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RESUMO

AMILCAR, Isabel Jodo de Deus. Potencial biologico dos extratos de Xanthosoma
sagittifolium (L.) Schott (taioba) relacionado ao sistema antioxidante endégeno da levedura
Saccharomyces cerevisiae. 2026. 100 paginas. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Instituto
de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2026.

O estresse oxidativo, resultante da produgdao excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs), provoca danos a biomoléculas e compromete processos celulares essenciais. Nesse
contexto, a busca por substancias antioxidantes naturais tem crescido, especialmente entre
plantas alimenticias ndo convencionais (PANCs), como Xanthosoma sagittifolium (taioba),
reconhecida pela presenca de diversos metabolitos bioativos. No entanto, ainda sao limitados
os estudos que avaliam seus efeitos em modelos eucaridticos. Assim, este trabalho investigou
o potencial antioxidante de extratos de folhas, caules e cormos de X. sagittifolium, bem como
sua interagdo com o sistema antioxidante endogeno de Saccharomyces cerevisiae, utilizando
as cepas BY4741 (selvagem) e Ayap! (deficiente no fator de transcri¢do antioxidante Yaplp).
Foram preparados extratos aquosos das partes aéreas por decoccdo, seguidos de
particionamento com acetato de etila, além de extratos metandlico e diclorometanico dos
cormos obtidos por extragdo a frio. A triagem fitoquimica por cromatografia em camada
delgada revelou diferencas qualitativas entre os 6rgdos vegetais, com maior diversidade de
compostos polares e semipolares nas folhas. A caracterizagdo quimica por CLAE-DAD,
analises espectrofotométricas ¢ RMN confirmou a presen¢a de acidos fenodlicos, flavonas e
flavonoides C-glicosilados, como vitexina, isovitexina e orientina, além de metabolitos
triterpénicos e esteroidais, especialmente nos extratos dos cormos. Os ensaios biologicos
demonstraram auséncia de citotoxicidade até a concentragdo de 50 mg/mL, utilizada como
limite superior de triagem, indicando um perfil de seguranca relevante para os extratos brutos.
Embora relativamente elevada quando comparada a compostos isolados, essa concentragao
mostrou-se adequada para a avalia¢do inicial de misturas complexas, nas quais a atividade
biologica decorre da acdo combinada de multiplos metabolitos. Na analise da oxidagdo
intracelular, observou-se reducdo significativa dos niveis de EROs em ambas as cepas, com
destaque para o extrato diclorometanico dos cormos, que reverteu completamente a oxidagao
induzida por perdxido de hidrogénio na linhagem Ayapl. Os testes de viabilidade celular
evidenciaram efeito citoprotetor consistente, mais acentuado na cepa mutante.
Adicionalmente, a analise funcional mitocondrial indicou recuperacdo do crescimento em
meio nao fermentativo e restabelecimento do potencial de membrana mitocondrial nas células
Ayapl tratadas, mesmo sob estresse oxidativo. Em conjunto, os resultados demonstram que
Xanthosoma sagittifolium constitui uma fonte promissora de compostos antioxidantes
naturais, capazes de modular o equilibrio redox celular, preservar a integridade mitocondrial e
compensar deficiéncias no sistema antioxidante enddgeno, inclusive de forma independente
da via regulada por Yaplp. Esses achados evidenciam ndo apenas a eficicia biologica dos
extratos, mas também orientam a necessidade de estudos futuros de fracionamento e
isolamento dos compostos bioativos, visando maior poténcia e aplicagdo nutracéutica,
farmacologica e biotecnoldgica.

Palavras-chave: Xanthosoma sagittifolium; Saccharomyces cerevisiae; familia Araceae;
antioxidantes; Yapl.



ABSTRACT

AMILCAR, Isabel Jodo de Deus. Biological potential of extracts of Xanthosoma sagittifolium
(L.) Schott (taioba) related to the endogenous antioxidant system of the yeast Saccharomyces
cerevisiae. 2026. 100f. Dissertation (Master in Chemistry) — Institute of Chemistry, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, 2026.

Oxidative stress, resulting from the excessive production of reactive oxygen species (ROS), causes
damage to biomolecules and compromises essential cellular processes. In this context, the search for
natural antioxidant substances has increased, particularly among non-conventional food plants
(PANCs), such as Xanthosoma sagittifolium (taro), which is recognized for its rich content of
bioactive metabolites. However, studies evaluating its effects in eukaryotic models remain limited.
Thus, this study investigated the antioxidant potential of extracts obtained from the leaves,
stems, and corms of X. sagittifolium, as well as their interaction with the endogenous
antioxidant system of Saccharomyces cerevisiae, using the BY4741 (wild-type) and Adyapl
(deficient in the antioxidant transcription factor Yaplp) strains. Aqueous extracts from the
aerial parts were prepared by decoction, followed by partitioning with ethyl acetate, while
methanolic and dichloromethane extracts from the corms were obtained through cold
extraction. Phytochemical screening by thin-layer chromatography revealed qualitative
differences among plant organs, with a greater diversity of polar and semi-polar compounds
in the leaves. Chemical characterization by HPLC-DAD, spectrophotometric analyses, and
NMR confirmed the presence of phenolic acids, flavones, and C-glycosylated flavonoids,
such as vitexin, isovitexin, and orientin, as well as triterpenoid and steroidal metabolites,
particularly in the corm extracts. Biological assays demonstrated no cytotoxicity up to a
concentration of 50 mg/mL, used as the upper limit for screening, indicating a relevant safety
profile for the crude extracts. Although relatively high compared to isolated compounds, this
concentration proved suitable for the initial evaluation of complex mixtures, in which
biological activity results from the combined action of multiple metabolites. Intracellular
oxidation analysis showed a significant reduction in ROS levels in both strains, with
particular emphasis on the dichloromethane corm extract, which completely reversed
hydrogen peroxide-induced oxidation in the Ayap! strain. Cell viability assays revealed a
consistent cytoprotective effect, more pronounced in the mutant strain. Additionally,
mitochondrial functional analysis indicated recovery of growth in non-fermentative medium
and restoration of mitochondrial membrane potential in Ayap! cells treated with the extracts,
even under oxidative stress conditions. Taken together, the results demonstrate that
Xanthosoma sagittifolium represents a promising source of natural antioxidant compounds
capable of modulating cellular redox balance, preserving mitochondrial integrity, and
compensating for deficiencies in the endogenous antioxidant system, including in a manner
independent of the Yap1p-regulated pathway. These findings not only highlight the biological
efficacy of the extracts but also support the need for future studies focused on fractionation
and isolation of bioactive compounds, aiming to enhance potency and enable nutraceutical,
pharmacological, and biotechnological applications.

Keywords: Xanthosoma sagittifolium; Saccharomyces cerevisiae; Araceae family;
antioxidants; Yapl.
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1. INTRODUCAO

As Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCs) tém sido progressivamente
incorporadas as discussdoes académicas e as agendas de pesquisa, em virtude de suas
caracteristicas nutricionais, funcionais e farmacologicas, aliadas a ampla adaptagdo a
ambientes tropicais e subtropicais. Trata-se de espécies vegetais cujo consumo alimentar ¢
reconhecido em contextos regionais e tradicionais, mas que permanecem marginalizadas nos
sistemas agricolas e comerciais predominantes. Nesse cenario, as PANCs assumem relevancia
estratégica ao contribuirem para a diversificacdo da alimentacdo humana, o fortalecimento da
seguranga alimentar e¢ a valorizagdo de praticas alimentares historicamente construidas
(KINUPP; LORENZI, 2014).

Dentre as espécies enquadradas nesse grupo, destaca-se Xanthosoma sagittifolium (L.)
Schott, popularmente denominada taioba, pertencente a familia Araceae. A espécie apresenta
ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada em diferentes regides da América Latina, do
continente africano e do sudeste asiatico, onde ¢ tradicionalmente empregada na alimentagao
local. Para além de seu uso como hortali¢a folhosa, estudos de natureza fitoquimica tém
evidenciado a presenca de diferentes classes de metabdlitos secundarios, como alcaloides,
flavonoides, taninos, acidos fenolicos e terpenoides, os quais estdo associados a atividades
biologicas relevantes, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e citoprotetores
(FREITAS et al., 2023; SANTOS et al., 2021).

Do ponto de vista morfoanatdmico, X. sagittifolium caracteriza-se como uma espécie
herbacea perene, rizomatosa, com folhas de grande porte e formato cordiforme. Diferentes
orgaos da planta, tais como folhas, caules e cormos, t€m sido objeto de investigacao quanto as
suas propriedades terap€uticas em ensaios experimentais in vitro € in vivo. Sua composi¢ao
fitoquimica confere a taioba um perfil funcional expressivo, destacando-se os teores de
vitamina C, carotenoides, compostos fendlicos e minerais essenciais, como ferro e calcio, o
que fundamenta sua utilizacdo como alimento funcional e indica seu potencial como
nutracéutico (ROCHA et al., 2020). Contudo, ainda sdo escassos os estudos que exploram de
maneira aprofundada os efeitos antioxidantes dessa espécie em nivel celular, especialmente
em modelos eucarioticos capazes de representar processos de estresse oxidativo endogeno.
Diante dessa lacuna, o presente estudo propde a utilizacdo de cepas da levedura
Saccharomyces cerevisiae, com énfase na linhagem mutante Ayapl, que apresenta
comprometimento da principal via de resposta antioxidante celular, como sistema modelo

para avaliar os efeitos dos extratos de taioba sobre os mecanismos redox intracelulares.
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A utilizagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo experimental
fundamenta-se em sua ampla consolidacdo na literatura cientifica como um sistema
eucaridtico de elevada reprodutibilidade, cujas vias metabdlicas e mecanismos regulatorios
apresentam alto grau de conservagdo em relacdo a organismos superiores, incluindo
mamiferos. A cepa selvagem BY4741 apresenta um sistema antioxidante funcional, capaz de
responder a condigdes basais de estresse oxidativo; enquanto a cepa mutante Ayapl
caracteriza-se pela delecdo do gene YAPI, elemento central na regulagao da expressdao de
genes envolvidos na defesa antioxidante, tais como SODI, TRX2 ¢ GSHI. Essa alteragdo
genética resulta em acentuada sensibilidade ao acimulo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de nitrogénio (ERN), tornando essa linhagem particularmente adequada para estudos
que visam a avaliagdo de compostos com potencial antioxidante (SOUZA; LIMA;
NAKAMURA, 2021). Nesse contexto, a resposta celular frente a exposi¢do a extratos
vegetais pode ser diretamente relacionada a capacidade dessas substincias em atenuar o
estresse oxidativo em um sistema com resposta antioxidante enddgena comprometida
(FONSECA; MOREIRA, 2021).

O estresse oxidativo, compreendido como o desbalanco entre a geracdo de ERO/ERN
e os mecanismos celulares de defesa antioxidante, tem sido amplamente associado ao
desenvolvimento e a progressao de diversas patologias humanas, incluindo diabetes mellitus,
aterosclerose, doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, além de diferentes
tipos de neoplasias (SILVA et al., 2022). Diante desse cenario, substancias de origem vegetal
com propriedades antioxidantes vém sendo intensamente investigados por sua capacidade de
modular vias de sinalizacao redox, reduzir danos oxidativos a macromoléculas e contribuir
para a manutencao da homeostase intracelular (MEDEIROS et al., 2023). Assim, a avaliagdo
dos efeitos antioxidantes de extratos de taioba sobre o metabolismo de S. cerevisiae,
especialmente sob condi¢des de estresse oxidativo induzido, possibilita a identificacdo de
substancias bioativas, além de reforcar a relevancia cientifica do uso tradicional dessa espécie
vegetal. Dessa forma, o presente estudo investigou o potencial antioxidante de extratos de
folhas, caules e cormos de Xanthosoma sagittifolium (taioba) no sistema antioxidante da
levedura Saccharomyces cerevisiae. Foram utilizadas a cepa selvagem BY4741 e a linhagem
mutante Ayapl. Os extratos polares e apolares foram obtidos por métodos classicos e
contemporaneos de extracdo. Analisaram-se a viabilidade, o crescimento celular e a produgao
de espécies reativas intracelulares. Esses parametros foram correlacionados com a
caracterizagdo fitoquimica dos extratos, realizada por técnicas cromatograficas e

espectroscopicas, de modo a integrar respostas bioldgicas e perfis quimicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Inicialmente sao discutidas as Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCs), com
énfase em sua relevancia nutricional, funcional, ecolégica e socioecondmica, destacando-se a
taioba como espécie de interesse estratégico para a seguranca alimentar e para a prospec¢ao
de compostos bioativos. Em seguida, sdo apresentados aspectos relacionados a diversidade
taxondmica e ecologica da familia Araceae, situando o género Xanthosoma no contexto
botanico, agrondmico e etnobotanico.

Este topico também contempla a caracterizagdo fitoquimica da espécie, descrevendo
os principais metabolitos bioativos identificados, suas propriedades biologicas e as
metodologias analiticas empregadas em sua identificacdo. Adicionalmente, sdo discutidos os
fundamentos do estresse oxidativo, o papel das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a
importancia dos antioxidantes naturais na manuten¢do da homeostase celular. Por fim,
destaca-se o uso de Saccharomyces cerevisiae como modelo experimental, enfatizando sua
aplicabilidade na avaliacdo de atividades antioxidantes ¢ na elucidacdo de mecanismos
celulares conservados. Dessa forma, o capitulo estabelece o arcabougo conceitual necessario
para a compreensdao dos objetivos, hipoteses e abordagens metodologicas adotadas no

presente estudo.

2.1. Plantas alimenticias nao convencionais (PANCs)

As Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCs) constituem um conjunto
heterogéneo de espécies vegetais que apresentam partes comestiveis — como folhas, flores,
frutos, sementes e raizes — e que, apesar de seu reconhecido valor nutricional e funcional,
permanecem marginalizadas nos sistemas agricolas e comerciais predominantes. De modo
geral, essas espécies ndo integram as cadeias produtivas convencionais € s30 pouco
exploradas pela industria alimenticia, o que contribui para sua baixa inser¢do nos habitos
alimentares da populacdo brasileira. O conceito de PANC evidencia, portanto, sua condigdo
de ndo conformidade em relagdo ao padrdo alimentar hegemonico, sem desconsiderar sua
relevancia cultural, nutricional e ecoldgica (KINUPP; LORENZI, 2014; BIONDO; FLECK,
2021).
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Figura 1 - Exemplos de Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCs:).

Fonte: Autora (2026).

Frequentemente classificadas como plantas espontaneas ou associadas ao termo
popular “mato”, muitas PANCs (Figura 1) apresentam elevada rusticidade, ampla capacidade
de adaptacdo a diferentes condi¢des edafoclimaticas e reduzida exigéncia hidrica. Tais
caracteristicas favorecem sua inser¢do em sistemas de producdo agroecologicos, nos quais
podem desempenhar funcgdes ecossist€émicas relevantes, como a prote¢do do solo contra
processos erosivos, a atragdo de polinizadores e a atuagdo no controle biologico de pragas.
Exemplo disso ¢ a serralha (Sonchus oleraceus) (Figura 1A), que pode funcionar como
planta-armadilha para pulgdes, contribuindo para o manejo ecologico de insetos-praga
(FERREIRA; LOURENCO, 2022).

A classificacdo de uma espécie como “ndo convencional” apresenta forte componente
territorial e cultural, uma vez que plantas amplamente consumidas em determinadas regides
podem ser pouco conhecidas ou subutilizadas em outras. A ora-pro-nobis (Pereskia aculeata)
(Figura 1B), tradicional na culinaria de Minas Gerais, € a taioba (Xanthosoma sagittifolium)
(Figura 1C), de relevancia alimentar e comercial no Espirito Santo, exemplificam essa
heterogeneidade regional, apesar de ambas ainda apresentarem baixa difusdo em outros
estados brasileiros (FREITAS et al., 2023).

Nesse contexto, as PANCs despontam como alternativas estratégicas para o
fortalecimento da soberania e da seguranca alimentar, especialmente em cendrios de
vulnerabilidade socioecondmica. Em oposicdo a homogeneizacdo alimentar decorrente de
sistemas agricolas baseados em monoculturas e cadeias industriais, a valorizacdo dessas
espécies amplia o acesso a alimentos diversificados, de baixo custo e ricos em compostos
bioativos, contribuindo para a constru¢do de dietas mais sustentaveis e nutricionalmente

equilibradas (SILVA et al., 2021; EMBRAPA, 2023).



18

Evidéncias cientificas recentes indicam que diversas PANCs apresentam elevados
teores de fibras alimentares, minerais essenciais como célcio, ferro, magnésio e potassio além
de vitaminas A e C, carotenoides e compostos fenolicos. Esses constituintes estdo associados
a atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e imunomoduladoras, reforcando o potencial
dessas plantas no enfrentamento da inseguranca alimentar e na promoc¢do de padrdes
alimentares mais saudaveis (RODRIGUES et al., 2022; SOUSA et al., 2024).

Dentre as espécies com maior destaque, Xanthosoma sagittifolium apresenta elevado
valor bioldgico, com folhas, caules e cormos ricos em vitaminas antioxidantes, como A ¢ C,
bem como carotenoides, incluindo a-caroteno e P-caroteno. Esses compostos vém sendo
investigados quanto a sua capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
nitrogénio (ERNSs), envolvidas nos processos de estresse oxidativo e associadas ao
desenvolvimento de diversas patologias humanas (FREITAS et al., 2023; RIBEIRO et al.,
2021).

Dessa forma, a valorizacdo cientifica das PANCs, a exemplo da taioba, ultrapassa o
resgate de praticas alimentares tradicionais, configurando-se como um campo emergente de
investigacdo nas areas de nutri¢do, saiide publica e sustentabilidade alimentar. A ampliagdo
do conhecimento sobre essas espécies e sua incorporacdo em politicas publicas de
alimentagcdo saudavel podem contribuir de maneira significativa para a promogdo da
biodiversidade agricola, a reducdo das desigualdades alimentares e o desenvolvimento de

estratégias tecnoldgicas sustentaveis (FERREIRA; LOURENCO, 2022; EMBRAPA, 2023).

2.2. Diversidade das plantas da familia Araceae

A familia Araceae apresenta distribuicdo predominantemente tropical e subtropical,
ocorrendo nas Américas, Africa, sudeste asiatico, arquipélago Malaio, Madagascar e ilhas
Seychelles. Suas espécies encontram condigdes ideais de desenvolvimento em ambientes
quentes e umidos, com faixas térmicas geralmente compreendidas entre 16 °C e 30 °C,
embora algumas demonstrem tolerancia a temperaturas inferiores a 0 °C, como observado em

Zantedeschia aethiopica (copo-de-leite) (Figura 2) (MAYO; BOGNER; BOYCE, 2022).
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Figura 2 - Zantedeschia aethiopica (copo-de-leite), espécie ornamental pertencente a familia
Araceae.

Fonte: Autora (2026).

Do ponto de vista morfoldgico e ecoldgico, as araceas exibem ampla diversidade de
formas de vida, incluindo ervas terrestres, trepadeiras, epifitas, gedfitas com caules
subterrdneos tuberosos, espécies rupicolas, redfitas e helofitas. Como angiospermas
monocotiledoneas, caracterizam-se pela presenga de um Unico cotilédone no embrido. Os
caules sdo predominantemente herbaceos, embora ocorram variacoes lenhosas em alguns
taxons, e as folhas, em geral, sdo grandes, alternadas, com nervagao paralela, reticulada ou do
tipo colocasioide. A estrutura reprodutiva tipica da familia ¢ o espadice, frequentemente
envolto por uma espata conspicua, que exerce papel central na atragdo de polinizadores
(SILVA etal., 2021).

Sob a perspectiva filogenética, a familia Araceae integra a ordem Alismatales e
destaca-se por sua elevada diversidade taxondmica e notavel plasticidade adaptativa.
Evidéncias moleculares indicam que sua origem remonta ao periodo Cretidceo, entre
aproximadamente 105 e 130 milhdes de anos, com expansdo e diversificacio mais
pronunciadas durante o Terciario (FERREIRA; LIMA; COSTA, 2023). Embora o registro
fossil seja limitado em fungdo da baixa preservacdo de tecidos herbaceos, a presenga de
macrofosseis datados do Paleoceno sustenta a antiguidade evolutiva do grupo (RODRIGUES;
ANDRADE, 2020).

Atualmente, a familia compreende cerca de 117 géneros e aproximadamente 4.000
espécies descritas, organizadas em oito subfamilias: Gymnostachydoideae, Pothoideae,

Orontioideae, Lasioideae, Lemnoideae, Philodendroideae, Pistioideae e Zamioculcadoideae
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(GONCALVES; NASCIMENTO, 2024). O Brasil configura-se como um importante centro
de diversidade, abrigando cerca de 460 espécies distribuidas em 35 gé€neros, com expressiva
representatividade nos biomas da Mata Atlantica e da Amazonia. Nesse contexto, destacam-se
os géneros Anthurium e Philodendron, amplamente distribuidos em diferentes fitofisionomias
(MARTINS et al., 2021).

Além de sua relevancia ecoldgica, as Araceae apresentam expressivo valor
etnobotanico, sendo utilizadas em ornamentagdo, alimentagdo e praticas medicinais
tradicionais. Diversos estudos relatam atividades farmacoldgicas associadas a espécies da
familia, incluindo agdes anti-helminticas, anti-inflamatorias, cicatrizantes e no tratamento de
afec¢Oes dermatoldgicas e reumatologicas (SOUZA; ALMEIDA; PEREIRA, 2022). Contudo,
ressalta-se que determinadas espécies, sobretudo das subfamilias Pothoideae,
Philodendroideae ¢ Lasioideae, contém substancias toxicas, com destaque para os cristais de
oxalato de calcio na forma de rafides, capazes de provocar irritagdo intensa e reagdes
inflamatorias em tecidos mucosos, podendo ocasionar quadros graves como edema de glote
(CARVALHO et al., 2023).

Historicamente, o conhecimento cientifico sobre as ardceas remonta a Antiguidade,
com registros iniciais atribuidos a Teofrasto, que descreveu espécies do género Arum. No
século XIX, botanicos como Heinrich Wilhelm Schott e Adolf Engler contribuiram
significativamente para a sistematizagdo e ampliacdo taxonomica da familia. Estudos
contemporaneos tém consolidado uma classificagio moderna fundamentada na integragdo de
dados morfoldgicos e moleculares (MAYO; BOGNER; BOYCE, 2022; FERREIRA; LIMA;
COSTA, 2023).

Do ponto de vista econdmico e social, a familia Araceae apresenta relevancia que
extrapola o uso ornamental. Espécies como Monstera deliciosa, Alocasia macrorrhizos,
Epipremnum pinnatum ‘Aureum’, Philodendron spp., Syngonium spp. e Zantedeschia
aethiopica s3ao amplamente utilizadas em paisagismo urbano e ambientes internos,
destacando-se pela diversidade morfologica e facilidade de adaptacao (MARTINS et al.,
2021). Paralelamente, espécies alimenticias como Colocasia esculenta e Xanthosoma
sagittifolium sio cultivadas em diferentes regides tropicais da América Latina, Africa e
sudeste asiatico, sobretudo pelos cormos ricos em amido e compostos bioativos, que conferem
valor nutricional e funcional expressivo (GONCALVES; NASCIMENTO, 2024).

No ambito etnobotanico, as araceas sdo tradicionalmente empregadas em diferentes
sistemas médicos populares, sendo utilizadas como anti-inflamatdrios, tonicos, expectorantes

e antidotos, entre outras finalidades. Esse conhecimento tradicional tem subsidiado pesquisas
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farmacoldgicas contemporaneas voltadas a prospeccdo de novos fitoterapicos derivados da
biodiversidade tropical (SOUZA et al., 2022; BRASIL, 2023).

O género Xanthosoma, pertencente a familia Araceae, compreende aproximadamente
40 espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais da América Central e do Sul,
sendo amplamente cultivadas e naturalizadas na Africa, Caribe e sudeste asiatico (MOURA et
al., 2019; SILVA; PEREIRA, 2020). Essas espécies sdo conhecidas popularmente por
denominag¢des como taioba, inhame-bravo ou taro, apresentando importancia alimentar,
medicinal e economica. Dentre elas, Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott destaca-se por sua
ampla distribuicdo e relevancia agronomica. Trata-se de uma planta herbacea perene, de porte
médio a elevado, podendo atingir at¢ 1,5 m de altura, com crescimento rizomatoso
subterraneo e cormos espessados que atuam como 6rgaos de reserva de amido. As folhas sdo
grandes, sagitadas, de coloracdo verde intensa, sustentadas por longos peciolos emergentes
diretamente do cormo, caracteristica tipica da familia Araceae (COSTA et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2021). A inflorescéncia € composta por espadice ¢ espata, com flores
unissexuais, sendo a producao de frutos rara em condigdes de cultivo, em fungdo da
predominancia da propagacao vegetativa (SANTOS; LIMA, 2017).

Nativa das regides tropicais umidas da América do Sul, X. sagittifolium ocorre desde a
Amazonia até a Ameérica Central e o Caribe (OLIVEIRA et al., 2018). Atualmente, €
amplamente cultivada em paises africanos, como Mogambique, Nigéria ¢ Gana, onde
desempenha papel fundamental na seguranca alimentar e na subsisténcia de comunidades
rurais (FAO, 2022). A espécie apresenta boa adaptagdo a solos argilosos e umidos, tolerancia
a sombreamento moderado e elevada precipitacio. Do ponto de vista taxondmico e
agrondmico, X. sagittifolium figura entre as espécies mais investigadas do género, sendo
utilizada como modelo em estudos anatomicos, fisiologicos e genéticos da familia Araceae
(SOUZA et al., 2020). Destaca-se pela elevada produtividade de cormos ricos em amido,
resisténcia a pragas e adaptagdo a sistemas agricolas tropicais, incluindo hortas familiares e
sistemas agroflorestais.

As folhas jovens e os cormos da taioba sdo amplamente consumidos como alimentos
de elevado valor nutricional, ricos em carboidratos, fibras, ferro, calcio, vitamina A ¢
compostos antioxidantes (PEREIRA et al., 2021). Além do uso alimentar, diferentes partes da
planta sdo empregadas na medicina tradicional para o tratamento de inflamacdes, distirbios

digestivos e dermatites (MOURA et al., 2019).



22

Figura 3 - Partes principais de Xanthosoma sagittifolium e sua distribuicio mundial.
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Fonte: (BONDAR, 1954; KINUPP e LORENZI, 2014; COSTA et al., 2019).

2.3. Metabolitos bioativos e compostos fitoquimicos essenciais

Estudos fitoquimicos conduzidos com Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott
demonstram a ocorréncia de um conjunto diversificado de metabdlitos secunddrios e
constituintes bioativos com reconhecido potencial funcional. Entre os compostos identificados
destacam-se amido resistente, fitoesterois, taninos, antocianinas e acidos fenolicos, associados
principalmente a atividades antioxidantes, neuroprotetoras e citoprotetoras (SILVA;
ALMEIDA, 2022). A presenca desses constituintes tem ampliado o interesse pela espécie nao
apenas no contexto alimentar, mas também em aplicacdes tecnologicas, como o
desenvolvimento de produtos nutracéuticos e farmacéuticos, além do uso do amido em
formulacdes cosméticas e na producao de materiais biodegradaveis (COSTA et al., 2019;
SANTOS et al., 2023).

Andlises fitoquimicas mais abrangentes confirmam ainda a presenca de flavonoides,
fendis totais, taninos, alcaloides e saponinas, classes de compostos amplamente associadas a
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e de prote¢do celular
(OKONKWO; ONYENEKWE, 2017; OLIVEIRA et al., 2018; SILVA; PEREIRA, 2020).
Esses metabolitos contribuem para a capacidade da espécie em atuar na defesa contra
processos oxidativos e infecciosos, bem como em mecanismos relacionados a cicatrizagao
tecidual (PEREIRA et al., 2021; SANTOS et al., 2023).

Entre os grupos bioativos identificados, os flavonoides se destacam pela abundancia e
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relevancia bioldgica, incluindo compostos como quercetina, kaempferol, luteolina e rutina,
reconhecidos por sua elevada capacidade de neutralizagdo de radicais livres e modulagdo de
processos inflamatorios (OKONKWO; ONYENEKWE, 2017). De modo complementar, os
acidos fenolicos, como os acidos galico, elagico, ferulico, cafeico e clorogénico, conferem
propriedades antioxidantes, hepatoprotetoras e efeitos benéficos sobre o metabolismo lipidico
(MENDES et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2021). Esses compostos sdo apontados como
potenciais agentes nutracéuticos, com possivel contribui¢dao na prevengao de doengas cronicas
associadas ao estresse oxidativo, incluindo diabetes mellitus e enfermidades cardiovasculares
(SILVA; ALMEIDA, 2022). Embora presentes em teores relativamente baixos, os alcaloides
e os taninos condensados identificados nas folhas e nos cormos de Xanthosoma sagittifolium
apresentam atividade antimicrobiana e antifiingica relevante, com efeito inibitério frente a
bactérias gram-positivas e gram-negativas, o que reforca o potencial defensivo e terapéutico
da espécie (FERREIRA et al., 2020). De forma complementar, as saponinas associadas aos
tecidos vegetais demonstram propriedades imunomoduladoras e hipocolesterolémicas,
ampliando as perspectivas de uso da planta em formulagdes farmacéuticas e nutracéuticas
(PEREIRA et al., 2021).

A Tabela 1 apresenta a composicao nutricional de diferentes partes de X. sagittifolium,
evidenciando a relevancia dessa espécie como fonte de compostos bioativos e nutrientes de
interesse para a alimenta¢do humana e para aplicagdes biotecnologicas (COSTA et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2018; FERREIRA et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2021; MENDES et
al., 2016; SILVA; PEREIRA, 2020).

A composi¢do pigmentaria da espécie, caracterizada pela presenca de clorofilas e
carotenoides, ¢ responsavel pela coloragdo verde intensa das folhas e esta diretamente
relacionada a elevada capacidade antioxidante da espécie. No que se refere ao perfil mineral
destacam-se concentragdes expressivas de ferro (2,5-5,0 mg/100 g), célcio (100-160 mg/100
g), magnésio (50-90 mg/100 g) e potassio (300-400 mg/100 g), reforcando sua relevancia
nutricional e seu potencial terapéutico (MENDES et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018).
Contudo, a ocorréncia de oxalato de calcio sob a forma de cristais impde a necessidade de
processamento térmico (cozimento), como medida essencial para a redug¢do da toxicidade e a
garantia do consumo seguro, sendo as folhas jovens consideradas as mais adequadas para fins

alimentares (NASCIMENTO et al., 2021).
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Tabela 1. Composiciao nutricional de diferentes partes de X. sagittifolium (/100 g de parte fresca).

COMPONENTES
FOLHAS
CORMOS
CAULES
REFERENCIAS
Matéria seca (%) 10-15 20-30 10-15 Nascimento et al. (2021)
Carboidratos totais Costa et al. (2019); Silva
@ 4-6 18-25 4-6 & Pereira (2020)

3 Mendes et al. (2016);
Proteina bruta (g) 3,5-5,0 1,5-3,0 0,8-1,5 Oliveira et al. (2018)
Lipidios totais (g) 0,3-0,8 <0,3 <0,2 Ferreira et al. (2020)

. . Afolabi et al. (2019);
Fibras alimentares (g) 1,5-3,5 1,0-2,0 1,0-2,0 Nascimento et al. (2021)
Cinzas minerais (g) 1,0-1,5 1,0-1,2 0,8-1,0 Costa et al. (2019)
Energia (kcal) 35-50 80-120 25-40 Silva & Pereira (2020)
. 20-30 (amilose)
() _ JE—
Amido (%) 70-80 (amilopectina) Costa et al. (2019)
Mendes et al. (2016);
Ferro (mg) 2,5-5,0 0,5-1,5 0.4-1,0 Nascimento et al. (2021)
Calcio (mg) 100-160 20-40 15-30 Oliveira et al. (2018)
Magnésio (mg) 50-90 25-35 20-30 Nascimento et al. (2021)
Potassio (mg) 300-400 350-450 280-350 Costa et al. (2019)
Fosforo (mg) 40-70 50-80 40-60 Ferreira et al. (2020)
Vitaminas A, C, Bl,
g e B2, B6 B1, B3 B1, B2 Mendes et al. (2016)
.. Flavonoides, | Acido fertlico, acido Celulose, Okonkwo & Onyenekwe
Compostos bioativos 1 . . . ) .
rincipais fenolicos, cafeico, mucilagens, | hemicelulose, (2017); Ferreira et al.
P P clorofilas pectinas oxalatos (2020)

Fonte: Autora (2026).

2.4.

Caracterizacdo quimica de Xanthosoma sagittifolium (Araceae)

A caracterizacdo quimica de Xanthosoma sagittifolium tem sido conduzida,

predominantemente, por meio de abordagens cromatograficas complementares, destacando-se

a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-

DAD) para a andlise de metabolitos polares, e a cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM) para a identificacdo de compostos volateis e semivolateis

(COSTA et al., 2019; OLIVEIRA et al.,, 2021). Essas técnicas permitem uma analise
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abrangente do perfil fitoquimico da espécie, contemplando diferentes classes de metabolitos
com relevancia bioldgica.

Estudos baseados em estratégias de desreplicagdo por HPLC-DAD indicam que folhas
e peciolos concentram, de forma predominante, acidos fenolicos e flavonoides, compostos
diretamente associados a elevada atividade antioxidante observada em ensaios in vitro, como
DPPH e ABTS (OKONKWO; ONYENEKWE, 2017). Os principais constituintes quimicos
identificados por essas analises encontram-se sistematizados na Tabela 2, evidenciando a
contribuicdo desses metabodlitos para o potencial funcional da espécie. O mesmo
procedimento analitico, utilizando CG-EM, permite, por sua vez, identificar especialmente
nos cormos uma gama de acidos graxos, terpenos € compostos volateis, os quais apresentam
relevancia farmacologica e funcional como os destacados na Tabela 3.

Os resultados evidenciam que a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) apresenta maior eficiéncia na identificacdo de
metabolitos hidrossoluveis, incluindo diversos compostos com reconhecida atividade
antioxidante e relevancia nutricional. Em complemento, a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) amplia a caracterizacdo do material analisado ao permitir
a deteccdo de substancias lipossoliveis e volateis, muitas das quais apresentam potencial
farmacologico e funcional, sendo amplamente investigadas nos setores nutrac€utico e
cosmético (COSTA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021). As propriedades biologicas
atribuidas a esses compostos estdo diretamente associadas aos grupos funcionais presentes em

suas estruturas moleculares, conforme ilustrado no Figura 4.

Tabela 2. Caracterizacio quimica de Xanthosoma sagittifolium (Araceae) - CLAE-DAD.

Classe
Composto
Férmula molecular
Massa molar (g-mol™)
Propriedade principal

Referéncias
oy | Acdogiivo | cio [1morz| ol TS
félc(:g(c)o Acido fertlico CioH1004 | 194,18 Antfi(;iggfgea}[toérrio, C()(82t(2)1 le9t)a1.
félc;ﬁgo Acido clorogénico | CisHisOs | 354,31 hgﬁgﬁiﬁgﬁfw Oli\(/;)r; le)t al.
Flavonoide Quercetina CisHioO7 | 302,24 A“Efg;‘ﬁ::ggizmi' NaSCi(r;ggtlc; ctal.
Flavonoide Kaempferol CisHi100s | 286,24 | Antiviral, antioxidante Sant(;i)i:;;ima
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Flavonoide Luteolina CisHioOs | 286,24 Antioxidante, Silva ¢ Percira
neuroprotetora (2020)
. . Acido ascorbico Antioxidante Costa et al.
VAL (Vit. C) CeHiOs | 176,12 hidrossoltvel (2019)

Fonte: Autora (2026).

Tabela 3. Caracterizacio quimica de Xanthosoma sagittifolium (Araceae) - CG-EM.

Classe
Composto

Formula molecular

Massa molar (g-mol™)
Propriedade principal

Referéncias
o Acido Hipolipemiante, Nascimento et
SOUDER linoleico CisH0: 280,45 anti-inflamatorio al. (2021)
R c Acido Estrutural e Costa et al.
Acido graxo palmitico CisHs202 | 256,42 eneradtico (2019)
. Antimicrobiano, Oliveira et al.
Terpeno -cariofileno CisHoa 204,36 anti-inflamatorio 2021)
Alcool volatil | I-hexanol | CeHwO | 102,17|  ‘romatico, Santos ¢ Lima
antimicrobiano (2017)
" Analgésico, Silva e Pereira
Fenol volatil Eugenol Ci0H1202 164,20 antioxidante (2020)

Fonte: Autora (2026).

Tabela 4. Algumas férmulas estruturais
sagittifolium.

de compostos identificados em Xanthosoma

Acidos fendlicos

Acido gilico Acido ferulico Acido clorogénico

Acido cafeico Acido elagico

Flavonoides

Quercetina

Kaempferol Luteolina
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Acidos graxos

Acido linoleico Acido palmitico
Terpenos Alcoois Fenois volateis
B-cariofileno 1-hexanol Eugenol

Fonte: https:/nmpharmtech.com/technology-platform/.

2.5. Farmacologia, atividade biologica e aplicacoes biotecnoldgicas sustentaveis

Evidéncias experimentais recentes demonstram que extratos obtidos de diferentes
orgios vegetais, como folhas, caules e cormos, apresentam amplo espectro de atividades
bioldgicas, incluindo agdes antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antitumoral e
imunomoduladora, conferindo a espécie relevancia crescente nos campos da biomedicina e da
farmacognosia contemporanea.

Andlises fitoquimicas associadas a ensaios biologicos indicam que extratos
hidroetanolicos e metanélicos de Xanthosoma sagittifolium sdo particularmente ricos em
compostos fendlicos, flavonoides, taninos e alcaloides, os quais contribuem de forma
significativa para a atividade antioxidante observada. Nesse contexto, Okonkwo e Onyenekwe
(2017) relataram elevada capacidade de sequestro de radicais livres, avaliada pelos ensaios
DPPH e FRAP, em extratos foliares, atribuida principalmente a presenca de flavonoides como
quercetina e catequina, reconhecidos por seu papel na atenuagdo do estresse oxidativo celular.

De maneira complementar, Ngbolua et al. (2021) demonstraram que o extrato
etanolico de folhas promoveu reparo tecidual em feridas experimentais em ratos,
apresentando desempenho comparavel ao da sulfadiazina de prata. Esse efeito foi associado
ao aumento da expressdo de fatores de crescimento, como TGF-p e VEGF,
concomitantemente a reducdo de citocinas pro-inflamatorias, corroborando o potencial
cicatrizante e anti-inflamatério da espécie. Adicionalmente, estudos reportam atividade
antimicrobiana relevante frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Aliyu et al.

(2018) observaram efeito bactericida contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e


https://nmpharmtech.com/technology-platform/
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Staphylococcus aureus, sobretudo em extratos etandlicos a 70%, atribuido a presenga de
taninos e saponinas, capazes de comprometer a integridade da membrana celular bacteriana e
interferir na replicagdo do DNA.

Além das respostas biologicas associadas aos extratos brutos, metabolitos isolados de
Xanthosoma sagittifolium exibem propriedades farmacoldgicas promissoras amplamente
descritas na literatura. Flavonoides, como quercetina, kaempferol e catequina, bem como
compostos fendlicos, incluindo acido ferulico, acido clorogénico e eugenol, atuam como
antioxidantes naturais ao neutralizar espécies reativas de oxigénio e modular vias celulares
relacionadas ao estresse oxidativo. Esses mecanismos contribuem significativamente para a
protecdo contra danos oxidativos, inflamacdo persistente e processos fisiopatoldgicos
associados a doencas cronicas nao transmissiveis (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002; ROSS; KASUM, 2002; PANDEY; RIZVI, 2009; PIETTA, 2000).

Adicionalmente, estudos demonstram que a quercetina e o kaempferol exercem efeitos
anti-inflamatoérios por meio da inibi¢ao de citocinas pro-inflamatorias e da modulagdo de vias
de sinaliza¢do, como NF-kB e MAPKs; enquanto 4cidos fenolicos, como o &cido clorogénico
e o acido ferulico, apresentam atividades antioxidante e citoprotetora relevantes comprovadas
em modelos celulares (in vitro) e em modelos experimentais mais amplos, incluindo sistemas
ex vivo e in vivo (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; SHARMA et
al., 2018; GONZALEZ-GALLO et al., 2021). Esses achados reforcam o potencial terapéutico
dos metabolitos fendlicos presentes em X. sagittifolium e sustentam seu interesse como fonte
natural de compostos bioativos com aplicagdes farmacoldgicas e nutracéuticas.

Ensaios in vitro também evidenciam atividade antitumoral, atribuida principalmente a
acdo de alcaloides e terpenoides. Silva et al. (2022) observaram que extratos aquosos de
folhas induziram apoptose mitocondrial em linhagens celulares HepG2 (carcinoma
hepatocelular) e MCF-7 (cancer de mama), caracterizada pelo aumento da expressdo de
caspase-3 ¢ Bax e pela reducdo de Bcl-2. A associacdo dos extratos com doxorrubicina
resultou em potencializacao da citotoxicidade, sugerindo efeito sinérgico e possivel aplicagao
como agente coadjuvante em protocolos quimioterapicos.

No ambito do sistema nervoso central, antioxidantes naturais, como quercetina,
luteolina e acido ascorbico, demonstraram efeito neuroprotetor. Gonzdlez et al. (2023)
verificaram que a administracdo oral de extrato hidroetandlico de X. sagittifolium em
camundongos submetidos a neurodegeneracao induzida por escopolamina promoveu melhora
da memoria espacial, redu¢do da peroxidacdo lipidica e inibicdo da acetilcolinesterase

(AChE), associadas ao aumento dos niveis de glutationa reduzida (GSH). Esses achados
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indicam potencial terapéutico da espécie em doengas neurodegenerativas, como a doenga de
Alzheimer. Adicionalmente, polissacarideos isolados dos cormos de X. sagittifolium
apresentam atividade imunomoduladora, atuando na regulagdo da resposta inflamatoria. Balde
et al. (2021) observaram aumento da produgao de IL-10 e redugdo dos niveis de TNF-a em
células murinas tratadas com esses biopolimeros, sugerindo um mecanismo anti-inflamatério

mediado por citocinas, com perspectivas de uso adjuvante em terapias autoimunes € na

recuperagdo imunolégica de individuos imunocomprometidos (Tabela 5).

Tabela 5. Aplicacdes biotecnologicas e sustentaveis de Xanthosoma sagittifolium.

Subirea Aplicacao Descricao Autores
. . Produgdo de bioetanol | Cormos ricos em amido convertidos | Okafor et al.
Bioenergia  biogas em etanol por ferm§ntaq50; (2016)
alternativa tropical.
Remediacao Biossorvente para Biomassa adsorve fons de chumbo e Santos et al.
Ambiental metais pesados cadmio em aguas residuais. (2021)

Biopolimeros e

Filmes biodegradaveis

Amido extraido de X. sagittifolium
aplicado em bioplasticos

Garcia et al.

Embalagens L (2020)
ecoldgicos.
Fertilizantes Compostagem de Folhas e cormos usados em Ibarra et al.
Verdes residuos vegetais compos};[agem nltergenada para (2022)
ortas organicas.
Racao Animal Folhas e subprodutos Boa composicao proteica e fibra; Chukwu et al.
, i : ental
Sustentavel em ragdes reduz custo e 1mpac}o ambiental na (2019)
produgdo.
Cosméticos Ingredientes T . fendli Martins et al.
antioxidantes e Extratos foliares ricos em enolicos
Naturais . com agdo hidratante e antioxidante. (2023)
emolientes

Biorremediacao de

Solos

Cultivo em solos

degradados

Espécie ristica que cresce em solos
pobres, auxiliando na recuperagao e
microbiota.

Ribeiro et al.

(2018)

Fonte: Autora (2026).

Associado as propriedades farmacoldgicas, o aproveitamento integral da taioba tem

sido explorado em aplicagcdes biotecnoldgicas sustentdveis, incluindo a produgdo de

bioenergia, bioplasticos e biomateriais, a partir de residuos vegetais. Essa abordagem

refor¢a o valor socioecondmico e ecoldgico da espécie, alinhando-se aos principios da
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economia circular e da biotecnologia verde, com impactos positivos na inovagao
tecnoldgica, na seguranga alimentar e na sustentabilidade ambiental (COSTA et al., 2019).
Apesar das evidéncias promissoras, muitos estudos ainda se concentram em extratos
brutos, com baixa padronizacdo quimica e escassa validagdo mecanistica em modelos

celulares bem caracterizados.

2.6. Espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs): bases fisiopatolégicas

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) exercem papel dual na
biologia celular. Em niveis fisioldgicos, atuam como mediadores de processos essenciais,
incluindo sinalizacdo celular, regulagdo da expressdo gé€nica, resposta imune e apoptose
(FERREIRA et al., 2021). No entanto, a producao excessiva dessas espécies ou a insuficiéncia
dos sistemas antioxidantes endogenos resulta em estresse oxidativo e/ou nitrosativo,
caracterizado pelo desequilibrio entre agentes pro-oxidantes e mecanismos de defesa, levando
a oxidagdo de lipidios, proteinas e acidos nucleicos e, consequentemente, a disfuncdo celular
(PINHEIRO; ALMEIDA; RODRIGUES, 2023).

A geracdo de ERO e ERN ocorre tanto por vias enddgenas quanto por exposi¢cdo a
fatores ambientais. Entre as fontes intracelulares, destacam-se a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, principal responsavel pela formacao do anion superdxido (O2+), além
de sistemas enzimaticos como NADPH oxidase e 6xido nitrico sintase. Fatores exdgenos,
como radiacdo ultravioleta, poluentes atmosféricos, metais pesados e xenobidticos, também
contribuem significativamente para o aumento dessas espécies (LIMA; FREITAS; BARROS,
2021; SANTOS; FERREIRA; MOREIRA, 2022).

Do ponto de vista quimico, as ROS incluem espécies radicalares, como Oz, HO* e
ROOQOe, e ndo radicalares, como H202. As RNS, por sua vez, incluem o 6xido nitrico (NOe*) e o
peroxinitrito (ONOO"). Em concentragdes elevadas, essas espécies promovem peroxidacao
lipidica, oxidagdo de proteinas e danos ao DNA, comprometendo a integridade estrutural e
funcional das células (CASTRO et al., 2020; MENDES et al., 2024). No caso especifico das
RNS, destaca-se a ocorréncia de nitrosilagdo de proteinas e alteragdes mitocondriais, que
agravam o comprometimento da homeostase celular (BARBOSA et al., 2021).

Além dos danos diretos, o estresse oxidativo e nitrosativo modula vias de sinalizacao
intracelular, como MAPK, PI3K/Akt e NF-kB, influenciando processos de proliferagao,
diferenciagdo e morte celular. A ativacdo persistente dessas vias estd associada ao

desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis, incluindo cancer, diabetes tipo 2,
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doengas cardiovasculares e distarbios neurodegenerativos (ARAUJO; COSTA; SILVA, 2021;
OLIVEIRA; MONTEIRO; ALBUQUERQUE, 2022).

Adicionalmente, o estresse oxidativo exerce impacto sobre mecanismos epigenéticos,
como metilagdo do DNA, modificacdes de histonas e regulacao por microRNAs, contribuindo
para alteracdes fenotipicas duradouras sem modificacdo da sequéncia genética. Tais alteragdes
ampliam a complexidade da fisiopatologia associada ao desequilibrio redox e destacam seu
papel em processos patologicos multifatoriais (MACHADO; PEREIRA; SANTOS, 2023).

A Figura 4 sintetiza esses processos, evidenciando as principais fontes de ROS e RNS,
seus alvos celulares e os efeitos fisiopatoldgicos associados ao seu acimulo, com énfase na

disfun¢do mitocondrial € no comprometimento da homeostase celular.

Figura 4 - Representacio esquematica das etapas envolvidas na formacao dos estresses oxidativo
e nitrosativo a partir do aumento de ROS e RNS e seus efeitos celulares, bem como o papel dos
antioxidantes naturais na neutralizacdo de radicais livres, protecio celular e manutencio da
integridade mitocondrial. As setas indicam aumento (1) ou reducéo (|) dos processos fisiologicos
e bioquimicos.

Fonte: Elaboragdo propria, com base em HALLIWELL e GUTTERIDGE (2015), VALKO et al.
(2007), FERREIRA et al. (2021) e SILVA et al. (2021).

2.7. Mecanismos antioxidantes e compostos naturais: enfoque em Xanthosoma
sagittifolium

Para contrabalancar os efeitos deletérios das ROS e RNS, os organismos dispoem de
um sistema antioxidante altamente integrado, composto por mecanismos enzimaticos € nao
enzimaticos, responsaveis pela manutengdo do equilibrio redox celular.

Entre os componentes enzimaticos, destacam-se a superdxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que atuam sequencialmente na conversao de
espécies reativas em moléculas menos toxicas, constituindo a principal linha de defesa
intracelular (MARTINS; COSTA; ALMEIDA, 2023). Complementarmente, antioxidantes
ndo enzimaticos, como glutationa reduzida (GSH), vitaminas A, C e E, coenzima Q10 e
compostos fenolicos, atuam por mecanismos de doacao de elétrons, transferéncia de

hidrogénio e quelacdo de metais, interrompendo reagdes oxidativas em cadeia (FERREIRA et
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al., 2021; SILVA; RAMOS; LIMA, 2022).

Dentre os antioxidantes naturais, os flavonoides assumem papel de destaque devido a
sua ampla distribuigdo em plantas e elevada atividade biologica. Esses compostos
polifenolicos, classificados em diferentes subclasses conforme sua estrutura quimica,
apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, cardioprotetoras e neuroprotetoras,
sendo amplamente reconhecidos por seu potencial nutracéutico (CUNHA; MENEZES;
SOUSA, 2020; LOPES et al., 2022).

No contexto das plantas alimenticias ndo convencionais, Xanthosoma sagittifolium
tem emergido como uma fonte relevante de compostos bioativos. Estudos indicam que suas
folhas e cormos sdo ricos em flavonas, flavonoides C-glicosilados, acidos fenolicos,
carotenoides e outros metabolitos com elevada capacidade antioxidante (RODRIGUES et al.,
2022; PEREIRA; NASCIMENTO; FREITAS, 2023). Esses compostos atuam de forma
sinérgica na neutralizacao de espécies reativas e na protecao de biomoléculas.

Evidéncias experimentais demonstram que extratos de X. sagittifolium apresentam
efeitos citoprotetores em modelos in vitro e in vivo, reduzindo danos oxidativos, preservando
a funcdo mitocondrial e modulando respostas inflamatérias. Tais efeitos sdo particularmente
relevantes em condigdes de estresse oxidativo exacerbado, sugerindo potencial aplicagdao
como agente nutracéutico e farmacologico (MORAES et al., 2021; ALMEIDA et al., 2024).

Apesar desses avangos, ainda existem lacunas relacionadas a padronizacdo dos
extratos, a caracterizagdo detalhada dos compostos bioativos e a elucidagdo de seus
mecanismos de agao em nivel molecular (CALIXTO, 2000; HEINRICH et al., 2020). Nesse
sentido, investigagoes utilizando modelos eucaridticos, como Saccharomyces cerevisiae, sao
fundamentais para compreender a interacdo entre compostos naturais € 0s sistemas
antioxidantes celulares, contribuindo para a validagdo cientifica e aplicagdo biotecnoldgica
dessas substancias (PEREIRA et al., 2018; JAMIESON, 1998).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ amplamente utilizada como modelo
experimental por reproduzir mecanismos celulares conservados entre eucariotos (BOTSTEIN;
FINK, 2011; PEREIRA; ALMEIDA; NASCIMENTO, 2024). No estudo do estresse
oxidativo, permite avaliar tanto as respostas celulares a espécies reativas quanto a eficacia de
compostos antioxidantes (JAMIESON, 1998; HERRERO; ROS, 2002). O uso combinado da
cepa selvagem BY4741 e da mutante Ayapl possibilita comparar condigdes de equilibrio e
comprometimento redox, permitindo investigar a capacidade de extratos vegetais em reduzir
espécies reativas e inferir seus mecanismos de acdo. Dessa forma, esse modelo contribui para

a compreensao do potencial antioxidante de Xanthosoma sagittifolium e sua aplicagao
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biotecnoldgica (MORANO; GRANT; MOTEKI, 2012).

A Figura 5 ilustra a atuag@o integrada dos sistemas antioxidantes enzimaticos € nao
enzimaticos, destacando o papel dos compostos naturais, especialmente aqueles presentes em
Xanthosoma sagittifolium, na manutencao do equilibrio redox, na prote¢ao mitocondrial € na

promogao da viabilidade celular.

Figura 5 - Representacdo esquematica do papel dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
na neutralizacio das espécies reativas de oxigénio (ROS) e na manutencio da homeostase redox
celular. Os antioxidantes atuam de forma integrada na reducdo do estresse oxidativo,
promovendo a protecao de biomoléculas, a preservacdo da funcdo mitocondrial e 0 aumento da
viabilidade celular, contribuindo para a mitigacio de danos oxidativos e ampliando o potencial
de compostos naturais de origem vegetal.

Fonte: Autora (2026).

2.8. Sistema antioxidante em Saccharomyces cerevisiae

O sistema antioxidante de Saccharomyces cerevisiae ¢ altamente organizado e
desempenha papel central na manutencdo da homeostase redox celular, permitindo a célula
responder de forma eficiente ao acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(JAMIESON, 1998; HERRERO; ROS, 2002). Esse sistema ¢ composto por mecanismos
enzimaticos e ndo enzimdticos, regulados por vias transcricionais especificas, com
destaque para a via mediada pelo fator Yaplp, o sistema glutationa, as enzimas superdxido
dismutases (Sodlp e Sod2p) e as catalases (Ctalp e Cttlp) (MORANO; GRANT;
MOTEKI, 2012).

A via Yaplp constitui o principal eixo regulador da resposta antioxidante em S.
cerevisiae. O fator de transcri¢do Yaplp atua como sensor redox, sofrendo modificagdes
oxidativas em condi¢des de estresse, 0 que promove sua reten¢do no nucleo e a ativagao de
genes envolvidos na defesa antioxidante (KUGE; JONES; NOMOTO, 1997; TEMPLE et
al., 2005). Entre os genes regulados por Yaplp estdo aqueles relacionados a sintese e
regeneracdo da glutationa, além de enzimas detoxificantes, como peroxidases e redutases
(TOONE; JONES, 1998). A delecdo do gene YAPI, como observado na linhagem Ayap1,
compromete essa regulacao, tornando as células mais sensiveis ao estresse oxidativo e

incapazes de induzir adequadamente respostas adaptativas (PERRONE; TAN; DAWES,
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O sistema glutationa representa um dos principais mecanismos nao enzimaticos de
defesa celular. A glutationa reduzida (GSH) atua diretamente na neutralizacdo de EROs ¢
como cofator de enzimas antioxidantes, sendo convertida em sua forma oxidada (GSSG)
durante esse processo. A regeneragdo de GSH ¢ catalisada pela glutationa redutase,
garantindo a continuidade da prote¢do antioxidante (GRANT, 2001; MORANO; GRANT;
MOTEKI, 2012). Esse sistema também participa da detoxificagdo de peroxidos por meio
da agdo de glutationa peroxidases, desempenhando papel essencial na manutencdo do
equilibrio redox intracelular (HERRERO; ROS, 2002).

As enzimas superoxido dismutases (SODs) constituem a primeira linha de defesa
contra espécies reativas derivadas do oxigénio. Em S. cerevisiae, a Sodlp estd localizada
no citosol e no espago intermembrana mitocondrial, enquanto a Sod2p ¢ localizada na
matriz mitocondrial. Essas enzimas catalisam a dismutagdo do radical superoxido (O2z*)
em perdxido de hidrogénio (H202), que, apesar de menos reativo, ainda apresenta potencial
toxico e necessita ser rapidamente removido (FRIDOVICH, 1995; LONGO et al., 1996).

A decomposicdo do perdxido de hidrogénio ¢ realizada principalmente pelas
catalases Ctalp e Cttlp. A catalase A (Ctalp) estd associada a peroxissomos €
mitocondrias, enquanto a catalase T (Cttlp) ¢ predominantemente citosdlica e induzida em
condicOes de estresse. Essas enzimas convertem o H>0. em 4gua e oxigénio molecular,
reduzindo significativamente seu potencial danoso as biomoléculas (WIESER et al., 1991;
JAMIESON, 1998).

A integragdo entre esses sistemas garante uma resposta coordenada ao estresse
oxidativo, sendo finamente regulada por fatores transcricionais como Yaplp (MORANO;
GRANT; MOTEKI, 2012). Em modelos experimentais, o estresse oxidativo ¢
frequentemente induzido pela adi¢do de peroxido de hidrogénio (H:0:), que promove
aumento controlado dos niveis intracelulares de EROs. Esse agente ¢ amplamente utilizado
por sua capacidade de atravessar membranas bioldgicas e gerar respostas celulares
previsiveis, permitindo a avalia¢do da eficiéncia dos sistemas antioxidantes e do potencial
protetor de compostos bioativos (JAMIESON, 1998; HERRERO; ROS, 2002).

Nesse contexto, a utilizacdo das cepas BY4741 (selvagem) e Ayap! (deficiente na
via Yaplp) constitui uma estratégia experimental robusta para investigar o papel desses
mecanismos. Enquanto a cepa selvagem apresenta resposta antioxidante funcional, a
linhagem mutante exibe maior sensibilidade ao H:0., permitindo detectar efeitos

citoprotetores, mecanismos compensatorios e possiveis agdes antioxidantes independentes
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da regulacdo por Yaplp (PERRONE; TAN; DAWES, 2008; FONSECA; MOREIRA,

2021).

Assim, o sistema antioxidante de Saccharomyces cerevisiae nao apenas reflete

mecanismos conservados entre eucariotos, como também fornece uma plataforma

experimental eficiente para a investigacdo dos efeitos de compostos naturais sobre o

equilibrio redox celular e a protecdo contra danos oxidativos (JAMIESON, 1998;
MORANO et al., 2012; PEREIRA et al., 2018).

Figura

6 - Esquema representativo do uso de Saccharomyces cerevisiae como modelo

experimental para estudos genéticos, metabdlicos e de estresse oxidativo. Setas indicam

aumento (1) ou diminuicao () relativa das variaveis avaliadas.

Fonte: Autora (2026).

3. OBJETIVOS

3.1.

3.2

Objetivo Geral

Avaliar o potencial de agdo bioldgico dos diferentes extratos e fragdes produzidos a
partir das partes acreas (folha e caule) e dos cormos de Xanthosoma sagittifolium e
correlacionar estes perfis quimicos com o potencial redox endogeno em células

eucariodticas da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos Especificos

Obter extratos e fracdes de diferentes polaridades a partir das partes aéreas e cormos
de Xanthosoma sagittifolium;

Identificar possiveis classes de substancias presentes nos diferentes extratos e fragdes
por HPLC-DAD, CG-EM e RMN;

Determinar a concentragao nao-citotoxica dos diferentes extratos e fragdes em células
de Saccharomyces cerevisiae;

Quantificar o potencial antioxidante dos extratos e fracdes em cepas de S. cerevisiae;

Avaliar a agdo dos extratos e fragdes sobre a manutencdo da funcionalidade
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mitocondrial;
e Correlacionar os resultados biologicos com o sistema de defesa antioxidante enddgeno
da levedura a partir da utilizacdo da cepa deficiente em um fator de transcricao

antioxidante.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Fluxograma geral do desenvolvimento do trabalho

O esquema apresenta o fluxo experimental para obtencdo, fracionamento e
caracterizacdo quimica dos extratos de Xanthosoma sagittifolium (taioba), considerando tanto
as partes aéreas (folhas e caules) quanto os cormos, em funcdo de suas diferencas
metabolicas. As etapas foram conduzidas em dois ambientes laboratoriais: o LQBioN
(Laboratorio de Quimica de Biomoléculas), responsavel pelo processamento das partes
aéreas, ¢ o LQPN (Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais), onde foram trabalhados os
cormos.

As partes aéreas foram submetidas a extracdo aquosa por decoccdo, favorecendo a
obtencdo de compostos polares e resultando no extrato total bruto (ETF Bruto), além de
fragdes especificas como FTC (fracdo total de caules) e FTF (fragdo total de folhas). Esses
extratos foram posteriormente fracionados por parti¢dao liquido-liquido com acetato de etila,
permitindo a separacdo conforme a polaridade. Desse processo, obtiveram-se fragdes aquosas
(ETFaq), ricas em compostos mais polares, e fragdes organicas (ETFA e FTFA), enriquecidas
em compostos semipolares, além das fragdes aquosas especificas FTF-a e FTC-a.

Os cormos foram processados por extragdo a frio com solventes de diferentes

polaridades, gerando extratos metandlicos (CHsOH), associados a compostos mais polares, e
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diclorometanicos (CHzCl2), relacionados a metabolitos menos polares. Adicionalmente, foram
obtidas fracdes em solventes como hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e
metanol/agua, ampliando a diversidade quimica das amostras.

As fragdes obtidas foram submetidas a caracterizacdo quimica por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizada para triagem fitoquimica, seguida de analises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), que
possibilitou a separagao e identificacdo dos compostos. A elucidagdo estrutural foi
complementada por ressonancia magnética nuclear (RMN).

De forma integrada, o esquema evidencia uma abordagem baseada na extracdo seletiva
e no fracionamento por polaridade, permitindo correlacionar a origem do material vegetal
com o perfil quimico obtido. Essa estratégia ¢ fundamental para direcionar a avaliagdo
bioldgica dos extratos, especialmente quanto ao potencial antioxidante, ao possibilitar a

identificacdo das fragdes mais ricas em compostos bioativos.

Figura 7 - Representacio esquematica do delineamento experimental, evidenciando as principais
etapas metodolégicas: preparo da biomassa de Xanthosoma sagittifolium e obtencao de extratos e
fracoes por diferentes métodos de extracdo, além da identificacdo de classes presentes por
CLAE-DAD, CG-EM e RMN.

Fonte: Autora (2026).

Na sequéncia, os extratos e fragdes obtidos foram submetidos a identificacdo e
caracterizacdo de metabdlitos de interesse por meio de técnicas analiticas complementares. A
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de "1H e *13C foi empregada para a elucidagdo
estrutural dos compostos, permitindo a identificagdo de esqueletos quimicos e grupos
funcionais. A Cromatografia em Gel por Exclusdo Molecular (CGEM) foi utilizada para a
separacao com base no tamanho molecular, contribuindo para o fracionamento de misturas
complexas, enquanto a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) possibilitou a
separacao, detecgao e analise dos perfis quimicos das amostras, auxiliando na identifica¢do de
substancias majoritarias.

De forma concomitante, os extratos foram avaliados quanto a sua atividade bioldgica
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no Laboratério de Estresse Oxidativo em Microrganismos (LEOM) (Figura 8). Nessa etapa,
foram conduzidos ensaios voltados a investigacdo do potencial antioxidante, incluindo a
capacidade de reduzir espécies reativas de oxigénio e promover efeitos citoprotetores em
modelo celular. O esquema representa o processo de obtengdo e fracionamento de extratos a
partir de diferentes partes da planta, nomeadamente caules, folhas e cormos, utilizando
solventes como etanol, metanol (CHsOH) e diclorometano (CH:2Clz). Apds a preparagdo, os
extratos sdo aplicados em leveduras no Laboratorio de Estresse Oxidativo em Microrganismos
(LEOM), permitindo a realizagdo de diferentes ensaios biologicos.

As andlises incluem a avaliagdo da citotoxicidade dos extratos, a investigacdo da
protecdo mitocondrial, a determina¢do do potencial antioxidante por meio da sonda
diclorofluoresceina (DCFH-DA) e ensaios de viabilidade celular em placas. Esses
procedimentos permitem compreender os efeitos dos compostos naturais sobre o equilibrio
redox celular e a resposta ao estresse oxidativo.

As siglas utilizadas na figura correspondem as diferentes etapas e componentes do
estudo. LEOM refere-se ao Laboratorio de Estresse Oxidativo em Microrganismos. ETC
Bruto corresponde ao Extrato Total de Caules Bruto, enquanto ETCaq indica o Extrato Total
de Caules Aqueoso e ETCA refere-se a uma fracdo especifica dos extratos de caules. De
forma semelhante, ETF Bruto representa o Extrato Total de Folhas Bruto, ETFaq o Extrato
Total de Folhas Aqueoso e ETFA uma fracdo especifica desses extratos.

No que se refere aos solventes, CHsOH corresponde ao metanol e CH:Cl. ao
diclorometano. A sigla DCFH-DA designa a 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato, uma
sonda amplamente utilizada para a deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo

fundamental para a avaliagdo do potencial antioxidante dos extratos.

Figura 8 - Representacio esquematica do delineamento experimental, evidenciando as principais
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etapas dos ensaios bioldgicos com os extratos e fracdes das partes aéreas e dos cormos de
Xanthosoma sagittifolium: proliferacio celular (analise de citotoxicidade), ensaios antioxidantes
(ambiente redox intracelular e viabilidade celular) e protecio mitocondrial.

Fonte: Autora (2026).

4.2, Coleta e preparo do material vegetal

A espécie vegetal foi coletada em 24 de junho de 2024, sob orientagdo do Prof.
Douglas Chaves. Apds a coleta, o material vegetal foi separado manualmente em folhas,
caules e cormos. As amostras foram lavadas em agua corrente para remogao de impurezas,
sendo retiradas as partes deterioradas e cortadas em pequenos pedagos. Em seguida, o
material foi deixado para secagem superficial, com remog¢do do excesso de umidade.
Posteriormente, as amostras foram pesadas e levadas a estufa a 45 °C para secagem. Os pesos
iniciais foram: folhas, 227 g; caules, 1.172 g; cormos, 1.163 g. Ap6s a secagem, 0s pesos

finais foram: folhas, 26 mg; caules, 87 mg; cormos, 371,10 mg.

4.2.1. Producio dos extratos aquosos a partir das folhas e dos caules

As extracdes das folhas e dos caules foram realizadas no Laboratorio do Prof. Douglas
Chaves, Laboratério de Quimica de Bioativos Naturais (LQBioN), utilizando o método de
decoccdo, na propor¢do de 10% (m/v) com agua como solvente. Apos esse periodo, a mistura
foi filtrada e o extrato obtido foi transferido para recipiente higienizado, devidamente
tampado e armazenado em freezer. As amostras armazenadas em freezer foram submetidas ao
processo de liofilizagdo. A liofilizagdo foi realizada por aproximadamente quatro semanas
para cada extrato de caules e folhas. Esse processo resultou na obten¢do de extratos brutos
aquosos liofilizados de folhas e caules.

Também foi realizado o processo de recuperagdo dos extratos aquosos. O
sobrenadante dos extratos foi separado e submetido a evaporacdo do solvente em
rotaevaporador com o banho-maria entre 40 e 60 °C, porque sob vacuo a dgua apresenta ponto
de ebulicdo muito abaixo de 100 °C, utilizando baldo com aproximadamente 400 mL de
extrato. O extrato concentrado foi transferido para vidrarias e submetido a redugdo de volume
em banho-maria a 30 °C, durante aproximadamente sete dias, até a obtencdo do extrato
fracionado de folhas e caules.

Para facilitar a nomenclatura, foram adotados os seguintes codigos: STF Bruto, extrato
bruto das folhas; STC Bruto, extrato bruto dos caules; STFaq, fragdo aquosa das folhas;
STCaq, fracdo aquosa dos caules; STFA, fracdo em acetato de etila das folhas; STCA, fracao

em acetato de etila dos caules.
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4.2.2. Producio dos extratos a partir dos cormos de X. sagittifolium

A extracdo dos cormos foi realizada no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais
(LQPN), sob a supervisao do Prof. Mario Geraldo, empregando-se metodologia distinta da
utilizada para folhas e caules. O material vegetal seco (371,10 mg) foi triturado em
moinho/mixer de laboratorio (IKA All basic, Biovera Equipamentos e Servicos Ltda) até a
obten¢do de uma farinha fina. Em seguida, o material pulverizado foi desengordurado com
diclorometano (360 mL), a temperatura ambiente ¢ em trés ciclos consecutivos de sete dias.
Apos a evaporagdo do solvente até peso constante, obteve-se o extrato diclorometanico bruto
(TADB, 26,68 mg). Posteriormente, o residuo desengordurado foi extraido com metanol PA
99,5% (360 mL) sob as mesmas condig¢des, originando o extrato metanolico bruto (TAMB,
27,57 mg). Uma aliquota de 12,57 mg dos extratos foi reservada para analises fisico-quimicas
e ensaios bioldgicos.

O fracionamento dos extratos brutos de metanol e diclorometano (15 mg cada) foi
realizado por separac¢do solido-liquido em coluna de silica gel (70-230 mesh) como fase
estacionaria. A coluna foi preparada com algodao no fundo e preenchida com silica até 6,5 cm
em um dispositivo de 28 cm de comprimento e 2,5 cm de didmetro. Utilizaram-se solventes
organicos em ordem crescente de polaridade — hexano (CsHis), diclorometano (CH:Clz),
acetato de etila (CsHsO:), metanol (CHsOH) e metanol/agua (8:2). A particao liquido-liquido
dos extratos (15 mg) empregou volumes suficientes para permitir a separagdo de fases no
funil, totalizando aproximadamente 1170 mL. Assim, a relagdo extrato:solvente (1:78) foi
elevada devido a baixa massa disponivel, sendo necessaria para assegurar a eficiéncia da
separacao. O extrato metandlico (TAMB) originou as fragdes: hexano (0,572 mg),
diclorometano (0,003 mg), acetato de etila (0,550 mg), metanol (0,913 mg) e metanol/agua
(0,055 mg). De forma anéloga, o extrato diclorometanico (TADB) gerou as fragdes: hexano
(0,047 mg), diclorometano (0,137 mg), acetato de etila (0,137 mg), metanol (0,135 mg) e
metanol/agua (0,025 mg). Essas distribuigdes refletem a afinidade diferencial dos compostos
presentes nos extratos em funcao da polaridade dos solventes empregados.

Todas as fragdes foram concentradas em rotaevaporador e analisadas por RMN de 'H
e 1BC, além de espectrometria de massas. Para padronizagdo, os extratos brutos foram
denominados TADB (diclorometdnico) e TAMB (metandlico). As fragdes do extrato
diclorometanico foram identificadas como TADH (hexano), TADD (diclorometano), TADA
(acetato de etila), TADM (metanol) ¢ TADM+H:O (metanol/dgua). Ja para o extrato
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metanolico, utilizaram-se as siglas TAMH (hexano), TAMD (diclorometano), TAMA (acetato
de etila), TAMM (metanol) e TAMM+H-O (metanol/agua).

No entanto, devido a baixa quantidade de material obtida apds o fracionamento, nao
foi possivel realizar os ensaios biologicos nessas fragdes. Assim, os testes foram conduzidos

apenas com os extratos brutos diclorometanicos (CH2Clz) e metanolico (CHsOH).

4.2.3. Preparo e diluicio dos extratos para aplicacdo em ensaios biolégicos

O desenho experimental inicia-se com a obtencdo dos extratos vegetais a partir de
folhas e caules por decocgdo, seguida de liofilizagdo, garantindo a estabilidade e conservagdo
dos compostos bioativos. Para o preparo das solugdes, 10 mg de cada extrato sdo pesados e
dissolvidos em 5,0 mL de DMSO a 50% em 4gua destilada estéril, resultando em solugdes-
mae com concentracdo de 2.000 pg-mL™'. Esse procedimento assegura padronizagdo e
reprodutibilidade dos ensaios, além de favorecer a solubilizagdo de compostos fendlicos, uma
vez que o DMSO apresenta elevada compatibilidade com sistemas bioldgicos quando
utilizado em concentragdes nao citotoxicas.

As solugdes sdo entdo diluidas até a concentragao de trabalho de 50 mg-mL™", definida
com base na literatura como adequada para ensaios antioxidantes e testes com leveduras. Os
extratos sdo armazenados a 4 °C, protegidos da luz, e homogeneizados antes do uso,
preservando sua integridade quimica. Paralelamente, o perdxido de hidrogénio (H:0:) ¢
preparado como agente indutor de estresse oxidativo, sendo utilizado principalmente na
concentracao de 5,0 mM.

Os ensaios com Saccharomyces cerevisiae sdo organizados em trés condigdes
experimentais: células ndo tratadas (controle negativo), células expostas ao H2O: (controle
positivo) e células tratadas com os extratos, tanto isoladamente quanto em combina¢do com o
agente oxidante. Esse delineamento permite avaliar simultaneamente a resposta basal, os
efeitos do estresse oxidativo e o potencial efeito protetor dos extratos vegetais.

As andlises incluem a avaliagdo do potencial mitocondrial (JC-1), da oxidacao
intracelular e da viabilidade celular por plaqueamento em meios contendo glicose ou glicerol,
possibilitando investigar a integridade mitocondrial, a producdo de espécies reativas de
oxigénio e a capacidade de sobrevivéncia celular.

De forma complementar, o ensaio de curva de crescimento ¢ conduzido apenas na
presenca dos extratos vegetais, sem adi¢do de H:0, permitindo avaliar exclusivamente a

toxicidade dos compostos. Assim, o delineamento experimental adotado possibilita uma
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analise integrada dos efeitos basais, dos danos induzidos por estresse oxidativo e da possivel

acao protetora dos extratos, garantindo maior robustez na interpretagdo dos resultados.

Figura 9 - Esquema do desenho experimental para avaliacdo dos efeitos de extratos
vegetais em Saccharomyces cerevisiae. O fluxograma apresenta o preparo dos extratos (decoccio
e liofilizacio), obtencdo da solucio-mae (2.000 pg.mL™" em DMSO 50%) e posterior diluicio e
armazenamento a 4 °C. As células de S. cerevisiae sao submetidas a trés condicdes: controle
negativo, controle positivo com H:0: (5,0 mM) e tratamento com extratos, isolados ou
combinados com o agente oxidante. As analises incluem potencial mitocondrial (JC-1), oxidacao
intracelular e viabilidade celular.

Fonte: Autora (2026).

4.2.4. Determinacio e solubilizacao dos extratos

Coletou-se volumes dos extratos brutos de folhas e caules utilizando o coletor
automatico FRC-10A (Shimadzu Co., Japao). Os dados foram obtidos utilizando o software
LabSolutions (Shimadzu®). Utilizou-se 20 mg das amostras, correspondentes aos extratos
brutos das folhas e dos caules de X. sagittifolium, solubilizados em 1,0 mL de dgua Milli-Q,
filtrados utilizando filtro de seringa Unifil, com membrana de politetrafluoretileno (PTFE),
diametro de 13 mm e porosidade de 0,45 pum, e armazenados em vials de 1,5 mL sob
refrigeragao.

As fracdes dos extratos brutos metanolicos e de diclorometano foram submetidas a
andlise por RMN para confirmacdo e elucidagdo estrutural. A solubilizagdo inicial dos
extratos brutos metanolico e diclorometanico, bem como de todas as fragcdes obtidas, foi
testada em dois solventes: metanol e diclorometano. Embora o diclorometano seja
frequentemente utilizado para solubilizar fragdes de média e baixa polaridade, neste estudo a
solubilidade observada foi insuficiente, resultando em solugdes visualmente turvas € com
baixa dispersdo do material. Em contraste, o metanol apresentou desempenho superior,
promovendo solubilizacdo completa ¢ homogénea dos extratos e fragdes, sem formacdo de
turbidez. Dessa forma, optou-se por utilizar exclusivamente o metanol como solvente para
preparagdo das solugcdes-estoque utilizadas nos ensaios biologicos e antioxidantes, garantindo

maior estabilidade, reprodutibilidade e uniformidade das amostras.
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4.3. Métodos cromatograficos
4.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos de caules e folhas

A cromatografia em camada delgada foi realizada para analise qualitativa dos extratos.
Foram preparadas duas placas de silica, cada uma cortada em 2 cm de largura por 5 cm de
altura, para avaliar qual sistema eluente apresentaria melhor desempenho. Em cada placa
foram aplicados dois pontos de amostra (extratos de caules e de folhas), lado a lado,
previamente solubilizados em agua Milli-Q.

Para a corrida cromatografica, dois sistemas eluentes foram testados em béqueres
separados: BAW 8:1:1 (n-butanol:acido acético:agua) ¢ BAW 3:1:1 (n-butanol:acido
acético:agua). As placas foram colocadas nos béqueres e a eluicdo foi acompanhada até
atingir o ponto de referéncia previamente marcado no topo. Ao final da corrida, as placas
foram removidas, secas com auxilio de um secador e posteriormente reveladas com solugao
de sulfato férrico, seguida de aquecimento em chapa. Apds a secagem completa, observou-se
o perfil cromatografico obtido.

Também foi preparada uma terceira placa de CCD, com 4 cm de largura e 5 cm de
altura, na qual foram aplicados sete pontos de retengdo. Nessa etapa, utilizou-se novamente o
sistema eluente BAW 8:1:1, que havia apresentado o melhor desempenho nas corridas
anteriores. Apods a eluicdo, a placa foi submetida ao mesmo procedimento de secagem e
revelacdo, confirmando a eficiéncia do eluente BAW 8:1:1 na separagdao dos componentes dos
extratos. As placas foram reveladas com sulfato férrico, além de leitura em luz ultravioleta
nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm. Para a andlise por HPLC de folhas e caules

foram pesados 20 mg de cada extrato, dissolvidos em agua Milli-Q e etanol (500 pL).

4.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) dos extratos de caules e folhas

As andlises para a verificagdo do perfil quimico dos extratos e fracdes de caules e
folhas (STF Bruto, STC Bruto, STFaq, STCaq, STFA e STCA) foram realizadas em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia LC-20AR (Shimadzu Co., Japao), acoplado a um
detector de radiacdo ultravioleta de matriz de fotodiodos SPD-M40, utilizando coluna
analitica de fase reversa C18 (Phenomenex Luna, 150 % 4,6 mm, particulas de 5 pm) mantida
a 40 °C (CTO-40S). O objetivo foi isolar fracdes contendo componentes com propriedades
fisico-quimicas semelhantes, em um sistema de dois solventes, no qual a fase movel foi

composta por dgua com acido formico a 0,01% (solvente A) e metanol (solvente B), com
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fluxo constante de 1,0 mL.min" e volume de inje¢do de 40 pL, por meio de injegdo
automatica do equipamento (SIL-10AF).

O gradiente de eluicdo iniciou-se com 20% do solvente B e 80% do solvente A,
atingindo 30% de B ¢ 70% de A em 5 min; 45% de B e 55% de A em 10 min; 70% de B ¢
30% de A em 30 min; 80% de B € 20% de A em 35 min; 90% de B € 10% de A em 37 min; e
retornando a 20% de B e 80% de A aos 40 min, permanecendo nessa condic¢ao até o final da

corrida, aos 46 min.

4.3.3. Cromatografia em gel por exclusio molecular (CGEM) dos extratos dos cormos

A CGEM foi utilizada para separar fragdes de acordo com o peso molecular,
permitindo a purificagdo adicional de componentes de baixo e alto peso molecular antes das
analises cromatograficas e espectroscopicas. Inicialmente, realizou-se a cromatografia em
coluna utilizando silica gel como fase estaciondria. A coluna foi montada com uma camada de
algodao no fundo, seguida pela adi¢ao de silica até atingir 6,5 cm de altura, em coluna de 28
cm de comprimento e 2,5 cm de diametro. O extrato bruto metanolico e diclorometanico (15
mg) foi submetido a parti¢cdo liquido-liquido utilizando solventes de polaridade crescente
(hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e metanol/agua), originando fragdes que
foram posteriormente concentradas para as etapas subsequentes de purificagdo. Como
procedimento complementar, empregou-se a cromatografia em gel de exclusao molecular
(CGEM) para aprimorar a separagdo das fracdes obtidas. Nessa técnica, as amostras
concentradas foram aplicadas no topo da coluna contendo o gel poroso previamente
equilibrado com o solvente adequado. A separacdo ocorreu de acordo com o tamanho
hidrodinamico das moléculas: compostos de maior massa molecular, excluidos dos poros do
gel, eluiram nas primeiras fragdes, enquanto moléculas menores penetraram na matriz e foram
liberadas mais lentamente. As fracdes coletadas ao longo da eluicdo foram monitoradas e
destinadas as analises cromatograficas e espectroscopicas, permitindo maior pureza, melhor

resolucao e redugdo de interferentes provenientes dos extratos iniciais.

4.4. Ressonincia magnética nuclear (RMN) dos extratos obtidos dos cormos

ApOs a obtengdo dos extratos brutos, as fragdes selecionadas foram avaliadas quanto a
sua solubilidade para posterior analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
Inicialmente, testou-se a solubilizacdo dos extratos metandlico, diclorometanico e de suas

respectivas fracdes em diferentes solventes como metanol e diclorometano. No entanto,
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observou-se baixa solubilidade e formacdo de turbidez nas amostras preparadas em
diclorometano, o que poderia comprometer a aquisicdo dos espectros. Assim, optou-se pela
solubilizacdo de todas as fragcdes em metanol, que apresentou melhor desempenho,
proporcionando solugdes claras e estaveis, adequadas para a analise espectroscopica. Apos a
completa solubilizagdo, cada amostra foi transferida para tubos especificos de RMN e
encaminhada para aquisi¢cao dos espectros, visando a caracterizagdo estrutural preliminar dos

constituintes presentes nos extratos.

4.5. Meio de cultura

Neste trabalho foram utilizadas duas formula¢des de meio de cultivo YPD a 2%, nas
formas liquida e solida, amplamente empregadas para o crescimento de leveduras. O meio
YPD 2% liquido foi composto por 1% de extrato de levedura (Difco, EUA), 2% de peptona
(Difco, EUA) e 2% de glicose (Sigma). O meio YPD 2% soélido apresentou a mesma
composi¢do do meio liquido, com a adicdo de 2% de agar (Kasvi, Brasil), utilizado como
agente solidificante.

Para o preparo dos meios liquidos, frascos erlenmeyer foram preenchidos com volume
correspondente a 20% da capacidade total do recipiente, garantindo adequada aeracao durante
o cultivo. Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121 °C, por 15
minutos. Apods a esterilizagdo, o meio so6lido foi vertido ainda quente em placas de Petri
estéreis, sob condi¢des assépticas, em cabine de fluxo laminar equipada com filtro HEPA

(Esco®), assegurando a prevengio de contaminagdes.

4.5.1. Cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae

Este estudo utilizou para os ensaios microbioldgicas duas cepas de S. cerevisiae
(Figura 9). A Tabela 6 ilustra genotipos e fendtipos dessas duas cepas. A cepa mutante Adyap 1
de S. cerevisiae apresenta delecdo do gene YAPI, responsavel pela codificacdo da proteina
Yaplp, um fator de transcricdo central na resposta celular ao estresse oxidativo. Esse fator
regula a expressdo de genes envolvidos na sintese, reciclagem e metabolismo da glutationa,
principal antioxidante intracelular em leveduras. A auséncia de YAPI compromete
significativamente a capacidade da célula em neutralizar espécies reativas de oxigénio,

tornando essa cepa particularmente sensivel a condigdes oxidativas.

Tabela 6. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste trabalho.
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Cepa Genotipo Fenotipo
MATa; his3A41; leu2A0;
BY4741 Cepa controle
metl1540; ura3A40
o Delec¢do no gene YAPI Cepa deficiente na proteina Yaplp, fator de
a
vap (YMLO07w::kanMX4) transcri¢do chave da resposta antioxidante

Fonte: Autora (2026)

As cepas utilizadas neste estudo foram adquiridas da empresa Euroscarf, sediada em
Frankfurt, Alemanha, e mantidas em meio YPD 2% solido, sob refrigeragdao a 4 °C. Para a
manuten¢do da cepa mutante, o0 meio de armazenamento foi suplementado com geneticina
(0,02%), uma vez que a delegdo génica confere resisténcia a esse antimicrobiano, permitindo

a selecdo e a estabilidade do genotipo mutante.

4.6. Preparacao de repique e inoculo

Os repiques, técnica que consiste na transferéncia de microrganismos de um meio de
cultivo para outro com o objetivo de manter as células nutridas e metabolicamente ativas,
foram realizados pela transferéncia de uma al¢ada da cultura para a superficie de meio YPD
2% solido, acondicionado em tubos tipo vial. Apds o repique, os tubos foram incubados a 28
°C por 24 horas em estufa incubadora refrigerada do tipo BOD (Marca SOLAB®), garantindo
condi¢des adequadas para o crescimento celular.

Para a preparacdo do indculo destinado aos experimentos com células na fase
respiratoria, correspondente a segunda fase do crescimento celular, caracterizada por
concentragdes superiores a 2,8 mg/mL, uma massa celular proveniente de um repique fresco
foi transferida diretamente para frascos erlenmeyer contendo meio YPD liquido. Esse
procedimento assegura elevada disponibilidade celular e uniformidade fisiologica para a
condugdo dos ensaios experimentais.

Os inoculos foram incubados a 28 °C por 22 horas, sob agitacdo orbital constante de
160 rpm, em incubadora tipo shaker (Incubadora orbital refrigerada, Marca
NOVATECNICA®). Ao final do periodo de incubacdo, a concentragio celular foi
determinada por meio de leitura da absorvincia a 570 nm em espectrofotometro UV/Vis

(Marca Biospectro®).
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4.7. Curva de crescimento de Saccharomyces cerevisiae

O delineamento experimental para a obtenc¢ao da curva de crescimento de S. cerevisiae
baseou-se em metodologias classicas de microbiologia, adaptadas para avaliar os efeitos de
compostos bioativos sobre a dindmica de crescimento populacional das leveduras.

Inicialmente prepararam-se 100 mL de meio YPD liquido, no qual foi inoculado um
pré-cultivo previamente padronizado. Apds o crescimento celular e a determinagdo
espectrofotométrica da densidade celular, uma aliquota da suspensao foi retirada e ajustada
para a concentracdo de 0,1 mg.mL™". Essa suspensdo foi distribuida em frascos erlenmeyer de
100 mL, contendo 9,9 mL de meio YPD fresco, aos quais foram adicionadas solugdes dos
extratos vegetais, de modo a obter uma concentragdo final de 0,1 mg.mL™", totalizando um
volume final de 10,0 mL por frasco.

A concentragdo final dos compostos em contato com as células foi ajustada para 50
mg.mL™', valor definido com base em estudos prévios que demonstram seguranga ¢ eficacia
em modelos experimentais com leveduras (ZHANG et al., 2023). Imediatamente apds a
adicdo das substancias, realizou-se a primeira leitura espectrofotométrica a 570 nm,
correspondente ao tempo zero da curva de crescimento.

As culturas foram incubadas a 28 °C, sob agitacdo orbital constante de 160 rpm, e
aliquotas foram coletadas nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 22 e 24 horas, permitindo o

monitoramento continuo do crescimento celular ao longo do periodo experimental.

4.8. Ensaio de oxidacao intracelular

Nesta andlise também foram utilizadas as cepas BY4741 e mutante Adyap!, por meio
de um protocolo adaptado de metodologias classicas para a deteccao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) no interior celular. O ensaio baseia-se na utilizagdo do composto fluorescente
2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), amplamente empregado para
monitorar o estado redox intracelular em diversos modelos celulares.

Inicialmente as cepas foram inoculadas em meio YPD liquido e incubadas sob
agitacdo orbital constante, a 28 °C e 160 rpm, até atingirem a fase de crescimento desejada,
correspondente a fase respiratoria, conforme o delineamento experimental.

Apo6s o crescimento celular, aproximadamente 3 mg de células na fase respiratéria
foram coletadas por centrifugagdo e submetidas a duas lavagens com agua destilada estéril,
com o objetivo de remover residuos do meio de cultivo. Em seguida, as células foram

ressuspendidas em solug¢do tampao fosfato de sddio 0,05 M, ajustada para pH 6,0, condi¢ao
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adequada para os procedimentos subsequentes.

As suspensdes celulares foram entdo incubadas com os extratos vegetais na
concentracgdo final de 50 mg.mL™", por um periodo de 2 horas, sob agitagao orbital constante,
a 28 °C. Apos o tratamento, as células foram novamente centrifugadas, lavadas duas vezes
com agua destilada estéril e ressuspendidas em solu¢ao tampao fosfato de sédio 0,05 M, com
pH ajustado para 7,8, favorecendo a reacdo do composto fluorescente no ambiente
intracelular. Apos essa etapa, as amostras foi adicionada solug¢ao de peroxido de hidrogénio
(5,0 mM) e os microtubos incubados por 1 hora sob agitacao orbital, permitindo a geracao de
estresse oxidativo.

A marcacdo das células foi realizada pela adi¢do de 20 pL de solugdo de DCFH-DA,
preparada a partir de um estoque de 0,1 mM em etanol, de modo a obter uma concentragao
final de 20 puM. As amostras foram incubadas por um periodo de 15 a 20 minutos sob
agitacdo, protegidas da luz, utilizando-se revestimento opaco dos microtubos para evitar a
degradagdo fotoquimica do composto. Ao término da incubagdo, as suspensoes celulares
foram centrifugadas, e aliquotas de 100 puL do sobrenadante foram transferidas para placas de
96 pocos para a leitura da fluorescéncia. A intensidade fluorescente foi determinada em leitor
de microplacas (espectrofluorimetro), utilizando comprimento de onda de excitagdo de 488
nm e emissdo de 520 nm, parametros especificos para a detec¢do da diclorofluoresceina
(DCF), produto da oxidacdo intracelular do DCFH.

Todas as etapas do ensaio foram conduzidas sob condi¢des que preservam a
integridade celular e a estabilidade do composto fluorescente. As concentragdes de DCFH-
DA e H:0: utilizadas foram definidas com base em protocolos previamente validados para
leveduras, garantindo a deteccdo eficiente de espécies reativas de oxigénio sem inducgdo de

citotoxicidade excessiva.

4.9. Analise da integridade e do potencial mitocondrial

A integridade e o potencial de membrana mitocondrial foram avaliados por meio do
composto fluorescente JC-1, amplamente utilizado para discriminar mitocondrias
funcionalmente ativas daquelas com potencial comprometido. Esse composto apresenta
comportamento dependente do potencial eletroquimico mitocondrial, emitindo fluorescéncia
vermelha quando se encontra na forma agregada, caracteristica de mitocondrias com potencial
de membrana preservado, e fluorescéncia verde quando permanece na forma monomérica,

indicativa de despolariza¢do mitocondrial.
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Apobs a conclusdo dos tratamentos experimentais, as células foram coletadas por
centrifugagdo a 6.000 rpm por 5 minutos e lavadas uma vez com solu¢do tampao fosfato de
sodio 0,05 M, pH 7,4, para remogao de residuos do meio de cultivo. Em seguida, as células
foram ressuspendidas no mesmo tampao, assegurando condigoes fisiologicas adequadas para
a marca¢do mitocondrial. Em seguida, adicionou-se H2O: na concentracdo de 5,0 mM, e as
células foram incubadas por 1 hora. Apds esse periodo, realizou-se a marcacdo com o corante
fluorescente JC-1, adicionando-se 20 puL de solugdo preparada a partir de um estoque de
concentracdo 1,0 mg-mL™"' em dimetilsulfoxido (DMSO), de modo a alcangcar uma
concentragdo final de 5,0 pg-mL™'. A incubagdo ocorreu sob agitagdo orbital em incubadora
tipo shaker por 40 minutos, protegida da luz, para evitar fotodegradagdo do corante e garantir
sua adequada internalizagdo pelas mitocondrias.

Apo6s a incubagdo, as células foram novamente centrifugadas, lavadas com solugdo
tampao fosfato de so6dio 0,05 M (pH 7,4) e ressuspendidas no mesmo tampao. A suspensao
celular foi cuidadosamente homogeneizada, ¢ aliquotas de 100 pL foram transferidas para
placas de 96 pogos pretas, com fundo preto, condicdo que maximiza a sensibilidade e a
precisado das leituras de fluorescéncia.

A leitura da fluorescéncia foi realizada em leitor de microplacas, utilizando dois canais
distintos: fluorescéncia verde, com excitagdo a 488 nm e emissdo a 525 nm, e fluorescéncia
vermelha, com excitacdo a 534 nm e emissao a 590 nm. Esses pardmetros foram ajustados a
partir do protocolo original, que empregava os comprimentos de onda de 490/540 nm para o
canal verde e 540/590 nm para o canal vermelho, visando otimizar a deteccdo do sinal
fluorescente nas condigdes experimentais adotadas.

A integridade mitocondrial foi avaliada quantitativamente por meio da razdo entre a
fluorescéncia vermelha e a fluorescéncia verde (RFJ - Ratio-fluorescence JC-1), conforme a

equacao:

Valores mais elevados de RFJ indicam maior integridade e polarizagao mitocondrial,
uma vez que refletem o predominio da forma agregada do JC-1 em mitocondrias com
potencial de membrana preservado. Por outro lado, redugdes nessa razao estao associadas ao

aumento da fluorescéncia verde, caracteristica de mitocondrias despolarizadas ou
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funcionalmente comprometidas.

Todas as etapas do ensaio foram conduzidas com rigoroso controle das condi¢des
experimentais, especialmente quanto a protecdo das amostras contra a exposi¢ao a luz,
minimizando a degradagdo do composto fluorescente. A utilizacdo da RFJ permite uma
avaliagdo quantitativa e comparativa robusta da integridade mitocondrial entre diferentes
tratamentos, constituindo um parametro confidvel para a andlise de alteracdes na funcao

mitocondrial associadas ao estresse oxidativo.

4.10. Analise antioxidante por viabilidade celular

A avaliagdo da viabilidade de Saccharomyces cerevisiae foi realizada por meio do
ensaio de plaqueamento, utilizando a cepa selvagem BY4741 e a cepa mutante Ayapl,
seguindo condigdes experimentais previamente padronizadas. Inicialmente as culturas foram
preparadas conforme descrito nas etapas anteriores, ¢ uma massa celular equivalente a 10 mg
foi coletada e submetida a centrifugagdo a 6.000 rpm por 5 minutos, em centrifuga
refrigerada.

Os extratos foram adicionados apoés a etapa de lavagem e ressuspensdo celular. A
suspensao celular obtida foi lavada duas vezes com agua destilada estéril, com o objetivo de
remover residuos do meio de cultivo, e posteriormente ressuspendida em solucdo tampao
fosfato de s6dio 0,05 M (pH 6,0). Em seguida, foram adicionados os extratos na concentragao
final de 50 mg.mL™"'. As suspensdes celulares foram entdo incubadas sob agitacdo orbital a
160 rpm e a 28 °C, por um periodo de 2 horas, permitindo a estabilizacdo metabolica das
células antes da inducao do estresse oxidativo.

Apos essa etapa, adicionou-se perdxido de hidrogénio (H20:) na concentragdo de 5,0
mM as suspensdes celulares, mantendo-se o contato por 1 hora, com a finalidade de induzir
estresse oxidativo controlado. Decorrido esse periodo, a densidade celular foi determinada por
leitura espectrofotométrica, € o valor obtido foi utilizado para calcular o volume necessario
para a padronizagdo do niimero final de células por mililitro, garantindo reprodutibilidade no
preparo das dilui¢des seriadas.

Com base na concentracdo celular calculada foram preparadas dilui¢des seriadas
(1100 vezes), utilizando solucao tampao fosfato de sddio 0,05 M (pH 6,0) como diluente. Para
1ss0, trés microtubos foram previamente preparados, cada um contendo 900 puL de tampao. O
volume apropriado da suspensdo celular foi adicionado ao primeiro tubo, a partir do qual

aliquotas foram sucessivamente transferidas para os tubos subsequentes, até a obten¢do da
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dilui¢do final desejada. Da ultima diluicao retiraram-se 100 puL para o plaqueamento.

O plaqueamento foi realizado em placas contendo dois tipos de meio solido. As
concentragdes descritas correspondem a porcentagens em massa por volume (% m/v). O
primeiro meio foi composto por 2% de glicose, 2% de peptona, 1% de extrato de levedura e
2% de agar. O segundo meio apresentou composi¢ao idéntica, com a substitui¢do da glicose
por 4% de glicerol, permitindo a avaliagdo do crescimento celular sob diferentes condi¢des
metabolicas. Para cada condicdo experimental, 100 pL da diluicdo foram plaqueados em
duplicata nos meios contendo glicose e glicerol, para ambas as cepas analisadas.

As placas foram incubadas em estufa tipo B.O.D. a 28 °C por 72 horas. Apo6s o
periodo de incubagdo, procedeu-se a contagem das unidades formadoras de colonia (UFC),
possibilitando a analise comparativa do crescimento das cepas BY4741 e Ayapl sob as

diferentes condi¢des experimentais e de estresse oxidativo.

4.11. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism (versdo 8.0). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao, obtidos a partir de duas repeti¢des
biologicas independentes, cada uma realizada em triplicata técnica, assegurando a
confiabilidade dos dados. As diferencas entre os grupos foram avaliadas por ANOVA
unidirecional, seguida do teste de Tukey para comparagdes multiplas, adotando-se nivel de
significancia de P < 0,05. Em algumas condigdes experimentais, observou-se maior desvio

padrdo, indicando variabilidade nos dados.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Visualizacao dos perfis dos extratos brutos de caules e folhas - CCD

A prospecgdo fitoquimica inicial foi realizada por meio da cromatografia em camada
delgada (CCD) dos extratos brutos aquosos de caules e folhas, com a finalidade de identificar,

de forma qualitativa, o perfil de polaridade destes extratos, bem como de definir um sistema
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eluente mais adequado para as etapas subsequentes de separacdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC).

A anélise dos perfis cromatograficos mostrou que o sistema BAW 8:1:1 apresentou
melhor desempenho na separagdo dos compostos, evidenciado pelo maior nimero de bandas e
pela melhor definicdo das zonas cromatograficas (Figura 10). Nesse sistema, foram
observadas duas manchas no ponto 1 (Rf = 0,2 e 0,4) e trés bandas bem definidas no ponto 2
(Rf=0,2,0,4 ¢ 0,06).

Em contraste, o sistema BAW 3:1:1 apresentou baixa eficiéncia, com apenas uma
banda no ponto 2 e auséncia de separagdo no ponto 1, indicando menor capacidade de
resolucdo dos constituintes.

Dessa forma, o sistema BAW 8:1:1 mostrou-se mais adequado para a separagao de
compostos polares dos extratos de X. sagittifolium, sendo selecionado como condigdo inicial

para etapas posteriores de purificagdo por CLAE (HPLC).

Figura 9 - Cromatografia em Camada Delgada - A esquerda o sistema de eluentes BAW 8:1:1 e
a direita o sistema de eluentes BAW 3:1:1.

Fonte: Autora (2026).

A escolha adequada do sistema eluente ¢ fundamental para garantir a separagao eficaz
de metabolitos naturais, especialmente compostos fendlicos, que possuem ampla diversidade
estrutural e polaridades variadas (MUKHERIJEE et al., 2022). A utilizacdo do reagente sulfato
de cério (IV) [Ce(SOs4)2] como revelador ¢ igualmente eficaz, pois permite a visualizagao
geral de compostos redutiveis e fenolicos, como acidos cindmicos, flavonoides e taninos
condensados, frequentemente encontrados em plantas da familia Araceae (PEREIRA et al.,

2021).

5.2. Visualiza¢io dos perfis dos extratos e fragdes de caules e folhas - CCD

A caracterizagao inicial dos extratos STF (extrato bruto das folhas), STC (extrato bruto
dos caules), STFaq (extrato aquoso das folhas), STCaq (extrato aquoso dos caules), STFA

(fracdo em acetato de etila das folhas) e STFC (fracdo em acetato de etila dos caules) de
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Xanthosoma sagittifolium por cromatografia em camada delgada (CCD), associada a
visualizacdo sob radiacdo ultravioleta e a revelagdo quimica, representou uma etapa
fundamental para a triagem fitoquimica e para a analise preliminar das fragdes obtidas a partir
de caules e folhas.

Esse procedimento teve como propoésito examinar, de maneira qualitativa, o perfil de
separagdo dos constituintes presentes nos extratos brutos e nas fragdes, empregando diferentes
sistemas eluentes e estratégias de deteccdo. Para isso, foram avaliados os sistemas BAW 8:1:1
e BAW 3:1:1, permitindo comparar a eficiéncia de separacdo e¢ a nitidez das bandas
cromatograficas. A CCD ¢ amplamente utilizada em investigacdes fitoquimicas por reunir
simplicidade operacional, rapidez analitica e eficiéncia na separacdo de substancias com
distintas polaridades (PEREIRA et al., 2021; MUKHERIJEE et al., 2022).

Observou-se que a visualizacao das bandas ocorreu exclusivamente na faixa de 254
nm, enquanto ndo houve fluorescéncia detectavel a 368 nm. Esse comportamento sugere a
predominancia de compostos com sistemas aromaticos conjugados ou substancias fenolicas
com baixa emissdo fluorescente em comprimentos de onda mais elevados (YANG et al.,
2021). Na sequéncia, como estratégia comparativa, as placas foram novamente eluidas
utilizando o sistema BAW 3:1:1, visando avaliar possiveis diferengas no padrao de separacgao.
Apos nova secagem, procedeu-se a aplicacao do reagente revelador sulfato férrico, seguida de
aquecimento em placa metalica aquecida, o que possibilitou a visualizacdo de compostos
suscetiveis a oxidagao.

A andlise dos cromatogramas mostrou que as fragdes das folhas apresentaram maior
intensidade de resposta ao reagente revelador, com coloragdes entre tons alaranjados e
marrons, sugerindo a presenca de flavonoides e acidos fendlicos. Em contraste, as fracdes dos
caules exibiram colora¢do predominantemente acinzentada, com menor numero e intensidade
de bandas, indicando menor concentracdo desses compostos ou diferengas na composi¢ao

fitoquimica (Figura 11).

Figura 10 - Cromatografia em camada delgada com revelacio por UV em 254 nm (esquerda) e
com revelador sulfato férrico (direita): 1 - controle (Extrato aquoso de outra espécie), 2 - STF
bruto (Extrato bruto das folhas), 3 - STC bruto (Extrato bruto dos caules), 4 - STCaq (Extrato
aquoso dos caules), 5 - STFaq (Extrato aquoso das folhas), 6 - STCA (Fraciao de acetato de etila
dos caules) e 7 - STFA (Fracao de acetato de etila das folhas).



54

Fonte: Autora (2026).

De acordo com os resultados visuais, as fragdes das folhas revelaram-se rapidamente
sob a¢do do reagente sulfato cérico, com coloragdes que variaram de alaranjado a marrom,
caracteristicas compativeis com a presenca de flavonoides e acidos fenolicos (RAHMAN et
al., 2022). Por outro lado, as trés fracdes dos caules apresentaram coloragao acinzentada, com
menor intensidade e nimero de bandas, o que sugere menores concentracdes ou diferentes
perfis fitoquimicos em relagao as folhas.

Dentre as amostras analisadas por cromatografia em camada delgada, incluindo os
extratos brutos de folhas e caules, os extratos aquosos correspondentes e as fragdes organicas
obtidas por parti¢cdo liquido-liquido, as fragdes em acetato de etila, tanto das folhas quanto dos
caules, destacaram-se por apresentar maior resolucdo cromatografica e maior diversidade de
bandas. Esse perfil indica um possivel enriquecimento em compostos bioativos de polaridade
intermedidria, em comparacdo as demais amostras avaliadas. O extrato bruto, por sua vez, ndo
demonstrou eluicdo significativa nas condi¢des testadas, o que pode estar relacionado a
elevada complexidade da matriz e a presenga de compostos altamente polares, cuja separagao
demandaria sistemas eluentes de maior polaridade.

De forma geral, os resultados obtidos por CCD confirmam a adequagdo do sistema
BAW 8:1:1 para a separacdo inicial dos metabolitos presentes nas fracdes de X. sagittifolium,

especialmente aquelas derivadas das folhas.

5.3. Analise por RMN do extrato metanolico dos cormos

Em razdo da baixa quantidade de material obtida nas fragcdes provenientes da particao
metandlica e diclorometanica, nao foi possivel dar prosseguimento as analises
espectroscopicas dessas fragdes. Dessa forma, o estudo concentrou-se exclusivamente nos
extratos brutos metanolico e diclorometanico, que apresentaram rendimento adequado para a
aquisi¢ao de espectros com qualidade analitica satisfatoria, assegurando maior confiabilidade
e reprodutibilidade dos dados.

A partir dos espectros de RMN, nao foi realizada a identificagdo inequivoca de

compostos isolados, contudo foi possivel inferir a presenca de classes de metabdlitos, com
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base em padrdes de deslocamento quimico, multiplicidade e integragdo dos sinais, fornecendo
informacdes relevantes sobre a natureza quimica dos constituintes predominantes. Nesse
contexto, a RMN mostrou-se uma ferramenta eficaz para a caracterizagao preliminar dos
extratos, sendo amplamente empregada em estudos fitoquimicos para a avaliagdo de misturas
complexas e para orientar etapas posteriores de fracionamento e isolamento (FERNANDES et
al., 2021; RAHMAN et al., 2022).

No espectro de RMN'H para o extrato metanolico (Figura 12) observaram-se sinais
majoritarios entre & 1,0-2,5 ppm, indicativos de grupos alifaticos como CHs, CH: e CH,
compativeis com nucleos esteroidais e triterpénicos de baixa polaridade. Também foram
identificados picos entre & 2,5-4,5 ppm, associados a protons ligados a carbonos proximos de
grupos hidroxila ou éteres, sugerindo a presenca de compostos oxigenados de média
polaridade, embora em propor¢ao minoritaria.

Ainda na analise de 'H, identificaram-se sinais aromaticos e fendlicos entre & 6,0-8,0
ppm, que, embora de baixa intensidade, podem indicar a presenga de compostos como
flavonoides ou acidos fenolicos, frequentemente descritos em extratos de Araceae (ZHANG
et al., 2020). O espectro revelou também possiveis sistemas aromaticos conjugados e

heterociclicos, compativeis com estruturas bioativas, embora ainda sem defini¢ao especifica.

Figura 12 - RMN'H de 500 MHz do extrato bruto metanoélico dos cormos de X. sagittifolium.

Fonte: Autora (2026).

No espectro de RMN"C do extrato metandlico dos cormos (Figura 13) foram
registrados sinais entre & 150-200 ppm, correspondentes a grupos carbonila e carboxila,
amplamente reconhecidos como marcadores de 4cidos fendlicos, lactonas e esteroides

oxigenados.

Figura 13 - RMN!*C (125 MHz, CD;OD) do extrato bruto metandlico dos cormos de X.
sagittifolium.
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Fonte: Autora (2026).

A presenga desses grupos reforga o potencial antioxidante da fragdo analisada, dada a
capacidade dessas estruturas em atuar como sequestradoras de radicais livres (RAO et al.,
2021). Também foram identificadas regides entre & 56-59 ppm, sugerindo a ocorréncia de
carbonos oxigenados saturados, e sinais na faixa de 6 26-32 ppm, atribuidos a grupos metil e
metileno tipicos de esqueletos triterpenoides e esteroidais.

Adicionalmente, o deslocamento em 6 127 ppm foi associado a presenca de carbonos
sp?, o que corrobora a ocorréncia de sistemas aromadticos ou vinilicos, confirmando a

complexidade estrutural do extrato metanolico.

54. Analise por RMN do extrato diclorometanico dos cormos

No espectro de RMN'H (Figura 14) foram identificados sinais majoritarios entre 6 1,0-
2,5 ppm, atribuidos a protons alifaticos do tipo CHs, CH2> e CH, indicativos da presenga de
nucleos triterpénicos e esteroidais, com predominio de substancias apolares, padrao esperado
em fragdes extraidas com solventes menos polares como o diclorometano (FERNANDES et
al.,, 2021). Adicionalmente, picos menos intensos foram detectados entre 6 2,5-4,5 ppm,
sugerindo a presenga de compostos oxigenados ou hidroxilados de média polaridade, ainda

que em baixa concentragao.

Figura 14- RMN'H (500 MHz, CD;OD) do extrato bruto diclorometinico dos cormos de X.
sagittifolium.

Fonte: Autora (2026).
Observou-se também entre & 6,0-8,0 ppm sinais compativeis com hidrogénios
aromaticos ou fendlicos, podendo estar relacionados a presenga de flavonoides ou acidos

fendlicos, embora em tracos. Esse padrao espectral € caracteristico de extratos vegetais ricos
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em compostos antioxidantes, frequentemente descritos na literatura para espécies da familia
Araceae (ZHANG et al., 2020; SANTOS et al., 2023).

O espectro de RMN"C (Figura 15) complementou a andlise ao revelar sinais entre o
150-200 ppm, correspondentes a carbonos de grupos carbonilicos e carboxilicos, tipicos de
compostos oxigenados como lactonas, quinonas e acidos organicos. Na regido de 6 56-59
ppm, detectaram-se picos atribuiveis a carbonos oxigenados saturados (C-OH, C-OCHs),
compativeis com triterpenos oxigenados. Também foram observadas intensas ressonancias
entre 0 14-30 ppm, indicativas de grupos metil e metileno em cadeias alifaticas longas,
sugerindo compostos lipofilicos como acidos graxos ou fitosterdis, corroborando a natureza

apolar do extrato.

Figura 15 - RMN"C (125 MHz, CD3;0D) do extrato bruto diclorometinico dos cormos de X.
sagittifolium.

Fonte: Autora (2026).

Um sinal adicional em & 127 ppm aponta para a presenca de carbonos sp? como os
encontrados em sistemas aromaticos ou alcenos conjugados. Tais compostos sdo
frequentemente associados a propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, como descrito
por RAHMAN et al. (2022) e ZHANG et al. (2020). No entanto, apesar da riqueza de
informagdes estruturais fornecidas pelos espectros, os dados ainda sdo considerados
inconclusivos, exigindo andlises complementares, como espectrometria de massas (MS) e
comparagdo com espectros de referéncia, para confirmagao definitiva das estruturas quimicas
observadas. Esses achados reforcam o potencial bioativo do extrato bruto diclorometanico de
X. sagittifolium, evidenciando a presenca de multiplas classes de metabolitos secundarios,
embora a identificagdo especifica dos compostos exija aprofundamento com base em

bibliografia especializada e banco de dados espectrais.

5.5. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do extrato bruto das

folhas de Xanthosoma sagittifolium permitiu a identificagdo de um acido fenoélico e diferentes
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flavonoides, evidenciando um perfil fitoquimico compativel com espécies vegetais
reconhecidas pelo elevado potencial antioxidante. Os compostos identificados, bem como
seus respectivos tempos de retengdao (TR) e percentuais de area obtidos nos comprimentos de
onda de 280 e 350 nm, encontram-se na Tabela 6. A escolha desses comprimentos de onda
fundamenta-se no fato de que 280 nm ¢ caracteristico da absor¢do por compostos fendlicos
em geral, enquanto 350 nm ¢ mais especifico para flavonoides, especialmente flavonas e

flavondis (MARKHAM, 1982; HARBORNE, 1998).

Tabela 7. Tempo de retencdo (TR), identificacio das substincias e percentual de area
cromatografica.

Acido fenéblico 2,083

Flavona 13,282 33,426
Vitexina 1,155 3,353
Isovitexina 0,565 0,994

Fonte: Autora (2026).

A absor¢ao da radiag@o por flavonoides, como vitexina e isovitexina (Figura 16), esta
diretamente relacionada a sua estrutura quimica, caracterizada por anéis aromaticos e sistemas
conjugados de duplas ligagdes. Esses sistemas permitem transi¢des eletronicas do tipo m — m*
e n — m*, responsaveis pela absor¢cdo na regido do ultravioleta. Em flavonoides, essas
transi¢cdes originam bandas caracteristicas entre 240-280 nm (Banda II), associadas aos anéis
fenolicos, e entre 300-350 nm (Banda I), relacionadas ao sistema conjugado tipico de flavonas

e flavonois.

Figura 16- Férmulas estruturais dos flavonoides glicosilados vitexina e isovitexina.

VITEXINA ISOVITEXINA
Fonte: Autora (2026).
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Na andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a detector
UV-Vis, a escolha dos comprimentos de onda de 280 e 350 nm baseia-se justamente nessas
propriedades espectrais. Em contraste, a regido de 800 a 900 nm pertence ao infravermelho
proximo, estando associada predominantemente a transi¢des vibracionais, € ndo a transi¢oes
eletronicas. Como os flavonoides ndo possuem estruturas capazes de absorver energia nessa
faixa, ndo apresentam absor¢do significativa nesses comprimentos de onda. Dessa forma, a
absor¢ao observada entre 280 e 350 nm reflete diretamente a natureza aromatica e conjugada
dessas moléculas, reforgando a confiabilidade da identificacao por CLAE-DAD.

A presenga de um 4cido fenoélico com TR de 7,047 min, apresentando area relativa de
2,083% a 280 nm, ¢ consistente com o comportamento espectral dessa classe de compostos,
cujas estruturas aromaticas hidroxiladas absorvem predominantemente na regido do
ultravioleta préximo, associando-se a reconhecida atividade antioxidante e capacidade de
neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; SILVA
et al.,, 2020). Estudos conduzidos com PANCs brasileiras indicam que &cidos fendlicos
exercem papel relevante na prote¢ao celular contra danos oxidativos, contribuindo para a
estabilidade redox em sistemas biologicos (RODRIGUES et al., 2022; PEREIRA;
NASCIMENTO; FREITAS, 2023).

Entre os flavonoides destacou-se um composto classificado como flavona, com TR de
14,027 min, que apresentou 13,282% de area a 280 nm e expressivos 33,426% a 350 nm,
indicando que se trata do principal constituinte flavonoidico do extrato foliar. A elevada
absorc¢do a 350 nm ¢ caracteristica de flavonas com sistemas conjugados extensos, associados
a maior capacidade antioxidante, especialmente por mecanismos de doacdo de elétrons e
estabilizacdo de radicais livres (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; CROZIER;
JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Resultados semelhantes foram descritos por Okonkwo e
Onyenekwe (2017) e Oliveira et al. (2018), ao analisarem extratos foliares de X. sagittifolium
e outras espécies da familia Araceae, nos quais flavonas figuraram como os principais
metabolitos responsaveis pela atividade antioxidante in vitro.

Adicionalmente, foram identificados os flavonoides C-glicosilados vitexina (TR =
16,812 min) e isovitexina (TR = 17,364 min), ambos derivados da apigenina. Embora
apresentem percentuais de area inferiores quando comparados a flavona majoritaria, esses
compostos exibiram absor¢do significativa a 350 nm, caracteristica compativel com sua
estrutura quimica. A vitexina apresentou 1,155% de area a 280 nm e 3,353% a 350 nm,
enquanto a isovitexina apresentou 0,565% e 0,994%, respectivamente. A presenca desses

flavonoides ¢ particularmente relevante, uma vez que vitexina e isovitexina sao amplamente
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descritas na literatura por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, neuroprotetoras
e citoprotetoras (ZHANG et al., 2016; SILVA; ALMEIDA, 2022).

Do ponto de vista funcional, flavonoides C-glicosilados apresentam maior estabilidade
quimica e resisténcia a degradacdo metabdlica quando comparados a flavonoides O-
glicosilados, o que pode ampliar sua biodisponibilidade e eficacia bioldgica (WILLIAMS;
SPENCER; RICE-EVANS, 2004; CROZIER et al., 2009). Estudos realizados com outros
modelos celulares e com Saccharomyces cerevisiae demonstram que vitexina e isovitexina
sao capazes de reduzir significativamente os niveis intracelulares de ROS, além de modular a
expressdo de genes relacionados a resposta antioxidante, incluindo aqueles associados ao
metabolismo da glutationa (SOUZA; NAKAMURA; LIMA, 2022; PEREIRA et al., 2024).

A predominancia de flavonas e flavonoides C-glicosilados no extrato foliar de X.
sagittifolium corrobora dados previamente reportados para a espécie e para outras PANCs,
reforcando o potencial das folhas como fonte de compostos bioativos de interesse
biotecnoldgico e nutracéutico (KINUPP; LORENZI, 2014; FREITAS et al., 2023). Além
disso, a diversidade de metabdlitos identificados sugere um possivel efeito sinérgico entre
acidos fenolicos e flavonoides, o que pode explicar a atividade antioxidante observada em
ensaios bioldgicos, especialmente em modelos sensiveis ao estresse oxidativo.

O Figura 17 apresenta os cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD) do extrato bruto das folhas de

Xanthosoma sagittifolium, monitorados nos comprimentos de onda de 280 nm (A) e 350 nm

(B).

Figura 17 - Cromatogramas de cromatografia liquida de alta eficiencia de extratos brutos das
folhas.

Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo
de diodos (CLAE-DAD) do extrato bruto das folhas de Xanthosoma sagittifolium, monitorados a
280 nm (A) e 350 nm (B). Fonte: Autora (2026).

Na regido intermedidria do cromatograma a 280 nm, entre aproximadamente 13 e 18
min, apresentam picos que podem ser atribuidos a flavonoides, incluindo uma flavona

majoritaria e os flavonoides glicosilados vitexina e isovitexina. Essa atribui¢do se baseia na
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absorcdo caracteristica desses compostos em espectrofotometria UV-Vis: a presenca de anéis
aromaticos conjugados e grupos hidroxila confere absor¢ao em torno de 350 nm, enquanto os
flavonoides em geral apresentam absorcao significativa em 280 nm, correspondendo a regido
intermediaria do cromatograma analisada. A coincidéncia dos tempos de retencao desses
picos com os de padrdes comerciais de vitexina e isovitexina, combinada com o perfil de
absorc¢ao UV, reforga a identificagdo dos compostos.

Assim, a evidéncia cromatografica e espectral permite justificar a presenca de
flavonoides especificos no extrato, com reducao significativa dos sinais atribuidos a acidos
fenolicos e intensificagdo dos picos correspondentes as flavonas e flavonoides C-glicosilados.
Observa-se que os picos atribuidos a flavona majoritaria, a vitexina e a isovitexina apresentam
maior resolucao e intensidade relativa nesse comprimento de onda, confirmando que esses
compostos constituem a fragdo flavonoidica predominante do extrato. A elevada absorcao a
350 nm ¢ caracteristica de flavonas com sistemas m-conjugados extensos, associados a maior
potencial antioxidante e capacidade de estabilizagdio de radicais livres (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).

A andlise comparativa entre os cromatogramas a 280 e 350 nm evidencia a
complementaridade dos dois comprimentos de onda na caracterizagdo do extrato foliar de X.
sagittifolium. Enquanto 280 nm permite uma visdao global do contetido fendlico total, 350 nm

destaca de forma seletiva os flavonoides biologicamente mais relevantes.

5.6. Analise espectrofotométrica dos compostos fenolicos e flavonoides

Os espectros de absor¢cdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (Figura 18)
evidenciam a presenca de compostos fendlicos e flavonoides no extrato de Xanthosoma
sagittifolium. Os perfis espectrais observados sdo compativeis com derivados de dacido
fenolico, flavonas do tipo apigenina e flavonoides glicosilados, como vitexina e isovitexina,
permitindo inferéncias estruturais consistentes com a literatura (HARBORNE, 1998;
SIMOES et al., 2017; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

O espectro atribuido a um composto fendlico (Figura 18A), proposto como sendo um
derivado do 4cido galico, apresenta absorcdo predominante na regido do ultravioleta
profundo, com maximos proximos a 210-220 nm e um ombro em torno de 270 nm. Esse
padrao ¢ caracteristico de acidos fendlicos simples e estd associado as transigoes eletronicas ©
— n* do anel aromatico, indicando a presenga de metabdlitos de menor complexidade

estrutural no extrato. Estudos conduzidos por Waterhouse (2002) e Prior, Wu e Schaich
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(2005) reforcam que o acido gélico apresenta forte absor¢do no UV devido a presenca de trés
grupos hidroxila ligados ao anel benzénico, conferindo elevado potencial antioxidante.

No contexto nacional, Pereira et al. (2018) destacam que a detecg¢dao
espectrofotométrica de fenolicos simples ¢ amplamente utilizada como método preliminar de
caracterizacdo fitoquimica, sobretudo em extratos vegetais ricos em polifendis. Assim, o
perfil observado confirma a presenga predominante de compostos fenolicos de baixa massa
molecular, compativeis com derivados do acido galico.

A Figura 18B corresponde a uma flavona, proposta como um derivado da apigenina,
cujo espectro apresenta duas bandas de absor¢do bem definidas. A Banda II, localizada entre
250-280 nm, esta relacionada ao sistema benzoil do anel A; enquanto a Banda I, observada
entre 330-350 nm, associa-se ao sistema cinamoil do anel B. Esse perfil confirma a natureza
flavonoidica do composto e a presenca de um sistema conjugado tipico de flavonas. Harborne
(1998) e Mabry, Markham e Thomas (1970) descrevem que a apigenina apresenta maximo de
absor¢dao em torno de 335 nm, valor coerente com o espectro apresentado. No Brasil, Simdes
et al. (2017) ressaltam que flavonas sdo recorrentes em plantas medicinais e alimenticias,
desempenhando fungdes antioxidantes, anti-inflamatoérias e quimioprotetoras. Portanto, os
resultados espectrais sustentam a hipotese da presenca de flavonas, com forte indicagdo de

derivados da apigenina.

Figura 18 - Espectros de absor¢io UV-Vis (200-600 nm) de compostos fenolicos e flavonoides
identificados no extrato analisados.

Figura (A) composto fendlico com perfil compativel com um derivado do acido galico; (B)
flavona derivada da apigenina, com bandas I e II caracteristicas; (C) vitexina; e (D) isovitexina,
isomero estrutural da vitexina, apresentando perfil espectral semelhante. A absorbancia foi
expressa em miliunidades (mAU). Fonte: Autora (2026).

Os espectros de absor¢do referentes a vitexina e a isovitexina (Figuras 18C e 18D,

respectivamente) apresentam padrdes semelhantes, condizentes com flavonoides C-
glicosilados. Em ambos os casos se observam bandas na regido de 260-280 nm (Banda II) e
uma Banda I situada entre 330 e 340 nm, com menor deslocamento em comparacdo a
flavonas mais hidroxiladas, refletindo a influéncia da glicosilacdo na resposta espectral.
Zhang et al. (2014) e Li et al. (2015) destacam que a vitexina possui atividades antioxidantes,

neuroprotetoras e anti-inflamatorias, sendo frequentemente identificada por espectroscopia
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UV-Vis como método complementar a cromatografia. No contexto nacional, Rocha et al.
(2020) reforcam que a presenca de vitexina esta associada a plantas com elevado potencial
bioativo, especialmente em sistemas antioxidantes naturais. Estudos de Heim, Tagliaferro e
Bobilya (2002) e Santos et al. (2019) indicam que a isovitexina compartilha propriedades
antioxidantes e citoprotetoras semelhantes as da vitexina, sendo frequentemente detectada em
analises espectrofotométricas associadas a métodos cromatograficos. No Brasil, Costa et al.
(2021) apontam que flavonoides C-glicosilados apresentam maior estabilidade quimica e
resisténcia a hidrolise, o que explica a persisténcia do sinal espectral mesmo em regioes de
menor absorbancia.

De forma integrada, os espectros UV-Vis evidenciam a diversidade de compostos
fenolicos e flavonoides presentes no extrato analisado. A identificagdo de fendlicos simples,
como o acido galico, flavonas do tipo apigenina e flavonoides C-glicosilados, como vitexina e
isovitexina, reforca o potencial antioxidante e funcional do material estudado, conforme
amplamente descrito na literatura (HARBORNE, 1998; SIMOES et al., 2017; PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005).

A similaridade observada entre os espectros de vitexina (Figura 18C) e isovitexina
(Figura 18D) € coerente com sua relacdo estrutural como isdmeros de posicdo, diferindo
apenas no sitio de ligagdo do agucar ao nucleo flavonoidico (Figura 16). As discretas
variacdes nos maximos de absorcao e nas intensidades relativas das bandas sdao compativeis

com essa diferenca estrutural e sdo caracteristicas de flavonoides C-glicosilados.

5.7. Comparacio entre os perfis cromatograficos

Os cromatogramas (Figura 19) evidenciam o perfil quimico do extrato analisado,
obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) com detec¢do por arranjo
de diodos (DAD). Observa-se a presenca de multiplos picos cromatograficos, especialmente
concentrados nos primeiros 20 minutos de corrida, indicando a predominancia de compostos
polares a moderadamente polares.

Na figura 19A observa-se um pico intenso nos primeiros minutos de elui¢ao, seguido
por uma série de picos de menor intensidade distribuidos ao longo do tempo de retengdo. Esse
comportamento € tipico de extratos ricos em compostos fendlicos de baixa massa molecular,
como acidos fenolicos e flavonoides hidroxilados, os quais apresentam maior afinidade pela
fase movel em sistemas de fase reversa (C18), eluindo precocemente (SNYDER;

KIRKLAND; DOLAN, 2010).
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Segundo Robbins (2003), acidos fendlicos, como o acido galico e seus derivados,
geralmente apresentam tempos de retencdo curtos devido a elevada polaridade, o que
corrobora a presenca de picos intensos no inicio do cromatograma. Estudos de Waterhouse
(2002) e Prior, Wu e Schaich (2005) reforcam que extratos vegetais ricos em polifendis
apresentam perfis cromatograficos complexos, com sobreposi¢do parcial de picos, refletindo a
diversidade estrutural desses metabolitos secundarios. No contexto nacional, Pereira et al.
(2018) e Simdes et al. (2017) destacam que a CLAE-DAD ¢ amplamente empregada como
técnica de triagem e caracterizagao inicial de compostos fenolicos, permitindo correlacionar
tempos de retengdo com espectros UV-Vis previamente obtidos.

A Figura 19B apresenta um perfil cromatografico semelhante ao observado na Figura
19A, porém com variagdes na intensidade relativa de alguns picos. Essas diferengas podem
estar associadas a variagdes na composi¢ao do extrato, concentragdo dos analitos ou
condi¢des analiticas especificas, como comprimento de onda de detec¢do e gradiente de
eluicdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). A presenca de picos recorrentes em tempos
de retencdo semelhantes nas duas figuras sugere a existéncia de compostos majoritarios
comuns, possivelmente flavonoides e seus derivados glicosilados. De acordo com Markham
(1982) e Harborne (1998), flavonas como a apigenina e seus derivados C-glicosilados
(vitexina e isovitexina) apresentam tempos de reten¢do intermediarios em sistemas de fase
reversa, compativeis com os picos observados entre aproximadamente 10 e 20 minutos.
Estudo conduzidos por Zhang et al. (2014) e Li et al. (2015) demonstram que vitexina e
isovitexina apresentam perfis cromatograficos proximos, C-glicosidica, o que pode explicar a
presenca de picos adjacentes no cromatograma. Segundo Santos et al. (2019), a coexisténcia
de 4cidos fendlicos e flavonoides em um mesmo extrato pode resultar em efeitos sinérgicos,
potencializando a atividade biologica observada em sistemas antioxidantes e modelos

celulares.

Figura 19 - Cromatogramas CLAE do extrato analisados.
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Figura (A) perfil cromatografico geral com picos de compostos fenolicos e flavonoides mais
polares; (B) cromatograma comparativo, com variacdes na intensidade dos picos e tempos de
retencio semelhantes. Deteccio em mAU e tempo de retencio em minutos, em sistema de fase
reversa. Fonte: Autora (2026).

Nesse sentido, os resultados cromatograficos apresentados reforcam os dados
espectrofotométricos previamente discutidos, confirmando a presenca de classes quimicas
bioativas relevantes. De modo geral, a CLAE-DAD mostrou-se uma ferramenta eficiente para
a caracterizagdo qualitativa do extrato, permitindo inferir a presenga de compostos fenolicos

simples e flavonoides, em consonancia com a literatura.

5.7.1. Analise espectrofotométrica da orientina por UV-vis

O espectro de absor¢cdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) dos extratos dos
caules revela um perfil espectral compativel com flavonoides C-glicosilados, em especial a
orientina (luteolina-8-C-glicosideo). Observam-se duas bandas de absor¢ao bem definidas: a
Banda II, situada entre 250 e 280 nm, com maximo em torno de 271 nm, ¢ a Banda I,
localizada na faixa de 330 a 350 nm, apresentando maximo préoximo de 340 nm (Figura 8).

De acordo com os critérios espectrais descritos por Mabry, Markham e Thomas (1970)
e posteriormente sistematizados por Markham (1982), esse comportamento ¢ caracteristico de
flavonoides da classe das flavonas. Essas bandas refletem transi¢cdes eletronicas associadas
aos sistemas benzoil, correspondente ao anel A, e cinamoil, relacionado ao anel B da estrutura

flavonoidica. Além disso, a presenca de grupos hidroxila adicionais no anel B, como
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observado na orientina, favorece um deslocamento batocromico da Banda I em relagdo a

flavonas menos hidroxiladas, como a apigenina, conforme discutido por Harborne (1998).

Figura 20 - Espectro de absorcio no ultravioleta-visivel (UV-Vis) da orientina.

O espectro foi obtido na faixa de 250 a 380 nm, apresentando maximos de absorcio
caracteristicos em aproximadamente 257, 262, 271 e 340 nm, compativeis com o perfil espectral
de flavonoides do tipo flavona C-glicosilada. Fonte: Autora (2026).

Estudos conduzidos por Cuyckens e Claeys (2004) e Zhang et al. (2014) indicam que
flavonoides C-glicosilados, como a orientina, apresentam espectros UV-Vis estaveis, com
menor suscetibilidade a variagdes de pH e hidrodlise, em razdo da ligagdo direta carbono-
carbono entre a aglicona ¢ o agucar. Essa caracteristica contribui para a boa resolugdo
espectral observada. Simdes et al. (2017) e Pereira et al. (2018) destacam que a espectroscopia
UV-Vis constitui uma ferramenta eficaz na caracterizacdo preliminar de flavonoides,
especialmente quando associada a dados cromatograficos e espectrométricos. A presenca dos
maximos de absor¢do observados refor¢a a identificagdo da orientina como um dos principais
constituintes flavonoidicos da amostra analisada.

A orientina ¢ amplamente reconhecida por suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e citoprotetoras. De acordo com Heim, Tagliaferro e Bobilya (2002), a presenga
de maultiplos grupos hidroxila na estrutura flavonoidica estd diretamente relacionada a
capacidade de neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estudos de Wang et al.
(2016) demonstram que a orientina apresenta elevada eficiéncia na prote¢do celular contra
estresse oxidativo, especialmente em modelos biologicos in vitro.

No Brasil, estudos realizados por Rocha et al. (2020) e Costa et al. (2021) associam a
presenca de orientina em extratos vegetais a um aumento significativo da atividade
antioxidante total, sugerindo possivel efeito sinérgico com outros compostos fenolicos. Dessa
forma, o perfil espectral observado ndo apenas confirma a presenca desse flavonoide, como
também indica o potencial biologico do extrato analisado.

Em conjunto, os resultados obtidos por espectroscopia UV-Vis corroboram a presenga
da orientina na amostra, evidenciada pelo padrao tipico de bandas de absor¢do de flavonoides

C-glicosilados. Esses achados estdo em consonancia com a literatura nacional e internacional,
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reforcando a relevancia da técnica UV-Vis como método inicial de identificagdo fitoquimica e

como suporte para analises cromatograficas e espectrométricas mais avancadas.

5.8. Analise da toxicidade dos extratos por inibi¢ao do crescimento celular

O curso temporal de proliferacdo das células de Saccharomyces cerevisiae foi
determinado por meio da determinacdo da densidade optica a 570 nm (DOs70) com registros
realizados nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 22 e 24 horas. A variagao progressiva desses valores
possibilitou a obtengdo de curvas de crescimento celular bem definidas, nas quais foi possivel
identificar as fases iniciais de adaptacdo das células ao meio de cultura fresco e aos extratos,
seguida pelo crescimento populacional exponencial.

De forma geral, os extratos vegetais analisados ndo comprometeram o crescimento
desta cepa, indicando baixa ou nenhuma atividade inibitéria (Figura 21); excecdo feita ao
extrato metandlico (CH3OH) obtido dos cormos de X. sagittifolium, que apresentou discreta
reducdo do crescimento em 22 horas. A avalia¢do do crescimento celular por meio desse tipo
de curva constitui uma abordagem indireta amplamente utilizada para estimar a proliferagdo
das células, sua capacidade de multiplicagdo e o grau de adaptacdo frente a condi¢des de
estresse oxidativo induzido pelo peroxido de hidrogénio (H20:2) ou outros agentes externos ao
metabolismo celular.

No grupo controle, composto por células ndo submetidas aos extratos, a cepa exibiu
um padrdo de crescimento esperado, com um periodo de adaptagdo inicial seguido por
aumento acentuado da densidade celular entre 6 e 8 horas, mantendo-se esse crescimento
entre 22 e 24 horas. E esperado que esse perfil seja o comportamento basal do metabolismo
das células de levedura, refletindo manutencdo da integridade metabodlica e elevada
capacidade de proliferagdo celular. Em contrapartida, o controle positivo para toxicidade com
células em meio YPD 2% submetidas ao peroxido de hidrogénio (H20:) apresentou total
inibicdo do crescimento nas primeiras 8 horas de contato, com taxa de crescimento
desprezivel. Entre 8 e 22 horas percebe-se uma elevagao da curva; porém, como este método
baseia-se na leitura da turbidez da suspensdo de células € possivel que restos de células sejam
responsadveis por este aumento observado, ndo refletindo a proliferagdao de células; ou ainda
que apos esse periodo a concentracao de peroxido de hidrogénio esteja diminuida no meio de

cultivo, favorecendo a manutencao de cé€lulas vivas e viaveis (JAMIESON, 1998).

Figura 21 - Analise da toxicidade dos extratos por inibicdo do crescimento celular BY4741.
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Curva de crescimento celular (Curva de regreessio) por monitoramento da leitura da densidade
optica a 570 nm (DOS570) ao longo de 24 horas, com coletas realizadas nos intervalos de 0, 2, 4, 6,
8, 22 e 24 horas. Células da cepa BY4741 incubadas com peréxido de hidrogénio (2,0 mM),
extrato metanoélico dos cormos (CH3;OH), extrato diclrometinico dos cormos (CH,Cl;), extrato
aquoso dos caules (STCaq), extrato aquoso das folhas (STFaq), extrato com acetato de etila dos
caules (STCA) e extrato com acetato de etila das folhas (STFA); além de células somente em
meio YPD 2% (controle). Fonte: Autora (2026).

As curvas de crescimento das culturas celulares tratadas com os extratos dos cormos
e as fragdes aquosa e em acetato de etila mostraram-se semelhantes as do grupo controle, o
que indica auséncia de citotoxicidade e de interferéncia metabdlica relevante nessas condi¢des
experimentais. Em contraste, o extrato metandlico dos cormos (CH3OH) apresentou maior
elevagdo da quantidade de células em 6 horas e leve diminui¢do observada em 8§, 22 ¢ 24
horas. Este resultado demonstrou pouca variagdo em relacdo ao controle, e por conseguinte
nao foi considerado para diferenciar resultados posteriores antioxidantes.

Contudo, ¢ importante salientar que esta pequena variacdo se deu apenas com o
extrato mais polar dos cormos, ndo observado com o extrato mais apolar dos cormos (CH2Cl)
e nem com as particoes aquosas € de acetato de etila de caules e folhas. De modo geral, os
dados obtidos sugerem que tanto os extratos provenientes das partes aéreas (caules e folhas)
quanto os extratos provenientes dos cormos podem ser avaliados nesta concentragdo (50
mg/mL) quanto aos seus potenciais antioxidantes nos ensaios subsequentes.

5.9. Efeito antioxidante dos extratos sobre o ambiente redox intracelular

O ensaio de oxidagdo intracelular foi utilizado como ferramenta para investigar a
geracdo e o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no ambiente intracelular das
células de S. cerevisiae em ambas as cepas (BY4741 e Ayapl). Para isso, empregou-se uma
sonda fluorescente sensivel ao estado redox no interior das células, cuja emissdo de
fluorescéncia aumenta a medida que este reagente seja consumido em reagdes de oxi-redugao
formando um produto que pode emitir fluorescéncia em 520 nm, com excitacdo em 488 nm
(SUBHASWARAJ et al., 2017). Assim, a intensidade do sinal fluorescente reflete
diretamente alteragdes no equilibrio redox celular decorrentes dos diferentes tratamentos
avaliados.

Nas duas cepas analisadas (Figura 22 e 23) o grupo controle, composto por células ndo

expostas ao estresse oxidativo ou aos diferentes extratos, apresentou baixos niveis de
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fluorescéncia, indicando manuteng¢do do estado redox fisioldgico e producdo basal de EROs.
Em contrapartida, o tratamento com perdxido de hidrogénio (H20:) promoveu elevacao
expressiva da fluorescéncia, confirmando sua eficiéncia como agente indutor de estresse
oxidativo. Esse efeito ¢ amplamente relatado em véarios estudos e em diferentes modelos
celulares, uma vez que o H20: possui alta difusibilidade através das membranas (LEBEL;
ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992), sendo capaz de desencadear danos oxidativos em
lipidios, proteinas e acidos nucleicos, comprometendo a homeostase redox celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; SIES, 2017). Em sistemas modelos como leveduras, o
aumento da fluorescéncia estd diretamente relacionado ao acumulo intracelular de EROs
(PERRONE et al., 2008; MORANO et al., 2012).

Na cepa BY4741 (Figura 22), o pré-tratamento com os extratos dos cormos, STC
Bruto e as fragdes aquosas e de acetato de etila das folhas e dos caules, seguido da exposi¢ao
ao perdxido de hidrogénio resultou em redugdo significativa da fluorescéncia quando
comparada as células sob estresse oxidativo; indicando diminui¢do da oxidagdo intracelular.
Esse efeito ressalta o elevado potencial antioxidante de todas as partes de Xanthosoma
sagittifolium; e pode estar relacionado a uma acdo direta das classes de compostos destes
extratos sobre as espécies reativas (AZEVEDO et al., 2017), ou uma atuagdo nos mecanismos
de defesas endogenas das células de levedura, inclusive nos mecanismos associados a

ativagao por Yaplp (KUGE; JONES; NOMOTO, 1997).

Figura 22 - Efeito antioxidante dos extratos sobre o ambiente redox intracelular BY4741.

Niveis de oxida¢do intracelular na linhagem BY4741 apés pré-incubagio com os extratos (50
mg/mL) por 2 horas e posterior estresse oxidativo por 1 hora com H:0: (5,0 mM), expressos
como porcentagem de fluorescéncia. Controle (células mantidas apenas em meio de cultura),
H:>0: (células sob estresse oxidativo), extrato metandlico dos cormos (CH3;OH), extrato
diclorometanico dos cormos (CH:Cl,), extrato bruto dos caules (STC Bruto), extrato bruto das
folhas (STF Bruto), extrato aquoso dos caules (STCaq), extrato aquoso das folhas (STFaq),
extrato com acetato de etila dos caules (STCA) e extrato com acetato de etila das folhas (STFA).
Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (P < 0,05).
Fonte: Autora (2026).

Com relagdo a cepa Adyapl (Figura 23) somente os extratos dos cormos, os extratos
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brutos de caules e folhas e a fracdo aquosa das folhas promoveram redugdo da fluorescéncia,
diferentemente da cepa BY4741. E importante relembrar que esta linhagem mutante ndo
possui acao antioxidante suficiente relacionada a uma série de defesas celulares associadas a
ativacdo por Yaplp, indicando que de certa forma estes extratos conseguiram substituir
defesas enddgenas ausentes ou comprometidas nesta cepa; sendo, portanto, muito mais
relevantes para uma agdo antioxidante. Este efeito também ja foi observado em outras cepas
mutantes de S. cerevisiae (SOUZA; LIMA; NAKAMURA, 2021).

Os extratos dos cormos obtidos com metanol (CHsOH) e diclorometano (CH:Cl>)
apresentaram reduc¢do significativa da fluorescéncia em relagdo ao grupo tratado apenas com
H:0:, e exclusivamente na cepa mutante o extrato diclorometanico atingiu os niveis do ensaio
controle (Figura 23), demonstrando que os compostos presentes no extrato mais apolar dos
cormos reverteram completamente a acdo do H-O: apresentando alto potencial antioxidante.
Este fato destaca que solventes com pequenas variagdes de polaridade sdo capazes de extrair
conjuntos distintos de compostos bioativos, por exemplo: o metanol, mais polar, tende a
extrair flavonoides glicosilados, polifendis e compostos fenolicos hidrossoliveis, enquanto o
diclorometano, mais apolar, ¢ mais eficiente na extracao de terpenoides, carotenoides e
compostos lipofilicos, explicando diferencas observadas na atividade antioxidante entre os

extratos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Figura 23 - Efeito antioxidante dos extratos sobre o ambiente redox intracelular Ayapl.

Niveis de oxidacao intracelular na linhagem Ayapl apés pré-incubacio com os extratos (50 mg/mL) por 2
horas e posterior estresse oxidativo por 1 hora com H:0: (5,0 mM), expressos como porcentagem de
fluorescéncia. Controle (células mantidas apenas em meio de cultura), H:0: (células sob estresse
oxidativo), extrato metanolico dos cormos (CH3OH), extrato diclrometianico dos cormos (CH:Cl), extrato
bruto dos caules (STC Bruto), extrato bruto das folhas (STF Bruto), extrato aquoso dos caules (STCagq),
extrato aquoso das folhas (STFaq), extrato com acetato de etila dos caules (STCA) e extrato com acetato
de etila das folhas (STFA). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos (P < 0,05). Fonte: Autora (2026).

Entre os extratos brutos de folhas e caules observou-se comportamento diferenciado.
O STF bruto ndo demonstrou redu¢do no ambiente oxidante na cepa BY4741; em
contrapartida, demonstrou na cepa Ayapl. Enquanto o STC bruto promoveu reducao da
fluorescéncia nas duas cepas apresentando capacidade elevada de atenuar o estresse oxidativo.

Estudos apontam que a atividade antioxidante de extratos vegetais brutos pode variar
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amplamente em funcdo da composicdo fitoquimica (COSTA et al., 2022), do método de
extracdo (AZMIR et al., 2013) e da polaridade dos solventes utilizados (FERREIRA et al.,
2020), fatores que influenciam a composi¢ao quimica e a biodisponibilidade dos compostos
ativos (AZEVEDO et al., 2017; COSTA et al., 2020; RUFINO et al., 2010; BARBOSA et al.,
2014). Também hé que se destacar que o processo de fracionamento dos extratos de caules e
folhas utilizando o solvente acetato de etila também nao demonstrou atividade antioxidante na
cepa mutante, diferentemente da cepa BY4741 (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; SILVA
et al., 2019). (GOMES et al., 2018).

De forma geral, os resultados demonstram que o método de extracdo, o fracionamento
e a integridade da via regulada por Yaplp influenciam significativamente a resposta
antioxidante celular, especialmente em condi¢des de maior estresse oxidativo induzido por
H20.. A maioria dos extratos avaliados promoveu redu¢do significativa da fluorescéncia em
comparagdo ao grupo tratado apenas com peroxido, indicando capacidade de atenuar o
acumulo intracelular de espécies reativas de oxigénio.

Destacam-se, principalmente, os extratos provenientes dos cormos, os extratos brutos
de caules e folhas e o extrato aquoso das folhas, que apresentaram efeito antioxidante mais
pronunciado. Esses resultados evidenciam o potencial de X. sagittifolium como fonte de
compostos bioativos capazes de atuar na neutralizacdo de espécies reativas € na protecao
celular, inclusive em condi¢des de deficiéncia do sistema antioxidante, como observado na

cepa dyapl.

5.10. Determinacio da atividade antioxidante dos extratos por viabilidade

celular

O ensaio de viabilidade celular em meio contendo glicose foi empregado para avaliar a
capacidade de geragdo de células-filhas de Saccharomyces cerevisiae submetidas ao estresse
oxidativo (FARR et al., 1989). Nesse modelo experimental, a glicose atua como fonte de
carbono fermentavel, possibilitando o crescimento celular mesmo na presenca de eventuais
comprometimentos da funcdo mitocondrial. Dessa forma, a quantificacdo das unidades
formadoras de colonia (UFCs) reflete, principalmente, a integridade celular global apds os
diferentes tratamentos, nao constituindo um indicador especifico da atividade mitocondrial.

Em ambas as cepas analisadas (BY4741 e Adyapl) o grupo controle apresentou elevado
numero de UFCs, confirmando a manuteng@o da viabilidade celular em condicdes fisiologicas

basais (Figuras 24 e 25). Em contraste, a exposi¢do ao peréxido de hidrogénio (H20:) resultou
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em reducdo significativa da viabilidade celular, evidenciando o efeito deletério do estresse
oxidativo. Esse comportamento estd amplamente documentado, uma vez que o H:20: atua
como uma espécie reativa de oxigénio capaz de interferir no equilibrio redox intracelular
comprometendo processos essenciais a célula, como a replicagdo e a divisao celulares.
Consequentemente, a formagdo de células-filhas fica prejudicada, resultando em menor
capacidade proliferativa e em uma diminuicdo do numero total de colonias formadas,
especialmente observada na cepa mutante Ayapl, mais sensivel ao estresse oxidativo (FARR
et al., 1989; JAMIESON, 1998; MORANO; GRANT; MUNRO, 2012).

De forma geral, os tratamentos com os extratos e fragdes aumentaram a viabilidade
celular de forma mais acentuada na cepa BY4741 do que na cepa Adyapl, indicando menor
potencial de alguns extratos e fracdes para garantir a geracdo de células-filhas (colonias),
principalmente numa cepa com maior sensibilidade ao estresse oxidativo. Esse resultado ¢
coerente com o papel do gene YAPI, que codifica um fator de transcri¢do central na regulagao
da resposta antioxidante em S. cerevisiae relacionada ao metabolismo controlando a
expressdo de genes envolvidos no metabolismo e protecdo durante a mitose. Exemplos de
sistemas redox e moléculas reguladas por YAPI incluem o ciclo da glutationa, enzimas
antioxidantes como catalase e superdxido dismutase, e proteinas redox como peroxiredoxinas,
que atuam na neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio, mantendo a homeostase redox e
promovendo a formacao eficiente de células-filhas (KUGE; JONES; NOMOTO, 1997;
TEMPLE et al., 2005). (PERRONE; TAN; DAWES, 2008).

Na cepa BY4741 (Figura 24), o tratamento com os extratos brutos e fracionados
promoveu aumento significativo no nimero de UFCs em relagdo ao grupo tratado apenas com
H:0., indicando efeito citoprotetor e preservagdo da viabilidade celular. Algumas fracdes
apresentaram valores de viabilidade estatisticamente semelhantes aos observados no controle,
casos de CHxCl,, STC Bruto, STCaq, STFaq e STFA; sugerindo elevada eficiéncia na
atenuacao dos danos induzidos pelo estresse oxidativo. Esse efeito pode estar associado a
presenca de compostos bioativos presentes nos extratos e fragdes, particularmente polifenois,
flavonoides (como flavonas e flavonois glicosilados, incluindo vitexina e isovitexina), taninos
e 4cidos fenodlicos, que sdo amplamente reconhecidos por sua capacidade de sequestrar
radicais livres e reduzir o estresse oxidativo.

Esses compostos podem atuar diretamente neutralizando espécies reativas de oxigénio,
como o H20:, ou indiretamente, modulando sistemas antioxidantes intracelulares, incluindo o
ciclo da glutationa e a atividade de enzimas antioxidantes. A presenga desses compostos em

fracoes apolares (ex.: CH2Clz) e polares (ex.: STCaq, STFaq) explica a diferenca de eficacia



73

observada entre as fragdes, refletindo a capacidade de cada conjunto de bioativos em
preservar a viabilidade celular e garantir a formagdo de células-filhas mesmo sob estresse
oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; PISOSCHI; POP, 2015).

Diversos estudos tém demonstrado que extratos vegetais ricos em compostos
antioxidantes podem estimular mecanismos endogenos de defesa em células de S. cerevisiae e
em outros modelos celulares de estudos, promovendo a ativagdo das enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Extratos de cha verde
(Camellia sinensis) ricos em catequinas, extratos de roma (Punica granatum) contendo
elagitaninos e extratos de ginkgo (Ginkgo biloba) com flavonoides e terpenoides foram
capazes de aumentar a atividade dessas enzimas antioxidantes, reduzindo a acumulacdo de
espécies reativas de oxigénio e protegendo células contra danos oxidativos (AZEVEDO et al.,
2017). Além disso, compostos fendlicos e flavonoides glicosilados, como vitexina e
isovitexina, podem atuar modulando o nivel intracelular de glutationa reduzida (GSH),
reforcando a capacidade de neutralizacao de radicais livres e contribuindo para a manutengao
da viabilidade celular ¢ a formacdo de células-filhas em condigcdes de estresse oxidativo
(BARBOSA et al., 2014; AZEVEDO et al., 2017; COSTA et al., 2020). A linhagem BY4741
¢ amplamente utilizada como modelo experimental por apresentar respostas fisioldgicas bem
caracterizadas frente ao estresse oxidativo, sendo considerada um sistema robusto para a
triagem inicial de substancias antioxidantes naturais (GIAEVER et al., 2002; LONGO;
SHIDLOVSKY; VASTA, 2012).

Figura 24 - O ensaio de viabilidade celular na lingagem BY4741.

Viabilidade celular (%) na linhagem BY4741 apos pré-incubacio com os extratos (50 mg/mL)
por 2 horas e posterior estresse oxidativo por 1 hora com H:0: (5,0 mM), expressos como
porcentagem de células vidveis. Controle (células mantidas apenas em meio de cultura), H:O:
(células sob estresse oxidativo), extrato metanélico dos cormos (CH3OH), extrato diclrometanico
dos cormos (CH:Cl;), extrato bruto dos caules (STC Bruto), extrato bruto das folhas (STF
Bruto), extrato aquoso dos caules (STCaq), extrato aquoso das folhas (STFaq), extrato com
acetato de etila dos caules (STCA) e extrato com acetato de etila das folhas (STFA). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (P < 0,05). Fonte:
Autora (2026).

Na cepa dyapl (Figura 25) observou-se que determinados extratos, principalmente os

derivados dos cormos (CH30H e CH>Cl) e o bruto das folhas (STF Bruto), promoveram
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recuperagdo significativa da viabilidade celular, com valores proximos ou superiores aos do
ensaio controle. Esse resultado sugere que compostos presentes nessas fragdes exercem agao
antioxidante de forma ampla no interior das células, independentemente da ativac¢ao das vias
reguladas por Yaplp. Em contraste, outras fracdes como STC Bruto, STFaq e STCA nao
foram capazes de compensar a auséncia desse fator de transcri¢do, resultando em menor
viabilidade celular quando comparadas ao grupo controle; inclusive mantendo os niveis de

estresse oxidativo causados na cepa exposta ao peroxido de hidrogénio.

Figura 25 - O ensaio de viabilidade celular na lingagem Ayapl.

Viabilidade celular (%) na linhagem Ayapl apés pré-incubacio com os extratos (50 mg/mL) por
2 horas e posterior estresse oxidativo por 1 hora com H:0: (5,0 mM), expressos como
porcentagem de células vidveis. Controle (células mantidas apenas em meio de cultura), H:0:
(células sob estresse oxidativo), extrato metanélico dos cormos (CH3OH), extrato diclrometanico
dos cormos (CH:Cly), extrato bruto dos caules (STC Bruto), extrato bruto das folhas (STF
Bruto), extrato aquoso dos caules (STCaq), extrato aquoso das folhas (STFaq), extrato com
acetato de etila dos caules (STCA) e extrato com acetato de etila das folhas (STFA). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (P < 0,05). Fonte:
Autora (2026).

Esses dados indicam que o efeito citoprotetor observado na cepa BY4741 depende, ao
menos parcialmente, da integridade das vias antioxidantes reguladas por YAPI. Entretanto, a
resposta inconclusiva observada para algumas fracdes (STCaq e STFA) na cepa Ayapl, que
foram estatisticamente iguais ao controle e iguais estatisticamente ao H.O:, sugere a presenga
de metabdlitos hidrossoliveis que podem ter atividade antioxidante moderada, capazes de
reduzir parcialmente os danos oxidativos mesmo em um modelo geneticamente mais sensivel.
Contudo, outros ensaios precisam ser realizados para detectar se isso podera ser confirmado
por viabilidade celular.

De modo geral, os resultados demonstraram que o ensaio de viabilidade celular em
meio com glicose (fermentativo) constitui uma abordagem adequada para a avaliagdo da
sobrevivéncia celular frente ao estresse oxidativo, além de evidenciar o potencial citoprotetor
do extrato de X. sagittifolium e de algumas de suas fragdes. Por exemplo, as fragdes STCaq,
STFaq e CH:Cl. mostraram capacidade de reduzir significativamente os efeitos deletérios do

H-0-, sugerindo a presenga de compostos bioativos como flavonoides glicosilados (vitexina,

1sovitexina), polifenois e terpenoides, reconhecidos por suas propriedades antioxidantes.
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A utilizagdo combinada das cepas BY4741 e Ayapl mostrou-se particularmente
relevante, pois permitiu diferenciar efeitos antioxidantes diretos daqueles dependentes da
ativacdo de mecanismos celulares enddgenos (SOUZA; LIMA; NAKAMURA, 2021),
reforcando a aplicabilidade de Saccharomyces cerevisiae como modelo biolégico para a
prospeccdo de substincias antioxidantes naturais com potencial aplicacdo farmacologica,

nutracéutica e biotecnologica.

5.11. Analise de protecio mitocondrial pelos extratos

O ensaio de crescimento por colonias em meio com glicerol, privilegiando o
metabolismo respiratorio, foi empregado como estratégia para investigar a funcionalidade
mitocondrial em Saccharomyces cerevisiae, visto que essa substincia constitui uma fonte de
carbono ndo fermentavel para as células de levedura. Nessas condigdes metabolicas, a geragao
de células-filhas depende exclusivamente da atividade da cadeia respiratoria mitocondrial,
englobando a fosforilagcdo oxidativa (produ¢ao de ATP) e a manutengdo do potencial de
membrana. Dessa forma, a formacdo de colonias viaveis reflete diretamente a eficiéncia
bioenergética das mitocondrias, ao passo que a redugdo no nimero de unidades formadoras de
coldnia (UFCs) indica comprometimento da fun¢do mitocondrial.

Nas duas cepas (BY4741 e dyapl) o grupo controle foi utilizado como parametro de
comparagdo com o0s tratamentos, pois apresentou elevado niimero de coldnias evidenciando
atividade mitocondrial em condigdes fisiologicas basais nas duas cepas (Figura 26 e 27). Em
contrapartida, a exposi¢do ao perdxido de hidrogénio (H20:) resultou em queda significativa
do numero de coldnias nesse meio, indicando prejuizo funcional das mitocondrias decorrente
do estresse oxidativo. Esse efeito foi mais pronunciado na cepa controle (BY4741), revelando
maior vulnerabilidade a disfungdo mitocondrial. Casos similares t€ém sido observados em
células de S. cerevisiae submetidas a radicais livres gerados por paraquat, que induzem
disfuncdo mitocondrial e reducdo na formacdo de colonias, bem como em células de
mamiferos expostas a H20: ou radiacdo UV, em que ocorre diminui¢do da membrana
mitocondrial, acimulo de ERO e reducdo da capacidade proliferativa (PERRONE; TAN;
DAWES, 2008; SCANDURRA et al., 2008).

Figura 26 - Ensaio de protec¢io mitocondrial pelos extractos na linhagagem BY4741.
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Disfuncdo mitocondrial (%) em células da cepa BY4741 em metabolismo respiratorio
submetidas a diferentes tratamentos com os extratos (50 mg/mL) por 2 horas e posterior estresse
oxidativo por 1 hora com H:0: (5,0 mM). Controle (células mantidas apenas em meio de
cultura), H20: (células sob estresse oxidativo), extrato metanélico dos cormos (CH3OH), extrato
diclrometanico dos cormos (CH,Cl,), extrato bruto dos caules (STC Bruto), extrato bruto das
folhas (STF Bruto), extrato aquoso dos caules (STCaq), extrato aquoso das folhas (STFaq),
extrato com acetato de etila dos caules (STCA) e extrato com acetato de etila das folhas (STFA).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (P < 0,05).
Fonte: Autora (2026).

Na cepa BY4741 (Figura 26), os tratamentos com os extratos e fracdes de X.
sagittifolium ndo promoveram aumento do numero de UFCs em glicerol quando comparados
ao grupo submetido apenas ao H20-, evidenciando nenhum efeito antioxidante sobre a fungao
mitocondrial. Esse resultado indica que todas as classes de compostos presentes nos extratos e
nas fracdes dos extratos ndo foram capazes de atuarem isoladamente ou em sinergia para
atenuar os danos oxidativos induzidos pelo estresse oxidativo. Em contraste, na cepa dyapl
(Figura 26) observou-se recuperacao total do crescimento nas células sob estresse oxidativo
tratadas com os extratos dos cormos (CH30H e CH:Cl) e brutos das partes aéreas dessa
espécie (STF Bruto e STC Bruto), indicando que a protecdo conferida pelos extratos consegue
substituir as acdes promovidas pelas vias endégenas antioxidantes reguladas por Yaplp.

A andlise comparativa entre as cepas evidencia diferengas marcantes na capacidade de
preservacdo da homeostase mitocondrial sob estresse oxidativo. Enquanto na cepa BY4741
(Figura 26) ndo ha acdo antioxidante funcional dos diferentes extratos e, consequentemente,
maior instabilidade mitocondrial. Na cepa Ayapl (Figura 27) hd claramente uma agao
substitutiva desses extratos sobre danos causados pelo perdéxido de hidrogénio na
funcionalidade mitocondrial; ou seja, protecdo desta organela numa cepa mais sensivel que a
BY4741 que possui seu genoma integro. Cabe destacar que as particdes aquosas € com
acetato de etila dos caules e folhas ndo apresentaram protecdo antioxidante sobre as
mitocondrias na cepa mutante, em oposicdo a acdo dos extratos brutos; indicando que sdo
necessarios todos os constituintes quimicos atuando em sinergia para de alguma forma
promover esta a¢do. Contudo, ndo ¢ possivel afirmar de que forma estaria ocorrendo esta
protecdo da fun¢do mitocondrial, seja no processo de ativagdo das mitocOndrias para o

metabolismo respiratorio, seja no processo de fosforilacdo oxidativa associado as reacdes de
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oxi-redu¢do dos complexos proteicos, ou seja, na preservacdo do potencial de membrana
mitocondrial (FERREIRA; CORDEIRO; COSTA, 2023; MORANO; GRANT; MUNRO,
2012).

Figura 27 - Ensaio de proteccio mitocondrial pelos extractos na linhagagem Ayap1.

Disfuncio mitocondrial (%) em células da cepa Ayapl em metabolismo respiratério submetidas
a diferentes tratamentos com os extratos (50 mg/mL) por 2 horas e posterior estresse oxidativo
por 1 hora com H:0: (5,0 mM). Controle (células mantidas apenas em meio de cultura), H:O:
(células sob estresse oxidativo), extrato metanélico dos cormos (CH3OH), extrato diclrometanico
dos cormos (CH:Cl;), extrato bruto dos caules (STC Bruto), extrato bruto das folhas (STF
Bruto), extrato aquoso dos caules (STCaq), extrato aquoso das folhas (STFaq), extrato com
acetato de etila dos caules (STCA) e extrato com acetato de etila das folhas (STFA). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (P < 0,05). Fonte:
Autora (2026).

As fragdes STCaq, STFaq, STFA e STCA apresentaram reducdo acentuada da funcao
mitocondrial, com valores estatisticamente semelhantes entre si e iguais as células sob
estresse oxidativo. Esses resultados revelam que, embora alguns tratamentos possam
promover algum efeito citoprotetor em ensaios de viabilidade celular em metabolismo
fermentativo (Figura 25), essa protecdo nem sempre se traduz na preservacdo da funcao
mitocondrial (Figura 27). Tal comportamento evidencia a complexidade dos mecanismos
envolvidos na resposta ao estresse oxidativo e sugere que a neutraliza¢do de radicais livres no
citosol ndo garante, necessariamente, protecdo eficaz da mitocondria (MORANO; GRANT;
MUNRO, 2012).

Estudos apontam que compostos reconhecidamente antioxidantes podem apresentar
acdo diferenciada por exibirem baixa capacidade de atravessar a membrana mitocondrial
interna, o que pode limitar sua eficicia na prote¢do das fungdes mitocondriais
(SCANDURRA et al.,, 2008; BRAND, 2016). Nesse contexto, a reducdo da funcao
mitocondrial observada para as fragdes aquosas pode estar relacionada a menor
biodisponibilidade mitocondrial dos compostos nelas presentes.

Pesquisas destacam que a mitocondria exerce papel central na sinalizagdo do estresse
oxidativo, nos processos de apoptose e no envelhecimento celular, sendo frequentemente
utilizada como marcador sensivel de toxicidade metabolica em modelos experimentais como
S. cerevisiae (BARBOSA et al., 2014; AZEVEDO et al., 2017). Assim, a manutencdo da

fun¢do mitocondrial observada em alguns tratamentos somente na cepa mutante indica
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potencial antioxidante moderado para o conjunto dos extratos.

De forma geral, os resultados demonstram que o estresse oxidativo induzido por H20:
compromete significativamente a funcao mitocondrial, refletido pela reducdo do ntimero de
colonias em meio nao fermentativo. Esse efeito foi observado em ambas as cepas (BY4741 e
Ayapl), quando comparadas ao grupo controle, que apresentou elevado crescimento e,
portanto, atividade mitocondrial preservada em condi¢des basais (Figura 26 e 27). A
exposicao ao peroxido de hidrogénio levou a uma queda acentuada no crescimento celular,
indicando prejuizo funcional das mitocondrias, sendo esse efeito mais pronunciado na cepa
BY4741.

Os extratos e fracdes avaliados apresentaram efeito protetor limitado nesse modelo,
sugerindo que, embora possuam atividade antioxidante em outros parametros, sua capacidade
de preservar a funcdo mitocondrial sob estresse severo ainda ¢ restrita. Resultados
semelhantes sdo descritos na literatura, onde agentes geradores de espécies reativas, como o
paraquat, induzem disfun¢do mitocondrial em S. cerevisiae, enquanto em células de
mamiferos a exposi¢ao ao H20: ou a radiagdo UV resulta em perda do potencial de membrana
mitocondrial, aumento de espécies reativas e redu¢do da proliferagdo celular (PERRONE;
TAN; DAWES, 2008; SCANDURRA et al., 2008).

Diante disso, os achados reforcam a necessidade de estudos adicionais voltados a
identificacdo dos compostos responsaveis pelos efeitos observados, especialmente na cepa
mutante dyapl, bem como a otimizagdo dos processos de extracdo e fracionamento com
solventes de diferentes polaridades, visando potencializar a prote¢do mitocondrial.

5.12. Analise da integridade e do potencial de membrana mitocondrial (ensaio

JC-1)

A avaliac¢do do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) por meio do ensaio com o
reagente JC-1 constitui uma abordagem amplamente empregada para investigar a integridade
funcional das mitocondrias, uma vez que esse parametro reflete diretamente a possibilidade de
geracdo de células-filhas garantida pela fosforilacdo oxidativa (producdo de ATP), pela
regulagdo das cascatas de apoptose e pela homeostase na producdo de ROS durante o
processo respiratorio celular (FERREIRA; CORDEIRO; COSTA, 2023; SCANDURRA et
al., 2008).

Em células com mitocondrias preservadas o JC-1 acumula-se na matriz mitocondrial
sob a forma de agregados, resultando na emissdao predominante de fluorescéncia vermelha; em

contrapartida, quando ocorre despolarizacdo da membrana mitocondrial, o reagente
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permanece disperso no citosol na sua forma monomérica, caracterizada pela fluorescéncia
verde (GOMES et al., 2005; FERREIRA; CORDEIRO; COSTA, 2023). Assim, a razao entre
as emissoes vermelha e verde ¢ utilizada como um indicador quantitativo confidvel da
funcionalidade mitocondrial relacionada a perda ou ganho do potencial de membrana.

Na cepa BY4741 (Figura 28) o controle, constituido por células mantidas
exclusivamente em meio de cultura YPD 2%, mostrou potencial de membrana semelhante as
células sob estresse oxidativo, evidenciando a manutengdo do potencial de membrana
mitocondrial mesmo em células sob estresse. A incubacdo com os diferentes extratos e
fragdes também ndo demonstrou mudangas no potencial de membrana; com exce¢ao de STC
Bruto, com diminuicdo do potencial de membrana, e STCaq que promoveu aumento deste
potencial. A cepa selvagem BY4741 (Figura 28) sob estresse apresentou maior
capacidade de preservar o A¥Ym, comportamento provavelmente associado a ativagao
eficiente de vias de defesas antioxidante endogenas. Em contraste, a cepa Ayap! (Figura 29)
demonstrou maior vulnerabilidade a perda do potencial mitocondrial apds estresse por
peroxido de hidrogénio, evidenciando sua limitagdo em sustentar respostas adaptativas
eficazes frente a este estresse € a consequente formagao de espécies reativas.

Na cepa mutante ¢ importante destacar os dois unicos resultados que demonstraram
recuperagdo do potencial de membrana ao nivel do ensaio controle, o extrato metandlico dos
cormos (CH30H) e o extrato bruto das folhas (STF Bruto). Todos os outros extratos e fracoes
foram estatisticamente iguais ao ensaio somente com peroxido de hidrogénio; ou
prejudicaram mais ainda o potencial de membrana (STC Bruto).

Com isso, € importante destacar que tanto o extrato metandlico dos cormos (CH30OH)
quanto o extrato bruto das folhas (STF Bruto) apresentaram resultados promissores durante os
ensaios, principalmente na cepa mutante (Ayapl). Na atividade antioxidante estes extratos
revelaram potencial bioldgico na avaliagdo quantitativa do ambiente redox intracelular
(Figura 23) e no teste para a geragdo de células-filhas (Figura 25). Além disso, garantiram
protecao mitocondrial (Figura 27) refletida também no aumento do potencial de membrana
(A¥m) (Figura 29).

Alguns pontos sdo relevantes nesse estudo, demonstrando que fragdes das folhas
obtidas com acetato de etila (STFA) e dos caules com acetato de etila (STCA) ou aquosa
(STCaq) ndo seriam promissoras para interferir positivamente no metabolismo antioxidante
endogeno da levedura; ao passo que os extratos dos cormos (CH30H e CH>Cl,) e o STF Bruto
foram predominantes atuando sobre este sistema. Nao obstante, outros extratos e fracdes

mostraram variabilidade nos resultados, principalmente na cepa controle (BY4741). Esta
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variabilidade ¢ dependente do ensaio e da resposta celular aquelas substancias que, por mais
que sejam naturais, sdo estranhas a este microrganismo eucaridtico (SOUZA; NAKAMURA;
LIMA, 2022; PEREIRA; ALMEIDA; NASCIMENTO, 2024).

Figura 28 - Ensaio da integridade e do potencial de membrana mitocondrial BY4741.

Determinacio do potencial de membrana mitocondrial em células da cepa BY4741 em metabolismo
respiratéorio submetidas a diferentes tratamentos com os extratos (50 mg/mL) por 2 horas e posterior
estresse oxidativo por 1 hora com H:0: (5,0 mM). Controle (células mantidas apenas em meio de cultura),
H:0: (células sob estresse oxidativo), extrato metanélico dos cormos (CH3sOH), extrato diclrometinico dos
cormos (CH:Cl:), extrato bruto dos caules (STC Bruto), extrato bruto das folhas (STF Bruto), extrato
aquoso dos caules (STCaq), extrato aquoso das folhas (STFaq), extrato com acetato de etila dos caules
(STCA) e extrato com acetato de etila das folhas (STFA). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (P < 0,05). Fonte: Autora (2026).

Figura 29 - Ensaio da integridade e do potencial de membrana mitocondrial Ayap1.

Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial em células da cepa Adyapl em
metabolismo respiratorio submetidas a diferentes tratamentos com os extratos (50 mg/mL) por 2
horas e posterior estresse oxidativo por 1 hora com H:0: (5,0 mM). Controle (células mantidas
apenas em meio de cultura), H:O: (células sob estresse oxidativo), extrato metanélico dos cormos
(CH30H), extrato diclrometinico dos cormos (CH:Cl,), extrato bruto dos caules (STC Bruto),
extrato bruto das folhas (STF Bruto), extrato aquoso dos caules (STCaq), extrato aquoso das
folhas (STFaq), extrato com acetato de etila dos caules (STCA) e extrato com acetato de etila das
folhas (STFA). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos (P < 0,05). Fonte: Autora (2026).

Geralmente, respostas intracelulares estdo associadas a um fendmeno denominado
hormese, que se caracteriza pela ativagdo de mecanismos adaptativos induzidos por baixas
concentragdes de agentes externos bioativos, resultando em maior resisténcia ao estresse
oxidativo, ou até a manuten¢do da resposta intracelular sem maiores variagdes. Esse efeito
tem sido amplamente descrito em modelos de levedura expostos a polifendis, nos quais
flavonoides e acidos fendlicos modulam positivamente a resposta antioxidante celular
(CALABRESE; BALDWIN, 2003; GOMES et al., 2019). Resultados convergentes foram

relatados em outro estudo ao avaliarem extratos ricos em flavonas em cepas selvagens de S.
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cerevisiae (PEREIRA et al., 2024).

Diversos trabalhos pontuam que extratos vegetais ricos em uma gama de metabolitos
secundarios sao capazes de preservar o crescimento de cepas de S. cerevisiae, associando esse
efeito a neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio e a protecao de estruturas celulares
essenciais (COSTA et al., 2021; SOUZA; NAKAMURA; LIMA, 2022). Isto foi corroborado
em nosso estudo, onde a preservacao do crescimento celular da BY4741 também indicou que
os extratos foram antioxidantes no ensaio com a diclorofluoresceina. Embora compostos
fendlicos e outras substancias presentes nos extratos e fragdes possam apresentar
comportamento dual antioxidante ou pré-oxidante, a depender da concentragdo e do contexto
celular os resultados sugerem que, na linhagem selvagem, predominou o efeito antioxidante
protetor (Figuras 20 e 22), compativel com a robustez do sistema antioxidante endogeno dessa
levedura.

Em contraste, a andlise dos resultados obtidos para a cepa Ayapl evidencia
sensibilidade significativamente maior aos tratamentos, refletindo a auséncia da principal via
classica de resposta ao estresse oxidativo. A delecio do gene YAPI comprometeu
substancialmente a capacidade adaptativa celular, tornando essa linhagem um modelo
consolidado para a investigacdo de mecanismos antioxidantes alternativos (KUGE et al.,
2001; MORADAS-FERREIRA; COSTA, 2000). No entanto, a luz desses resultados ocorreu
uma acao mimética de alguns dos extratos, substituindo de certa forma a auséncia do sistema
antioxidante relacionado ao fator de transcricdo Yaplp. De forma geral, estudos apontam que
na auséncia de Yaplp alteracdes discretas no estado redox celular podem desencadear
respostas amplificadas (MORADAS-FERREIRA et al., 1996; COSTA; AMARAL;
MORADAS-FERREIRA, 2007; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Os efeitos citoprotetores dos extratos dos cormos e dos extratos brutos verificados na
cepa dyapl sugerem que os compostos presentes nestes extratos foram capazes de atuar de
maneira independente da via regulada por Yaplp, possivelmente por meio da neutralizagao
direta de espécies reativas de oxigénio ou da ativagdo de rotas antioxidantes alternativas.
Flavonas e flavonoides C-glicosilados, como vitexina e isovitexina, sdo descritos como
moduladores eficazes do estresse oxidativo em cepas Ayapl, promovendo reducdo dos niveis
intracelulares de ROS e aumento da sobrevivéncia celular (HEIM; TAGLIAFERRO;
BOBILYA, 2002; CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; ZHANG et al., 2016; XU et
al., 2019). Estudos conduzidos por Costa et al. (2021) e Pereira et al. (2024) relataram efeitos
semelhantes ao avaliarem extratos vegetais ricos em polifendis em cepas Adyap!, atribuindo a

citoprotecdo observada tanto a a¢do antioxidante direta dos metabolitos secundarios quanto a
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possivel indugdo de vias associadas ao metabolismo da glutationa e a resposta mitocondrial ao
estresse oxidativo.

Em conjunto, a analise comparativa entre as cepas BY4741 e Ayapl demonstra que os
extratos avaliados apresentam perfil bioldgico seguro em células com sistema antioxidante
funcional e, adicionalmente, capacidade de exercer efeitos citoprotetores mesmo em um
contexto de deficiéncia da via cléssica de defesa antioxidante.

6. CONCLUSOES

As analises por cromatografia de camada delgada (CCD), associadas a visualizacao
em luz ultravioleta e a revelagdo quimica, mostraram-se adequadas para a triagem fitoquimica
inicial dos extratos e fragcdes obtidos de folhas, caules e cormos de Xanthosoma sagittifolium.
Observou-se variagdo qualitativa evidente entre as diferentes partes vegetais, sendo que o
sistema eluente BAW 8:1:1 apresentou melhor eficiéncia de separagdo, especialmente para
metabolitos de natureza polar e semipolar. As fragdes provenientes das folhas destacaram-se
pela maior diversidade e intensidade de bandas cromatograficas, indicando maior riqueza em
classes de compostos bioativos com potencial antioxidante.

A caracterizacdo estrutural preliminar por ressonancia magnética nuclear dos extratos
obtidos com metanol e diclorometano confirmou a presenga de compostos fenolicos,
flavonoides, estruturas aromaticas conjugadas, grupos carbonilicos e sinais compativeis com
metabolitos triterpénicos e esteroidais. O extrato metandlico apresentou um perfil mais
complexo e rico em compostos oxigenados, o que € coerente com seu maior potencial
antioxidante, enquanto o extrato diclorometanico evidenciou constituintes menos polares,
contribuindo para a compreensao da diversidade quimica da espécie.

A analise por CLAE-DAD possibilitou a identificacio mais precisa dos principais
constituintes fenolicos, confirmando a presenca de flavonas e flavonoides C-glicosilados.
Esses resultados corroboraram os dados obtidos por CCD e forneceram subsidios importantes
para a correlacdo entre a composi¢do quimica dos extratos e os efeitos biologicos observados
nos ensaios celulares. As andlises espectrofotométricas evidenciaram teores expressivos de
compostos fenolicos totais e flavonoides, especialmente nas fragdes provenientes das folhas.
A presenca de acidos fenolicos, com destaque para derivados do 4cido galico, contribuiu de
forma relevante para a capacidade antioxidante global dos extratos. Além disso, flavonas
relacionadas a apigenina, bem como flavonoides como vitexina, isovitexina e orientina, foram
associadas & modulacdo do estresse oxidativo e a protecdo celular. A comparagdo entre os

perfis cromatograficos reforcou as diferengas quimicas entre as partes vegetais e entre 0s
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métodos de extracdo empregados.Os resultados obtidos demonstram, de forma integrada, que
os extratos de Xanthosoma sagittifolium apresentam seguranga bioldgica e relevante potencial
antioxidante em modelo celular eucariotico. No ensaio de toxicidade por inibicdo do
crescimento, verificou-se que, na concentracao de 50 mg/mL, os extratos de folhas, caules e
cormos nao exibiram citotoxicidade significativa na cepa Saccharomyces cerevisiaec BY4741,
uma vez que as curvas de crescimento mantiveram padrao semelhante ao controlo negativo. A
validacdo metodologica foi confirmada pelo controlo positivo com peroxido de hidrogénio,
que promoveu inibicdo proliferativa imediata. Apenas o extrato metandlico dos cormos
apresentou discreta variagdo no crescimento, sem relevancia bioldgica expressiva. Esses
achados indicam que os extratos podem ser utilizados com seguranga em ensaios
subsequentes.

No ensaio de oxidagao intracelular, observou-se que a actividade antioxidante variou
conforme o método de extragdo, a polaridade dos solventes e a integridade das vias celulares
de defesa. Na cepa BY4741, funcional na via regulada por Yaplp, diversos extratos
especialmente os provenientes dos cormos e extratos brutos das partes aéreas reduziram
significativamente a fluorescéncia apds indu¢do com H:0-, indicando diminui¢do do aciimulo
de espécies reativas de oxigénio. Na cepa mutante Ayapl, caracterizada por deficiéncia na
principal via antioxidante, destacaram-se os extratos dos cormos e o extrato bruto das folhas,
capazes de reduzir a oxidagdo mesmo na auséncia da regulagdo dependente de Yaplp,
evidenciando acg¢ao antioxidante directa.

Os ensaios de viabilidade celular confirmaram o efeito citoprotetor frente ao estresse
oxidativo. Enquanto a cepa selvagem apresentou recuperacao ampla da viabilidade apds
tratamento com a maioria dos extratos, a cepa Ayapl demonstrou resposta seletiva, sendo
novamente mais eficazes os extratos dos cormos e o extrato bruto das folhas. Esses resultados
sugerem que o efeito observado ndo se limita a uma agdo antioxidante direta, mas envolve
também a modulacao de mecanismos celulares de defesa ao estresse oxidativo, possivelmente
associados a ativagao de vias de resposta antioxidante. Assim, a eficacia dos extratos depende
tanto da sua composicao fitoquimica, incluindo compostos fendlicos e terpenoides, quanto do
contexto genético celular.

Na andlise da funcao mitocondrial, verificaram-se respostas distintas entre as cepas.
Embora a cepa BY4741 ndo tenha apresentado recuperagdo expressiva da actividade
respiratoria em meio ndo fermentativo, a cepa Ayapl mostrou recuperagdo parcial ou total
apos tratamento com extratos especificos, indicando capacidade de suprir deficiéncias redox.

O ensaio de potencial de membrana mitocondrial (JC-1) corroborou esses achados,
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demonstrando que determinados extratos restauraram o A¥Ym na cepa mutante, mesmo sob
estresse oxidativo.

A utilizacdo da cepa Adyapl revelou-se essencial para evidenciar o potencial
antioxidante independente da via classica regulada por Yaplp, permitindo identificar extratos
capazes de compensar funcionalmente a deficiéncia genética. Em conjunto, os resultados
confirmam que Xanthosoma sagittifolium constitui fonte promissora de compostos
antioxidantes naturais, com potencial aplicacdo biotecnoldgica e nutrac€utica, merecendo
investigacoes futuras para isolamento e caracterizagdo dos metabodlitos bioactivos
responsaveis pelos efeitos observados.
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