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Apresentacao

O presente trabalho apresenta a prospeccao fitoquimica e as propriedades
antioxidantes, antiglicantes, a capacidade de inibicdo enzimatica, inibicdo da
oxidacao e peroxidacgao lipidica da lipoproteina de baixa densidade (LDL), bem
como a protecao do tecido hepatico em modelo ex-vivo e a atividade antimicrobiana

do extrato etandlico e fracdes organicas das folhas de Centella asiatica.

O estresse oxidativo € o desbalanco entre a producado de espécies reativas e a
capacidade do sistema antioxidante enddgeno de neutraliza-las. Este estado
desencadeia diversas patologias e pode ser também consequéncia das mesmas.
As plantas medicinais, além do seu potencial farmacol6gico, possuem metabdlitos
com propriedades antioxidante e anti-inflamatérias que podem contribuir para
conter as espécies reativas, justificando seu estudo.

No capitulo |, o leitor ird se deparar com o referencial teérico da presente pesquisa,

explicando e justificando o motivo da mesma.

No capitulo I, introdu¢do, metodologia, resultados e discussao da pesquisa serdo
apresentados.



CAPITULO | -
1. Fundamentacao Tedrica

O estado em que ha uma producédo exacerbada de espécies oxidantes e o
sistema antioxidante ja ndo é mais capaz de neutraliza-las, resultando em
degeneracgao nos sistemas bioldgicos é conhecido como estresse oxidativo e esta
relacionada com o desenvolvimento de varias doencas, entre elas o mal de
Alzheimer, aterosclerose, diabetes mellitus e cancer (Forman & Zhang, 2021).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) desempenham
papel importante no estresse oxidativo, uma vez que sao as responsaveis por
danificar as macromoléculas, como proteinas, lipideos, carboidratos e acidos
nucléicos, resultando na perda da fungéo e disturbio do meio celular (Forman &
Zhang, 2021; Klaunig, 2019).

O estresse oxidativo pode tanto contribuir para o desenvolvimento quanto para
a progressao de uma doenca (Forman & Zhang, 2021). A aterosclerose € um
exemplo classico de doenca em que seu inicio advém da oxidacao parcial da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) pelas espécies reativas de oxigénio (EROs),
aderindo e acumulando-se na matriz extracelular das células epiteliais que
revestem as artérias. Mondcitos sdo recrutados e migram para a regiao, onde sao
diferenciados em macro6fagos, e captam o LDL oxidado e seu colesterol, porém, se
transformando em células espumosas e sofrendo apoptose. O tecido cicatricial, 0
material de matriz extracelular e células espumosas remanescentes, com o tempo,
formam as placas ateroscleréticas, ocluindo as artérias e podendo resultar em
acidente vascular cerebral ou infarto (Yuan et al., 2019).

A doenca de Alzheimer (DA) é um transtorno neurodegenerativo progressivo
que afeta as fungdes cognitivas e a memaria. O intenso metabolismo do neurdnio
faz com que esse tipo celular esteja mais suscetivel ao dano oxidativo,
principalmente devido a alta concentracdo de acidos graxos poli-insaturados que
reagem com as EROs resultando em sua peroxidacdo. A oxidacao de
macromoléculas desse tipo celular e marcadores de estresse oxidativo no sangue
tem sido observado em pacientes com DA (Z. Chen & Zhong, 2014; Ténnies &
Trushina, 2017).



O acumulo de peptideo beta-amildide (BA) em agregados extracelulares, entre
0s neurdnios é uma caracteristica da DA, e pode induzir a liberacdo de EROs.
Entretanto, o proprio estresse oxidativo pode estimular a deposigcao de BA (Z. Chen
& Zhong, 2014; Manczak et al., 2010; Zhao & Zhao, 2013).

As EROs também tém papel crucial na formagao de produtos finais de glicacéo
avancada (AGEs) que, por sua vez, também estimulam a producao de espécies
reativas. Os AGEs sdo formados intensamente principalmente em situacoes de
hiperglicemia, envelhecimento e estresse oxidativo a partir de reagbes nao-
enzimaticas entre um agucar redutor e o grupo amino de uma proteina. Quando se
ligam ao seu receptor (RAGE) desencadeiam uma série de eventos bioldgicos,
dentre eles, a ativacdo da NADPH oxidase, contribuindo ainda mais para a
producdo de EROs (Moldogazieva et al., 2019; Nowotny et al., 2015). Pacientes
portadores de diabetes mellitus possuem niveis elevados de AGEs, e 0 acumulo
dessas moléculas esta relacionada a diversas complica¢des relacionadas a doenga
(Peppa & Vlassara, 2005).

Portanto, é de extrema importancia o controle da glicemia, especialmente em
pacientes diabéticos. Uma alternativa para tal controle, é a inibicdo das hidrolases
glicosidicas, como a-amilase e a-glicosidase, reduzindo o indice glicémico pos-
prandial, ja que essas enzimas fazem a digestdo de carboidratos em mondémeros
de glicose (Rios et al., 2015; Tundis et al., 2010).

As plantas medicinais tém sido utilizadas durante séculos para o tratamento do
diabetes mellitus e de outras diferentes comorbidades, por isso, o0 estudo do seu
potencial e a prospecc¢ao de novos compostos fitoativos se torna relevante devido
a acessibilidade e apresenta efeitos colaterais mais brandos quando comparados
aos farmacos convencionais (Governa et al., 2018; Males et al., 2019; Salehi et al.,
2018).

Além disso, os metabdlitos secundarios presentes nas plantas medicinais, como
os compostos fendlicos, antocianinas, flavonoides, possuem atividade antioxidante,
neutralizando as EROs e auxiliando o sistema antioxidante enddgeno frente ao
estresse oxidativo. Assim, as plantas medicinais apresentam potencial de
tratamento e controle de diversas doencas através do controle do estresse oxidativo
(Governa et al., 2018; Pisoschi et al., 2016; Tundis et al., 2010; Xu et al., 2017).



Conhecida popularmente como Gotu Kola e Pegaga, Centella asiatica (L.) urb.,
€ uma pequena planta herbacea pertencente a familia Apiaceae, nativa de paises
do sudeste asiatico, como india, China, Indonésia, Malasia e Sri Lanka, entretanto,
também pode ser encontrada no sul da Africa, Madagascar e em algumas regides
da América Central e do Sul, abundante também em regides pantanosas da india,
Ird e Paquistao (Orhan, 2012; Razali et al., 2019).

E uma planta com amplo potencial terapéutico cujas folhas sdo muito utilizadas
em preparos etnofarmacoldgicos, principalmente na medicina tradicional chinesa e
ayurvédica. Atualmente estudos in vitro e in vivo tém sido conduzidos e resultados
positivos foram observados frente ao tratamento de doengas neurologicas, melhora
de fungdes cognitivas e memoria (Hafiz et al., 2020; Nasir et al., 2012; Rather et al.,
2018), tratamento da diabetes mellitus, obesidade e doengas cardiovasculares
(Kabir et al., 2014; Supkamonseni et al., 2014), potencial cicatrizante e tratamento
de diversas doencas da pele (Arribas-Lopez et al., 2022) e ao seu potencial anti-
inflamatério e antioxidante (Buranasudja et al., 2021; Sun et al., 2020a).

C. asiatica sintetiza triterpenos como metabdlitos secundarios, sendo esse
grupo de moléculas o mais presente e expressivo nessa planta, como o acido
asidtico e acido madecassico e seus derivados glicosilados, asiaticosideo e
madecassosside. O extenso potencial terapéutico dessa planta esta relacionado
principalmente com a presenca desses triterpenos, contudo a presenca de
compostos fendlicos e flavonoides nas folhas de C. asiatica também contribuem
para a sua atividade farmacolégica. (Hashim et al., 2011a; Sun et al., 2020b; Wong
et al., 2021).

A composicao e a concentracao de triterpenos encontrados em C. asiatica pode
mudar de acordo com a regidao do plantio, altitude, iluminacdo, método de plantio,
colheita e secagem (James & Dubery, 2009). Caracteristicas genotipicas também
afetam a quantidade de triterpenos presentes na planta (Das & Mallick, 1991).

Ja foram conduzidos diversos estudos com o extrato etandlico, metandlico e
aquoso de C. asiatica sendo que o conteldo mais expressivo de triterpenos foi
encontrado no extrato etandlico, entretanto, o particionamento desse extrato nao é

muito estudado (Wong et al., 2021).
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Fig 1: Centella asiatica, planta medicinal pertencente a familia Apiaceae, € mostrada a esquerda e
a estrutura molecular de seus principais triterpenos, asiaticosideo e madecassosside.



CAPITULO I

Avaliacacao da capacidade antioxidante, antiglicante e de inibicdo enzimatica in
vitro e ex vivo do extrato etandlico de Centella asiatica e suas fracées organicas



Resumo

Centella asiatica (L.) urb., conhecida popularmente como Gotu Kola e Pegaga, é
uma pequena planta herbacea pertencente a familia Apiaceae, encontrada em
regides quentes e pantanosas, como na india, Ird e Paquistdo, mas € encontrada
também em outras regides da Asia, Australia, América Central e do Sul. E uma
planta cujas folhas sdo muito utilizadas em preparos etnofarmacoldgicos,
principalmente na medicina tradicional Indiana (medicina Ayuverdica) e parte de
suas propriedades sao associadas com a presenca dos triterpenos, asiaticosideo e
madecassosside. Considerando seu amplo potencial terapéutico, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante in vitro e ex vivo, o
potencial antiglicante e de inibicdo enzimatica (a-amilase, a-glicosidase,
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase), a habilidade de inibir a oxidacéo, glicacao
e peroxidagcdo da LDL (lipoproteina de baixa densidade) e a atividade
antimicrobiana. O extrato etandlico (ee-Ca) foi obtido a partir de maceracao estéatica
durante 7 dias e as frac6es organicas de hexano (fh-Ca), diclorometano (fd-Ca),
acetato de etila (fa-Ca), n-butanol (fb-Ca) e hidrometandlica (fhm-Ca) foram obtidas
pelo fracionamento liquido-liquido. Foi realizada a prospeccéo fitoquimica e
elucidacdo de compostos presentes nas fracdes fa-Ca e fb-Ca por analises de
HPLC-ESI-MS/MS e a capacidade antioxidante do ee-Ca e suas fracdes organicas.
A atividade antiglicante foi avaliada a partir da incubacao do ee-Ca e fragcbes com
proteinas alvos de glicacdo na presencga de indutores de glicagdo. A inibicdo da
atividade enzimatica das enzimas a-amilase, a-glicosidase, acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase foi determinada por ensaio cinético colorimétrico. Foi analisado
o potencial inibitério da oxidacao e peroxidacao da LDL in vitro, dano induzido pela
presenga de ions Cu?*, através da formagdo de dienos conjugados e espécies
reativas do acido tiobarbiturico (TBARS). Ensaios ex vivo também foram realizados
para investigar as propriedades de inibir a peroxidacao lipidica em tecido hepatico
de rato. A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando cepas cariogénicas e
cepas relacionadas a doencas da pele, e dados foram expressos em concentracao
inibitéria minima (MIC). No ensaio ORAC (capacidade do sequestro do radical
peroxil), observou-se que nao houve diferenga estatistica entre a quercetina
(controle positivo) e todas as fragdes, com excecdo da fh-Ca e do ee-Ca. Nos
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ensaios FRAP (capacidade de redugao do ion ferro) e DPPH, fa-Ca (978,4 + 26,05
umol Trolox eqg/g FRAP; 1,601 + 0,4841 DPPH pg/mL) e fb-Ca (753,2 £ 66,15 pmol
Trolox eq/g FRAP; 10,82 £ 2,592 ug/mL) se destacaram. Essas fracbes também
demonstraram capacidade de inibir acima de 90% a atividade da a-amilase na
concentragdo de 12 pg/mL. Nao foram observados resultados relevantes frente a
inibicdo da a-glicosidase, entretanto, futuros estudos devem ser realizados para
elucidagdo da inibicdo das enzimas acetil e butirilcolinesterase. Quanto aos
modelos de glicacao, o ee-Ca e as fa-Ca e fb-Ca (25.87 £ 5.59 ug/mL; 4,146 £ 2.52
Hg/mL e 6.468 + 1.10 ug/mL) exerceram boa atividade no método BSA/FRU. O ee-
Ca e a fa-Ca também expressaram atividade antiglicante nos modelos ARG/MGO
e COL/MGO. Na concentracdo de 2 ug/mL, ee-Ca, fd-Ca, fa-Ca e fb-Ca
demonstraram inibicdo da oxidacao e peroxidacao da LDL in vitro, entretanto, ndo
foram capazes de inibir sua glicagdo. No ensaio de indugéo de oxidagdo em tecido
hepatico ex vivo, as dosagens de MDA revelaram que fa-Ca, fb-Ca e fh-Ca (0,10
0,001; 0,10 = 0,003; 0,13 £ 0,029 nmol MDA/mg prot) exibiram propriedade de
protecao tecidual, inibindo a peroxidacao lipidica, quando comparado com 0s niveis
de MDA do tecido hepatico oxidado nao tratado (0,36 + 0,01). Em relacdo aos
ensaios antimicrobianos, bactérias cariogénicas (Streptococcus sobrinus ATCC
33448; Streptococcus mitis ATCC 49456; Streptococcus mutans ATCC 25175)
foram suscetiveis a fh-Ca e fd-Ca. Portanto, foi possivel observar grande potencial
antioxidante, antiglicante (BSA/FRU), de inibicdo da a-amilase, de inibicdo da
oxidagéo da LDL e peroxidagéo lipidica exercido pelas fa-Ca e fb-Ca, justificando a
continuacao do estudo dessas fragcbes em modelos in vivo. Em relagéo as fh-Ca e
fd-Ca, foram observados resultados interessantes em relacdo a inibicao do

crescimento e bactérias cariogénicas, indicando possivel aplicagéo nessa area.

Palavras-chave: antioxidante, antiglicante, Centella asiatica.



Abstract

Centella asiatica (L.) urb., popularly known as Gotu Kola and Pegaga, is a small
herbaceous plant belonging to the Apiaceae family. It is found in hot and swampy
regions, such as: India, Iran and Pakistan, also found in other locations of Asia,
Australia, Central and South America. It is a plant which leaves are widely used in
biomedical applications, mainly in traditional Indian medicine (Ayurvedic medicine).
Such properties are associated with the presence of triterpenes, asiaticoside and
madecassoside compounds. Considering its broad therapeutic potential, the
present study aims to evaluate the in vitro and ex vivo antioxidant activity, the
antiglycant and enzymatic inhibition potential (a-amylase, a-glycosidase,
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase), ability to inhibit oxidation, glycation
and peroxidation of LDL (low density lipoprotein) and its antimicrobial activity.
Ethanolic extract (ee-Ca) was obtained from static maceration for 7 days, and
organic fractions (fh-Ca; fd-Ca; fa-Ca; fb-Ca; fh-Ca) were obtained by liquid-liquid
fractionation. Phytochemical prospecting and elucidation of compounds present in
fa-Ca and fb-Ca fractions were performed by HPLC-ESI-MS/MS analyses and the
antioxidant capacity of ee-Ca and its organic fractions were also studied. Antiglycant
activity was evaluated from ee-Ca incubation and fractions with glycation target
proteins in the presence of glycation inducers. Inhibition of a-amylase, a-
glycosidase, acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase activities was
determined by colorimetric kinetic assay. The in vitro inhibition of the potential
oxidation and peroxidation of LDL in vitro was analyzed through the formation of
conjugated dienes and reactive species of thiobarbituric acid (TBARS). Ex vivo
assays were also conducted to investigate the properties of lipid peroxidation
inhibition in liver tissue. Antimicrobial activity was determined using cariogenical
bacterial strains and strains related to skin diseases, and data were expressed as
the minimum inhibitory concentration (MIC). In the ORAC assay, it was observed
that there were no statistical differences among quercetin (positive control) and all
fractions, except for fh-Ca and ee-Ca. In the FRAP and DPPH assays, fa-Ca (978.4
1 26.05 ymol Trolox eq/g FRAP; 1.601 + 0.4841 DPPH pg/mL) and fb-Ca (753.2
66.15 umol Trolox eq/g FRAP; 10.82 + 2.592 ug/mL) stood out. These fractions also



demonstrated the ability to inhibit above 90% the activity of a-amylase at the
concentration of 12 ug/mL. No relevant results were observed in view of the
inhibition of a-glycosidase, however, studies should be conducted to elucidate the
inhibition of acetyl and butyrylcholinesterase enzymes. As for the glycation models,
the ee-Ca and the fa-Ca and fb-Ca (25.87 + 5.59 ug/mL; 4,146 + 2.52 yg/mL and
6,468 + 1.10 ug/mL) had suitable activity in the BSA/FRU experiments. Ee-Ca and
fa-Ca also expressed antiglycant activity in the ARG/MGO and COL/MGO models.
Moreover, ee-Ca, fd-Ca, fa-Ca and fb-Ca demonstrated in vitro inhibition of LDL
oxidation and peroxidation at the concentration of 2 ug/mL. However, they were not
able to inhibit the glycation. In the ex vivo liver tissue oxidation induction assay, MDA
dosages revealed that fa-Ca, fb-Ca and fh-Ca (0.10 £ 0.001; 0.10 £ 0.003; 0.13
0.029 nmol MDA/mg prot, respectively) exhibited tissue protection property,
inhibiting lipid peroxidation, when compared with untreated oxidized liver tissue
MDA levels (0.36 = 0.01). In relation to antimicrobial assays, cariogenic bacteria
(Streptococcus sobrinus ATCC 33448; Streptococcus mitis ATCC 49456;
Streptococcus mutans ATCC 25175) were susceptible to fh-Ca and fd-Ca.
Therefore, it was possible to observe great antioxidant potential, antiglycant
(BSA/FRU), inhibition of a-amylase, inhibition of LDL oxidation and lipid peroxidation
exerted by fa-Ca and fb-Ca, justifying the further studies of these fractions in in vivo
models. In relation to fh-Ca and fd-Ca, interesting results were observed in relation
to growth inhibition and cariogenic bacteria, indicating possible application in the

dentistry area.

Key-Words: antioxidant, antiglicant, Centella asiatica
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1. Introducao

O estado em que ha uma produgédo exacerbada de espécies oxidantes e 0
sistema antioxidante ja ndo é mais capaz de neutraliza-las, resultando em
degeneracao nos sistemas biolégicos é conhecido como estresse oxidativo e esta
relacionada com o desenvolvimento de varias doencas, entre elas o Alzheimer,
aterosclerose, diabetes mellitus e cancer (Forman & Zhang, 2021).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) desempenham
papel importante no estresse oxidativo, uma vez que sao as responsaveis por
danificar as macromoléculas, como proteinas, lipideos, carboidratos e acidos
nucléicos, resultando na perda da fungéo e disturbio do meio celular (Forman &
Zhang, 2021; Klaunig, 2019).

As plantas medicinais tém sido utilizadas durante séculos para o tratamento de
infinitas comorbidades, por isso, o estudo do seu potencial e a prospec¢ao de novos
compostos fitoativos se torna relevante devido a sua acessibilidade e efeitos
colaterais mais brandos quando comparados aos farmacos convencionais
(Governa et al., 2018; Males et al., 2019; Salehi et al., 2018).

Além disso, os metabdlitos secundarios presentes nas plantas medicinais, como
os compostos fendlicos, antocianinas, flavonoides, possuem atividade antioxidante,
neutralizando as EROs e auxiliando o sistema antioxidante enddgeno frente ao
estresse oxidativo. Assim, as plantas medicinais apresentam potencial de
tratamento e controle de diversas doencas através do controle do estresse oxidativo
(Governa et al., 2018; Pisoschi et al., 2016; Tundis et al., 2010; Xu et al., 2017).

Conhecida popularmente como Gotu Kola e Pegaga, Centella asiatica (L.) urb.,
€ uma pequena planta herbacea pertencente a familia Apiaceae, nativa de paises
do sudeste asiatico, como india, China, Indonésia, Malasia e Sri Lanka, entretanto,
também pode ser encontrada no sul da Africa, Madagascar e em algumas regides
da América Central e do Sul, abundante também em regides pantanosas da india,
Ird e Paquistdo (Orhan, 2012; Razali et al., 2019).

E uma planta com amplo potencial terapéutico cujas folhas sdo muito utilizadas
em preparos farmacoldgicos, principalmente na medicina tradicional chinesa e
ayurvédica. Atualmente estudos in vitro e in vivo tém sido conduzidos e resultados

positivos foram observados frente ao tratamento de doencas neuroldgicas, melhora
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de fun¢des cognitivas e memoria (Hafiz et al., 2020; Nasir et al., 2012; Rather et al.,
2018), tratamento da diabetes mellitus, obesidade e doencas cardiovasculares
(Kabir et al., 2014; Supkamonseni et al., 2014), potencial cicatrizante e tratamento
de diversas doencas da pele (Arribas-Lopez et al., 2022) e ao seu potencial anti-
inflamatério e antioxidante (Buranasudja et al., 2021; Sun et al., 2020a).

C. asiatica sintetiza triterpenos como metabdlitos secundarios, sendo esse
grupo de moléculas 0 mais presente e expressivo nessa planta, como o acido
asidtico e acido madecassico e seus derivados glicosilados, asiaticosideo e
madecassosside. O extenso potencial terapéutico dessa planta esta relacionado
principalmente com a presenca desses ftriterpenos, contudo a presenca de
compostos fendlicos e flavonoides nas folhas de C. asiatica também contribuem
para a sua atividade farmacolégica. (Hashim et al., 2011a; Sun et al., 2020b; Wong
et al., 2021).

A composicao e a concentracao de triterpenos encontrados em C. asiatica pode
mudar de acordo com a regidao do plantio, altitude, iluminacdo, método de plantio,
colheita e secagem (James & Dubery, 2009). Caracteristicas genotipicas também
afetam a quantidade de triterpenos presentes na planta (Das & Mallick, 1991).

Ja foram conduzidos diversos estudos com o extrato etandlico, metandlico e
aquoso de C. asiatica sendo que o conteudo mais expressivo de triterpenos foi
encontrado no extrato etandlico, entretanto, o fracionamento desse extrato ndo é
muito estudado (Wong et al., 2021).

Portanto, o objetivo do presente trabalho é avaliar o potencial antioxidante do
extrato etandlico de Centella asiatica e suas fragdes organicas, bem como seu
potencial inibitério de formacado de AGEs, da inibicdo da oxidacdo da LDL, da
peroxidacao lipidica e da atividade enzimatica.

2. Metodologia

13



2.1 Preparagéo do extrato e fragdes das folhas de C. asiatica

Para obtencédo do extrato etandlico, 500 g de folhas secas e trituradas de C.
asiatica, adquiridas da empresa Santos Flora Comércio de Ervas Ltda (Maripora,
Sao Paulo, Brasil), foram submetidas pelo processo de maceracao estatica em 2
litros de etanol 98% por sete dias a temperatura ambiente na auséncia de luz e.
Posteriormente, a solugdo foi filtrada em filtro de papel comum e o restante do
solvente removido através da rotaevaporacao (Buchi Rotavapor R-215, Suica) a
40°C sob presséao controlada e reduzida. O extrato etandlico de Centella asiatica
(ee-Ca) obtido, passou pelo processo de liofilizagdo (L101, Liotop, Brasil) para
retirar quaisquer residuos de agua das amostras. Para dar inicio ao processo de
particionamento liquido-liquido a fim da obtencao das fracdes orgéanicas, 4 g de ee-
Ca foi diluido em solucao hidrometandlica (90%) e foram utilizados 40mL dos
seguintes solventes organicos em ordem crescente de polaridade: hexano (fh-Ca),
diclorometano (fd-Ca), acetato de etila (fa-Ca) e n-butanol (fb-Ca). O residuo do
fracionamento representa a fracdo hidrometandlica (fhm-Ca) de ee-Ca. Os
solventes foram removidos através do processo de secagem e liofilizacao (L101,
Liotop, Brasil) e o ee-Ca e suas fragcdes organicas permaneceram em congeladas
a -20°C até a data das analises.

2.2 Prospeccéo fitoquimica

Foi realizada a prospeccao fitoquimica do ee-Ca e de suas fracbes organicas
(fh-Ca, fd-Ca, fa-Ca, fb-Ca e fhm-Ca) de acordo com os métodos descritos por (Zou
et al., 2011), utilizando microplacas de 96 pocos. Foi utilizado a concentracéo de 1
mg/mL das amostras para estes ensaios.

2.2.1 Determinagao do conteudo de fendis totais
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Foi determinado o teor de fenois totais utilizando o reagente Folin-Ciocalteu, que
é reduzido na presenca de compostos fendlicos (Galvao et al., 2018). O ee-Ca e
fracdes foram incubados durante 6 minutos a 25°C com Folin-Ciocalteu 10%.
Posteriormente, foi adicionado carbonato de sédio 7% (Na2COs) e as amostras
foram incubadas por mais 2 horas a 25 °C na auséncia de luz. A absorbancia foi
mensurada a 760 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). Uma curva analitica de
Acido Galico foi construida como padréo (serialmente diluida a partir de 2 mg/mL),
a fim de quantificar o conteudo de fendis totais. Os resultados foram expressos em

miligramas equivalentes de acido galico por grama (mg EAG/Q).

2.2.2 Determinagao do conteudo de flavonoides

A determinacéao do conteudo de flavonoides se baseou na reacao em que ocorre
a formagao de um complexo entre o ion de Aluminio (Al®*) com os grupos carbonila
e hidroxila presentes em flavonas e flavonois (Popova et al., 2004). O ee-Ca e
frac6es foram incubados com solugdo de NaNO2 5% e agua destilada durante 6
minutos a 25 °C, na auséncia de luz. Posteriormente foi adicionado AICI3 10% e o
complexo foi incubado por mais 6 minutos a 25 °C. A absorbancia foi mensurada a
425 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). Uma curva analitica padréo de
Quercetina (serialmente diluida a partir de 2 mg/mL) foi construida para possibilitar
o calculo do conteudo de flavonoides presentes na amostra. Os resultados foram
expressos em miligramas equivalentes de quercetina por grama (mg EQ/g).

2.2.3 Determinagao do conteudo de taninos condensados

O conteudo de taninos condensados (proantocianidinas) foi determinado pela
formagdo de condensados através da reagcdo da vanilina (3-metoxi-4-
hidroxibenzaldeido) com taninos em HCI (Schofield et al., 2001). O ee-Ca e fragdes
foram incubados com vanilina 4% e HCI durante 15 minutos a 25°C. A absorbéancia
foi mensurada a 500 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). Uma curva analitica
padrao foi construida utilizando uma diluicdo seriada de catequina (a partir de 2
mg/mL). Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de catequina

por grama (mg EC/g).
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2.3 Analise por HPLC-ESI-MS/MS

As fracoes fa-Ca e fb-Ca foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia hifenado ao espectrdmetro de massas (EM) com fonte de ionizacéo por
electrospray CLAE-EM-IES, pois foram as fragbes mais ativas nos ensaios
bioldgicos. As andlises foram realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia do
Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (IGEB-
UFU) em um cromatégrafo liquido (Agilent — Infinity 1260) acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugdo do tipo Q-TOF da marca Agilent®
modelo 6520 B com fonte de ionizagao por electrospray (IES). Os parametros para
analise foram: 10% de B (0 minuto), 98% de B (0-10 minutos) e 98% (11-17
minutos). Os parametros de ionizagcao foram: pressao do nebulizador de 20 psi, gas
secante a 8L min -1 a uma temperatura de 220°C e no capilar foi aplicado uma
energia de 4,5 KV.

2.4 Atividade Antioxidante

Foram realizados métodos para verficagdo do potencial antioxidante do ee-Ca
e suas fracdes organicas de acordo com Franco et al., (2019). Foram utilizadas
concentragdes de 285 ug/mL para o ensaio de capacidade do ion Ferro (FRAP);
100 pg/mL para o ensaio de capacidade de sequestro do radical peroxil (ORAC); e
para o método DPPH, foi feita uma diluicdo seriada a partir da concentracao de 1
mg/mL para determinar o valor de ECso de cada amostra nesse ensaio. Os
resultados foram expressos em micromol equivalentes de Trolox (umol ET/g) para
FRAP e ORAC e porcentagem de capacidade antioxidante para DPPH.

2.41 FRAP
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O ensaio FRAP determina o potencial redutor de um composto atraves da
reducdo do ion Fe®, que é acompanhada pelo surgimento de coloracdo azul
intensa, devido a reagao do Fe?* com o 2,4,6- tris-(2-piridil)-s-triazina (TPTZ). O ee-
Ca e suas fragdes foram incubados com o reagente FRAP (tampéao acetato de sédio
300mM (pH 3,6), 2,4,6- tris-(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM e cloreto férrico 20
mM — 10:1:1) em microplaca de 96 pocos durante 6 minutos a 37°C. A absorbancia
foi mensurada a 593 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). Foi realizada uma
curva padrao analitica, utilizando Trolox como padrdo para quantificar a atividade

antioxidante. Quercetina foi utilizado como controle positivo

2.4.2 ORAC

O ensaio ORAC avalia a capacidade do composto de reduzir a taxa de
decaimento da fluorescéncia devido a oxidacdo da sonda fluorescente causada
pela presengca de radical peroxil produzido via 2,2'azobis (2-amidinopropano)
dicloridrato. As amostras foram incubadas com Fluoresceina 0.085mM e 2,2'azobis
(2-amidinopropano) dicloridrato 153mM, ambos diluidos em tamp&o fosfato 75 mM,
pH 7,4, em microplaca preta de 96 pocos e fluorescéncia (485 nmex/528 nmem) foi
mensurada por 90 min a 37°C (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Foi construida uma
curva padrao utilizando Trolox para mensurar a capacidade antioxidante no ensaio.
Tampao fosfato foi utilizado como controle negativo e Quercetina como controle

positivo.

2.4.3 DPPH

Neste ensaio, utiliza-se o radical livre DPPH, cujo elétron desemparelhado
confere cor violeta a esse reagente, e, quando estabilizado por composto com
capacidade antioxidante, se torna amarelado. O ee-Ca e fragbes foram incubadas
com DPPH 60mM durante 30 minutos a 37°C na auséncia de luz e a absorbancia
foi mensurada a 517 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). O calculo da
atividade antioxidante é realizado de acordo com a seguinte equacao:
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DPPH (%) = A controle — A amostra 100
)= “Acontrole — A branco

equagdo 1

em que A amostra se refere a absorbancia do DPPH + amostras, A controle € a
absorbancia do DPPH e A branco € a absorbancia das amostras diluidas em
metanol sem DPPH. Metanol foi utilizado como controle negativo e quercetina foi

utilizado como controle positivo.

2.5 Andlise do potencial de inibicao da formacao de AGEs

Foram realizados ensaios para analisar o potencial de inibicdo de formacgao de
produtos de glicagdo avancada (AGEs). Albumina de soro bovino (BSA), Colageno
(Coal), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e arginina (ARG) foram utilizados
como alvo de glicacao e frutose (FRU) e metilglioxal (MGO) como agentes indutores
de glicacdo. O extrato etandlico, tal como suas fracdes organicas e o controle
positivo (quercetina) foram serialmente diluidos a partir da concentracdo de
10mg/mL para determinagédo do ICso. O calculo de porcentagem de inibicdo de

glicacéao foi realizado de acordo com a seguinte equacgao:

F amostra — F branco

% =100 — ( 100)

F controle — F branco

equagdo 2

onde F amostra se refere ao valor da fluorescéncia obtida na presenca do extrato
etandlico, fracdes e controle positivo; F controle é o valor da fluorescéncia obtido
na auséncia de das amostras/tratamento; e F branco é o valor da fluorescéncia na

auséncia das amostras/tratamento e do agente indutor de glicacdo (FRU ou MGO).

2.5.1 Modelo BSA/FRU
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No presente modelo, o ee-Ca, suas fragbes organicas e o controle positivo
foram incubados com Frutose 1.25 M, BSA 50 mg/mL e tampao fosfato (200
mM, pH 7,4, e azida 0,02%) durante 72 horas a 37°C na auséncia de luz. Apés
este periodo, foi adicionado acido tricloroacético (TCA) 20% e realizada
centrifugacao a 10.000xg por 10 minutos, descartando o sobrenadante e o pellet
ressuspendido em tampado fosfato. A intensidade da fluorescéncia foi
mensurada a 350nmex/420nmem (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Etanol foi

utilizado como controle negativo.

2.5.2 Modelo BSA/MGO

Neste modelo, o ee-Ca, suas fracbes organicas e o controle positivo foram
incubados com Metilglioxal (MGO) 53.5 mM, BSA 50 mg/mL e tampao fosfato (200
mM, pH 7,4, e azida 0,02%) durante 72 horas a 37°C na auséncia de luz.
Posteriormente, foi adicionado TCA 20% seguido da centrifugagédo a 10.000xg por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com tampao
fosfato. A intensidade da fluorescéncia foi obtida a 340nmex/380nmem (EnSpire,

PerkinElmer, EUA). Etanol foi utilizado como controle negativo.

2.5.3 Modelo COL/MGO

O ee-Ca, suas fracbes organicas e o controle positivo foram incubados com
Metilglioxal (MGO) 1 mM, colageno a 30 pg/mL e tampao fosfato (100 mM, pH 7,4,
e azida 0,02%) durante 72 horas a 37°C na auséncia de luz. A intensidade de
fluorescéncia foi mensurada a 340nmex/380nmem (EnSpire, PerkinElmer, EUA).

Etanol foi utilizado como controle negativo.

2.5.4 Modelo LDL/MGO

19



A LDL humana foi isolada e incubada na concentragdo de 190 ug/mL com
Metilglioxal (MGO) 1 mM, tampéao fosfato (100 mM, pH 7,4, e azida 0,02%) € o ee-
Ca, suas fracdes organicas e quercetina durante 72 horas a 37°C na auséncia de
luz. A intensidade de fluorescéncia foi mensurada a 340nmex/380nmem (EnSpire,

PerkinElmer, EUA). Etanol foi utilizado como controle negativo.

2.5.5 Modelo ARG/ MGO

De acordo com esse modelo, o extrato etandlico, suas fracdes organicas e o
controle positivo foram incubados com Metilglioxal (MGO) 53.5 mM e Arginina a
106.6 mM e tampéo fosfato (200 mM, pH 7,4, e azida 0,02%) durante 72 horas a
37°C na auséncia de luz. A intensidade da fluorescéncia foi mensurada a
340nmex/380nmem (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Etanol foi utilizado como

controle negativo.

2.6 Andlise ex-vivo em tecido hepéatico

2.6.1 Processamento do tecido hepatico

O método de indugdo de oxidagéo tecidual por Fe?*-ascorbato, descrito por
Justino et al.,, (2019), foi utilizado para analise do potencial de inibicdo de
peroxidagao lipidica pelo extrato etandlico de Centella asiatica e suas fragdes.
Figados de ratos Wistar saudaveis foram obtidos do biotério central da
Universidade Federal de Uberlandia (OFICIO N¢ 7/2022/CEUA/PROPP/REITO-
UFU de 14 de julho de 2022) com 6-8 semanas de vida. Os animais foram
eutanasiados e o figado foi coletado e armazenado a -70 °C até o dia do
procedimento. Os figados foram homogeneizados em tampao fosfato de sédio com
cloreto de potassio (KCI) pH 7,4 (1:10) e centrifugados a 3000xg por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi coletado para a realizagdo das analises de oxidagdo ex-
vivo e incubado durante 1 hora a 37 °C com sulfato de ferro (FeSO4) 0,01 mM, acido
ascorbico 0,01 mM e tampao fosfato (tecido hepatico oxidado — THO), também foi
adicionado o extrato etandlico, suas fracbes organicas e o controle positivo
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(quercetina) na concentracdo de 1 mg/mL. Etanol foi utilizado como controle
negativo do ensaio. Estas amostras foram utilizadas para a realizagdo da dosagem

de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

2.6.2 Espécies reativas do &cido tiobarbiturico (TBARS)

As amostras foram incubadas com TCA 10% e acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%
durante 2 horas em banho-maria a 100 °C e, em seguida, foi adicionado n-butanol.
Foi realizada centrifugacao de 3000xg durante 10 minutos e o sobrenadante foi
coletado para mensurar a intensidade da fluorescéncia a 515 nmex/553 nMem
(EnSpire, PerkinElmer, EUA). Os resultados foram expressos em nmol MDA/mg de

proteina.

2.7 Andlise da inibicdo da oxidacao e peroxidagéo da LDL

2.7.1 Isolamento da LDL

Amostra de sangue foram coletadas de voluntario saudavel e nao-fumante
(CEP: 5.671.038) em tubo vacutainer com EDTA 10% e centrifugados a 3000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C para obtenc¢ao do plasma. Uma solucao de brometo de
potassio (KBr) foi adicionado para ajustar a densidade do plasma para 1,21.
Aprotinina (5 pL/mL de plasma), benzamidina (2mM), PMSF (0,5 M), cloranfenicol
(20 pL/mL de plasma) e azida sédica (10 pL/mL de plasma) também foram
adicionados ao plasma. Posteriormente, o plasma foi centrifugado a 40000 rpm, por
2 horas e 30 minutos a 4 °C para isolamento da LDL humana. O sobrenadante
correspondente a LDL foi coletado e a lipoproteina foi submetida a dialise em
solucao de tampao fosfato (PBS) 20mM, pH 7,4 durante 24 horas com trocas de 6
em 6 horas. O material foi armazenado a 4°C, na auséncia de luz, até a data das

andlises.

2.7.2 Inducéo da oxidacao e peroxidagao da LDL
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A oxidacdo da LDL foi induzida por CuSO4 5uM e processo foi monitorado
durante 2 horas com leituras de 2 em 2 minutos a 37°C em microplaca, a 234 nm
(EnSpire, PerkinElmer, EUA). O ee-Ca e suas fragdes organicas foram avaliados
numa concentragdo de 2 puM e PBS foi utilizado como controle negativo.
Posteriormente, as amostras foram retiradas diretamente da placa e foi realizada a
quantificacdo da peroxidacéo lipidica de acordo com o método TBARS ja descrito
no trabalho.

2.8 Andlise da inibicdo enzimatica

Ensaios de inibicdo das enzimas a-amilase, a-glicosidase, acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase foram realizados para verificar o potencial inibitério de ee-Ca e
suas fragdes organicas. Para a-amilase as amostras foram serialmente diluidas a
partir de uma concentracéo de 25 pg/mL. Para a-glicosidase e as colinesterases foi
utilizado concentracdes de 23 ug/mL e 55 pug/mL, respectivamente. A porcentagem
de inibicao foi obtida através da seguinte equacéo:

A controle — A amostra

(%) = 100
(%) A controle x

equagdo 3

Onde A controle se refere a absorbancia obtida no calculo da area sob a curva na
auséncia de inibidor/amostra, A amostra se refere a absorbancia obtida no calculo
da area sob a curva na auséncia na presenca de ee-Ca, suas fracdes organicas ou

a acarbose.

2.8.1 Inibicdo da atividade da a-amilase

Foi avaliado o potencial de inibigdo da atividade da enzima a-amilase utilizando
uma fragcdo enriquecida de a-amilase (HSA-f), resultante da técnica de

cromatografia de troca i6nica em resina Q-sefarose (Santos et al., 2012) e o

22



substrato 2-cloro-4-nitrofenil-4-B-D galactopiranosilmaltosideo (GalG2CNP). Para a
realizacao do ensaio, HSA-f foi diluida em tampao MES (&cido 2-(N-morfolino)- 38
etanossulfénico) 50 mM, contendo 5 mM, tiocianato de potassio 140 mM e cloreto
de sodio 300 mM, pH 6,0. O ee-Ca, suas fracbes organicas e o controle positivo
(acarbose) foram incubados com HSA-f (1:10) durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente foi adicionado o substrato Gal2CNP e a absorbancia foi mensurada
a 405 nm durante 3 minutos em intervalos de 1 minuto (Versamax, Molecular
Devices, EUA). O controle negativo utilizado foi o etanol. O resultado foi expresso

em porcentagem de inibic&o e foi obtido de acordo com a equagéo 3.

2.8.2 Inibicdo da atividade da a-glicosidase

O extrato etandlico, suas fracdes organicas e o controle positivo (acarbose)
foram incubados durante 20 minutos a 37°C com glutationa reduzida (GSH), diluida
em tampao fosfato (50 mM, pH 6,8), e fragcao enriquecida com a-glicosidase (AG-f)
derivada do po cetdnico de intestino de rato. A seguir, foi adicionado o substrato o
4-nitrofenil a-D-glicopiranosideo (p-NPG) e a absorbancia foi obtida a 405 nm por
30 minutos (Versamax, Molecular Devices, EUA). Etanol foi utilizado como controle
positivo. O resultado foi expresso em porcentagem de inibicdo e foi obtido de
acordo com a equacao 3.

2.8.3 Inibicdo da acetil e butiril colinesterase

A capacidade de inibicdo das enzimas acetil e butirilcolinesterase (AChE e
BChE) foi mensurado de acordo com a metodologia descrita por Rhee et al., (2001),
com modificagdes. O ensaio se baseia na capacidade da enzima de hidrolisar seu
subtrato, acetiltiocolina ou butiriltiocolina, em tiocolina, que se liga ao 5,5, ditiobis-
2-nitrobenzdico (DTNB), resultando em 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-
tio-2-nitrobenzoato, compostos detectados em 405 nm. Foram utilizados trés
tampdes neste ensaio: tampéao A (Tris-HCI 50 mmol/L pH 8), tampao B (Tris-HCI 50
mmol/L contendo albumina sérica bovina 0,1%) e tampao C (Tris-HCI 50 mmol/L
contendo NaCl 0,10 mol/L e MgCl26H20 0,02 mol/L). O extrato etandlico, fracoes

organicas e controles positivos (rivastignina e galantamina) foram diluidas em
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tampao A em uma concentragéo de 5,5 mg/mL, o DTNB foi diluido em tampéo B e
0s substratos foram diluidos em 4gua. A reagéo foi realizada em microplaca, onde
foi adicionado o inibidor em potencial a 5,5 mg/mL, DTNB 3,06mM, tampao B, os
substratos (acetiltiocolina ou butiriltiocolina) 3 mM. Em seguida, foi adicionado a
enzima (acetil ou butirilcolinesterase) a 0,2 U/mL e a absorbancia foi mensurada a
405 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA) a cada 30 segundos durante 20
minutos a temperatura de 30°C. O resultado foi expresso em porcentagem de
inibicao e foi obtido de acordo com a equacéo 3.

2.9 Atividade antimicrobiana

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo, em triplicata utilizando uma placa de 96 pocos. O ensaio
foi feito seguindo a metodologia de CLSI (2007 e 2012). As amostras, ee-Ca, suas
fracGes organicas e a quercetina foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO; Merck,
Darmstadt, HE, Germany) 5% e diluidas novamente em (BHI;Difco) para o teste em
bactérias aerdbias e caldo Shadler (Difco) suplementado com hemina (5mg/mL,
Sigma, St.Louis, MO, USA) e menadionina (1mg/mL, Sigma) para as bactérias
anaerdbicas. Foram testadas doze concentracées (0.195-400 pg/mL). Para
bactérias aerobias, a concentragdo padronizada no ensaio foi de 5 x 10° col6nias
por unidade (UFC/mL) e foram incubadas a 37°C durante 72 horas em uma estufa
anaerdbica contendo 5-10% de H 2, 10% de CO 2 e 80-85% de N 2 (Don Whitley
Scientific, Bradford, UK), e para bactérias anaerdbias, a concentracdo padronizada
no ensaio foi de 1 x 108 UFC/mL e foram incubadas a 372C em condi¢des aerdbicas
padrdes. Posteriormente, foi adicionado nos pocos 30 uL de solugcdo aquosa 0,02%
de resazurina (Sigma). DMSO 5%, utilizado como controle negativo, foi incubado
com o0s microorganismos testados para analisar a toxicidade do meio e foi

confirmado que nessa concentracdo houve crescimento bacteriano.

210 Analise estatistica
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Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo da média, exceto
para o calculo do IC50, em que os resultados foram expressos como média * erro
padrdo da média. A andlise da variancia entre os grupos foi realizada pelo teste
One-Way ANOVA com pos teste de Tukey para comparacdes multiplas. Valores de
p < 0,05 foram considerados como significativos. Tanto as analises estatisticas
como a plotagem dos graficos foram realizadas com o software GraphPad Prism
8.0.

3. Resultados

3.1 Rendimento das fracdes

Para realizar o particionamento liquido-liquido foi utilizado 15 gramas do ee-Ca.
Os rendimentos das fracdes foram: 11,53% fh-Ca; 17,18% fd-Ca; 46,04% fa-Ca;
20,09% fb-Ca e 2,29% fhm-Ca.

[ 15 g de ee-Ca ]

fh-Ca fd-Ca fa-Ca fb-Ca fhm-Ca
1,51g (11,53%) 2.259(17,18%) 6,4 g (46,04%) 2,63 g (20,09%) 0,3 g(2,29%)

Fig 2: Rendimento do fracionamento do extrato etandlico de Centella asiatica. ee-Ca: extrato
etandlico de Centella asiatica; fh-Ca: fragdo de hexano; fd-Ca: fragdo de dicloro-metano; fa-Ca:
fracdo de acetato de etila; fb-Ca: fracdo de n-butanol; fhm-Ca: fracdo hidrometandlica. A massa
obtida de cada fracdo é expressa em gramas (g) e seu redimento é expresso em porcentagem (%).

3.2 Conteudo de compostos fendlicos, flavonoides e taninos presentes em ee-
Ca e suas fragdes organicas
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Tabela 1: Conteldo de fendis totais, flavonoides e taninos condensados presentes no ee-Ca e suas

fracoes.
Amostras Fendis Totais Flavonoides Taninos condensados
(mg EAG/g) (mg EQ/g) (mg EC/g)
ee-Ca 73,3+0,99 2 299,2 +£18,08 2 96,47 £7,932
fh-Ca 8,36 +1,19¢ 123,8 £+ 11,5 ¢ 10,94 + 1,98 bd
fd-Ca 46,65 £ 3,76 a° 261,56+2,722 26,36 + 3,96 be
fa-Ca 237,4 £26,7 d 161,7 £8,13°P 31,97 £3,96 ¢
fb-Ca 111,6 £5,95° 103,31+ 0,72¢ 82,45 £3,96 @
fhm-Ca 12,01 £3,96 ¢ 48,5 +4,334 0x0¢

ee-Ca: extrato etandlico de Centella asiatica; th-Ca: fragdo de hexano; fd-Ca: fragcdo de dicloro-
metano; fa-Ca: fragdo de acetato de etila; fb-Ca: fragcdo de n-butanol; fhm-Ca: fragao
hidrometanolica. Os valores estdo expressos como meédia + desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Foi realizada a quantificagdo do conteudo de fenois totais, flavonoides e taninos
condensados do ee-Ca e suas fracdes e os resultados sdo expressos na Tabela 1.
Em relagédo ao teor de compostos fendlicos, a fa-Ca apresenta o maior valor, 237,4
+ 26,7 mg EAG/g, seguido da fb-Ca, 111,6 £ 5,95 mg EAG/g. Todas as amostras,
com excecdo da fhm-Ca, apresentaram quantidade de flavonoides acima de 100
mg EQ/g, com destaque para o ee-Ca e para fd-Ca (299,2 + 18,08 e 261,5 £ 2,72
mg EQ/g, respectivamente). Ja na quantificagdo de conteldo de taninos
condensados, o ee-Ca e a fb-Ca apresentaram os maiores valores, acima de 80
mg EC/g.

3.3 Andlise das fracbes fa-Ca e fb-Ca por HPLC-ESI-MS/MS

A fragbes que mais demonstraram atividade e conteudo de compostos fenélicos
foram as escolhidas para analises de HPLC-ESI-MS/MS para elucidagao das
moléculas presentes. As fracdes fa-Ca e fb-Ca foram submetidas a tal andlise e
grande parte das moléculas foram encontradas em ambas as amostras. Acido
galico, acido elagico e rutina sdo compostos que possuem atividade antioxidante e
podem estar relacionadas com essa atividade nas fragoes.
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Tabela 2: compostos identificados nas fragbes fa-Ca e fb-Ca do ee-Ca por HPLC-ESI-MS/MS

tr [M—=H]J Massa Erro lons Férmula Tentativa de Amostra Ref.
(min) exata (ppm) | fragmentos molecular identificagao
(m/z)
EM/EM
0,90 | 133,0133 | 133,0142 | -6,76 5eV: 115, C4HsOs Acido malico fa-Ca, fb- (Corréa et
87,89, 71 Ca al., 2021;
Fraternale et
al., 2015),
MoNA2
1,15 | 355,0310 | 355,0307 0,84 15 eV: 337, C14H12014 Acido fa-Ca, fb- (Lietal,
293, 249, quebdlico Ca 2021)
205
1,17 | 331,0673" | 331,0671 0,60 20 eV: 271, Ci3H16010 Glucogalina fa-Ca, fb- | (Singh et al,,
241, 211, (galoil Ca 2015)
169, 150, glicosideo)
125
169,0139" | 169,0142 | — 1,77 | 20 eV: 125, C7HsOs Acido galico fa-Ca, fb- | (Menaetal.,
107, 79, 69 Ca 2012; Singh
et al., 2016)
2,27 | 153,0189 | 153,0193 | —2,61 | 20 eV: 109, C7HeO4 Acido fa-Ca (Corréa et
108 protocatecuico al., 2021;
Gomez-
Romero et
al., 2010),
MoNA2
2,43 | 325,0563 | 325,0565 | —0,61 | 30eV:169, C14H1409 Acido galoil fa-Ca, fb- | (Abu-Reidah
125, 111 chiquimico Ca etal., 2015;
Singh et al.,
2016)
2,45 | 483,0780 | 483,0787 1,45 30 eV: 331, C20H20014 Digaloil fa-Ca (Mena et al.,
313, 271, glicosideo 2012; Singh
211, 169, etal.,, 2016)
125
2,87 | 633,0742 | 633,0733 | —1,42 | 30eV:301 Co7H2:015 HHDP galoil fa-Ca, fb- | (Menaetal.,
glicosideo Ca 2012; Singh
isébmero | et al., 2016)
3,02 | 183,0298 | 183,0299 | —0,54 | 15eV: 168, CgHgOs Galato de fa-Ca, fb- (Corréa et
124 metila Ca al., 2021;
Singh et al.,
2016)
3,95 | 951,0738 | 951,0745 | — 0,74 | 30 eV: 933, Ca1H25027 Geraniin fa-Ca, fb- (Sousa et
907, 301, Ca al., 2017)
169
4,25 | 633,0747 | 633,0733 2,21 30 eV: 463, Co7H22014s HHDP galoil fa-Ca, fb- | (Menaet al.,
419, 301, glicosideo Ca 2012; Singh
275 isdmero Il et al., 2016)
291,0146 | 291,0153 2,41 25 eV: 247, Ci3HsOs Brevifolin fa-Ca, fb- (Fraternale
219, 191, carboxylico Ca et al,, 2015;
175, 145 acido Luo et al.,
2020)
5,83 | 491,0850 | 491,0831 3,95 25 eV: 476, Co22H20013 Di-O- fa-Ca, fb- MoNAP
328, 312, metilelagico Ca PubChem®
297 acido
glicosideo
5,95 | 609,1467 | 609,1461 0,98 30 eV: 463, C27H30016 Rutina fa-Ca, fb- (Neves et
300, 301, Ca al., 2018;
271,179, Quintans-
151 Junior et al.,
2020)
6,18 | 300,9986 | 300,9990 | — 1,33 | 30eV: 284, C14HeOsg Acido elagico fa-Ca, fb- (Fraternale
257, 229, Ca etal., 2015;
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201, 185, Mena et al.,
173, 145 2012)
8,48 | 327,2185 | 327,2177 2,44 | 25eV: 291, Ci1gH3205 Acido fa-Ca (Sakna et
251, 229, octadecendico al., 2019)
211, 183, tri hidréxido
171,137,
97, 85

Nota: fa-Ca: fracao de acetato de etila e fb-Ca: fracdo de n-butanol.

ahttps://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/spectra/display/MetaboBASE0107

bhttps://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/spectra/display/CCMSLIB00000845290

chttps://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/3_3_-Di-O-Methylellagic-Acid-4_-Glucoside

3.4 Atividade antioxidante de ee-Ca e suas fracdes organicas
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Fig. 3: Capacidade antioxidante do ee-Ca, suas fragdes organicas e o controle positivo quercetina
pelos métodos FRAP (A), ORAC (B) e DPPH (C). ee-Ca: extrato etandlico de Centella asiatica; fth-
Ca: fragao de hexano; fd-Ca: fragao de dicloro-metano; fa-Ca: fragdo de acetato de etila; fb-Ca:
fragado de n-butanol; fhm-Ca: fragdo hidrometandlica. Os valores sdo expressos como média + erro
padrédo, para DPPH e média * desvio padrao para FRAP e ORAC. Letras diferentes apresentam
diferenca significativa (p < 0,05).

A capacidade antioxidante do ee-Ca e suas fragdes orgéanicas foi avaliada pelos
métodos FRAP, ORAC e DPPH (Fig. 2).

No ensaio FRAP (A) a fracao fa-Ca e o controle positivo quercetina (978,4 +
26,05 e 987,8 + 10,15 umol Trolox eq/g, respectivamente) nao apresentaram
diferenca significativa entre si, assim, sendo as duas amostras com maior
capacidade antioxidante neste ensaio. A fb-Ca (753,2 £ 66,15 umol Trolox eq/q)
também exibiu capacidade antioxidante satisfatéria, porém, reduzida em relagéo a

fracdo fa-Ca e a quercetina.

Ja no ensaio ORAC (B), quando comparadas ao controle positivo quercetina,
todas as amostras, com excecao da fh-Ca e o ee-Ca, nao apresentaram diferenca
significativa. Apesar da fh-Ca e do ee-Ca apresentarem valores mais baixos em
relacdo ao controle positivo, pode-se afirmar que, ainda assim, possuem

capacidade expressiva para inibir a oxidacao induzida pelo radical azobis.

Na avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH (C), os valores
obtidos foram expressos como ICso, que se refere a concentragdo minima
necessaria para atingir 50% de atividade antioxidante. Como ja observado nos
outros métodos, a fa-Ca (1.601 + 0.48 pg/mL) se destaca com o menor valor de
ICs0 além do controle positivo (0.366 + 0,1392 ug/mL), ndo havendo diferenca
significativa entre eles. Apesar dos valores de ICso do ee-Ca e das fd-Ca e fb-Ca
serem levemente mais altos, também nao houve diferenca estatistica com a

quercetina e com a fa-Ca.

3.5 Potencial antiglicante de ee-Ca e suas fragcdes organicas
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Fig. 4: Efeito antiglicante do ee-Ca e suas fragbes organicas nos modelos BSA/FRU (A), BSA/MGO
(B), ARG/MGO (C) e COL/MGO (D). ee-Ca: extrato etandlico de Centella asiatica; fh-Ca: fragao de
hexano; fd-Ca: fracdo de dicloro-metano; fa-Ca: fragao de acetato de etila; fb-Ca: fragdo de n-
butanol; fhm-Ca: fracdo hidrometandlica. Os valores sdo expressos como média * erro padrdo da
média. Letras diferentes apresentam diferenga significativa (p < 0,05). N.A.: significa nenhuma
atividade

O potencial antiglicante do ee-Ca e suas fragdes foi avaliado de acordo com os
modelos em que utilizam Frutose (FRU) e Metilglioxal (MGO) como agentes

indutores de glicacao e BSA, Colageno e Arginina (ARG) como alvos de glicacao.

No método BSA/FRU, a fa-Ca e o controle positivo quercetina exibiram inibicao
da glicacdo acima de 80% a partir de 19 pg/mL, sendo as duas amostras a
apresentarem os menores valores de 1Cso neste método (4,146 + 2.52 pug/mL e
1,672 + 0,60 pg/mL), sendo estatisticamente similares. Do mesmo modo, também
nao foi observado diferencga significativa entre os valores de ICso da quercetina, do
ee-Ca e das fracoes fa-Ca, fb-Ca e fhm-Ca.

Em relagcdo ao método BSA/MGO nao foi observado uma notavel capacidade
antiglicante como foi visto no método anterior. Apesar dos valores de ICso do ee-
Ca e das fracdes fa-Ca e fd-Ca nao apresentarem diferenca significativa em relacao
ao controle positivo, € possivel perceber que na concentracdo maxima das
amostras utilizada no ensaio, 625 pg/mL, a quercetina é capaz de inibir 100% a
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glicacao do BSA pelo MGO, enquanto as outras amostras apresentam capacidade
de inibicdo de 55 a 65% apenas.

Ja no método ARG/MGO, nao houve diferencga significativa entre os valores de
ICs0 das fracoes fa-Ca e fd-Ca e do controle positivo (194.6 + 21.60; 252.8 £ 22.79
e 37,16 = 3,34). Na maior concentracao utilizada no ensaio, o controle positivo inibiu
96% da glicacdo, enquanto a fa-Ca inibiu 82% e a fd-Ca inibiu 69%.

Ja no modelo COL/MGO, o ee-Ca e a fa-Ca foram as Unicas amostras a
demonstrarem atividade antiglicante. Nao houve diferenca significativa entre os
valores de ICso dessas amostras com o controle positivo (ee-Ca: 208,6 + 80,74; fa-
Ca: 164,8 + 28,46 e Quercetina: 81,88 + 20,48).

O ee-Ca e suas fracOes organicas nao foram eficazes em inibir a glicacao da
LDL pelo MGO.

3.6 Inibicdo da atividade enzimatica de ee-Ca e suas fragbes organicas

3.6.1 Inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase

ICsq 80
100 s =2

= —e— ee-Ca 21,8+287 et a

g 3

2 - fh-Ca N.A § 60

% - fd-Ca N.A, § , b b %
+ b =

5 —+— fa-Ca 7,29 +£1,97 G 404

© —— fb-Ca 564 +1,37° 3 b

° ©

2 —— fhm-Ca NA s

o & © 20

5 —— Acarbose 0,154+ 0,03 frid

p% g;b p@ p@ S_;D 'Gb &
Concentragao (ug/mL) & & ‘\b & QO@@ 0{00
(5
Lo

Fig. 5: Avaliagéo do potencial inibitério da atividade das enzimas a-amilase (A) e a-glicosidase (B)
pelo ee-Ca e suas fragdes orgénicas. ee-Ca: extrato etandlico de Centella asiatica; fh-Ca: fragéo de
hexano; fd-Ca: fragcdo de dicloro-metano; fa-Ca: fragcao de acetato de etila; fb-Ca: fracdo de n-
butanol; fhm-Ca: fragdo hidrometandlica. Os valores de ICso s@o expressos como média + erro

padrdo para (A) e média + desvio padrdo para (B). Letras diferentes apresentam diferenca
significativa (p < 0,05).
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Foram realizados ensaios para verificar a capacidade de inibicdo das enzimas
a-amilase e a-glicosidade pelo ee-Ca e suas fragdes (Fig 4). No ensaio de inibigdo
da enzima alfa-amilase, o controle positivo acarbose, inibiu 99,29% = 0,10 a
atividade enzimatica a 12 yg/mL. Enquanto isso, na mesma concentragao, as fa-
Ca e fb-Ca inibiram 91,80% + 2,12 e 91,74% + 0,08, respectivamente. Verificou-se
qgue os valores de ICso das fragdes de fa-Ca e fb-Ca (7,29 + 1,97 e 5,64 + 1,37
Hug/mL) ndo apresentaram diferenca significativa com o controle positivo, Acarbose
(0,15 = 0,03 pg/mL). O ee-Ca apresentou valor de 1Cso maior do que as fragdes
citadas acima, ou seja, exibiu menor potencial inibitério da enzima. Na
concentragdo de 12 pg/mL, inibiu 72,67% * 1,01. J& nas analises de inibigcdo da
enzima alfa-glicosidase, a Acarbose obteve um valor de inibicdo de 63,28 + 0,60 %
a uma concentracao de 231,4 ug/mL. Entretanto, o ee-Ca e suas fracdes, nesta

N e

dessa enzima, sendo todos abaixo de 50%.

3.6.2 Inibicdo da AChE e BChE
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Fig. 6: Avaliagdo do potencial inibitério da atividade das enzimas acetilcolinesterase (A) e
butirilcolinesterase (B) pelo ee-Ca e suas fragdes orgéanicas. ee-Ca: extrato etanolico de Centella
asiatica; fh-Ca: fragcdo de hexano; fd-Ca: fracéo de dicloro-metano; fa-Ca: fracado de acetato de etila;
fb-Ca: fragcao de n-butanol; fhm-Ca: fragdo hidrometandlica. Os valores sao expressos como média
* desvio padréo. Letras diferentes apresentam diferenga significativa (p < 0,05).
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A inibicdo das colinesterases (AChE e BChE) pelo ee-Ca e suas fragoes
organicas também foi avaliado no presente estudo e os resultados estdo presentes
na Fig. 5. O controle positivo para o ensaio de inibicdo da AChE foi a galantamina,
apresentando um percentual de inibicao de 73,4 + 0,69 % na concentragao de 550
ug/mL. As fragdes fd-Ca (51,36 £ 9,8 %), fa-Ca (44,84 + 6,75 %), fb-Ca (59,88 £ 0,3
%) e fhm-Ca (44,73 + 0,03 %) apresentarem inibicao reduzida significativa em
relacdo a galantamina na mesma concentracao, entretanto, valores que devem ser
considerados. O ee-Ca apresentou 99,9 + 0,14 % de inibicdo, superando
estatisticamente o controle positivo, porém, apresentou apenas 36,44 + 0,82 % de
inibicdo da atividade de BChE. Ambos os controles, galantamina e rivastignina,
demonstraram inibicao a BChE (77,34 £ 0,34 % e 75,89 + 0,27%, respectivamente).
As fracdes fd-Ca (58,92 £ 0,55 %) e fa-Ca (57,43 = 4,12 %), apesar de inibicao

reduzida significativa em relacdo aos controles, apresentaram valores notorios.

3.7 Inibigao da peroxidagéo lipidica no tecido hepatico em modelo ex-vivo
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Fig 7: Analise da capacidade de inibicdo da peroxidacao lipidica em tecido hepatico. TH: tecido
hepatico; THO: tecido hepatico oxidado; as demais barras representam amostra THO tratadas com
ee-Ca, suas fragdes orgéanicas e controle positivo, Quercetina. ee-Ca: extrato etandlico de Centella
asiatica; fh-Ca: fracao de hexano; fd-Ca: fragdo de dicloro-metano; fa-Ca: fracao de acetato de etila;
fb-Ca: fracao de n-butanol; fhm-Ca: fragdo hidrometandlica. Os valores sao expressos como média
t desvio padréo. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001 em relagdo ao THO.

33



Também foi avaliado a capacidade de inibicao da peroxidacéo lipidica em tecido
hepatico (Fig 6). As fragcbes que apresentaram maior potencial antioxidante, fa-Ca
e fb-Ca, também foram as que mais protegeram o tecido da peroxidacao lipidica,
apresentando diferenca significativa quando comparadas ao controle THO (p <
0,0001). O controle positivo, quercetina, e a fhm-Ca também demonstraram eficacia
para impedir a peroxidagdo, ndo demonstrando diferenca significativa entre as
fracdes citadas acima. Observa-se também que os niveis de malondialdeido (MDA)
sao reduzidos na presenca de ee-Ca e fd-Ca, quando comparados com o THO (p
< 0,05).

3.8 Inibicao da oxidagao e peroxidacédo da LDL

204

o
©
]

S
Feedeh

H

15-

10—

AUC

ke

nmol MDA/mg prot
=3 o
N )
1 1

e
=]

5_
0
I I 1 I 1 I 1
M S VN S L il ot

F T P R R R

Q¥ oF & P P P PO

\’V@"&’b" \’\,'caa:
S F S E O

Fig 8.: Avaliagdo da inibicdo da oxidagao e peroxidagao da LDL pelo ee-Ca e suas fragées. ee-Ca:
extrato etandlico de Centella asiatica; fh-Ca: fragdo de hexano; fd-Ca: fracao de dicloro-metano; fa-
Ca: fracdo de acetato de etila; fb-Ca: fracdo de n-butanol; fhm-Ca: fracdo hidrometandlica. Os
valores sao expressos como média + desvio padréo. * p < 0,05, ** p < 0,01, ™ p < 0,001 e ™ p <
0,0001 em relacao a LDL nativa.

A inibicdo da oxidacéo e peroxidacédo da LDL por ions de Cu?* por ee-Ca e suas
fracOes organicas foi avaliado. Foi observado que ee-Ca e suas fracoes fd-Ca, fa-
Ca e fb-Ca foram capazes de inibir a oxidagao da LDL, ndo apresentando diferenca
significativa com a LDL nativa (sem presenca do Cu?*). Em relagdo a peroxidagio
lipidica da LDL, as fracbes fd-Ca, fa-Ca e fb-Ca reduziram os niveis de MDA
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formados, entretanto, o ee-Ca que inibiu a oxidagao, ndo inibiu a peroxidagéo da

porc¢ao lipidica da lipoproteina.

3.9Concentragao Inibitéria Minima (MIC) frente a bactérias cariogénicas e de
pele

Tabela 3: Avaliagao da atividade antimicrobiana de ee-Ca e suas fragdes organicas frente a
bactérias cariogénicas.

Resultados em pg/mL
BACTERIAS CARIOGENICAS
; o N . i Lactobacillus
C. asiatica Enterococeus faecalis | Streptococeus salivarius | Streptococcus sobrinus | Streptococcus mifis | Streptococeus sanguinis| Streptococcus mutans paracasei
ATCC 4082 ATCC 29975 ATCC 33448 ATCC 49456 ATCC 10556 ATCC 25175
ATCC 11578
ee-Ca >2000 250 125 62,5 62,5 125 1000
fh-Ca 1000 125 15,6 15,6 31,25 15,6 62,5
fd-Ca 2000 250 125 31,25 31.25 125 250
fb-Ca »2000 250 250 250 500 250 250
fa-Ca »>2000 250 250 250 250 250 250
fhm-Ca 1000 250 500 500 500 250 1000
Quercetina 2000 500 500 500 500 250 200
Clorexidina 3,688 0,922 0,922 3,688 1,844 0,922 1,844

ee-Ca: extrato etandlico de Centella asiatica; th-Ca: fragdo de hexano; fd-Ca: fragcdo de dicloro-
metano; fa-Ca: fragdo de acetato de etila; fb-Ca: fragcdo de n-butanol; fhm-Ca: fragao
hidrometanolica. Concentragbes das amostras avaliadas frente as bactérias = 0,98 ug/mL a 2000
pg/mL. Concentragoes da Clorexidina avaliadas frente as bactérias = 0,115 a 59,0 pg/mL.

Tabela 4: Avaliacdo da atividade antimicrobiana de ee-Ca e suas fracdes organicas frente a
bactérias relacionadas a doencgas da pele.

Resultados em pg/mL
BACTERIAS PELE
C. asiatica SI&,:JF}}"FOCOCCUS aureus SI&,{JF}}‘.’OCOCCUS epfdermfdfs Pseudomonas aerugf‘nosa Burkholderia cepacfa
ATCC 29213 ATCC 1228 ATCC 27853 ATCC 25416

ee-Ca 1000 250 500 125
fh-Ca 500 250 500 125
fd-Ca 1000 125 500 125
fb-Ca 250 62,5 500 125
fa-Ca 500 12,5 2000 125
fhm-Ca 62,5 250 500 125
Quercetina 500 62,5 2000 250
Cloranfenicol - - - =59

Gentamicina 0,7375 0,0461 0,7375

ee-Ca: extrato etanodlico de Centella asiatica; fh-Ca: fracdo de hexano; fd-Ca: fracdo de dicloro-
metano; fa-Ca: fracdo de acetato de etila; fb-Ca: fracdo de n-butanol; fhm-Ca: fragcéo
hidrometandlica. -: Nao avaliado. Concentracées das amostras avaliadas frente as bactérias = 0,98
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pg/mL a 2000 pg/mL. Concentragdes do controle positivo testado Cloranfenicol = 0,0115 pg /mL a
5,9 ug/mL. Concentragdes do controle positivo testado Gentamicina= 0,0115 pg /mL a 5,9 pg/mL.

Tabela 5: Avaliagéo da atividade antimicrobiana de ee-Ca e suas fragdes organicas frente a bactéria
anaerobia C. acnes relacionada a doengas da pele.

BACTERIAS PELE - Anaerdbia
C. asiatica Cutibacterium acnes ATCC
11827
ee-Ca 500
fh-Ca 250
fd-Ca 1000
fb-Ca 250
fa-Ca 250
fhim-Ca 500
Quercetina 1000
Gentamicina 5.9

ee-Ca: extrato etandlico de Centella asiatica; fh-Ca: fracdo de hexano; fd-Ca: fracdo de dicloro-
metano; fa-Ca: fracdo de acetato de etila; fb-Ca: fracdo de n-butanol; fhm-Ca: fracéo
hidrometandlica. Concentragdes das amostras avaliadas frente as bactérias = 0,98 pug/mL a 2000
pg/mL. Concentracdes do controle positivo testado Gentamicina= 0,0115 pg /mL a 5,9 pg/mL.

A atividade antimicrobiana do ee-Ca e suas fragces orgéanicas foi avaliada frente
a bactérias relacionadas ao desenvolvimento da cérie e de doengas cutaneas. As
fracbes fh-Ca e fd-Ca apresentaram inibicdo frente a algumas bactérias
cariogénicas. A fracdo fh-Ca apresentou valores de MIC de 15,6 pug/mL para
Streptococcus sobrinus, Streptococcus mitis e Streptococcus mutans e 31,25
ug/mL para Streptococcus sanguinis. Ja a fragao fd-Ca apresentou valor de MIC de
31,25 pg/mL para Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis. A fb-Ca
apresentou boa inibicdo contra Staphylococcus epidermitis, com valor de MIC de
12.5 pg/mL.
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4. Discussao

Apesar de existirem inimeros estudos avaliando o potencial terapéutico do
extrato das folhas de Centella asiatica e de seus triterpenos isolados, a analise de
seu fracionamento ainda € pouco explorada. Por isso, este trabalho avaliou a
capacidade antioxidante, atividade de inibicdo enzimatica e da formagéao de AGEs,
a inibicdo da oxidacdo, peroxidacdo e glicacao da LDL in vitro, inibicao da
peroxidacéo lipidica em tecido hepatico ex vivo e atividade antimicrobiana do EE-

Ca e suas fragdes organicas (fh-Ca, fd-Ca, fa-Ca, fb-Ca e fhm-Ca).

Os polifendis sdao metabdlitos secundarios que ocorrem naturalmente nas
plantas. Esses compostos possuem atividade antioxidante, anti-inflamatéria
(Rahman et al., 2022), antiglicante (Anwar et al., 2021) e possuem potencial
inibitério da atividade de enzimas como a-amilase e a-glicosidase (Taslimi & Gulgin,
2017; Zhou et al., 2021). Por essa razao, o potencial farmacol6gico dos compostos
fendlicos tem sido amplamente estudado na atualidade.

De acordo com as analises de prospecc¢ao fitoquimica, foi possivel observar alto
teor de compostos fendlicos e flavonoides em fa-Ca e fb-Ca (Tabela 1), justificando
a capacidade antioxidante superior nessas fracoes nos ensaios FRAP, ORAC e
DPPH (Fig 2). Essas classes de moléculas, além de possuirem atividade
antioxidante, apresentam potencial quelante de ions de metais de transicéo,
inibindo a producao de ROS (Dai & Mumper, 2010; Kampa et al., 2007). Estudos ja
relataram a capacidade de redugdo de Fe3* pelo extrato aquoso e etandlico de C.
asiatica (Kulkarni et al., 2011; Rattanakom & Yasurin, 2015), contudo, o
fracionamento do extrato etandlico demonstrou um aumento da capacidade

antioxidante e de reducdo de metais de transicao.

No sequestro de DPPH, o ee-Ca apresentou ICso de 7,35 + 2,02 ug/mL,
enquanto nos estudos de Kumari et al., (2016) e Pittella et al., (2009), o extrato
aquoso de CA apresentou valores de ICso de 9.62 + 0.88 pg/mL e 31.25 pg/mL,
respectivamente. A fa-Ca apresentou 1Cso = 1,60 + 0,48 ug/mL, enquanto segundo
Marques et al., (2015), a fracao de acetato de etila derivada do extrato aquoso de
C. asiatica apresentou valor de ICso de 38.86 + 0.26 pg/mL. Vale destacar que o
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teor de compostos fendlicos encontrados no presente estudo é cerca de 10 vezes
maior do que o teor encontrado no estudo de Marques et al., (2015). O solvente
utilizado no processo de maceragao pode alterar a taxa de moléculas extraidas. De
acordo com as analises de HPLC-ESI-MS/MS foram encontrados acido galico,
acido elagico e rutina na fa-Ca, compostos com alto potencial antioxidante (Tabela
2). Os triterpenos, como asiaticosideo e madecassosideo, também possuem
atividade antioxidante, e podem estar relacionados com a inibigdo do radical DDPH
(Razali et al., 2019). As fragbes fh-Ca e fd-Ca, também apresentaram niveis
elevados de flavonoides (Tabela 1), entretanto, apresentaram capacidade
antioxidante reduzida nos ensaios FRAP e DPPH (Fig. 2).

A glicacao € uma reagdao nao-enzimatica entre um agucar redutor e 0 grupo
amino pertencente a uma proteina, resultando na formacéao de produtos finais de
glicacdo avangada (AGEs) (Thornalley, 2005). Proteinas como BSA e colageno e
0 aminodcido arginina foram incubados com agentes indutores de glicacao, como
Frutose e Metilglioxal, uma molécula dicarbonil formada na glicélise, para verificar
se 0 ee-Ca e suas fragbes conseguem inibir a formacao dos AGEs, visto que a
glicacdo € uma das principais causas de danos espontaneos as proteinas (van
Bussel et al., 2017). Nos modelos de glicacao estudados, observou-se potente
inibicdo apenas em BSA/FRU, em que ee-Ca, fa-Ca, fb-Ca e fhm-Ca néo
apresentaram diferenca estatistica dos seus valores de ICso em relagao ao controle
positivo, quercetina. Nos outros modelos, que utilizam MGO como agente indutor
de glicacdo, a atividade antiglicante do extrato etandlico e suas fracdes foi
moderada, visto que o MGO é um dos agentes glicantes mais intensos, podendo
ser até 50000 vezes mais potente do que a glicose (Thornalley, 2005). O extrato de
C. asiatica enriquecido com compostos fendlicos, a uma concentracao de 500
ng/mL, inibiu 38% da formagao de AGEs em modelo de BSA glicado com glicose
(Eze & Tola, 2020), contudo, neste trabalho foi mostrado que ee-Ca, fd-Ca e fa-Ca
inibiram de 36 a 41% a glicacdo em modelo BSA/MGO. Outro estudo também
reportou que o extrato metandlico de C. asiatica a 1 mg/mL inibiu em 20% a
formacéao de AGEs em modelo BSA/MGO (Algahtani et al., 2021).

Devido a extensa utilizacdo da C. asiatica no setor cosmético e suas
propriedades cicatrizantes (Bylka et al., 2013; Park, 2021), é importante investigar
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a propriedade antiglicante do colageno, uma proteina de vida longa e, por isso,
mais suscetivel a sofrer modificagées, como a formacao de AGEs (Verzijl et al.,
2000). O ee-Ca e fa-Ca inibiram cerca de 60% da glicacédo do colageno a uma
concentragao de 625 pg/mL, apresentando potencial em auxiliar no tratamento de
feridas crbnicas, especialmente em situagbes de hiperglicemia, e reforca sua
propriedade de protecdo da pele frente ao envelhecimento. A glicacao do colageno
(e de outras proteinas da matriz extracelular) afeta as propriedades quimicas,
fisicas e mecanicas dessa proteina, comprometendo os processos de cicatrizacdo
e regeneracgao, principalmente em pacientes diabéticos (Algahtani et al., 2021; Niu
et al., 2008). Um estudo conduzido por Algahtani et al., (2021) mostrou que a fracéo
acetato de etila de Centella cordifolia otimizou o espalhamento e adesao celular de
fibroblastos e queratinécitos nos pogos revestidos com colageno glicado com MGO.

O estresse oxidativo é um fator que pode estimular a oxidacdo da LDL e
promover o desenvolvimento da aterosclerose (Kattoor et al., 2017), portanto, é
necessario o estudo de compostos com capacidade antioxidante e que reduzam o
estresse oxidativo, a fim de inibir a oxidacdo dessa lipoproteina e evitar o
surgimento de placas ateroscleréticas. Estudos conduzidos por (Meyer et al., 1997)
revelaram que os compostos fendlicos interagem de forma fisica com o nucleo
lipidico da LDL, além de possuir atividade quelante de ions Cu?*. O ee-Ca, fa-Ca e
fb-Ca, devido ao seu potencial antioxidante e expressivo conteudo de compostos
fendlicos, foram capazes de inibir a oxidacdo e peroxidacdo da LDL, sendo
possiveis candidatos para estudo in vivo. Apesar da fd-Ca nédo ter apresentado
capacidade antioxidante similar as fragcdées supracitadas, também protegeu a LDL
da oxidacdo e peroxidacdo. A vista disso, o aumento do consumo de alimentos
ricos em polifendis pode auxiliar na prevengéo da aterosclerose. O asiaticosideo,
triterpeno marcador de C. asiatica, demonstrou potencial de prevenir a progressao
da aterosclerose através da inibicdo da hiperpermeabilidade endotelial e do
aumento da expressao de moléculas de adesao em células HUVEC expostas a ox-
LDL (Jing et al., 2018).

As fa-Ca, fb-Ca e fhm-Ca se mostraram eficazes para inibir a peroxidacéo
lipidica em tecido hepatico oxidado por meio do método Fe?*-ascorbato (Fig 6).
Apesar de demonstrar pouca atividade nos ensaios anteriores e baixo teor de
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compostos fendlicos e flavonoides em relacdo as outras fragbes, a fhm-Ca
surpreendeu ao desempenhar protecao hepética frente a indugcdo de oxidacao.
Como foi observado por Lu et al., (2021), o extrato butandlico de C. asiatica
aumentou a viabilidade de hepatécitos LO2 frente ao estresse oxidativo induzido
por H202. Outro estudo reportou que o extrato aquoso de C. asiatica inibiu a
peroxidacdo lipidica em homogeneizado de tecido hepatico induzida por Fe?*-
ascorbato (Kumari et al., 2016). Estudos evidenciam que a presencga de compostos
fendlicos e flavonoides, devido a sua capacidade antioxidante, exercem efeito
protetor em tecido hepatico. Isso justifica a inibicdo da peroxidacao lipidica por parte
de fa-Ca e fb-Ca, pois além de ter sido observado um alto teor de compostos
fendlicos e flavonoides nessas fracdes, o acido galico e acido elagico, compostos
encontrados nessas fragdes, ja apresentaram inibicdo da peroxidagao lipidica e
reducédo de ROS em trabalhos anteriores (Aishwarya et al., 2021; C. H. Chen et al.,
2007; Gupta & Pandey, 2020). Os triterpenos presentes em C. asiatica,
aisaticosideo e madecassosside, também desempenham inibicdo da peroxidacao
lipidica, reduzindo niveis de MDA no cérebro de ratos pré-tratados com d-Galactose
(Lin et al., 2014), no figado de ratos hiperlipidémicos (Zhao et al., 2014), em modelo
de reparo tecidual (Shukla et al., 1999).

A inibicdo das hidrolases glicosidicas pode ser uma alternativa interessante para
o controle do Diabetes mellitus e suas complicacdes. As fragdes fa-Ca e fb-Ca
exibiram eficiente potencial inibitério da enzima a-amilase, ndo apresentando
diferencga significativa com a acarbose. A inibicdo dessa enzima pelo extrato
etandlico de C. asiatica ja foi reportado e, de acordo com estudos de Supkamonseni
et al., (2014), foi obervado um valor de ICso de 536.51 = 8.80 ug/mL para inibicao
da a-amilase, enquanto no presente trabalho o ICso para ee-Ca obtido foi de 21,8 +
2,87 ug/mL. Os compostos fendlicos tém exibido propriedade de inibigcdo da a-
amilase devido a posicao e quantidade de grupos hidroxila livres (Gongalves et al.,
2017; Rasouli et al., 2017), isso explica a potente inibicao dessa enzima por fa-Ca
e fb-Ca, uma vez que essas fracoes apresentaram conteudo expressivo de fendis
totais. Compostos presentes em fa-Ca, como acido galico, acido elagico e rutina
possuem varias hidroxilas livres, de modo que podem contribuir com a inibicdo da

a-amilase. As folhas de C. asiatica, utilizadas para o preparo de saladas e chas,

40



contém grandes quantidades de fibras insoluveis, reduzindo o tempo de transito no
trato gastrointestinal e, dessa forma, reduzindo também a digestéo e absorcéo de
di e polissacarideos vindos da dieta, resultando em picos glicémicos mais baixos.
Com isso, estudos in vivo tém demonstrado efeitos benéficos do uso dessa planta
para auxiliar no tratamento de pacientes portadores de Diabetes mellitus (Jamil et
al., 2007; Kabir et al., 2014; Supkamonseni et al., 2014). Apesar da presenca de
grupos galoil em fa-Ca, fortes inibidores da a-glicosidase, néo foi observado inibigcao
da atividade dessa enzima por essa fragdo, provavelmente devido a uma

concentragdo nao relevante desses grupos (Justino et al., 2020).

As colinesterases, AChE e a BChE, sao serina hidrolases que hidrolisam os
neurotransmissores acetil e butirilcolina em acetato e butiril e colina na fenda
colinérgica. Sua inibicdo permite com que a acetilcolina ou butirilcolina permaneca
mais tempo na fenda, potencializando a transmissao colinérgica, efeito desejado
no tratamento de doencgas como o Alzheimer (Hafiz et al., 2020; Rather et al., 2018).
As fracbes fd-Ca, fa-Ca, fb-Ca e fhm-Ca demonstraram inibicao de 44 a 59% da
atividade da AChE enquanto a galantamina, medicamento prescrito para doenca
de Alzheimer (DA) (Prvulovic et al., 2010), apresentou 73% de inibi¢ao. No ensaio
de inibicdo da BChE, as fragdes fd-Ca e fa-Ca apresentaram inibicdo da atividade
enzimatica em 58,92 = 0,55 e 57,43 + 4,12 %, respectivamente. No cérebro
saudavel, a AChE é a principal responsavel pela regulagdo dos niveis de
acetilcolina enquanto que no cérebro com DA, a atividade de BChE aumenta e de
AChE permanece a mesma ou € reduzida, assim, ambas as enzimas estao
relacionadas com o controle dos niveis de acetilcolina e representam alvos
terapéuticos para melhorar o déficit colinérgico em DA (Greig et al., 2002). De
acordo com estudos de (Hafiz et al., 2020) o extrato de C. asiatica inibiu, de modo
dependente da concentracdo, a AChE em linhagem de células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y. Orhan et al., (2013) reportaram inibicdo de cerca de 50% da
atividade enzimatica pelo extrato etandlico de C. asiatica, contendo 11% de
triterpenos (asiaticosideo e madecassosside), a 200 pg/mL. O acido asiatico inibe
a AChE, como ja mostrado em alguns estudos. Segundo (Rather et al., 2018), este
composto inibiu a atividade da AChE no cértex e no hipocampo em ratos modelo
para Alzheihmer. Segundo (Nasir et al., 2012), este triterpeno compete com a
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acetilcolina pelo sitio ativo esterasico da enzima em modelo in vitro. Estudos que
avaliam a inibicdo da BChE ainda sdo escassos, mas existem algumas referéncias
que sugerem essa atividade (Hassan & Kumari, 2012; Orhan et al., 2013). Deste
modo, € possivel sugerir que os triterpenos e polifenois encontrados em C. asiatica
estejam relacionados com a propriedade de inibicdo enzimatica (Hashim et al.,
2011b; Sun et al., 2020c).

O extrato de C. asiatica possui potencial antimicrobiano devido a presenca de
triterpenoides, que exercem citotoxicidade seletiva e previnem a infeccao por
patdgenos (Idris & Nadzir, 2021). As fragdes fh-Ca e fd-Ca apresentaram baixos
valores de concentracdo inibitéria minima para bactérias associadas ao
desenvolvimento da carie. A polaridade dos extratos e fragées € um fator importante
determinante da atividade antimicrobiana. Solventes apolares, como hexano e
dicloro-metano, permitem a extracdo de compostos lipofilicos, que podem
promover a ruptura de membrana celular (Cowan, 1999). O extrato dicloro-metano-
metanolico de C. asiatica inibiu o crescimento de S. aureus, E. coli, S. typhi, B.
subtilis, e Shigella sonnei, apontando maior atividade em bactérias gram-negativa
(Sieberi et al., 2020). Entretanto, foi observado que as bactérias cariogénicas mais
suscetiveis a th-CA, sdo gram-positivas.

5. Conclusao

Portanto foi possivel observar que as fragdes fa-Ca e fb-Ca possuem alto teor
de compostos fendlicos, justificando sua alta capacidade antioxidante e
antiglicante, inibicdo da oxidacao e peroxidacao lipidica da LDL e de tecido hepatico
em modelo ex-vivo e inibigao da a-amilase justificando a continuagédo do estudo
dessas fragdes em modelos in vivo. As fracdes th-Ca e fd-Ca se destacaram em
relacdo a atividade antimicrobiana em bactérias cariogénicas, sugerindo a
continuacdo do estudo nessa area. Em relagdo as colinesterases, fd-Ca e fa-Ca
apresentaram valores de inibicdo significativo em ambas AChE e BChE, sendo
necessarios maiores estudos e isolamento de compostos dessas fracdes para
intensificar tal atividade.
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