, ndo sao exclusivamente as pessoas com menos
poder aquisitivo que se utilizam esse tipo de tratamento; as classes socioeconémicas
mais favorecidas, também, estdo procurando o uso das terapias complementares que
conglomeram a fitoterapia, homeopatia, acupuntura, termalismo, entre outras praticas,
por terem foco na integralidade do ser humano, diferente do modelo biomédico
(BRASIL, 2006). Nesse contexto, o Ministério da Saude criou a PNPIC no SUS e,
também, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), voltada

a garantia, seguranca e uso racional de fitoterapicos e plantas medicinais, implicando
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numa obrigacdo dos profissionais de salude, principalmente prescritores, a se
aperfeicoarem nesse tema, para que possam estar orientando pacientes de forma
correta e segura (BRASIL, 2006).

Segundo Rivas Neto (2007), nas religides afro-indigena-brasileiras, inUumeras
plantas sado utilizadas, em diversos rituais e processos liturgicos. Sua utilizacéo esta
ligada a magia ‘vegetomagnética’ porque as plantas, além dos aspectos ja
comentados, s&o consideradas sagradas e relacionadas as Deidades. E
inquestionavel a importancia que as plantas tém em todas as culturas e em todas as
épocas, quer seja para a alimentacdo, para a cura de doencas ou para rituais
religiosos. Segundo Botelho (2010), a cultura africana no Brasil enriqueceu o
conhecimento sobre ervas na sociedade, o0 seu contato com outras culturas, como os

povos indigenas e europeus, criou um complexo e diversificado saber sobre as folhas.

Biavatti e Leite (2005) destacaram que a Farmacognosia tem por um de seus
objetivos o desenvolvimento de faculdades para avaliar principios ativos vegetais, e a
analise microscopica permite verificar a diferenciacdo morfoldégica das espécies
vegetais, devido a arranjo tecidual ser bastante simples e caracteristico, facilitando
conhecimentos mais profundos acerca de seu metabolismo secundario. Assim, uma
linha de estudos dentro da Farmacognosia que tem sido empregada com o intuito de
melhorar 0 método de identificacdo de compostos de interesse farmacoldgico € a
Etnofarmacologia, um ramo da Etnobiologia/Etnobotanica que integra dados oriundos
de comunidades que utilizam da flora medicinal, com estudos quimico-farmacoldgicos
concretizados em laboratérios especificos. O principal interesse ndo € identificar e
isolar todos os metabdlitos secundarios, mas o de maior potencialidade terapéutica,
ou os responsaveis pelo efeito farmacoloégico (ELISABETSHY, 2001). Dessa forma,
se tem o interesse em avaliar 0s principais principios ativos das espécies com possivel

funcdo clinica.
3.2 Compostos bioativos fendlicos e atividade antioxidante

Um extraordinario atributo das plantas € a sua capacidade em produzir uma
enorme quantidade de compostos quimicos, a maioria com baixo peso molecular,
chamados metabdlitos secundarios. Esses metabdlitos sdo substancias que, muitas

vezes, ndo fazem parte do metabolismo basal da planta e possuem caracteristicas
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quimicas muito variadas (SIMOES, 2004).

Compostos fendlicos estdo entre as principais classes de substancias
produzidas nesse metabolismo secundério, onde pelo menos 8000 substancias ja
foram identificadas em plantas e, se subclassificam em flavonoides (polifendis:
flavonas, flavanonas, flavandis, isoflavonas, antocianinas etc.) e ndo flavonoides
(acidos fendlicos, taninos, cumarinas e lignanas) (SILVA et al., 2010). Os compostos
fenolicos tém sido as substancias de maior interesse a ciéncia, devido as suas
caracteristicas benéficas para a saude (TAIZ; ZEIGER, 2013; ROSSA, 2013). Estas
substancias pertencem a classe de compostos que inclui uma variedade de estruturas
simples e complexas com, pelo menos, um anel aromatico no qual, ao menos um

hidrogénio (-H) é substituido por um radical hidroxila (-OH) (Figura 1).

OH

Figura 1 Estrutura base de um fenol. Fonte: MERCK, 2022.

Além do grupamento funcional -OH podem estar presentes outros
grupamentos funcionais, como ésteres e glicosideos, pois € a partir dessas variacdes
que se fazem as suas classificacdes. S&o sintetizados caracteristicamente durante o
seu crescimento, conforme vao sofrendo influéncias especificas como: no excesso de
luz solar, infec¢des, ferimentos, atragdo de polinizadores, ou mesmo fortalecimento
mecéanico de suas paredes celulares (ligninas). Essas substancias, também,
corroboram com o aroma, adstringéncia, cor e estabilidade oxidativa das mesmas
(SIMOES, 2017; SIQUEIRA et al., 2020).

Os flavonoides integram esses compostos sendo polifendis de baixo peso
molecular e se separam em varias classes: as chalconas, flavonas, flavanonas,
flavonais, di-hidroflavonadis (flavononois), isoflavonas, antocianinas, antocianidinas,

auronas, entre outras (SARKER; NAHAR, 2009). Esses, absorvem radiacao
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eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel e, desse modo, um dos
atributos que proporcionam € o da defesa das plantas quanto a radiacdo UV da luz
solar. Esses compostos, também, refletem uma importante atividade antioxidante
(SIMOES, 2017; SILVA et al., 2015).

Na classe dos “ndo flavonoides” estdo os derivados dos acidos
hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos, e se derivam da mesma via metabdlica dos
flavonoides (SILVA et al., 2010; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Os &acidos
hidroxicinamicos s&o mais comuns na alimentacéo de seres humanos, uma vez que
representam um dos compostos mais abundantes especialmente em frutas, gréos e
cereais. Os acidos hidroxibenzéicos compdem estruturas complexas como taninos
presentes em algumas frutas como manga (galotaninos) e frutas vermelhas
(elagitaninos), poréem nado fazem parte em grandes quantidades em frutas e vegetais
comestiveis, apresentando, dentre outros efeitos, importante atividade antioxidante
(MANACH, 2004).

Sendo a oxidagdo um fendbmeno natural e necessario, que acontece com a
propria respiracdo aerdbia, os seres vivos produzem espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Estas sdo mantidas sob um equilibrio constantes (desde que se esteja
fisiologicamente sadio) devido a producdo natural de antioxidantes; contudo, em
situacdes de patologias, stress, ou mesmo alimentacdo desequilibrada, se pode
aumentar a quantidade dos chamados “radicais livres”, cuja definicdo designa
qualquer &tomo ou molécula com um ou mais elétrons desemparelhados, Ihes dando
maior reatividade. Esses radicais apresentam funcdes importantes no metabolismo
como: ativacdo do sistema imune (macrofagos), sinalizacéo celular, além de sintese
e regulacdo de algumas proteinas (WARD; PETERS, 1995; COMACHIO;
PREVEDELLO, 2021). Todavia, sem o devido controle dentro do organismo, 0s
agravos ocasionados pela presenca de dessas espécies, em geral, estdo
relacionados com o surgimento de diversas doencas, como insuficiéncia cardiaca e
respiratoria, aterosclerose, doencas degenerativas, cancer, envelhecimento precoce,
mutagénese e carcinogénese, bem como com o agravamento de processos
inflamatorios (NIKI, 2010).

Antioxidantes sdo substancias que podem adiar ou bloquear a oxidacdo de

lipidios ou outras moléculas, evitando o comeco ou 0 desenvolvimento das reacdes
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de oxidacdo em cadeia. Estudos tém evidenciado que a ingestdo de substancias
antioxidantes na dieta deve render uma acao protetora contra 0os prejuizos causados
pelos processos oxidativos nas células. A atividade antioxidante dos compostos
fendlicos é decorréncia das suas propriedades de oxirreducdo, as quais podem
cumprir um papel importante na neutralizacéo desses radicais livies (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; COMACHIO; PREVEDELLO, 2021).

Compostos fendlicos atuam como antioxidantes, pois funcionam como
sequestradores de radicais livres, inibidores da enzima lipoxigenase e, em certos
momentos, como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacédo do processo oxidativo. Os produtos intermediarios, formados pela acéo
destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do anel
aromatico apresentada por estas substancias (PEREIRA; NASCIMENTO, 2016).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo
consumo de antioxidantes sintéticos, como 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol (BHT)
e a mistura 2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA), as
pesquisas estdo se encaminhando a buscar, em produtos naturais, substancias com
atividade antioxidante, visando substituir esses sintetizados na industria alimentar,

bem como incrementar possibilidades na alimentacéo (IARC, 2019).

Com os muitos testes de avaliacdo de atividade antioxidante, os mais
utilizados sdo os de métodos simples, reprodutiveis e de baixo custo, desde que
apresentem resultados qualitativos e comparaveis. Desta forma os métodos de
reducdo do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e do ABTS (2,2 -azinobis[3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico]) sdo algumas das técnicas mais utilizadas para
essa avaliacao (SILVEIRA, 2018).

O DPPH é um radical livre e estavel com o qual compostos vegetais, que
apresentam potencial atividade antioxidante, interagem permutando os elétrons ou
atomos de hidrogénio, reduzindo-o. E um método de facil execucgéo, rapido e muito
utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de amostras vegetais. Este tem como
base avaliar a capacidade antioxidante pelo sequestro do radical livie DPPH. E um
dos métodos indiretos mais utilizado para qualificar o potencial antioxidante de

compostos, sem que haja necessidade de temperaturas e oxigenagao em condicdes
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drasticas (FREITAS, 2013).

O radical DPPH possui coloracdo arroxeada e absorve em um comprimento
de onda de 515 nm. Na prética, o DPPH é reduzido de sua estrutura original a difenil-
picril-hidrazina (coloracdo amarelada, apos o radical hidrogénio doado uma molécula
antioxidante, entrar em ressonancia com a molécula de DPPH), por meio da atuacao
de um antioxidante, resultando no declinio da absorcdo. A interpretacdo desta
metodologia se faz através do acompanhamento do consumo de DPPH pelas
amostras, por meio da medida do decréscimo das medidas de absorvancia (RUFINO,
2007).

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante € através
da captura do radical ABTS, que pode ser gerado através de uma reacdo quimica,
eletroquimica ou enzimética e que se pode medir a atividade de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005). O radical ABTS é estavel e
gquando o analito entra em contato, ha perda de cor do cromdéforo. Sendo a
concentracdo de compostos antioxidantes capazes de realizar mudancas na
coloracéo da solucéo com o radical, esse resultado € determinado como estabilizacéo
dos radicais ABTS empregando um antioxidante padrdo como comparacao a amostra
analisada (ALAM et al., 2013). Desta forma, quanto menor € a absorvancia apos a
reacao (mais clara a coloracdo da reacdo, mudando para o verde claro) maior € o
potencial antioxidante da amostra analisada. Essa diminuicdo na absorbancia é
detectada na faixa de 734 nm (RUFINO, 2007).

A OMS tem incentivado a investigacédo farmacolégica de plantas medicinais
para o tratamento diversas doencas (OLIVEIRA et al., 2011). Varios estudos apontam
que as plantas medicinais e seus compostos antioxidantes possuem um grande
potencial biologico, trazendo uma variedade de substancias que podem oferecer
respostas positivas no tratamento a diversas patologias. Os flavonoides quercitrina,
quercetina, luteolina sao relatados com alto potencial de inibicdo de enzimas da
Leishmania sp (SILVA et al., 2012; de SOUSA et al., 2017; MUZITANO et al., 2006),
reafirmando a importancia e a necessidade da continuidade de estudos com produtos

naturais, mais especificamente com compostos antioxidantes.

3.3 Leishmanioses
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Leishmanioses sdo um conjunto de patologias causadas por protozoarios do
género Leishmania, possuindo um enorme espectro clinico e diversidade
epidemiologica, representando uma das causas mais expressivas de morbidade e
mortalidade em 22 paises do Novo Mundo e 66 paises do Velho Mundo (ASSCHE et
al.,, 2011). Segundo a OMS, as leishmanioses sdo consideradas doencas

negligenciadas tropical e endémicas, em muitas regiées do mundo (OMS, 2021).

Pelas manifestacdes clinicas, podem ser qualificadas em dois grandes
grupos: tegumentar e visceral. A leishmaniose tegumentar representa a forma mais
comum, que ainda é subdividida em leishmaniose cutanea, mucocutanea e difusa,
com formas clinicas que variam desde pequenos nédulos a uma extensa destruicéo
dos tecidos na pele. Contudo, a forma mais grave é leishmaniose visceral, onde 0s
parasitos trafegam para diversos Orgdos vitais causando febre prolongada,
esplenomegalia, linfadenopatia periférica, hipergamaglobulinemia e pancitopenia. Em
poucos meses, 0S pacientes tornam-se gradualmente doentes, emagrecidos e
debilitados gradualmente e vao a ébito se nao forem tratados a tempo (CAMARGO,
BARCINSKI, 2003; TIUMAN et al., 2011).

Existem farmacos de primeira escolha, os antimoniais pentavalentes, e de
segunda escolha, a anfotericina B e a pentamidina, que estdo disponiveis para a
terapia das leishmanioses, porém, essas substancias disponiveis podem induzir
diversas toxicidades e sdo propensos a resisténcia pelos parasitos, resultando em
falha do tratamento, em até 60% dos pacientes. Outro ponto importante é pelo
tratamento ser administrado pela via parenteral, que exige cooperacao do doente, que
muitas vezes deixa o seguimento do tratamento. Esses medicamentos, também,
possuem resposta variavel entre as espécies de Leishmania, além de apresentarem
alto custo e inumeras reacbes adversas, podendo causar insuficiéncia renal e
hipotensdo (OLIVEIRA et al, 2008; MATRANGOLO, 2013.)

Por conta da falta de melhores tratamentos, a busca e identificagdo de novos
compostos é imperativa e, 0s produtos naturais sdao uma importante fonte de
moléculas bioativas que podem contribuir com o tratamento das leishmanioses

(ROCHA et al., 2013)

3.4 Toxicidade hemolitica
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A atividade hemolitica de extratos vegetais acontece por mecanismos nao
especificos, como os compostos surfactantes que fazem seu efeito hemolitico pela
dissolucdo da membrana plasmatica da hemacia, ou a lise osmotica, que gera
alteracbes na permeabilidade da membrana plasmatica da heméacia (CARVALHO et
al. 2007). Dessa forma, as saponinas, especialmente em maiores quantidades,
exercem um efeito hemolitico pela capacidade de interagir com os elementos que
formam a membrana celular das hemacias, em especial o colesterol, ocasionando
uma modificacdo na bicamada lipidica e, por conseguinte, o extravasamento do
conteuido intracelular (APARICIO, 2005).

A hemoglobina liberada no plasma sanguineo pela hemolise pode provocar
situacdes de riscos potenciais ao organismo, em especial, pode gerar danos aos rins
(nefrotoxicidade) ou ao coracao (efeito vaso motor). Em situagdes mais graves pode
levar a parada cardiaca e ao Obito, pelo distirbio causado pelos ions potassio
liberados pelo processo hemolitico associados a acelerada liberacdo de K* no meio
extracelular (CARVALHO et al., 2007).

3.5 Tradescantia zebrina: andlises prévias

Gracas ao estimulo do governo e a crescente busca da populacdo por esse
tipo de terapia, muitas pesquisas sobre plantas medicinais, especialmente as de
cunho litdrgico, estdo sendo desempenhadas por varias instituicbes do pais e do
mundo e, dentre elas, algumas estdo direcionadas para as infecgoes (PEREIRA,
2004; RIBEIRO, 2014). A Tradescantia zebrina pertencente a familia Commelinaceae
e a classe Liliopsida é uma herbacea monocotiledénea, perene, ereta, liana, reptante
rastejante, de consisténcia suculenta de origem mexicana, mas muito bem adaptada
ao Brasil, haja vista sua facilidade de cultivo e potencial invaséo, sendo chamada no
México de “hojas de cucaracha” (folhas de barata), conforme citado por nativos devido
a dificuldade em acabar com a planta que se espalha como baratas. A Tradescantia
zebrina tem como sinonimias: Tradescantia Pendula, Tradescantia Tricolor,
Commelina Zebrina, Zebrina Purpusi, Cyanotis Zebrina, Cyanottis Vittata e Zebrina
Pendula (UFSC, 2022).

Segundo Silva (2016), a analise macroscopica confirma se tratar de uma

espécie liana rastejante, percebem-se folhas lanceolado-lineares ou ovaladas
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alternas, paralelinérveas, com bainha fechada e suas inflorescéncias séao terminais.
Possuem trés sépalas e trés pétalas (trimera) livres entre si e, estdo protegidas por

bracteas, sdo hermafroditas e zigomorfas, conforme observado na Figura 2.

Figura 3. Corte transdérmico foliar da Tradescantia zebrina. Fonte: SILVA, 2016

Foi observada a partir do microscopio 6tico, por Silva (2016), em cortes
transversais da lamina foliar, uma epiderme unisseriada formada por células altas nédo

espessas e isodiamétricas; a hipoderme com apenas uma camada de células altas
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que tomam boa espessura da lamina foliar, o que garante grande suculéncia para as
folhas (Figura 3). Também, foi observado que a presenca de estbmatos acontece
somente na porcao abaxial (Figura 4A), além de uma continuidade dos tecidos do
caule e da folha (Figura 4B) e, que seu mesoéfilo € homogéneo (isomorfo) e ocupa
area bem reduzida, com alguns idioblastos contendo rafides, além da presenca de

tricomas tectores (Figura 4C) e glandulares (Figura 4D).

Figura 4. Corte transdérmicos da Tradescantia zebrina. Fonte: SILVA, 2016.

No corte paradérmico foliar (Figuras 5A e 5B) se confirmou que a epiderme é
isodiamétrica e que as células estomaticas se encontram somente na por¢ao abaxial.
Os estbmatos se classificam como tetracitico, composto por quatro células
subsidiarias, sendo duas paralelas as células guardas e as outras perpendiculares
(SILVA, 2016).
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Figura 5. Corte paradérmico foliar da Tradescantia zebrina. Fonte: SILVA, 2016.

Segundo Tan et al. (2014), em uma pesquisa Malaya, a Tradescantia zebrina,
dentre as cinco espécies testadas, apresentou a maior dosagem de taninos totais,
fendis e flavonoides totais; além de uma maior capacidade antioxidante,
apresentando, também, uma melhor concentracdo inibitéria minima em bactérias
gram positivas e gram negativas. Silva (2016) percebeu esses dados em triagem
fitoquimica preliminar a essa pesquisa, realizada de forma inovadora, comparando
extratos metandlicos a partir de material vegetal liofilizado, seco em estufa de
circulacdo de ar e in natura (fresca), onde observou a presenca das principais classes

de metabdlitos secundarios conforme Tabela 1.

Tabela 1. Triagem Fitoquimica de extratos metandlicos de Tradescantia

zebrina.

Reac0es LF IN scC
Flavonoides (Shinoda) + + +
Antocianinas + + +
Taninos (Acetato de Chumbo 10%) + + +
Taninos (Gelatina) + + +
Terpenos / Esteroides (Liebermann-Burchard) + + +
Alcaloides (Dragendorff) + + +
Saponinas (Espuma) + + +

Material Vegetal: LF: Liofilizado / IN: in natura / SC: Seco. Fonte: SILVA, 2016.
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Grace et al. (2020) n&o identificaram, em sua pesquisa qualitativa a presenca
de flavonoides e saponinas, contrariando a maioria dos estudos; porém, foi positiva a
presenca de esteroides, ndo confirmada pela maioria dos ensaios (SILVA, 2016;
BAGHALPOUR, 2021). Segundo Amaral (2006), a Tradescantia zebrina é
tradicionalmente usada para tratar disturbios gastrintestinais, o que se relaciona a
atividade giardicida. Outros estudos, também, informaram que Tradescantia zebrina
exibe atividades inseticidas (GONZALEZ-COLOMA, 2012) e inibitérias para a enzima
15-lipoxigenase, uma das responsaveis pela exacerbacdo na asma (ALABA, 2014).
Frei et al. (1998) apud Alonso-Castro et al. (2010) informaram que a Tradescantia
zebrina apresenta atividade antineopldsica para neoplasias colorretal e de

nasofaringe.

Nesse contexto, fica fortalecida a proposta de que a espécie Tradescantia
zebrina é uma fonte promissora/potencial de compostos bioativos, devido a variedade
de metabdlitos secundéarios presentes nesta planta. Alguns poucos relatos, na
literatura, informaram que a presenca destes compostos fendlicos pode indicar uma

atividade antioxidante consideravel para usos na saude.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Identificacdo/Analise macroscopica, coleta e preparacdo de material

botanico

A espécie foi identificada a partir de conhecimentos nativos e comparacéo de
fotos com literatura existente (ELBL, 2008; UFSC, 2022). Foi utilizado um ramo da
espécie para identificacdo dos aspectos macromorfolégicos, observando-se divisdo,
formato da lamina foliar, base do limbo, tipo de nervacgéo, presenca de peciolo, bainha

e estipula. Foram observadas também as caracteristicas morfologicas da flor.

As amostras de folhas, caules e raizes de Tradescantia zebrina foram
coletados em Apora/BA, dentro de um mesmo terreno (coordenadas: 11.6605° S,
38.0803° W) no outono (maio de 2021), em lua cheia. As amostras foram coletadas,
limpas de sujidades e restos de terra, secas a sombra até se tornarem friaveis, assim
sendo trituradas em moinho/triturador de facas de marca Oster®, modelo OMDR100,
com poténcia de 150 W. O processo foi realizado em 3 ciclos de cominui¢éo até po e,
em seguida foram armazenadas em embalagem zip lock e mantido sob refrigeracéo
(-14 a -25°C) em freezer até preparo do extrato. A amostra utilizada in natura foi
coletada, limpa, rasurada manualmente e pesada para 0 preparo dos extratos, no
verao de janeiro de 2022, em lua nova.

4.2 Preparacado dos extratos

Os extratos obtidos, a partir de amostras secas, foram realizados por
maceracdo em metanol e uma remaceragcdo com troca de solvente em 24h
(identificado por extrato 1). O extrato, feito a partir das amostras frescas (in natura) de
Tradescantia zebrina, foi obtido seguindo método de polpagdo em metanol, utilizando
liquidificador domeéstico por 4h (identificado extrato 2). Foi separada uma amostra de
20 mL de extrato bruto ndo concentrado, feito a partir da amostra fresca (in natura),
para seguir com metodologia de determinacdo da atividade antioxidante (identificado
como: extrato 2b — ndo concentrado). Os demais extratos brutos foram concentrados
em rotaevaporador (da marca Quimis®) em vacuo (40 mbar) e temperatura do banho
controlada inferior a 35° ApOs completa evaporacdo, o material aderido foi

reconstituido com aproximadamente 3,0 mL de metanol para lavagem do balédo
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coletor. Em seguida, os extratos obtidos (seco e in natura) permaneceram em placas

de Petri até secagem completa.

Os extratos 1 e 2 foram acondicionados em eppendorf limpos e identificados,
sendo armazenados no freezer até preparo dos extratos padronizados na proporgao
1:10 de extrato concentrado. Enquanto, o extrato ndo concentrado ficou padronizado
em concentracdo de 75 mg de planta fresca por 100 mL de metanol (75.000 mg L)

sendo preparado e utilizado no maximo por 3 dias.
4.3 Avaliagcao do teor de fendlicos totais

Para quantificar os compostos fendlicos totais, foi utilizada a metodologia
proposta por Bonoli et al. (2004), onde foi construida uma curva padrao de acido galico
em concentragdes de 0, 10, 30, 50, 100, 200 mg mL™1.

Para o doseamento, aliquotas de 0,1 mL de cada extrato bruto concentrado
(padronizados com a concentracdo de 10 mg mL* de Tradescantia zebrina), foram
diluidas em 0,5 mL de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich®) 2 moL mL* e, em seguida,
foram acrescentados 6 mL de 4gua destilada, sendo agitados em vortex por 1 minuto.
Apés essa etapa, foram adicionados 2 mL de uma solucéo de carbonato de sédio a
15% (m vt), sendo novamente agitadas por 30 segundos. A seguir, foram mantidas
em repouso e ao abrigo da luz por 2 horas em temperatura ambiente. Realizou-se a
leitura em espectrofotébmetro de absor¢cdo molecular UV-Vis (Marca: Femto® Modelo:
700 plus) a 765nm, usando como “branco” todos os reagentes, exceto o extrato. Todos

0s experimentos foram realizados em triplicata.

A partir da curva analitica do &cido gélico, foi obtida a equacdo da reta e
calculados os teores de compostos fendlicos totais, expressos em mg equivalente de

acido galico (EAG)/g de extrato.
4.4 Determinacgéo do teor de flavonoides totais

A determinacao dos teores de flavonoides totais foi realizada, em triplicata,
conforme método descrito por Woisky & Salatino (1998), em que aliquotas de 0,5 mL
para cada extrato metandlico bruto concentrado (padronizados e depois com a
concentragdo de 10 mg mL* de Tradescantia zebrina), foram adicionadas um volume

igual de solucdo metandlica de Cloreto de aluminio 5% (m v1). Apds repouso por 15
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minutos, realizou-se a leitura em espectrofotdmetro de absorcdo molecular UV-Vis
(Marca: Femto® Modelo: 700 plus) a 420nm. O contetdo de flavonoides totais foi
determinado usando uma curva padrdao de quercetina nas concentracdes de 0, 50,
100, 150, 200, 250 e 300 mg mL™.

A partir da curva analitica da quercetina, foi obtida a equacdo da reta e
calculados os teores de flavonoides totais, sendo os resultados séo expressos em mg

equivalente de quercetina (EQ) /g de extrato.

4.5 Determinacao do potencial antioxidante a partir da captura do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH")

A atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH® foi realizada

utilizando a metodologia adaptada de Rufino et al (2007):

- Para o preparo da solucdo de DPPH 0,025 mM (25 yM): dissolveu-se 1 mg de DPPH
em metanol e completou-se o volume para 100 mL em um baldo volumétrico com
metanol, homogeneizado e transferido para um frasco de vidro ambar, devidamente

etiquetado.

- Curva do DPPH: partindo da solucéo inicial de DPPH 0,025mM (25 uM), preparou-
se, em balBes volumétricos de 10 mL, solu¢des variando a concentracdo de 2,5 uM a
20 uM. Para construcao da curva foi transferida uma aliquota de, aproximadamente,
4 mL de cada solucdo de DPPH (2,5; 5; 10; 15 e 20 uM) para a cubeta de vidro e
realizada a leitura a 515 nm, em espectrofotometro de absor¢do molecular UV-Vis
(Marca: Femto® Modelo: 700 plus). O metanol foi utilizado como branco, para calibrar
0 espectrofotdbmetro. Em seguida, plotaram-se as concentragdes de DPPH (uM) no
eixo X e as respectivas absorvancias no eixo Y, sendo calculada a equacéo da reta

por meio de programa Excel®.

Foram preparadas diluicbes do extrato 2 — nao concentrado, nas
concentracdes 200, 600 e 800 mg L (amostra/solvente), em ambiente escuro. Em
seguida, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato para tubos
do tipo Falcon® com 3,9 mL do radical DPPH*, homogeneizando em agitador de tubos.
Para o controle negativo foram utilizados 0,1 mL metanol + 3,9 mL do radical DPPH".

As leituras foram realizadas em 515 nm, em espectrofotdmetro de absorgéo molecular
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UV-Vis (Marca: Femto® Modelo: 700 plus) durante 30 minutos, sendo observada a

reducdo da absorvancia e sua estabilizacao.

O resultado calculado da concentracdo efetiva (ECso) e a concentragao
inibitéria para reduzir em 50% (ICso) o DPPH foram expressos em g de amostra
fresca/g DPPH e, em % de inibicdo de DPPH. As amostras foram preparadas em
triplicatas. Os resultados foram expressos como a média dos valores obtidos e seus

respectivos desvios padroes.

O percentual de atividade antioxidante também foi calculado, através da

formula:

AA (%) = [(Acont - Aam)/Acont] x 100, em que Acont representa a absorvancia

do controle e Aam representa a absorvancia da amostra.

4.6 Determinacao da atividade antioxidante a partir da captura do radical livre
ABTS™ [2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

A atividade antioxidante pelo método ABTS** foi realizada utilizando a

metodologia adaptada de Rufino et al (2007):

- Preparo da solucéo estoque de ABTS (7 mM): foram dissolvidos 38,4 mg de
ABTS em agua destilada e completado o volume para 10mL em um baldo volumétrico,

homogeneizado e transferido para um frasco de vidro @ambar, devidamente etiquetado.

- Preparo da solucéo de Persulfato de potassio (140 nM): foram dissolvidos 189,2mg
de persulfato de potassio em agua destilada e completado o volume para 5 mL em

um balédo volumétrico, homogeneizado e transferido para um frasco de vidro ambar.

- Preparo do radical ABTS"*: o radical ABTS'™ foi preparado a partir da reagcédo de 5 mL
da solugédo estoque de ABTS com 88 uL da solucdo de persulfato de potéssio,
mantendo a mistura no escuro a temperatura ambiente, por 16 horas. Em seguida,
diluiu-se 1 mL desta mistura em alcool etilico (+ 120 mL) até obter uma absorvancia
de 0,70 nm = 0,05 nm a 734 nm.

- Preparo da solugao padrao de Trolox (2 mM): dissolveram-se 12,5 mg de Trolox em

alcool etilico e completado o volume para 25 mL em um baldo volumétrico com alcool
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etilico, homogeneizado e transferido para um frasco de vidro ambar, devidamente

etiquetado.

- Preparo das solucdes e determinacao da curva padrdo: a partir da solugcéo padrao
de Trolox (2.000 uM), foram preparadas solu¢des variando a concentracéo de 100 a
1.500 uM e, aliquotas de 30 pL de cada solugédo de Trolox (100; 500; 1.000; 1.500;
2.000 uM) foram transferidas para tubos de ensaio, misturados com 3,0 mL da solucéo
do radical ABTS™ e homogeneizados em agitador de tubos. As leituras foram
realizadas em 734 nm, em espectrofotdbmetro de absor¢édo molecular UV-Vis (Marca:
Femto® Modelo: 700 plus), apés 6 minutos da mistura descrita acima, utilizando alcool

etilico como branco analitico, para calibrar o espectrofotémetro.

A partir dos extratos 1, 2 e 2 — ndo concentrado, foram preparadas quatro
diluicdes diferentes em triplicata. Em ambiente escuro transferiu-se uma aliquota de
50uL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio com 5,0mL do radical ABTS".
A leitura foi efetuada apdés 6 minutos da reacdo a 734nm, usando o etanol como
branco analitico. Como padrao de referéncia, utilizou-se o Trolox, um antioxidante
sintético analogo a vitamina E, nas concentracdes de 100-2000 uM. Os resultados da
atividade antioxidante foram expressos em uM Trolox/g amostra (atividade
antioxidante equivalente ao Trolox). Os resultados foram expressos como a média dos

valores obtidos e seus respectivos desvios padroes.

O percentual de atividade antioxidante também foi calculado, através da

formula;

AA (%) = [(Acont - Aam)/Acont] x 100, em que Acont representa a absorvancia

do controle e Aam representa a absorvancia da amostra.
4.7 Determinacao e quantificacdo de compostos fendlicos por CLAE-DAD

Para isolamento dos compostos fendlicos, cerca de 10 mg do extrato bruto
concentrado de Tradescantia zebrina foi solubilizado em 1 mL de metanol (grau
HPLC). As analises foram realizadas em CLAE com um sistema de cromatografia
liguida do modelo Prominence-i LC-2030C 3D Plus (Shimadzu Scientific Instruments,
Kyoto, Japao), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) (modelo SPD-20A),

bomba quaternéria de alta pressédo (modelo LC-20AD), forno de aquecimento (modelo
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CTO-20A), amostrador automatico (modelo SIL-20A) e mdédulo de comunicacao
(CBM-40Life), todo tratamento e aquisicdo de amostras foi controlado pelo software

LCsolutions (Shimadzu®, Japao).

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Lichrospher®
C18 (5 um, 4,0 x 250 mm) da Sigma-Aldrich (EUA), a 40 °C e vazéo de 1,0 mL min?
de com solventes analiticos constituindo grade para mistura de eluicdo binaria
consistindo de (A) dgua ultrapura acidificada com acido acético glacial 1% (v v!) e (B)
de metanol grau HPLC de acordo com o programa de gradiente: 0-10 min, 100% A,
10-20 min, 30% A e 70% B; 20-21, 25% A e 75% B; 21-25, 100% A. Antes da injecao
(20 pL) no sistema CLAE-DAD, as soluctes de extrato foram filtradas através de um
filtro de seringa de PTFE (0,45 um) (GOMES, 2021).

Uma amostra de cada extrato (seco e fresco) foi fortificada com uma solucao
de concentracédo final a 0,005 mg mL contendo um “mix” de 17 padrdes fendlicos,
para que pudessem ser identificados e quantificados, a partir de seu espectro
(cromatograma), garantindo assim que os picos fossem analiticamente percebiveis. A
identificacdo e as andlises qualitativas foram realizadas por comparacdo com
espectros padrdao em cada tempo de retencdo (SAGDIC, 2011). Os padrdes de
compostos fendlicos que foram testados apresentam absorvancias nos seguintes
comprimentos de onda: Acido cafeico (330 nm), Acido clorogénico (330 nm), Acido
elagico (260 nm), Acido ferdlico (330 nm), Acido galico (272 nm), Acido p-cumarico
(310 nm), Acido protocatecuico (260 nm), Acido sinapico (330 nm), Acido siringico
(272 nm), Acido trans-cindmico (280 nm), Catequina (280 nm), Crisina (272 nm),
Kaempferol (360 nm), Naringenina (280 nm), Quercetina (360 nm), Rutina (360 nm) e
Vanilina (280 nm). Os analitos identificados foram quantificados usando as curvas de
calibracéo externa (0,1 - 2,5 mg L). Os resultados foram expressos em mg g* de

extrato seco.

O método proposto foi validado e os principais parametros analiticos
normalmente encontrados para validacdo de métodos séo: linearidade, preciséao
limites de deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ). Para os procedimentos validacéo
analitica deste estudo, seguiu-se a resolugdo RDC N° 166, de 24 de julho de 2017,
publicada pela ANVISA, que dispde sobre a validacado de métodos analiticos (BRASIL,
2017).
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A linearidade foi avaliada de acordo com o coeficiente de determinagéo (R?)
das curvas analiticas. A precisdo foi demonstrada pela dispersdo dos resultados,
calculando-se o desvio padréo relativo (DPR) da série de medicdes. Os limites de
deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados com base nos parametros
das curvas analiticas, relacionando o desvio padréo da intersecéo (s) e o coeficiente
angular da curva (S), conforme as equacbes 1 e 2:

LOD =3,3 % (s/S) (Equacéo 1)
LOQ =10 x (s/S) (Equacéo 2)

4.8 Avaliagdo da atividade antileishmania

Para o ensaio de atividade leishmanicida, foram utilizadas as formas
promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis (1x10® por pog¢o), que foram
cultivadas em placa de 96 pocos em meio Schneider (Sigma-Aldrich®) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (FBS, Gibco®) e 50 uyg mL* de gentamicina (Life,
Carlsbad, CA). Em seguida, foram submetidas ao tratamento com diferentes
concentragbes (100 pg mL?; 8 diluicdes 1:2) do extrato 1. Os parasitos foram
incubados por 72h a 26°C. Em seguida, 20 uL/poco de AlamarBlue (Invitrogen®,
Carlsbad, CA) foram adicionados durante 2 horas. A leitura foi realizada no leitor de
microplaca de absor¢do molecular UV-Vis (Marca: Molecular Devices Modelo/Série:
SpectraMax® 190), usando os comprimentos de onda de 570 e 600 nm. O calculo de
inibicdo da cultura axénica foi determinado baseado no controle ndo tratado (GUEDES
et al., 2018).

4.9 Teste de atividade hemolitica em agar sangue

O ensaio de atividade hemolitica foi realizado segundo a adaptacdo da
metodologia da National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003)
de difusdo em &gar sangue pela técnica de antiobiograma em discos. Discos de
papéis de filtro foram impregnados com as amostras (na concentracdo de 1 mg mL™*
de extrato concentrado de Tradescantia zebrina). Apds impregnacéao, os discos foram
distribuidos nas placas e incubados a 35° por 24, 48 e 72 horas. Como controle
positivo foi utilizada uma solucdo de detergente comum e, para controle negativo
foram utilizados: i) o solvente de diluicdo das amostras (metanol) e ii) solu¢do salina

a 20%. Transcorrido o primeiro periodo de incubacéo, as placas foram inspecionadas
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guanto a presenca de halos de hemdlise. Em seguida, foram novamente incubadas

para analise em 48 e 72 horas.
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5. Resultados e Discusséo
5.1 Identificacdo botanica e analise macroscopica das amostras

Segundo Elbl (2008), nas monocotiledoneas séo vistas laminas foliares de
vérias formas; contudo, é especifico para o grupo a venacao paralela. As folhas das
monocotiledéneas sdo denominadas incompletas e invaginantes, pois apresentam,
em sua grande parte, apenas bainha e limbo, diferente das eudicotiledéneas que
apresentam, em geral, peciolo e limbo e, raramente bainha. Dessa forma, as
caracteristicas macroscopicas das amostras analisadas neste trabalho estdo em
conformidade com o que descrevem Maia (2006) e Elbl (2008) para as Comelinaceas.
A analise da arquitetura das folhas, também, mostrou que estas se enquadraram na
morfologia descrita por Elbl (2008) e horto da UFSC, pois se confirmou o padrao
paralelinérveo, que € caracteristico de todo grupamento, como também, a presenca
de inflorescéncias hermafroditas e protegidas por bracteas registradas para a espécie.
Foi possivel identificar que o caule é estolonifero de crescimento reptante, com
presenca de nés de onde surgem raizes e formacao de novos ramos, conforme Figura
6. (ELBL, 2008).

Figura 6. Caracteristicas macroscopicas das amostras de Tradescantia zebrinas
analisadas neste trabalho. Fonte: Autor, 2022.

Sua facil disseminacdo permite seu crescimento e dispersdo em diversos
terrenos (Figura 7) sem muitos cuidados especificos, caracterizando esta espécie
como invasora, conforme descrito por Mantoani et al. (2013), que abordoaram as

implicacdes da invaséo de Tradescantia zebrina sobre as regenerantes de plantulas
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arboreas no estado do Parana. Também, foi registrada a invasdo desta espécie no
Cerrado e na Mata Atlantica (ZENNI; ZILLER, 2011), com destaque a sua utilizacédo

como forragem e decoracéo de espacos.

Figura 7. Disseminagéo de Tradescantia zebrina. Fonte: Autor, 2022

Observou-se que luminosidade para a producdo da espécie deve ser indireta,
mas intensa. Se a planta for plantada em locais de muita sombra, suas folhas véo se
tornando mais palidas. Ainda, os caules ficam com um aspecto mais fino e alongado,
devido ao processo de estiolamento, em gque a planta cresce muito rapidamente em
busca de luz, sem desenvolvimento adequado de folhas. Por isso, no paisagismo é
muito aproveitada em lugares onde a grama nao se cresce, por caréncia de iluminagéo
direta, como embaixo de arvores (LORENZI; SOUZA, 2008).

E sabido que o local e a época de plantio sdo essenciais para a obtencéo de
um elevado rendimento das espécies e de substancias do metabolismo secundario.
Contudo, segundo Carvalho (2005), a Tradescantia zebrina € uma espécie que
oferece facil adaptacdo em qualquer espaco, além de se desenvolver durante todo o
ano, tanto ao ar livre, quanto em estufas. As influéncias ambientais que mais
interferem no crescimento e no desenvolvimento das plantas sdo o fotoperiodo, a
radiacdo e a temperatura (MARCHESE E FIGUEIRA, 2005).
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5.2 Teor de fendlicos totais

A determinacgéo do teor de fendlicos totais tem importancia significativa, uma
vez que diversos estudos evidenciaram a atividade antioxidante destes compostos
(SOUZA, 2018; SANTOS, 2018; JACOBI, 2021; BARROS, 2021). Foi obtida a
equacao da reta (y = 0,0049x + 0,0297) a partir da curva padréo de acido galico (Figura
8) e um R? =0,9998, confirmando a linearidade na faixa de trabalho estudada (0 — 200
mg mL1). A Tabela 2 apresenta os valores referentes a concentracdo de fendlicos
totais expressos em mg EAG/g de extrato concentrado para as amostras (seca e

fresca).

y =0,0049x +0,0297
1 R? = 0,9998

0 50 100 150 200 250

Figura 8. Curva padréo de acido galico.

Tabela 2. Concentracéo de fendlicos totais expressos em mg EAG/g de extratos 1 e
2 de Tradescantia zebrina

Amostras Concentragdo (mg EAG/Q)
Seca 67,68 £ 0,12
Fresca 233,94 £ 0,71

Cheah et al. (2017) identificaram, nessa espécie, uma concentracdo de
fendlicos totais de 33.5 + 2.58 mg EAG/g de extrato, apresentando um teor bem abaixo
dos encontrados no presente estudo, fato que pode se justificar mais uma vez pela
sazonalidade, local de coleta e método de preparo de amostras. E sabido que a

secagem € um importante processo de armazenamento e conservacdo de plantas
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medicinais, evitando degradacao microbiolégica. No entanto este processo pode levar
uma alteracdo do perfil metabdlico e das propriedades antioxidantes de compostos
quimicos produzidos pelo vegetal. To (2020) encontrou compostos fendlicos totais
para o caule (694,86 * 54,46 mg GAE/g) e folhas (510,70 + 31,45 mg GAE/Q) para

extratos etanolicos, destas partes de Tradescantia zebrina.

Katsube et al. (2009) afirmaram que a temperatura de secagem de plantas
pode diminuir sua atividade antioxidante e, ainda, conferem essa reducéo
principalmente ao teor de polifendis dos extratos vegetais, que também € diminuido
com a aumento da temperatura. Desta forma, se observou uma importante reducao
na concentracao de fendlicos totais na amostra seca, que provavelmente ocorreu pelo
processo de secagem da planta, associado ao processo de rotaevaporacao do extrato
bruto, assim como pela degradacdo natural, uma vez que esse extrato ndo foi
preparado no mesmo dia de leitura, e estava armazenado em freezer por 3 meses.
Outro fator que também se deve considerar é a época de coleta, uma vez que a
incidéncia de radiacdo solar ou a pluviosidade podem interferir nessa quantificacédo
(GOMES et al., 2021).

Contrariamente ao processo de preparo e analise da amostra seca, a
determinacao de fendlicos totais no extrato fresco (in natura) foi feita imediatamente
apoés preparo da mesma, comprovando que as preparacdes na forma fresca

continham cerca de 345,6% a mais de compostos fendlicos.
5.3 Teor de flavonoides totais

Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides sdo considerados, por muitos
autores, como a classe fitoquimica com maior atividade antioxidante, pois, além de
agirem em varias funcdes nas plantas (defesa contra insetos, fungos, virus e bactérias
e protecdo contra radiacao ultravioleta), as atividades antioxidante, anti-inflamatoria e
antineoplasica foram relatadas em testes in vitro e in vivo, bem como na prevencao
de doencas neurodegenerativas (SHAHIDI, 2014; NEGRI, 2015; AHMED, 2014).

Foi obtida a equacé&o da reta (y = 0,0549x - 0,0056) a partir da curva padrao
de quercetina (Figura 9) e um R? = 0,9999, confirmando a linearidade na faixa de
trabalho estudada (0 — 300 mg mL™?). Desta forma, foi viavel realizar a determinacéo

do teor de flavonoides totais em extratos metandlicos preparados com amostras
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(secas e in natura). A Tabela 3 apresenta os valores referentes a concentracdo de
flavonoides totais expressos em mg EQ/g de extrato concentrado para as amostras

(seca e fresca).

y =0,0549x - 0,0056
R?=0,9999

0 10 20 30 40 50 60

Figura 9. Curva padrdo de quercetina

Tabela 3. Concentracéo de flavonoides totais expressos em mg EQ/g de extrato
concentrado para as amostras (seca e fresca) de Tradescantia zebrina.

Amostras Concentracéo (mg EQ/g)
Seca 10,99 £ 0,08
Fresca 29,70 £ 0,04

Cheah e colaboradores (2017) foram capazes de quantificar o teor de
flavonoides totais em plantas secas encontrando valores de 9.4+1.06 mg equivalente
de catequina por g de extrato, que apesar de equivaléncia distinta demonstra um valor
equivalente ao encontrado nesse estudo para amostra seca, enquanto Olivo-Vidal
(2020) encontra valores de 16,8 mg EqQCAT/g, para amostras possivelmente frescas
compradas em feira mexicana, demonstrando um teor maior que o estudo anterior,
mas se comparado ao presente ainda se quantifica um teor abaixo do encontrado,
podendo indicar que a colheita ndo seja recente, assim como podem ter passado por
processos de aquecimento (pelo Sol) e desidratacdo, assim como por diversos outros
fatores abioticos que possam interferir na producéo e/ou manutencéo dos flavonoides.
To (2020) encontrou compostos fendlicos totais para o caule (496,22 + 16,56 mg

ECAT/qg) e folhas (410,27 + 8,34 mg ECAT/g) para extratos etandlicos, destas partes
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de Tradescantia zebrina.

Neste trabalho, foi possivel perceber a variacdo na concentracdo de
flavonoides totais entre a amostra seca e fresca, reafirmando o que foi observado nas
plantas que estavam sobre Sol pleno, que apresentavam folhagens menos
desenvolvidas e com coloracdo mais avermelhada, o que se pressupfe a presenca
dos flavonoides, em especial as antocianinas, compostos geralmente da cor vermelha
ou azulada, presentes nas plantas (SILVA, 2021). Segundo Simdes (2017), esse
nome é proveniente do grego antho-, flor, e kyanus-, azul, sendo pigmentos achados
na seiva, podendo variar a cor do 6rgéo, de acordo com o pH da seiva. Com isso, 0
azul de determinadas flores ou o vermelho de outras podem ser oriundos do mesmo
composto, mas em valores de pH diferentes (GOTO, 1991; IDAKA, 1987).

Dessa forma, os metabdlitos secundarios representam uma correlacdo
quimica entre as espécies e o ambiente onde sdo plantadas. Esses estimulos
ambientais de onde as plantas se encontram podem desviar a rota metabdlica,
ocasionando a biossintese de diferentes compostos, assim como um rendimento
maior de determinados metabdlitos. Dentre possiveis interferentes, é possivel
destacar influéncias muatuas da planta com: microrganismos, insetos e/ou outras
plantas, além de pluviosidade, incidéncia de luz solar, nutricdo, época e horario de
coleta, bem como metodologias de colheita e preparo das amostras, podendo
influenciar na sua fitoquimica (MORAIS, 2009). Ademais, Marchese e Figueira (2005),
afirmaram que os metabolitos secundarios sofrem interferéncia de diversos fatores,

como sazonalidade, ciclo circadiano, solo e/ou temperatura.

Em extratos aquosos de Tradescantia zebrina foi possivel identificar a
presenca de antocianinas pela simples variacdo de pH. Um dos primeiros trabalhos
com a especie foi realizado por lIdaka e colaboradores (1987), que isolaram cinco
antocianinas aciladas utilizando a CLAE, com leitura na regidao de absor¢ao na regiao
do ultravioleta, entre 270 e 280 nm. Para conseguir separar esses compostos foi
necessario a remoc¢ao da clorofila por extragdo com éter de petréleo. Os autores
identificaram a estrutura molecular de um flavonoide antocianico, a zebrinina, uma
antocianina roxo-avermelhada isolada de Tradescantia zebrina, que contém L-
arabinose e quatro moléculas de &cido cafeico, provavel responsavel do pigmento
arroxeado da planta (IDAKA et al, 1987).
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5.4 Atividade antioxidante

5.4.1 Determinacao do potencial antioxidante a partir da captura do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH")

Para a quantificacdo da atividade antioxidante em extratos metanolicos
preparados com a amostra fresca (in natura) pelo método de captura do radical
DPPH?*, foi gerado um grafico de disperséo, através da plotagem de dados referentes
a concentracdo do DPPH e suas respectivas absorvancias. Foi obtida a equacéo da
reta (y = 0,1045x - 0,0274) a partir da curva padrdo de DPPH (Figura 10) e um R? =

0,9996, confirmando a linearidade na faixa de trabalho estudada (0 — 20 uM).

Nesse método, ficou perceptivel que apesar da baixa concentracdo do extrato
(variando de 1,5 g a 6 g de planta fresca para cada 100 mL de solvente), a espécie
apresentou uma boa atividade inibitéria ao DPPH, conforme é verificado na Tabela 4.

y =0,1045x+ 0,0274

R? = 0,9996
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Figura 10. Curva padrao de DPPH

Tabela 4. % de inibigdo e % remanescente de DPPH no extrato 2b — n&o
concentrado de Tradescantia zebrina.

Concentracdo das
amostras (mg L)

% DPPH

% Inibicdo DPPH Remanescente
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15.000 10,31 89,69
45.000 44,08 55,92
60.000 56,00 44,00

Foi notavel a inibicdo do radical DPPH’, uma vez que, apesar da baixa
concentracdo do extrato, cerca de 44% do radical DPPH' foi inibido, em 45¢g de planta
(in natura) extraida em 1L de metanol. Isso seria muito menos que, para um preparo
da bebida Agua de Matali, popular entre os mexicanos seguindo tradicdo cultural
propria de Tabasco, em que se usa um punhado de planta (por volta de 100-1509)
infundida em agua a ferver (x 1litro) e, apos esfriar, se acrescenta suco de 1 liméo e
adoca com mel, se bebe gelado ou quente (SARTORI et al., 2020). Dessa forma, o
consumo do refresco, nessa proporcdo, acarreta um porcentual de compostos

antioxidantes consideravel a dieta.

A partir dos dados referentes ao percentual de inibicdo do radical DPPH* foi
possivel quantificar a concentracdo de antioxidante necessaria para que haja 50% de
DPPH remanescente no sistema (Concentracao Inibitéria — 1Cso), a partir da plotagem
dos dados em um gréfico de dispersédo (Figura 11), onde se obteve a equacado y =

0,001x - 4,4467, apresentando um coeficiente de determinacdo R2 = 0,9937.
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Figura 11. Percentual de inibi¢cdo do radical DPPH" a partir das variagdes de
concentracéo do extrato 2b — n&o concentrado Tradescantia zebrina.
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Com as absorvancias obtidas para os extratos 2 e 2b — ndo concentrado de
amostras frescas (in natura) de Tradescantia zebrina, em cada concentracao plotadas
no gréfico de disperséo (Figura 12), obteve-se a equacgéo y = -0,00003x + 2,6039, com
coeficiente de correlacdo R2 = 0,9937, foi possivel determinar a Concentracdo
Eficiente (ECso0) em mg L*. A partir desses célculos foi elaborada a Tabela 5.
Percebeu-se que os valores de ECso e ICso foram equivalentes, ao se analisar a linha

de tendéncia dos gréficos.
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Figura 12. Atividade antioxidante (método DPPH) de extrato 2b — ndo concentrado
de Tradescantia zebrina

A partir do valor correspondente a 50% da absorvancia inicial do controle pelo
eixo y da equacao da curva do DPPH (Figura 10), calculou-se o consumo, em uM, de
DPPH e, em seguida, se transformou para g de DPPH, partida de onde foi possivel
converter a concentracdo em mg L em g planta fresca/g DPPH. Em seguida, se
obteve a equivaléncia entre a quantidade de planta fresca para consumo e a
quantidade do oxidante DPPH.

Tabela 5. Comparacéo entre Concentracéo Inibitéria (ICso0) e Concentracao Eficiente
(ECso0) do extrato 2b — ndo concentrado de Tradescantia zebrina

ICs0 ECso

45,56 mg mL? 45,25 mg mL™*?

9.903,079g planta/g DPPH 9.836,419g planta/g DPPH
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Com a interpretacdo desses dados, se observa que sd0 necessarios pouco
mais de 45 mg de planta fresca (in natura) em 1 mL de solvente extrator para que seja
possivel sequestrar 50% do radical oxidante, sendo mais uma forma de apresentar
que o potencial antioxidante da espécie é de relevancia cientifica. Logo, foram
consumidos, praticamente, 10 g da planta para inibir 1 mg de DPPH, sendo uma fonte

importante de antioxidantes.

A literatura, no que se refere a testagem de atividade antioxidante, preconiza
que as testagens sejam feitas com a utilizacdo de mais de uma metodologia, pois
estas se baseiam em principios/fundamentos distintos e podem sofrer interferéncias
em amplos aspectos. Por isso, nenhum método vai indicar com seguranca a
capacidade antioxidante total de uma amostra; pois, também, ndo existe nenhuma
similitude com sistemas biol6gicos. Porém, ndo perdem sua importancia, pois auxiliam
nos estudos de prospecc¢do quimica e bioldgica, no esclarecimento de fatores
fisiolégicos (HUANG, 2005; MUNTEANU, 2021; YARLEY, 2021)

5.4.2 Determinacdo do potencial antioxidante a partir da captura do radical livre
ABTS™ (2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

Para a quantificacdo da atividade antioxidante em extratos metandlicos
preparados com amostras (seca e in natura) pelo método de captura do radical
ABTS™, foi gerado um grafico de dispersao, através da plotagem de dados referentes
a concentracdo do Trolox e suas respectivas absorvancias. Foi obtida a equacédo da
reta (y = -0,0003x + 0,6325) a partir da curva padrédo de Trolox (Figura 13) e um R? =
0,9998, confirmando a linearidade na faixa de trabalho estudada (0 — 2000 pM).
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Figura 13. Curva padrao de Trolox

Nesse método, notou-se que a resposta da amostra fresca (base imida — sem
secagem de extrato), apesar de baixa concentracdo, apresentou uma consideravel
atividade antioxidante quando comparado ao trolox, conforme é verificado na Figura
14 e Tabela 6.

y =-4E-06x+ 0,588
R? =0,9932
0,6000

o
wn
5]
o

Absorvancia (734NM)
o
w
S
o

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
Concentragdo da Amostra (mg de planta/ L sovente)

Figura 14. Atividade antioxidante (método ABTS) do extrato 2 — ndo
concentrado de Tradescantia zebrina.
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Tabela 6. Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC) do extrato 2b — ndo
concentrado de Tradescantia zebrina e em percentual

Concentracédo das

Concentragéo total

Capacidade
Antioxidante

N 0
amostras (mg L) de antloxll_c_ilz;mtes (mg Equivalente ao AA (%)
Trolox (TEAC)
15.000 353,89 4,72 25,66
30.000 631,67 8,42 37,43
45.000 780,56 10,41 46,99
75.000 1.258,33 16,78 63,98
-1
Atividade 63.875 mg L™ Eg 1000uM Trolox
Antioxidante Total 15,66 uM Trolox / g de planta fresca
y =-0,0003x+0,6616
© R? = 0,9985
;G_E 0,7000
S 0,6000 ° ..
=
< 0,5000 = =
= 04000 e,
2 ‘e
g 0,3000
9 0,2000
< 0,1000
0,0000
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentragdo do extrato fresca— base seca (mg mL™?)

Figura 15. Atividade antioxidante (método ABTS) do extrato 2 de
Tradescantia zebrina.

Os resultados mostraram que 0 processo sem secagem de amostra e sem

concentracdo de extrato, alem de sua utilizacdo imediata garantiram a preservacao

dos compostos antioxidantes, uma vez que quando comparado a0 mesmo extrato

(apbs secagem em rotaevaporador), mesmo que em temperaturas baixas, houve uma

perda consideravel desses compostos, conforme verificado na Figura 15 e Tabela 7.
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Tabela 7. Atividade antioxidante (AA) do extrato 2 de Tradescantia zebrina,
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC) e percentual

Concentracao das

0,
amostras (mg L™) TEAC AA (%)
200 234,22 16,48
500 533,11 29,14
800 879,78 43,83
1.000 1.115,33 53,81

1.097 mg L* Eq 1000uM Trolox
Atividade Antioxidante Total
911,58 uM Trolox / g de extrato de planta fresca

Também foi observada reducdo do potencial antioxidante na amostra
preparada a partir de planta seca, reafirmando que tanto o tempo quanto a
temperatura implicam diretamente nessa determinacéo (Figura 16). A concentracéo
eficiente para reduzir o radical ABTS™ em 50% (ECso) e a atividade antioxidante (AA,
%) (Tabelas 8 e 9) foram calculadas e percebeu-se o0 quanto a planta (sem processo
de tratamento de secagem, associado ao tempo de preparo do extrato), também, foi
relevante na determinacgéo da atividade antioxidante.

0,5600

0,5500 °.
0,5400
0,5300

0,5200

0,5100
0,5000

Absorvancia (734NM) Média

0,4900
»

0,4800
0 200 400 600 800 1000 1200
y = -8E-05x + 0,5652

Concentracdo do extrato seco (mg mLY) ,
R®=0,9991

Figura 16. Atividade antioxidante (método ABTS) do extrato 1 de
Tradescantia zebrina
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Tabela 8. Concentracéo Eficiente (ECso), em mg L-1, dos extratos 1 e 2 de
Tradescantia zebrina.

Extrato 2 (in natura) Extrato 1 (seca)

1.102,67 mg L? 3.532,5mgL?

Tabela 9. Atividade antioxidante (AA) do extrato 1 de Tradescantia zebrina,
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC) e em percentual

Concentracdo das

amostras (mg L) TEAC AA (%)
200 276,11 22,36
500 357,22 25,80
800 429,44 28,86
1.000 487,22 31,31

2.908,75 mg L't Eq 1000uM Trolox
Atividade Antioxidante Total
343,79 uM Trolox / g de extrato de planta seca

Nessa comparacao vale ressaltar que a concentragéo eficiente para capturar
50% do radical livre no extrato feito com planta sem tratamento de secagem € 3,2
vezes mais potente, pois ao se converter a concentracdo tem-se que 1,10 mg mL? ja
é suficiente para ter 50% de efetividade. Ao passo que, no extrato preparado com
planta seca e armazenado em freezer por pelo menos 3 meses, seriam necessarios
uma concentracdo préxima de 3,53 mg mL! para uma resposta semelhante a amostra
fresca. Desta forma, a planta fresca (in natura) apresentou resultados superiores.
Seguindo na mesma logica e realizando a mesma sequéncia de célculos para a
utilizacdo da planta fresca para consumo em sua forma tradicional, seriam
necessarios por volta de 68 mg de planta para se ter uma resposta similar ao extrato

metandlico com relacdo ao sequestro do radical ABTS.
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Quando se compara a efetividade da resposta percentual entre as amostras
frescas concentradas e ndo concentradas (Tabela 10 e 11), se percebe uma variacédo
consideravel, com a possibilidade de perda de potencial antioxidante com o
aquecimento, mesmo que em temperatura baixa e controlada. Foi percebido, também,
na comparagao entre os extratos concentrados das amostras frescas e secas e entre
esses e o0 extrato de amostra fresca sem processo de rotaevaporacéo, que os dados
referentes as amostras in natura, ainda apresentaram valores superiores que os de

amostra seca.

Tabela 10. Comparacéo entre os resultados percentuais da captura do Radical
ABTS™, a partir de extratos metandlicos de Tradescantia zebrina

Extratos Amostra Fresca Amostra Seca
(Extrato 2) (Extrato 1)
Concenraeio g a9 e
200 16,48 22,36
500 29,14 25,80
800 43,83 28,86
1.000 53,81 31,31

Tabela 11. Resultados percentuais da captura do Radical ABTS™, a partir do extrato
2b — ndo concentrado de Tradescantia zebrina

Amostra Fresca
Extratos (Extrato 2b — néo
concentrado)

Concentracédo das

amostras (mg L?) AA (%)
15.000 25,66
30.000 37,43
45.000 46,99

75.000 63,98
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Em um estudo mexicano realizado por Olivo-Vidal et al. (2020), foram
comparados os teores de compostos fendlicos e flavonoides totais, bem como a
determinacao de atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e da anélise
do “Poder antioxidante capaz de reduzir o Ferro Ill - FRAP) com extratos preparados
com folhas frescas de Tradescantia zebrina. As técnicas extrativas foram distintas
(maceracédo dinamica em etanol 80%; maceracdo aquosa a 22°; e infusdo aquosa, na
proporcéo de 1g de folha para 10mL de solvente), gerando concentracéo de 1x10°mg
L-1. Os autores indicaram que o extrato aquoso, obtido por maceracéo, apresentou
uma maior capacidade de captura do radical ABTS™ e, também, uma maior dosagem
de flavonoides totais (27,8 mgEQ catequina/g). Contudo, os compostos fendlicos
totais apresentaram concentracdes inferiores (51 mgEAG/g) quando comparado ao
extrato etandlico (70,2 mgEAG/Q); e, esse, por sua vez, apresentou menores teores
de flavonoides (16,8 mgEQ catequina/g) e uma maior atividade de sequestro de DPPH
(84%). O extrato obtido por infusdo apresentou melhores resultados pelo método
FRAP, sendo equivalentes ao extrato obtido maceracdo aquosa, em teores de
fendlicos totais.

Os resultados desse estudo, quando comparados aos de Olivo-Vidal et al.
(2020), no México, e Cheah et al. (2017), na Malasia, mostraram concentracfes de
compostos fendlicos e flavonoides totais superiores, para o extrato metandlico de
Tradescantia zebrina. Isso pode ocorrer devido as interferéncias sazonais, assim
como pelo préprio processo de plantio e coleta, uma vez que os autores informaram
gue so6 foram utilizadas as folhas para obtencdo dos extratos, a planta mexicana foi
adquirida em feira local e ndo foram informadas as condi¢cdes do tempo em que foi

feita a coleta e estado da amostra, até analises.

No presente trabalho, foi identificado um potencial antioxidante pelo sequestro
do radical DPPH de 56% para a amostra fresca (in natura), na concentragao de 60 mg
mL1, enquanto no estudo mexicano de Olivo-Vidal et al. (2020) foram encontrados
84% para uma concentragdo de 100 mg mL?, proporcionalmente inferior ao
encontrado nesse estudo comparando as atividades antioxidantes. Tais diferencas
podem estar atribuidas aos procedimentos metodolégicos usados, assim como pela
composicao fitoquimica diferentes da espécie, provocada por fatores abidticos e ndo
abidticos. Ademais, nesse trabalho mexicano, a concentracdo do extrato (g de

planta/volume de solvente) estd em concentracdo mais elevada. Na literatura, alguns
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estudos indicaram a presenca de compostos fenolicos em Tradescantia zebrina,
assim como seu potencial antioxidante (ALABA; CHICHIOCO-HERNANDEZ, 2014;
ALONSO-CASTRO et al., 2010; AMARAL et al., 2006; ARNOUS et al, 2005; TAN et
al., 2014).

A avaliacdo fitoquimica investigada por Tan et al. (2014) indicaram que a
espécie Tradescantia zebrina € a mais rica em compostos fendlicos, quando
comparadas a outras da familia Tradescantia. Ademais, outros autores sinalizaram
que essas substancias jA& sdo conhecidas por oferecerem principalmente a
capacidade antioxidante, mas também atributos anti-inflamatérios e antimicrobianos
(ESQUENAZI et al., 2002; GUTAM, JACHAK, 2009). Esses compostos se classificam
em flavonoides e nédo flavonoides; os nao flavonoides (4cidos fendlicos) séo derivados
do é&cido hidroxicinamico (4cido cafeico, p-cumérico, ferulico, clorogénico, dentre
outros) e do acido hidroxibenzéico (acido gélico, salicilico, elagico, entre outros)
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004) podem ser responsaveis, total ou
parcialmente, pela bioatividade dos compostos fendlicos presentes na Tradescantia
zebrina, como ja descrito para a espécie na literatura e comprovado pelo presente

estudo.

Tan et al. (2014) avaliaram o perfil antioxidante entre as espécies
Tradescantia spathacea var. variegata, Tradescantia spathacea “Hawaiian Dwarf”,
Tradescantia pallida e Tradescantia zebrina, através de teores de fendlicos e
flavonoides totais, taninos totais, além de testes de eliminacdo de radicais livres.
Dentre essas espécies a Tradescantia zebrina apresentou a maior atividade
antioxidante, chegando a ser nove vezes maior que o sequestrador mais fraco. Esse
efeito antioxidante, bastante elevado de Tradescantia zebrina também foi confirmada
por Cheah et al. (2017).

De acordo com Baghalpour et al. (2021), apds testes quantitativos, o conteudo
fendlico total resultou em 76,88mg equivalentes de acido galico/mg do extrato de
Tradescantia zebrina, comprovando ainda seus efeitos antioxidantes por meio do
meétodo de cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia. Esse mesmo estudo
tratou das atividades do extrato etanélico (80%) para propriedades antinociceptiva e
anti-inflamatéria, baseando-se nos testes de formalina e carragenina em ratos Wistar,

nao apresentando toxicidade nesta fase. As fracOes de acetato de etila e cloroférmio
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apresentaram melhores efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios.

A Tabela 12 apresenta os valores médios comparativos, encontrados neste
estudo e na literatura cientifica para compostos fendlicos e flavonoides totais e, ainda,
atividade antioxidante para extratos de amostras de Tradescantia zebrina.
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Tabela 12. Valores médios comparativos, encontrados neste estudo e na literatura cientifica para fenélicos e flavonoides totais e
atividade antioxidante para extratos de amostras de Tradescantia zebrina.

Estudos Fendlicos Totais (mg EAG/Q) Flavonoides Totais
Presente estudo (Bahia, Brasil) 233,94 +0,71* 29,70 + 0,04* mg EQ/g
Cheah et al. (2017) (Kuala Lumpur, Malasia) 33,50 + 2,58* 9,4 +£1,06* mg ECAT/g
Olivo-Vidal et al. (2020) (Tabasco, México) 70,20 + 1,20** 16,8 £ 0,50 mg ECAT/g**
Baghalpour et al. (2021) (Alborz, Ird) 0,08 £ 0.14* -

694,86 + 54,46 (caule)**

To (2020) (Kuala Lumpur, Malasia)
510,70 + 31,45 (folhas)**

496,22 + 16,56 mg ECAT/g (caule)**
410,27 + 8,34 mg ECAT/g (folhas)**

Tan et al. (2014) (Kuala Lumpur, Malasia) 6,21 £ 0,4* 17,1 £ 2,80 mg ER/100 g
Estudos Atividade Antioxidante (%) Atividade Antioxidante (%)
(DPPH) (ABTS)
. ENAT
Presente estudo (Bahia, Brasil) 44,08 (conc. extrato: 45 mg mL-L)* 43,83 (conc. extrato da amostra fresca: 0,8 mg mL1)

28,86 (conc. extrato da amostra seca: 0,8 mg mL-1)*

Cheah et al. (2017) (Kuala Lumpur, Malaysia)
18,10 (conc. extrato: 0,1 mg mL1)*

Olivo-Vidal et al. (2020) (Tabasco, México)
84,00 (conc. extrato: 100 mg mL-1)**

16,00 (conc. extrato: 100 mg mL-1)**

To (2020) (Kuala Lumpur, Malésia) 26,19 (caule) (conc. extrato: ndo informada)**

18,78 (folha) (conc. extrato: ndo informada)**

EAG: equivalentes de acido gélico; ECAT: equivalentes de Catequina; EQ: equivalentes de Quercetina; EQ: equivalentes de Rutina;*: extrato metandlico; **: extrato etandlico; -: ndo disponivel
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5.5 Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos utilizando CLAE-DAD

Em um estudo preliminar, foi obtido e comparado fingerprints de extratos:
metandlico (TZ1), hidroetandlico (TZ2) e aquoso (TZ3) de Tradescantia zebrina,
através de CLAE-DAD, no comprimento de onda 280 nm (Figura 17), especialmente
para a comparacgdo entre a variabilidade dos extratos, comprovando que variagdes
nos métodos extrativos pode alterar a identificacdo de compostos para mesma
espécie. Os cromatogramas obtidos confirmaram a presenca de compostos fenodlicos
como os acidos elagico, siringico e p-cumarico e o flavonoide catequina, quando
comparados a padrdes analiticos usados na metodologia. A partir desses dados,
seguiu-se este estudo somente com o extrato metandlico, uma vez que em meio
metandlico se reduz a possibilidade de perda por contaminacdo microbiolégica devido
a auséncia de agua no extrato e, por esse apresentar uma maior concentracdo dos

compostos de interesse.
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Figura 17. Comparagéo cromatografica dos extratos de Tradescantia zebrina a
280nm. Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Em seguida, foram obtidos e comparados os fingerprints do extrato 1 de
Tradescantia zebrina por CLAE-DAD. Os cromatogramas mostrados na Figura 18

foram obtidos nos comprimentos de onda de 260-360 e comparados entre si.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos a partir de extrato metandlico da amostra seca
de Tradescantia zebrina por CLAE-DAD. Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

A identificacdo dos compostos fendlicos foi baseada na comparacdo com os
picos obtidos a partir dos respectivos padrdes analiticos, quanto aos tempos de
retencdo e espectros UV. Desta forma, para a confirmacédo dos picos dos analitos,
uma das amostras foi fortificada com a solugéo de mistura dos padrdes (5,00 pg mL-
1), conforme visto na Figura 19, que apresenta os cromatogramas, no modo max plot
(260-360 nm), do extrato puro e do extrato enriquecido com padrdes analiticos, da

planta seca).
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Figura 19. Cromatogramas obtidos a partir do extrato metandlico puro e extrato
enriquecido com padrdes analiticos, da planta Tradescantia zebrina (seca) por CLAE-
DAD. Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
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Apoés validacdo, com a obtencdo dos parametros analiticos (Tabela 13), o
meétodo foi aplicado para do extrato 1 de Tradescantia zebrina. Foi possivel identificar
nove compostos fendlicos (acido cafeico (ACF), &cido eléagico (AE), acido clorogénico
(ACI), acido ferulico (AF), acido p-cumarico (A pC), acido protocatecuico (APC), crisina
(CR), rutina (RU) e vanilina (VA)), sendo seis acidos fendlicos, dois flavonoides

(flavona e flavonol) e um aldeido fendlico.

Tabela 13. Parametros analiticos de validacédo para o método proposto por CLAE-

DAD.

Analito Equacédo de regresséo R? LOD (mgL?) LOQ (mglL?)
Acido cafeico y = 149675x — 15785 0,9999 0,04 0,13
Acido clorogénico y = 65056x + 5481,7 0,9973 0,14 0,41
Acido elagico y =180471x - 6206,8 0,9992 0,13 0,39
Acido ferulico y =106019x - 10833 0,9998 0,06 0,17
Acido gélico y = 69058x - 987,92 0,9988 0,16 0,48
Acido p-cumaérico y = 173234x - 16450 1 0,03 0,09
Acido protocatecuico y = 132697x - 8605 0,9997 0,08 0,24
Acido sinéapico y =107178x - 10354 0,9998 0,06 0,18
Acido siringico y = 73260x - 8065,3 0,9999 0,04 0,11
Acido trans-cinamico y = 156741x - 16963 1 0,03 0,08
Catequina y =11344x + 3841,1 0,9979 0,21 0,63
Crisina y =23736x - 10191 0,9903 0,44 1,34
Kaempferol y =23417x - 4108,7 0,9925 0,4 1,2
Naringenina y = 63685x - 6429,1 0,9995 0,1 0,29
Quercetina y =45981x - 10078 0,9985 0,18 0,54
Rutina y = 31435x - 3903 1 0,01 0,04
Vanilina y = 92846x - 620,8 1 0,02 0,07

Dos compostos fenolicos identificados do extrato 1 de Tradescantia zebrina,

oito analitos foram quantificados (Tabela 14). Sabendo-se que a solucdes obtidas, a
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partir extrato metanolico da amostra seca de Tradescantia zebrina, foram preparadas
pela solubilizacdo de 10 mg de extrato em 1 mL de metanol, pode-se calcular as
concentracdes dos compostos fenélicos em pg g de extrato. Conclui-se que o extrato
analisado apresenta compostos fendlicos, sendo o &cido elagico, acido cafeico e a
rutina, 0s que apresentaram maiores concentracdes. O acido clorogénico, identificado
no extrato a partir do seu padrao analitico, apresentou quantidades abaixo do limite
de deteccdo (LOD). Tal fato pode estar relacionado a coeluicdo deste com outro
composto ou, ainda, que algum outro composto tenha absorvido radiagdo no mesmo

comprimento.

Tabela 14. Compostos fenodlicos quantificados da amostra seca (Extrato 1) de
Tradescantia zebrina por CLAE-DAD.

Tempo

Analito Comprimento de Int2r$:da (rionLc_.l) (Conc?l.)
Retencao 9 9 H9 9
Acido cafeico 330 16,636 257002 1,823 182,25
Acido clorogénico 330 15,566 5636 nd nd
Acido elagico 260 26,717 521488 2,924 292,40
Acido ferdlico 330 22,136 134203 1,368 136,8
Acido p-cumérico 310 20,394 95896 0,649 64,85
Acido 84,33
protocatecuico 260 10,512 103298 0,843 '
Crisina 272 40,168 17318 1,159 115,9
Rutina 360 25,495 107323 3,538 353,83
Vanilina 280 19,139 38708 0,424 42,36

nd: ndo determinado

Em seguida, aplicando andlises por CLAE-DAD, foram obtidos cromatogramas
(Figura 20), nos comprimentos de onda 260-360 nm, para 0s extratos preparados com
Tradescantia zebrina fresca (in natura). Pode-se perceber uma mudanca no perfil dos
cromatogramas e, para explicar tal fato, listam-se algumas justificativas: influéncia da
metodologia de tratamento da amostra; periodo de coleta; e, ainda, a degradacao pelo

tempo de preparo do extrato seco.
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Figura 20 Cromatogramas obtidos a partir do extrato 2 de Tradescantia zebrina por

CLAE-DAD. Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

E sabido que a biossintese de compostos fenélicos pelas plantas pode levar
tempo, dependendo da classe do composto, como por exemplo, os flavonoides. A
quantificacdo de um determinado composto, em certo periodo do ano, pode ser uma
resposta da planta ao estresse e as condicdes ambientais. No Brasil, 0 més de maio
estd compreendido na estacdo do outono, mas 0 més de janeiro € verdo, época em
gue os dias sdo mais prolongados, ocasionando uma maior incidéncia de luz UV solar
e chuvas torrenciais. Dessa forma, tanto a exposicao a elevados niveis de radiacao,
guanto um possivel estresse hidrico, podem levar ao aumento dos mecanismos de
defesa da planta, alterando a rota dos processos bioquimicos, sobretudo dos
compostos fendlicos que estdo conectados a protecdo e adaptabilidade da planta
(RIBEIRO, 2020; FARHA et al., 2022).

Outro ponto de relevancia, nesses cromatogramas, é a presenca de um pico
de elevada intensidade em, aproximadamente, 26 minutos de corrida no equipamento
(seta apontando pico). Este pico nao foi identificado no extrato metandlico da amostra
seca de Tradescantia zebrina, provavelmente por se tratar de algum composto ja
degradado no processo de secagem e armazenamento. Em comparagcdo com 0s
cromatogramas obtidos para o extrato de amostra seca, com 0 mesmo extrato

fortificado, com o “mix” de padrées analiticos, no modo max plot (260-360 nm), ficou
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evidente que a concentracdo dos compostos nos extratos é diferente, conforme Figura
21 e Tabela 15.
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AC: Acido cafeico

VA: Vanilina

ApC: Acido p-cumirico
AE: Acido elagico
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Figura 21. Cromatogramas obtidos a partir do extrato metandlico puro e extrato
enriquecido com padrdes analiticos de Tradescantia zebrina fresca (in natura) por
CLAE-DAD. Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Tabela 15. Compostos fendlicos quantificados do extrato metandlico da amostra
fresca (Extrato 2) de Tradescantia zebrina por CLAE-DAD.

Tempo

. . Area Conc. Conc.
Analito Comprimento de Integrada  (mg L) ( 1
Retencéo 9 9 Ha g
Acido cafeico 330 16,58 427860 2,96 296,41
Acido elagico 260 26,649 2253336 12,52 1.252,03
Acido p-cumarico 310 20,232 87347 0,60 59,92
Acido
protocatecuico 260 10,433 38817 0,36 35,74
Rutina* 360 25,434 2534792 -* -*
Vanilina 280 19,147 15829 0,18 17,72

*: incerteza de identificag@o/quantificagéo
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A partir dos dados obtidos, foram confirmadas as presencas de 5 compostos
fendlicos, também identificados no extrato metandlico da amostra seca de
Tradescantia zebrina. Porém, apds andlise mais detalhada e interpretacdo dos
resultados, observou-se que a rutina apresentou uma concentracdo muito elevada,
com pico de elevada intensidade (conforme seta nas Figuras 20 e 21), com maior area
integrada. Isto indica uma real incerteza de identificacdo e quantificacdo deste
composto, pois este pico muito elevado, numa concentracdo superior a amostra
enriquecida com o padrdo analitico, pode proporcionar um resultado falso positivo.
Em adicdo, ao se analisar, especificamente, a pureza desta substancia (a partir da
area integrada do pico), obteve-se um valor de 70%. Portanto, optou-se por ndo se
predizer o teor real desse flavonoide, pois outros compostos devem estar eluindo em
conjunto com a rutina, ndo se sabendo ao certo, quais compostos estariam

absorvendo radiacdo neste comprimento de onda (360 nm).

Para confirmar a identificacdo e o teor real desta substancia, se deveria ter
realizado nova corrida, num tempo maior de alimentacao da amostra e, também, com
gradientes diversos entre os componentes da fase movel; contudo, isso nao foi
possivel devido as dificuldades, de acesso ao laboratorio e equipamento, geradas pelo
prazo de conclusdo do curso e pela pandemia do novo Coronavirus 2 da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS-COV-2) e a elevada incidéncia da Doenca do
Coronavirus (COVID-19, do inglés Coronavirus Disease 2019). Todavia, essa
impossibilidade n&o prejudicou a interpretacédo dos dados, uma vez que a proposto
deste estudo foi determinar a presenca de compostos fendlicos totais, em extratos

metandlicos de Tradescantia zebrina, ja relatados na literatura.

N&o foram encontrados dados, na literatura cientifica, sobre a identificacéo e
guantificacdo de compostos fenodlicos nesta espécie, por CLAE- DAD. Isto demonstra
o ineditismo deste estudo e sua relevancia para as Ciéncias Farmacéuticas e outras

areas afins.

5.6 Avaliacdo da Atividade Antileishmania

Para avaliar a atividade do extrato 1 de Tradescantia zebrina frente as formas
promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis, o valor da concentracéo inibitéria

de 50% (Clso) foi calculado a partir do ensaio de viabilidade celular em cultura axénica.
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Como esperado, a anfotericina B, farmaco de referéncia utilizado no ensaio,
apresentou baixos valores de Clso para ambas as espécies. O extrato metandlico de
Tradescantia zebrina apresentou valores de Clso superiores a 100 uyg mL* para as

mesmas, conforme mostra a Tabela 16.

Tabela 16. Atividade do extrato 1 de Tradescantia zebrina frente as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis

L. amazonensis L. braziliensis
Substancia teste Concentracdo inibitéria de 50% - ICso (ug mL™)

Extrato metanélico de
amostra seca de > 100 > 100
Tradescantia zebrina

Anfotericina B 0,08 £ 0,02 1,20 £ 0,10

Gonzalez-Coloma et al. (2012) relataram que apenas 0s extratos hexanicos
(quando comparados com os extratos cloroformio e hidroalc6olico (etanol 70%) de
partes aéreas de Tradescantia zebrina exibiram atividade contra Leishmania infantum
PB75 e cepa Y de Trypanosoma cruzi, com inibigao superior a 90% a 400 e 100 ug

mL-1, respectivamente.
5.7 Teste de atividade hemolitica em agar sangue

Nos testes de atividades biologicas e, sobretudo, toxicoldgicas de extratos
vegetais, existe uma possibilidade da testagem de atividade hemolitica para garantia
de seguranca biologica, uma vez que o ferro liberado do grupo heme, derivado da
hemoglobina livre no plasma, com a ruptura de hemacias, é danoso devido aos
prejuizos que podem causar em Orgdos essenciais, como figado e rins
(BEDNARCZUK et al., 2010). Analisando os resultados do teste de atividade
hemolitica através da difusdo do extrato em agar sangue dos extratos 1 e 2 de T.
zebrina, nenhuma amostra apresentou formacéo de halo hemolitico, apos 48 horas
(Figura 22A: extrato de amostra seca; e Figura 22B: extrato de amostra fresca (in
natura). Isto indica que, apesar das saponinas presentes na espécie Tradescantia

zebrina, a mesma aparenta ndo indicar riscos toxicoldgicos hematolégicos para
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utilizacdo em organismos vivos. Como controle positivo foi utilizada uma solucéo de
detergente comum, mostrando a formacdo do halo de hemdlise e, para controle

negativo foram utilizados o solvente de diluicdo das amostras (metanol) e solucéo

A

ol W Y
Figura 22 Avaliacdo da presenca de halos de hemoélise em placa com controles
(positivo e negativo), apdés 48h em extratos metandlicos de Tradescantia zebrina.
A: extrato de amostra seca; B: Extrato de Amostra Fresca e C: controles negativos
e positivo (com formacgéo de halo). Fonte: Autor, 2022.

salina a 20% (Figura 22C e Figura 23, ap0s 48 e 72 horas, respectivamente).
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Figura 23 Presenca de halos de hemolise em placa com controles (positivo e negativo), apds 72h em extratos metandlicos de
Tradescantia zebrina. A: extrato de amostra seca (Extrato 1); B: Extrato de Amostra Fresca (Extrato 2) e C: controles negativos
e positivo (com formacéao de halo). Fonte: Autor, 2022
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6. Consideracdes Finais

Com a observacao dos dados obtidos, a partir deste estudo, conclui-se que
0S objetivos propostos foram alcancados, e que a Tradescantia zebrina exibiu
propriedades que a torna uma espécie potencial e promissora, em especial no que se
refere as suas atividades antioxidantes e suas possibilidades farmacolégicas, aliadas
a sua composicao fitoquimica, rica em compostos fendélicos. Foi observado que apesar
do potencial invasor, ja retratado para a espécie, apresenta um rapido
desenvolvimento, requerendo manejo simples, o que pode facilitar a sua producao

especifica para testes e consumo.

A partir da triagem fitoquimica preliminar e da determinagcdo do teor de
compostos fendlicos totais e de flavonoides totais, em extratos metandlicos de
amostras submetidas a tratamento de secagem e comparadas a amostras frescas (in
natura), observaram-se diferencas de teores destas substancias. Tais variacdes
podem estar relacionadas a questfes sazonais e outros fatores abidticos, assim como
pode se relacionar a fatores bidticos. Ao se comparar estes resultados a outros
estudos descritos na literatura, com amostras submetidos ao mesmo tratamento de

amostra, perceberam-se variagc”)es nos teores destes compostos.

As testagens mais especificas para comprovacéao de atividades antioxidantes
foram feitas com duas metodologias diferentes. O teste de DPPH comprovou que 10g
da planta fresca é suficiente para inibir 0,59 de DPPH totalmente. Enquanto, no
método com ABTS obteve-se que 1g de extrato concentrado preparado a partir de
amostra fresca é equivalente a 911,58 uyM de Trolox, um valor que sugere uma

capacidade antioxidante da espécie.

Analisou-se, também, que desde o fingerprint preliminar, com o qual foi o
marcador para continuidade dos estudos, ja se confirmou a presenca de compostos
fendlicos como: éacido elagico, acido siringico, catequina e acido p-cumarico,
comparando-se coma padrdes analiticos. A partir do uso de CLAE-DAD, foi possivel
identificar e quantificar 5 compostos fendlicos (acido protocatecuico, acido cafeico,
vanilina, acido p-cumarico e acido elagico), com precisédo e exatiddo, nos extratos
metandlicos de Tradescantia zebrina, demonstrando o ineditismo deste estudo e sua

relevancia para as Ciéncias Farmacéuticas e outras areas afins.
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Os extratos metandlicos de Tradescantia zebrina testados ndo foram téo
efetivos frente as espécies de Leishmania amazonenses e Leishmania brasiliensis,
quando comparados com a Anfotericina B que apresentou ICso de 0,08 + 0,02 ug mL?
e 1,20 + 0,10 ug mL™1, respectivamente para cada espécie. Por outro lado, os extratos
1 e 2, in natura e seco, ndo apresentaram toxicidades frente a testagem de atividade

hemolitica, o que apoia a utilizacao popular desta espécie, com maior seguranca.

Neste contexto, a partir da observacdo dos aspectos botanicos e
morfoldgicos, da prospeccao quimica e bioldgica, através dos resultados obtidos para
0sS ensaios da avaliacdo das atividades (antioxidante, antileishmania e hemolitica)
testadas neste estudo, foi possivel admitir que a Tradescantia zebrina € uma espécie
de interesse, como fonte potencial de substancias bioativas. Lacunas ainda estao
presentes nesse conhecimento e servirdo, de ponto de partida, para a continuidade

destes estudos.
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Determination of phenolic bioactive compounds and evaluation of the
antioxidant and hemolytic activities of methanolic extracts of

Tradescantia zebrina

Abstract: Tradescantia zebrina is a species used mainly in South America, with
few reports about its chemical composition and bioactivity. This study aim to
determine phenolic bioactive compounds, for the first time in the literature, and
the antioxidant and hemolytic activities of extracts (dried and in natura) of this
species. The total phenolic and flavonoid contents in the extracts (in natura and
dried) were 67.68 and 233.94mg EAG/g and 29.70 and 10.99 mg EQ/g of
concentrated extract, respectively. Phenolic acids (caffeic, ellagic, ferulic, p-
coumaric and protocatechuic), flavonoids (chrysin and rutin) and a phenolic
aldehyde (vanillin) were determined by HPLC-DAD. The antioxidant activities
were confirmed by inhibition of DPPH" (44.08%) and ABTS™ (46.99%) radicals
for in natura samples, respectively. The tested methanolic extracts of
Tradescantia zebrina did not present toxicities when tested for hemolytic activity
after 72 hours. Therefore, Tradescantia zebrina is a potential source of bioactive

substances.

Keywords: Tradescantia zebrina; antioxidants; phenolic compounds; HPLC;
biological activity.

1. Introduction

The use of medicinal plants for the prevention, treatment and cure of various
diseases is as old and universal as the history of humanity. Tradescantia is a genus of
herbaceous plants found mainly in South America, being abundant and easily accessible
in Brazil, more specifically in the state of Bahia. Reports of the bioactivity of the
species Tradescantia zebrina, popularly known as “egenda”, “trapoeraba”, “viuvinha”,
“lambari” or sea wave, are distant from each other, as there is not enough data in the
scientific literature regarding its chemical composition, biological activities,

effectiveness and therapeutic safety. The plant is traditionally used in Mexico as a drink



capable of treating various diseases, including cancer (Tan et al. 2014; Alonso-Castro et
al. 2011).

Phenolic compounds are secondary metabolites of plants and are subclassified
into flavonoids  (polyphenols:  flavones, flavanones, flavanols, isoflavones,
anthocyanins, etc.) and non-flavonoids (phenolic acids, tannins, coumarins and lignans)
(Alara et al. 2021). Currently, phenolic compounds have been the substances of greatest
interest to science, due to their beneficial characteristics for health, such as antioxidant,
antimicrobial and antineoplastic activities (Da Silva et al. 2021; Stagos 2020; Niki
2010; Tapas et al. 2008; Manach et al. 2004).

Few studies have evaluated the levels of total phenolics and flavonoids in
Tradescantia zebrina (Baghalpour et al. 2021; Olivo-Vidal et al. 2020; Cheah et al.
2017; Tan et al. 2014). To guarantee the phytochemical profile of a species or its
extracts, a chromatographic fingerprint is essential to ensure the quality and
reproducibility of the chemical composition, concentration of chemical substances and,
subsequently, the therapeutic efficacy. Therefore, high performance liquid
chromatography (HPLC) is an alternative analytical tool for the separation,
identification, quantification and quality control of medicinal plants (Moura et al. 2021,
Yun et al. 2020; S4 et al. 2019; S4 et al. 2017; Nybom et al. 2014).

Although very important, the use of medicinal plants can present risks, since
many plants can have a variable chemical composition and relative toxicity (Felix-Silva
et al. 2012). The possibility of hemolysis is one of the most relevant problems in the use
of plants, since the saponins or alkaloids present can cause risks to consumption. The in
vitro hemolysis test has been used with some frequency in studies that evaluate the

toxicity of medicinal plant (Paula et al. 2014; Kalegari et al. 2011).



This study aims to expand the knowledge about the species Tradescantia
zebrina, contributing to the chemical and biological prospection of substances with
antioxidant and non-hemolytic potential. For the first time, bioactive phenolic
compounds were identified and quantified in methanolic extracts from samples (dried
and in natura) in this species, promoting a greater pharmacological interest and its

traditional use.

2. Results and discussion

2.1. Macroscopic analysis, total phenolic and flavonoids contents and antioxidant
activities

The macroscopic characteristics of the specimens analyzed were in agreement
with the family Comelinaceae (EIbl 2010). The analysis of the architecture of the leaves
showed a parallel pattern, presence of hermaphroditic inflorescences and protection by
bracts recorded for the species. It was possible to identify a stoloniferous stem with
creeping growth, with the presence of nodes from which adventitious roots emerged and
the formation of new branches.

Tradescantia zebrina is a species that offers easy adaptation in any space, in
addition to developing throughout the year, both outdoors and in greenhouses.
(Carvalho 2005). The environmental influences that most interfere with its growth and
development are photoperiod, radiation and temperature (Marchese and Figueira 2005).
Therefore, the place and time of planting are essential to obtain a high yield of the
species and substances of secondary metabolism. Phenolic acids and flavonoids have
several functions for plant growth and metabolism (defense against insects, fungi,
viruses and bacteria and protection against ultraviolet radiation). In addition, these
compounds show antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory and antineoplastic

activities, as well as in the prevention of neurodegenerative diseases (Ahmed et al.



2017; Negri et al. 2014; Sagdic et al. 2011; Gutam and Jachak 2009; Esquenazi et al.
2002). In the literature, some studies have indicated the presence of phenolic
compounds in Tradescantia zebrina, as well as its antioxidant potential (Alaba and
Chichioco-Hernandez 2014; Tan et al. 2014; Alonso-Castro et al. 2011). Table 1
presents the comparative average values (found in this study and in the scientific
literature) for phenolic compounds and total flavonoids and, also for the antioxidant

activity of extracts of Tradescantia zebrina.



Table 1. Comparative mean values (found in this study and in the scientific literature) for total phenolics and flavonoids and, antioxidant

activity for extracts of Tradescantia zebrina.

Studies

Total Phenolics (mg EAG/g)
(Sample type)

Total Flavonoids

Present study (Bahia, Brazil)

67.68 + 0.12* (dried)
233.94 + 0.71* (in natura)

10.99 + 0.08* (dried)
29.70 + 0.04* mg EQ/g (in natura)

(Cheah et al. 2017) (Kuala Lumpur, Malaysia)

33.50 + 2.58* (dried)

9.40 £ 1.06* mg ECAT/g (dried)

(Olivo-Vidal et al. 2020) (Tabasco, Mexico)

70.20 £ 1.20** (in natura)

16.80 £ 0.50 mg ECAT/g** (in natura)

(Baghalpour et al. 2021) (Alborz, Ird)

0.08 + 0.14**

(To 2020) (Kuala Lumpur, Malaysia)

694.86 + 54.46 (stem)** (in natura)
510.70 * 31.45 (leaf)** (in natura)

496.22 + 16.56 mg ECAT/g (stem)** (in natura)

410.27 + 8.34 mg ECAT/g (leaf)** (in natura)

(Tan et al. 2014) (Kuala Lumpur, Malaysia)

6.21 £ 0.40* (in natura)

17.10 + 2.80 mg ER/100 g (in natura)

Studies

Antioxidant activity (%)
(DPPH)

Antioxidant activity (%)
(ABTS)

Present study (Bahia, Brazil)

44.08 (ExC: 45.00 mg mL1)*

46.99 (ExC: 0.80 mg mL-1)*

(Cheah et al. 2017) (Kuala Lumpur, Malaysia)

18.10 ( ExC: 0.10 mg mL1)*

(Olivo-Vidal et al. 2020) (Tabasco, Mexico)

84.00 ( EXC: 100 mg mL-1)**

16.00 (ExC: 100 mg mL-1)**

(To 2020) (Kuala Lumpur, Malaysia)

26.19 (stem) (ExC: not informed)**
18,78 (leaf) (ExC: not informed)**

EAG: gallic acid equivalents; ECAT: catechin equivalents; EQ: quercetin equivalents; EQ: rutin equivalents;”: methanolic extract; ™*: ethanol extract; EXC: extract concentration; -: not available



The results indicated variations in the contents of phenolic compounds and total
flavonoids, in the dried and in natura extracts of the Tradescantia zebrina specimens
studied, when compared with few data of the literature. A reduction in the concentration
of phenolics and total flavonoids was observed in the dried sample, probably due to the
drying process of the plant, associated with the process of rotaevaporation of the crude
extract. The drying temperature can decrease the polyphenol content of plant extracts,
as well as their antioxidant activity (Katsube et al. 2009). The results indicated
concentrations of total phenolic compounds and flavonoids higher than those found by
(Cheah et al. 2017) for dried methanolic extracts of Tradescantia zebrina, in Malaysia.

The results obtained for the in natura samples were also superior to those found
by (Tan et al. 2014) in methanolic extracts of this species, in Malaysia and, by (Olivo-
Vidal et al. 2020) and (Baghalpour et al. 2021), who determined phenolic compounds in
ethanolic extracts of this species in Mexico and Iran, respectively. However, were
inferior (about 10 times) to those found by (To 2020), in ethanol extracts (stem and leaf)
of Tradescantia zebrina, in Malaysia.

Thus, secondary metabolites represent a chemical correlation between the
species and the environment where they are planted. Environmental stimuli can alter the
biosynthesis of different compounds, such as seasonality, collection location, incidence
of solar radiation, rainfall, plant interactions with microorganisms, insects and/or other
plants, circadian cycle, nutrition, time and time of collection and, sample preparation
method (Gomes et al. 2021; Kabtni et al. 2020).

The DPPH" radical was inhibited (44.08%) in 45g of plant (in natura) extracted
in 1 liter of methanol. To prepare the drink “Agua de Matali”, popular among Mexicans
according to the cultural tradition typical of Tabasco, about 100-150g of plant is used

infused in 1 liter of boiling water (+ 1 liter) and, after cooling, it is adds lemon juice and



honey, serving ice cold or hot (Guadarrama-Olivera 2010). Thus, the consumption of
soft drinks, in this proportion, promotes the intake of antioxidant compounds in the diet.

(Olivo-Vidal et al. 2020) compared the contents of phenolic compounds and
total flavonoids, as well as the determination of antioxidant activity by the methods of
DPPH, ABTS and by the antioxidant power capable of reducing Iron Il (FRAP) with
extracts (dynamic maceration in 80% ethanol; aqueous maceration at 22°C; and aqueous
infusion, in the proportion of 1g of leaf for 10mL of solvent) prepared with fresh leaves
of Tradescantia zebrina. The authors indicated that the aqueous extract, obtained by
maceration, showed a greater ability to capture the radical ABTS™ and also a greater
dosage of total flavonoids (27.8 mgeECAT/g). However, the total phenolic compounds
showed lower concentrations (51 mgEAG/g) when compared to the ethanolic extract
(70.2 mgEAG/g); and this, in turn, had lower flavonoid levels (16.8 mgECAT/g) and
higher DPPH sequestration activity (84%). The extract obtained by infusion showed
better results by the FRAP method, being equivalent to the extract obtained by aqueous
maceration, in total phenolic contents.

The results of the present study, when compared to those of (Cheah et al. 2017),
in Malaysia, showed higher concentrations of phenolic compounds and total flavonoids
for the methanolic extract of Tradescantia zebrine. Also, were comparable with those
of (Olivo-Vidal et al. 2020), in Mexico. This may be due to seasonal interference, the
planting process and the collection and preparation of samples, as the authors reported
that only the leaves were used to obtain the extracts. Also, it is noteworthy that the
Mexican plant was acquired at a local fair and the conditions of time and storage of the
specimens after collection until analysis were not informed.

The phytochemical assessment investigated by (Tan et al. 2014) highlighted the

presence of phenolic compounds and the antioxidant activity of the Tradescantia



zebrina species when compared to others of the Tradescantia family, Tradescantia
spathacea var. variegata, Tradescantia spathacea “Hawaiian Dwarf” and Tradescantia
pallida. Among these species, Tradescantia zebrina showed the highest antioxidant
activity (about nine times greater) than the other species studied. This observation was

also confirmed by (Cheah et al. 2017) and (Baghalpour et al. 2021).

3.5. Chromatographic analysis
To validate the proposed method, a solution containing 17 phenolic compounds
(0.005 mg mL1) was prepared and, from the chromatograms, the analytical parameters

were obtained (Table 2). Then, the method was applied to analyze the methanolic

extracts of the samples (dried and in natura) of Tradescantia zebrina.

Table 2. Analytical validation parameters for the proposed method by HPLC-DAD.

Analyte Regression equation R? (nl;g)ll_)_l) (rrll_;)(l?'l)
Caffeic acid y = 149675x — 15785 0.9999 0.04 0.13
Chlorogenic acid y = 65056x + 5481.7 0.9973 0.14 0.41
Ellagic acid y = 180471x — 6206.8 0.9992 0.13 0.39
Ferulic acid y = 106019x — 10833 0.9998 0.06 0.17
Gallic acid y = 69058x — 987.92 0,9988 0.16 0.48
p-coumaric acid y =173234x — 16450 1 0.03 0.09
Protocatechuic acid y =132697x — 8605 0.9997 0.08 0.24
Sinapic acid y =107178x — 10354 0.9998 0.06 0.18
Syringic acid y = 73260x — 8065.3 0.9999 0.04 0.11
trans-cinnamic acid y = 156741x — 16963 1 0.03 0.08
Catechin y = 11344x + 3841.1 0.9979 0.21 0.63
Chrysine y = 23736x — 10191 0.9903 0.44 1.34
Kaempferol y =23417x — 4108.7 0.9925 0.40 1.20
Naringenin y = 63685x — 6429.1 0.9995 0.10 0.29
Quercetin y =45981x — 10078 0.9985 0.18 0.54
Rutin y = 31435x — 3903 1 0.01 0.04
Vanillin y = 92846x — 620.8 1 0.02 0.07

The identification of phenolic compounds by HPLC-DAD was based on the

comparison between the peaks obtained from the respective analytical standards and the



extracts, regarding retention times and UV spectra. To confirm the presence of phenolic
compounds, the samples (dried and in natura) were fortified with the standard mixing

solution (5.00 ug mL™?) and the chromatograms obtained were compared (Figure 1).
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Figure 1. Chromatograms obtained from pure methanolic extract (black line)
and enriched with analytical standards (5 pug mL™) of phenolic compounds (pink line)

from samples of Tradescantia zebrina (A — dried and B — in natura) by HPLC-DAD.



It was possible to identify nine phenolic compounds for the dried extract: six
phenolic acids (caffeic, ellagic, chlorogenic, ferulic, p-coumaric and protocatechuic),
two flavonoids (chrysin and rutin) and one a phenolic aldehyde (vanillin) and, of these,
eight analytes were quantified (Table 3). Ellagic acid, caffeic acid and rutin showed
higher concentrations. Chlorogenic acid, identified in the extract from its analytical
standard, presented amounts below the detection limit (LOD). For extracts in natura a
change in the chromatogram profile was observed (Figure 1B). It was possible to
identify six phenolic compounds for the dried extract: four phenolic acids (caffeic,
ellagic, p-coumaric and protocatechuic), one flavonoid (rutin) and one phenolic

aldehyde (vanillin) and, of these, five analytes were quantified (Table 4).

Table 3. Phenolic compounds quantified from the dried methanolic extract of

Tradescantia zebrina by HPLC-DAD.

Analyte Wavelength Re'i?rg'gon Intzg;zted (riznlf'i) (ﬁgr;i)
Caffeic acid 330 16.636 257002 1.82 182.25
Chlorogenic acid 330 15.566 5636 nd nd
Ellagic acid 260 26.717 521488 2.92 292.40
Ferulic acid 330 22.136 134203 1.37 136.80
p-coumaric acid 310 20.394 95896 0.65 64.85
Protocatechuic acid 260 10.512 103298 0.84 84.33
Chrysine 272 40.168 17318 1.16 115.90
Rutin 360 25.495 107323 3.54 353.83
Vanillin 280 19.139 38708 0.42 42.36

nd: not determined; Conc: concentration



Table 4. Phenolic compounds quantified from the in natura methanolic extract of

Tradescantia zebrina by HPLC-DAD.

Analyte Wavelength Re’;;ar?]'gon Intzgr]ézted (rignfi) (ﬁggc'i)
Caffeic acid 330 16.580 427860 2.96 296.41
Ellagic acid 260 26.649 2253336 12.52 1,252.03

p-coumaric acid 310 20.232 87347 0.60 59.92

Protocatechuic acid 260 10.433 38817 0.36 35.74
Rutin 360 25.434 2534792 nd nd

Vanillin 280 19.147 15829 0.18 17.72

nd: not determined; Conc: concentration

A high intensity peak was obtained, with a larger integrated area, for the
flavonoid rutin, with a concentration much higher than the sample enriched with the
analytical standard. After calculating the purity of this substance (from the integrated
area of the peak), a value of 70% was obtained. Therefore, it was decided not to predict
the actual content of this flavonoid, since other compounds (present in in natura sample,
not contained in the standard solution used in this study) may be eluting together with
rutin, by absorbing radiation at 360 nm.

The nature and amount of chemical compounds identified in plants can vary
according to several factors (Gobbo-Neto and Lopes 2007). No data were found in the
scientific literature on the identification and quantification of phenolic compounds in
Tradescantia zebrina by HPLC-DAD. Therefore, this study fills a gap because, for the
first time, it demonstrated the relevance of this species to science, confirming the

chemical, biological and therapeutic potential of Tradescantia zebrina.

3.6. Hemolytic activity
In tests of biological and, especially, toxicological activities of plant extracts,

there is a need to evaluate hemolytic activity. With the rupture of red blood cells, the



iron released from the heme group is harmful and can cause damage to essential organs,
such as the liver and kidneys, resulting in hemoglobinemia (Afsar et al. 2016; Coates
2014). When this value exceeds 100 mg%, hemoglobin begins to be filtered by the
kidneys and, when excessively high (above 3,000 mg%), it can promote kidney damage
with hemoglobinuria (Carvalho et al. 2007; Kalegari et al. 2011).

From the results obtained in the hemolytic activity test through the diffusion of
the extract in blood agar, no sample showed formation of a hemolytic halo after 72
hours (Figure 2). This confirms no toxicity to the erythrocyte membrane, from the
methanolic extracts of samples (dried and in natura) of the species. Only, there was the
formation of a halo of 2 cm of hemolysis with the use of the positive control, a solution
of the detergent Triton X-100 1 % (v v'!). Therefore, it is suggested that, preliminarily,
Tradescantia zebrina does not indicate toxicological risks for use in living organisms,

despite the saponins present in the plant.



Figure 2. Evaluation of the presence of hemolysis halos, in plates, with controls

(positive and negative), after 72 hours in methanolic extracts of Tradescantia zebrina.

A: dried extract; B: in natura extract and C: negative and positive controls.

3. Experimental

3.1. Plant material
Tradescantia zebrina specimens were collected in Apora/Bahia/Brazil within the

same terrain (11.6605° S, 38.0803° W) at autumn (May 2021), in full moon. The dried



samples (whole plant) were collected, cleaned of dirt and earth remains, dried in the
shade until they became friable. Then, the material was ground in a knife mill
(OMDR100, Oster®, Sao Paulo, Brazil) with a power of 150 W. The process was
carried out in 3 cycles of comminution to powder and then they were stored until the
extracts were prepared. The in natura plant was collected, cleaned, scraped and weighed
for the preparation of extracts.

The botanical identification of the species was carried out by comparison with
the characterization described in taxonomic reviews and scientific botanical literature
(botanical atlases and photos of the species) and, from traditional native knowledge. A
branch of the species was used to identify the macromorphological aspects and
preparation of the exsiccate, observing division, leaf blade shape, blade base, type of
nervation, presence of petiole, sheath and stipule, and also the morphological

characteristics of the flowers.

3.2. Extraction of samples

The extracts obtained from dried samples were performed by maceration in
methanol and a re-maceration with solvent exchange in 24 hours and, the extract from
fresh samples (in natura) of Tradescantia zebrina, was obtained by dynamic maceration
in methanol, using a blender for 4 hours. The crude extracts were concentrated in a
rotary evaporator (Quimis®, Sao Paulo, Brazil) under vacuum (40 mbar) at a
temperature below 35 °C. After complete evaporation, the adhered material was
reconstituted with approximately 3.0 mL of methanol to wash the collection flask, until
complete drying. The concentrated extracts (dried and in natura) were placed in clean
and identified eppendorfs and stored in the freezer until the standardized extracts were

prepared at a concentration of 1 mg mL™*. The unconcentrated extract was standardized



at a concentration of 75,000 mg L-1, being used in a maximum of 3 days. Extracts were

filtered and stored at 4 °C when not in use. All analyses were conducted in triplicates.

3.3. Determination of Total Phenolic and Flavonoids Contents

To quantify the total phenolic compounds, the methodology proposed by Bonoli
et al. (2004) and the contents of total phenolic compounds were expressed in mg gallic
acid equivalent (GAE)/g of extract. All analyses were conducted in triplicates.

The determination of total flavonoid levels was performed in triplicate,
according to the method described by Woisky and Salatino (1998) and the total

flavonoid levels were expressed in mg quercetin equivalent (EQ)/g of extract.

3.4. In vitro assays for evaluating the antioxidant activity

3.4.1. DPPH radical scavenging activity
It was performed according to (Brand-Williams et al. 1995) with some

modifications.

3.4.2. ABTS radical scavenging activity

It was performed according to (Nenadis et al. 2004) with some modifications.

3.5. Chromatographic analysis
To extract the phenolic compounds, about 10 mg of the crude extract of
Tradescantia zebrina was solubilized in 1 mL of methanol (HPLC grade). Analyzes

were performed in HPLC with a Prominence-i LC-2030C 3D Plus liquid



chromatography system (Shimadzu®, Kyoto, Japan), equipped with a diode array
detector (DAD) (model SPD-20A), high pressure quaternary (model LC-20AD), heating
oven (model CTO-20A), automatic sampler (model SIL-20A) and communication
module (CBM-40L.ife), all treatment and acquisition of samples was controlled by the
L Csolutions software (Shimadzu®, Kyoto, Japan).

Chromatographic separation was performed using a Lichrospher® C18 column
(5 um, 4.0 x 250 mm) from Sigma-Aldrich® (USA), at 40 °C and flow rate of 1.0 mL
min"t with analytical solvents for binary elution mixture consisting of (A) ultrapure
water acidified with 1% glacial acetic acid (v v') and (B) HPLC grade methanol
according to gradient program: 0-10 min, 100% A; 10-20 min, 30% A and 70% B; 20-
21, 25% A and 75% B; 21-25, 100% A. Prior to injection (20 pL) into the HPLC-DAD
system, extract solutions were filtered through a PTFE syringe filter (0.45 um) (Moura
et al. 2021; Magalhé&es et al. 2020).

A sample of each extract (dried and in natura) was fortified with a 0.005 mg
mL? solution containing a mix of 17 phenolic standards for identification and
quantification from its spectrum (chromatogram). Identification and qualitative analyzes
were performed by comparison with standard spectra at each retention time (Sagdic et
al. 2011). The standards of phenolic compounds that were tested show absorbances at
the following wavelengths: Caffeic acid (330 nm), Chlorogenic acid (330 nm), Ellagic
acid (260 nm), Ferulic acid (330 nm), Gallic acid (272 nm) , p-coumaric acid (310 nm),
Protocatechuic acid (260 nm), Sinapic acid (330 nm), Syringic acid (272 nm), Trans-
cinnamic acid (280 nm), Catechin (280 nm), Chrysin (272 nm) ), Kaempferol (360 nm),
Naringenin (280 nm), Quercetin (360 nm), Rutin (360 nm) and Vanillin (280 nm). The
identified analytes were quantified using external calibration curves (0.1 - 2.5 mg L)

and the results were expressed in mg g of extract.



The proposed method was validated according to (Brasil 2017) and the main
analytical parameters normally found for method validation are: linearity, precision,
limits of detection (LOD) and of quantification (LOQ). Linearity was evaluated
according to the coefficient of determination (R?) of the analytical curves. Precision was
demonstrated by dispersion of the results, calculating the relative standard deviation
(RPR) of the measurements. The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ)
were calculated based on the parameters of the analytical curves, relating the standard

deviation of the intersection (s) and the slope of the curve (S).

3.6. Hemolytic activity test

The hemolytic activity assay was performed according to (CLSI 2015) with
modifications, by diffusion in blood agar using the disc antiobiogram technique. Filter
paper discs were impregnated with samples (1 mg mL? of dried extract) of
Tradescantia zebrina. After impregnation, the discs were distributed on the plates and
incubated at 35° for 24, 48 and 72 hours. As a positive control, a solution of the
detergent Triton X-100 1 % (v v'!) was used. Methanol (0.1%) and saline solution
(20%) were used. After incubation, the plates were inspected for the presence of halos

of hemolysis between 24 and 72 hours.

3.7. Statistical analysis

Data are given as mean + SD of three measurements for each experiment, using
GraphPad InStat (Graph software Inc., V 3.05, Ralph Stahlman, Purdue University,
Lafayette, IN). 1Cso were calculated by nonlinear regression analysis with Graph Pad

Prism version 5 for Windows (Graph Pad Inc., USA).



4. Conclusions

The methanolic extracts of samples (dried and in natura) of Tradescantia
zebrina showed considerable levels of phenolic compounds and antioxidant activities.
From a preliminary fingerprint obtained by HPLC-DAD, the presence of phenolic
compounds in this species was confirmed, for the first time described in the literature. It
was possible to identify eight phenolic compounds in the samples, being five phenolic
acids (caffeic, ellagic, ferulic, p-coumaric and protocatechuic), two flavonoids (chrysin
and rutin) and one a phenolic aldehyde (vanillin). The proposed and validated
chromatographic method was linear, with good precision and accuracy and presented
low detection and quantification limits, confirming its sensitivity and applicability. The
absence of toxicity observed in the hemolytic activity assays suggests the performance
of additional studies to determine the therapeutic properties of this species.

Therefore, from the observation of the botanical and morphological aspects,
from the chemical and biological prospection, it is possible to conclude that
Tradescantia zebrina is a species of interest, as a potential source of bioactive
substances. Gaps are still present in this knowledge and will serve as a starting point for

the continuity of these studies.
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