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RESUMO

A busca por compostos bioativos de origem natural tem impulsionado a
pesquisa por fontes promissoras, como o capim-elefante [Cenchrus purpureus
(Schumach.) Morrone], especificamente o gendétipo T_44.1, que se destaca pelo seu
alto teor de antocianinas. Este estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a
citotoxicidade e as atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral do extrato
de capim-elefante, bem como sua bioacessibilidade apods digestdo simulada. Os
extratos foram obtidos por extracdo aquosa e hidroalcodlica (etanol:agua, 70:30
v/v), seguidas de rotaevaporagcdao a 30°C e 40°C, e posterior liofilizagdo. A
cianidina-3-glicosideo foi identificada e quantificada por UPLC-MS/MS. A
citotoxicidade foi avaliada em células (WI-38) e em macrofagos (RAW 264.7) por
meio do ensaio de viabilidade celular (MTT). As atividades antioxidante e
antitumoral (em células MCF-7) também foram investigadas, assim como a
capacidade anti-inflamatoria em macrofagos. No ensaio MTT, o extrato apresentou
viabilidade celular = 70% nas linhagens WI-38 e RAW 264.7 até a concentragao de
1000 ug/mL in vitro, indicando potencial segurangca. Os extratos apresentaram
atividade antioxidante nos ensaios realizados, com inibicdo de 50% dos radicais
livres e da peroxidacgao lipidica em doses < 17,330 pg/mL e < 11,170 pg/mL nos
ensaios DPPH e B-caroteno/acido linoleico, respectivamente, com manutencao
significativa da atividade ap6s a digestao in vitro, indicando alta bioacessibilidade
da sua bioatividade (>70 %). Na avaliagao da atividade anti-inflamatéria, observou-
se uma reducao dose-dependente dos niveis de TNF-q, IL-13 e IL-6 em macrofagos
estimulados com LPS, com reducgdes entre 60 e 80%. Em células tumorais de mama
(MCF-7), a atividade antitumoral foi considerada de baixa, devido a elevada
concentragdo necessaria para provocar citotoxicidade (ICs, 1.908,33 + 135,06
Mg/mL), quando comparada aos dados da literatura. Os resultados sugerem que os
extratos de capim-elefante possuem propriedades funcionais significativas,
evidenciando potencial para desenvolvimento como fitoterapico. No entanto,
estudos adicionais sao necessarios para elucidar seus mecanismos de agao e

avaliar sua eficacia in vivo.



Palavras-chave: Compostos bioativos. Flavonoides. Efeitos biolégicos. Estresse

oxidativo. Citocinas.



ABSTRACT

The search for bioactive compounds of natural origin has driven research into
promising sources, such as elephant grass [Cenchrus purpureus (Schumach.)
Morrone], particularly the elite genotype T_44.1, which stands out for its high
anthocyanin content. This study aimed to evaluate in vitro, the cytotoxicity and the
antioxidant, anti-inflammatory, and antitumor activities of its extract, as well as its
bioaccessibility after simulated digestion. The extracts were prepared by aqueous
and hydroalcoholic extraction (ethanol:water, 70:30 v/v), followed by rotary
evaporation at 30 °C and 40 °C, and subsequent lyophilization. Cyanidin-3-glucoside
was identified and quantified by UPLC-MS/MS. Cytotoxicity was assessed in WI-38
fibroblasts and RAW 264.7 macrophages using the MTT cell viability assay.
Antioxidant and antitumor activities (in MCF-7 breast cancer cells) were also
investigated, along with the anti-inflammatory capacity in macrophages. In the MTT
assay, the extract demonstrated cell viability = 70% in WI-38 and RAW 264.7 cell
lines up to a concentration of 1000 ug/mL in vitro, indicating potential safety. The
extracts exhibited antioxidant activity in the performed assays, achieving 50%
inhibition of free radicals and lipid peroxidation at doses < 17.330 pg/mL and <
11.170 pg/mL in the DPPH and B-carotene/linoleic acid assays, respectively. A
significant maintenance of activity was observed after in vitro digestion, indicating
high bioaccessibility of its bioactivity (>70%). Regarding anti-inflammatory activity, a
dose-dependent reduction in TNF-qa, IL-13, and IL-6 levels was observed in LPS-
stimulated macrophages, with decreases ranging from 60% to 80%. In breast cancer
cells (MCF-7), the antitumor activity was considered low to moderate, due to the high
concentration required to induce cytotoxicity (ICso = 1,908.33 + 135.06 pg/mL), when
compared with data reported in the literature. The results suggest that elephant
grass extracts possess significant functional properties, highlighting their potential
for development as phytotherapeutic agents. However, further studies are necessary

to elucidate their mechanisms of action and to evaluate their in vivo efficacy.

Keywords: Bioactive compounds. Flavonoids. Biological effects. Oxidative stress.

Cytokines.
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1. INTRODUGAO

As plantas sao utilizadas nao apenas para a alimentagdao, mas também na
forma de infusos ou decocgdes desde o inicio da humanidade. Ao longo do tempo,
diversos compostos de origem vegetal demonstraram propriedades bioativas de
grande relevancia para a farmacologia, sendo empregados tanto em praticas
tradicionais quanto como alternativa no tratamento e/ou prevencdo de doengas.
Diante dos potenciais beneficios atribuidos a esses compostos, que sdo metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas, o interesse por substancias bioativas de
origem vegetal tem crescido significativamente nos ultimos anos (CHE; ZHANG,
2019).

Esse interesse crescente reflete uma tendéncia global da valorizagdo de
formulagbes mais naturais e livres de aditivos sintéticos, voltadas a promocgao da
saude preventiva e a reducao do risco de efeitos adversos. Em 2023, o mercado
global de fitoterapicos foi estimado em US$ 70,57 bilhdes, com projegcdo de atingir
US$ 328,72 bilhdes até 2030, a uma taxa de crescimento anual de 20,91 (GRAND
VIEW RESEARCH, 2023). Este cenario reflete o ressurgimento do interesse do
publico por terapias naturais e produtos de saude a base de plantas. Estima-se,
ainda, que grande parte da populagdo mundial continue a recorrer a tratamentos
botanicos, seja como parte da medicina tradicional ou como pratica complementar.
Esse movimento ndo apenas reforga a importancia cultural e econémica dos
fitoterapicos, como também tem estimulado uma crescente consciéncia cientifica
voltada a investigagdo dos constituintes farmacologicamente ativos das plantas
medicinais (CHE; ZHANG, 2019).

A despeito da sua importancia, a pesquisa com extratos vegetais apresenta
desafios devido a complexidade de sua matriz. Por outro lado, essa complexidade
pode favorecer uma agao sinérgica entre os compostos presentes no extrato, o que
potencialmente contribui para uma maior eficacia em comparagdo aos compostos
isolados (DZOBO, 2022). Dentre esses compostos bioativos, destacam-se as
antocianinas, pertencentes ao grupo dos flavonoides. Esses pigmentos naturais,

amplamente distribuidos no reino vegetal, sdo responsaveis pelas cores vermelha,
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laranja e azul-violeta, em diversas flores, folhas e frutos, e reconhecidos em grande
parte pelas agdes antioxidantes, anti-inflamatéria e antitumoral (SHI; CHEN; CHEN,
2021; FALLAH; SARMAST; JAFARI, 2020). Essas moléculas estdo associadas a
prevengdo de doencgas crénicas ndo transmissiveis (DCNTs) como as doengas
cardiovasculares e o cancer, especialmente cancer colorretal e de mama (AYVAZ
et al., 2022; BORTOLINI, et al., 2022; CHEN et al., 2021; FRAGA et al., 2019).

Ademais, o estresse oxidativo tem sido amplamente associado a
fisiopatologia de doencas cronicas de origem metabdlica, como diabetes mellitus,
obesidade, cancer e desordens cardiovasculares. Este processo resulta do
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a
capacidade antioxidante do organismo, levando a danos celulares e disfungdes em
diferentes sistemas. Além disso, ha uma estreita relagao entre o estresse oxidativo
e a inflamacgao visto que ambos compartiiham vias moleculares comuns e se
retroalimentam, intensificando a progressdo dessas doengas. A compreensao
desses mecanismos integrados tem impulsionado pesquisas que buscam
estratégias terapéuticas capazes de modular esses processos, visando a prevengao
e ao controle de patologias crénicas e complexas (AN et al., 2023; RANI et al., 2016;
ROTARIU et al., 2022; WANG et al., 2021). Desta forma, faz-se relevante a busca

por descoberta de produtos com efeito preventivo e/ou terapéutico.

As antocianinas podem ser encontradas ndao apenas em frutas e vegetais
consumidos pelo ser humano, mas também em plantas utilizadas como forragem,
como o capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone] de coloragéo
arroxeada, uma planta forrageira de alto valor nutritivo, amplamente utilizada como
alimento para animais e para a produgao de bioenergia (PEREIRA et al., 2021). A
espécie destaca-se pela tolerancia a fatores bidticos e abidticos, rapido
crescimento, elevada adaptabilidade a diferentes tipos de solo, e sobretudo pela
alta produtividade de biomassa, podendo ultrapassar 250 Mg ha' ano™', o que o
torna uma cultura versatil para diversas aplicagdes (FAYOS-FEBRER et al., 2023;
GARCIA-MONTERQO et al., 2021; PEREIRA; LEDO; MACHADO, 2017; OJO et al.,
2022; YAN et al., 2020). Além disso, as suas folhas contém cerca de 2,25 mg/100
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g de antocianinas, uma quantidade de duas a quatro vezes superior a encontrada
nas cascas de uvas e em alguns chas (GARCIA-MONTERO et al., 2021; YAN et al.,
2020).

Considerando que o capim-elefante ndo é tradicionalmente consumido pelo
ser humano e que o objetivo a longo prazo é seu desenvolvimento como fitoterapico,
torna-se fundamental avaliar sua segurancga, especialmente por meio de ensaios de
citotoxicidade. A presenca de antocianinas em sua composigcao desperta interesse
por suas propriedades bioativas, como a acido antioxidante, anti-inflamatéria e
antitumoral, ja descritas na literatura como promissoras na prevencgao e controle de
doencas cronicas nao transmissiveis (ALMADALLI et al., 2024; CHEN et al., 2020b;
ALAM et al., 2021).

Diante deste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar, in vitro,
a citotoxicidade, e as atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral de
extratos de capim-elefante roxo com alto teor de antocianinas. A proposta visa
elucidar as principais atividades bioldgicas desses extratos, definir concentragdes
seguras para seu uso e contribuir para a valorizagdo dessa biomassa como um
recurso natural viavel na prevengcao e/ou tratamento de doencas crbnicas. A
relevancia desta investigacdo reside na demanda crescente por alternativas
terapéuticas eficazes e seguras para seres humanos, que possam complementar

as abordagens convencionais e promover melhorias na qualidade de vida.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Metabolismo vegetal das antocianinas

As antocianinas podem ser encontradas na forma glicosilada, ou seja, ligadas
a um ou mais agucares, o que confere maior estabilidade em meio aquoso e facilita
seu transporte e armazenamento nas plantas, ou na forma aglicona, conhecida
como antocianidina, corresponde ao nucleo flavilico sem agucares, sendo mais
instavel e reativa. A glicosilagao influencia propriedades como solubilidade,
estabilidade, coloracéo e biodisponibilidade (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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Existem mais de 700 tipos de antocianinas na natureza, sendo a maioria
encontrada na forma glicosilada, como a cianidina-3-glicosideo, que representa
cerca de 50% do total. As antocianidinas, que correspondem as formas agliconas
das antocianinas, incluem as principais moléculas cianidina, delfinidina,
pelargonidina, peonidina, petunidina e malvidina (Figura 1). Essas seis substancias
representam aproximadamente 95% de todas as antocianinas encontradas em
plantas. (AYVAZ et al., 2022; KHOO et al., 2017; MATTIOLI et al., 2020).

Ry
- _OH
HO

R
Ry R
8 4 Pelargonidin H H
OH Cyanidin OH H
Peonidin OCH; H
Delphinidin OH OH

Malvidin OCH; OCHs

Petunidin OH OCH3
Figura 1. Estruturas quimicas das antocianidinas: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina,

malvidina e petunidina.
Fonte: MARQUEZ-RODRIGUEZ (2018)

As antocianinas sao polifendis glicosilados hidrossoluveis, localizados
principalmente nos vacuolos das células vegetais (LIU, Y. et al., 2018; LU et al.,
2024; MATTIOLI et al., 2020). Na planta, esses metabdlitos secundarios exercem
fungdes relevantes, como a atragao de polinizadores e a proteg¢ao contra estresses
bidticos e abidticos (CAPELLINI et al., 2021; LU et al., 2024). A biossintese das
antocianinas ocorre na superficie citoplasmatica do reticulo endoplasmatico, a partir
da via do fenilpropanoide, que envolve diversas enzimas e genes responsaveis pela
conversao de moléculas precursoras em compostos finais pigmentados. Embora o

carboidrato ligado a antocianina nao possua cromoforo, ele influencia a coloragao
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ao estabilizar a molécula, modificar seu ambiente quimico e facilitar interagdes que
intensificam ou mantém a cor. Dessa forma, a forma glicosilada é mais estavel e

apresenta coloragdo mais intensa e visivel do que a antocianidina (DAl et al., 2022).

A rota tem inicio com a conversao da fenilalanina em acido cinamico pela
fenilalanina amoénia-liase (PAL), seguida da transformacédo deste em acido 4-
cumarico por meio da cinamato-4-hidroxilase (C4H) (Figura 2). O acido 4-cumarico
€ entdo ativado pela 4-coumaroil-CoA ligase (4CL), formando o 4-coumaroil-CoA,
que se condensa com malonil-CoA na presenca da chalcona sintase (CHS),
gerando a naringenina chalcona. Esta, por sua vez, é convertida em naringenina
pela chalcona isomerase (CHI). A naringenina pode ser transformada em
diidrokaempferol pela flavanona 3-hidroxilase (F3H) ou em dihidroquercetina com a
adicdo de uma hidroxila pelo flavonoide 3'-hidroxilase (F3'H) (CAPELLINI et al.,
2021).

Os diidroflavonois formados s&o entdo reduzidos a leucoantocianidinas pela
agao da diidroflavonol 4-redutase (DFR), enzima cuja especificidade influencia
diretamente o perfli de antocianinas produzidas. Na sequéncia, as
leucoantocianidinas sdo oxidadas em antocianidinas, moléculas pigmentadas e
instaveis, pela antocianidina sintase (ANS). Para garantir estabilidade, solubilidade
e acumulo celular, as antocianidinas passam por um processo de glicosilagao
catalisado pela UDP-glicosil-transferase 75C1 (UGT75C1 ou UFGT), etapa

essencial para a formagao das antocianinas estaveis (LU et al., 2024).

Uma vez sintetizadas, as antocianinas sao transportadas para o vacuolo,
onde se acumulam. Esse transporte ocorre via mecanismos mediados por
transportadores especificos, como o ABC AtABCC2, dependente de glutationa
(GSH). Nesse processo, as glutationa S-transferases (GSTs) desempenham papel
fundamental, atuando como proteinas auxiliares que facilitam o co-transporte das
antocianinas do citosol para os vacuolos (MATTIOLI et al., 2020). Este conjunto de
reagcdes ndo apenas garante a pigmentagao de tecidos vegetais, mas também esta

intimamente relacionado a adaptacao da planta ao ambiente.
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~ PAL C4H
Phenylalanine —— Cinnamate — 4-coumarate

acL |
4-coumaroyl-CoA + 3 X Malonyl-CoA
cHs |
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F3H |
Dihydrokaempferol (DHK)
F¥’H__— | —_F3'5H
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omT | | uFeT UFGT

Pelargonidin-3-O-glucoside / \

Figura 2. Via de biossintese das antocianinas em plantas. PAL, fenilalanina amobnia-liase; C4H,

cinamato 4-hidroxilase; 4CL, 4-cumarato CoA ligase; CHS, chalcona sintase; CHI, isomerase de
chalcona; F3H, flavanona 3-hidroxilase; F3'H, flavonoide 3'-hidroxilase; F3'5'H, flavonoide 3',5'-
hidroxilase; FLS, flavonol sintase; DFR, diidroflavonol 4-redutase; ANS, antocianidina sintase; UFGT,

UDP-galactose: flavonoide 3-O-galactosiltransferase; OMT, O-metiltransferase.
Fonte: MA (2021)

2.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade dos sistemas antioxidantes
de neutraliza-las ou elimina-las. As principais EROs envolvidas nesse processo
incluem o radical hidroxila (OH-), o &nion superoxido (O,:7) e os peroxidos (0,%)
(SIES, 2021; TELEANU et al., 2022).

As EROs sao moléculas instaveis, altamente reativas, derivadas do oxigénio,
produzidas por diversos estimulos tanto enddgenas quanto exdgenas. Entre as

fontes exdgenas destacam-se a exposicao a radiagao ionizante, o uso de farmacos
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que geram EROs como mecanismo de agdo e o metabolismo de compostos
quimicos ambientais. Contudo, a principal origem dessas espécies reativas é

endogena, associada a processos metabolicos das células (TELEANU et al., 2022).

Cerca de 90 % das EROs séo geradas durante o metabolismo celular do
oxigénio, especialmente nas mitocondrias (NOLFI-DONEGAN; BRAGANZA;
SHIVA, 2020). Por possuirem elétrons desemparelhados, essas moléculas
apresentam alta reatividade, o que lhes permite interagir e danificar lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, comprometendo a integridade celular (TELEANU et
al., 2022).

Além disso, os radicais livres podem comprometer a membrana celular ao
induzir a peroxidacgao lipidica, processo que gera aldeidos altamente toxicos, como
0 4-hidroxi-nonenal (4-HNE) e o malondialdeido (MDA), os quais contribuem
significativamente para a disfuncdo estrutural e funcional das membranas. Esses
compostos podem alterar diretamente a conformacédo das proteinas em multiplos
niveis estruturais, incluindo a tridimensional, comprometendo sua funcéo bioldgica
e, em alguns casos, induzindo a formacao de agregados proteicos (TELEANU et
al., 2022; ZHANG et al., 2017).

A peroxidacao lipidica exerce ainda efeitos deletérios sobre o material
genético, pois aldeidos reativos como o HNE se unem por ligagdo covalente ao
DNA, comprometendo a estabilidade das bases nitrogenadas, interferindo nos
processos de replicacdo e transcricdo, e favorecendo mutagdes que contribuem
para a instabilidade gendmica. Além disso, os proprios radicais livres podem causar
quebras nas fitas de DNA e oxidar bases de guanina, mecanismos associados ao
desenvolvimento e progressao de diversas doengas cronicas (TELEANU et al.,
2022; ZHANG et al., 2017).

O estresse oxidativo pode levar ao desenvolvimento de doengas nao apenas
por danos diretos e modificagcbes em macromoléculas celulares, mas também pela
ruptura da sinalizagdo redox e do metabolismo. Neste contexto, moléculas como o
4-HNE, formadas durante a peroxidacao lipidica, atuam como mediadores

eletrofilicos, ligando-se a proteinas-chave envolvidas em vias de sinalizagao celular,
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como NF-kB, Nrf2, AKT e mTOR. Essa modulagdo desequilibrada interfere em
processos vitais, incluindo resposta inflamatéria, expressdo génica, proliferacao
celular e apoptose. Além disso, o estresse oxidativo compromete o metabolismo
mitocondrial, resultando em disfung&o energética e acumulo progressivo de danos,
contribuindo para o envelhecimento celular e o surgimento de doengas cronicas,
neurodegenerativas e metabdlicas (SIES, 2021; TELEANU et al., 2022; ZHANG et
al., 2017).

Diante de todos esses mecanismos, o estresse oxidativo esta associado ao
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, envelhecimento precoce,
cancer, doencgas cardiovasculares e metabdlicas, como o diabetes mellitus, entre
outras (NOLFI-DONEGAN; BRAGANZA; SHIVA, 2020; SIES, 2021; TELEANU et
al., 2022; ZHANG et al., 2017).

2.3 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sao compostos capazes de combater a oxidagdo ao
neutralizar os radicais livres e outras espécies reativas, inibir sua formagao ou
reparar os danos oxidativos ja causados. Eles desempenham papéis importantes
como agentes de defesa contra os radicais livres e outras espécies reativas,
protegendo células e tecidos do organismo contra os danos causados pelo estresse
oxidativo. Os antioxidantes podem combater radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (EROs) que sao produzidas tanto por processos fisiolégicos normais
quanto por fatores externos, como poluicdo ambiental, tabagismo, radiagdo, uso de

medicamentos e exposicao a agrotoxicos (GULCIN, 2025).

Além disso, os antioxidantes podem ser classificados como primarios,
quando atuam diretamente na neutralizagdo de radicais livres por meio da doacéao
de elétrons ou atomos de hidrogénio, o que leva a formagédo de compostos mais
estaveis; e como secundarios, quando atuam de forma indireta, inibindo formacéao
de radicais livres ou eliminando espécies reativas por mecanismos como a quelagao
de metais (ferro e cobre), a decomposicao de perdxidos ou absor¢ao de radiagéo
UV. Eles podem ser enddgenos como as enzimas superoxido dismutase (SOD),

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que fazem parte das defesas naturais
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do organismo ou exogenos, 0s quais podem ser obtidos pela alimentagcdo ou
suplementagcao (FORMAN; ZHANG et al., 2021; GULCIN, 2025; KOTHA et al.,
2022;).

Os antioxidantes provenientes da dieta, como vitaminas, minerais e
polifendis como os flavonoides sdo substancias que atuam no organismo apés a
ingestdo. Esses compostos ndo enzimaticos tém papel fundamental no reforgo das
defesas antioxidantes naturais do corpo, contribuindo para manter o equilibrio redox

celular, contra o estresse oxidativo (KHOTA et al., 2022).

As defesas antioxidantes enddgenas do organismo, embora fundamentais,
podem ser insuficientes para controlar completamente o estresse oxidativo, pois
este resulta de um desequilibrio entre oxidantes e as defesas do corpo. A ingestao
de antioxidantes exdgenos, obtidos principalmente pela dieta, complementa as
defesas naturais do organismo, ajudando a mitigar os impactos prejudiciais dos
radicais livres (FORMAN; ZHANG et al., 2021; GULCIN, 2025; KOTHA et al., 2022).

2.4 Atividade anti-inflamatoéria

A inflamagédo é um mecanismo essencial de defesa do organismo, ativado
em resposta a agentes agressores como patégenos, substancias toxicas ou danos
celulares. Trata-se de um processo coordenado e altamente regulado que visa
remover o estimulo nocivo, reparar o tecido lesado e restaurar a homeostase
(FURMAN et al., 2019; HENDRAYANI et al., 2016).

A resposta inflamatoria inicia-se com o reconhecimento de padrbes
moleculares associados a patogenos (PAMPs) ou a danos celulares (DAMPSs) por
receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), ativando vias intracelulares
como NF-kB, MAPK e JAK-STAT, que regulam a producédo de citocinas pro-
inflamatadrias e o recrutamento de leucocitos (FURMAN et al., 2019; HENDRAYANI
et al., 2016).

Pode-se apresentar de forma aguda, com duracao curta e agao eficaz, ou
evoluir para um quadro crénico, caracterizado por uma inflamacgao persistente e de

baixo grau, impulsionada por fatores como disfungdo mitocondrial, obesidade
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visceral, dieta inflamatdria, sedentarismo, estresse, desequilibrio da microbiota
intestinal, envelhecimento celular e poluentes ambientais. Esse estado crdnico,
denominado inflamacéo sistémica cronica (SCI), esta associado a diversas doengas
nao transmissiveis, como diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas, autoimunes, canceres, doengas pulmonares, intestinais e
renais (FURMAN et al., 2019; HENDRAYANI et al., 2016).

Além disso, o envelhecimento esta fortemente ligado a esse fendbmeno, no
que se convencionou chamar de inflammaging, caracterizado por uma ativagao
imune continua que prejudica a fungcdo de multiplos érgaos (FURMAN et al., 2019;
HENDRAYANI et al., 2016).

As antocianinas, s&o moléculas capazes de promover a redugado de
marcadores inflamatoérios, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-
1 beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8), bem como ativar as
defesas antioxidantes endégenas e modular vias como do fator nuclear kappa B
(NF-kB) e receptores toll like (TLRs) (GONCALVES et al., 2021; KOZLOWSKA,;
DZIERZANOWSKI, 2021; MA et al., 2021).

2.5 Atividade antitumoral

O cancer é uma doenga complexa com diversas fases distintas e de origem
clonal, que se inicia geralmente com uma mutagdo em uma célula somatica normal,
promovendo uma vantagem proliferativa. Desta forma, ocorre a expansao clonal e
a progressao de alteragcdes genéticas e epigenéticas, o que leva a formacéo de
populagdes celulares heterogéneas e adaptadas, e torna o diagnostico e o
tratamento mais dificeis (TABASSUM; POLYAK, 2015; ZHANG et al., 2024).

Fatores genéticos, epigenéticos, ambientais e sistémicos, como inflamagao
crénica, dieta, obesidade, disbiose e envelhecimento, também exercem influéncia
critica nesse processo (INCA, 2022). Compostos naturais, como as antocianinas
tém demonstrado efeito positivo contra o cancer, através da inibicdo da proliferacao
celular, levando a apoptose, bem como na modulagao de vias de sinalizagao celular
(AMPK, PI3K/AKT/mTOR e JAK-STAT). Os seus efeitos antioxidante e anti-

inflamatorio sdo importantes nesse contexto, ja que sao fatores associados a origem
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do cancer. Estudos mostraram a eficacia das antocianinas contra tumores de mama,
célon, figado, pulmao e pancreas (ANWAR et al., 2016; BARS-CORTINA et al.,
2021; DU et al., 2023; RABELO et al., 2023; SOOQOD et al., 2024).

2.6 Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone

Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone é uma graminea pertencente a
subfamilia Panicoideae da familia Poaceae, popularmente conhecida como capim-
elefante (WESSAPAK et al., 2023). Trata-se de uma planta perene de metabolismo
C4, nativa da Africa Subsaariana, amplamente cultivada nas regides tropicais e
subtropicais da Asia, Africa e América, tanto como espécie forrageira quanto cultura
energética, pelo seu potencial de produgdo de biomassa (YAN et al., 2020;
WESSAPAK et al., 2023). Embora o nome cientifico atualmente aceito seja
[Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone], ainda € comum encontrar a sinonimia
Pennisetum purpureum Schumach. em artigos cientificos. A mudancga taxonémica
do capim-elefante, de Pennisetum purpureum (Schumach.) para [Cenchrus
purpureus (Schumach.) Morrone], foi proposta por Osvaldo Morrone, autor
nomenclatural da nova combinagdo, com base em evidéncias filogenéticas que
demonstraram que os géneros Pennisetum, Cenchrus e Odontelytrum formam um
grupo monofilético (Clado PCO). Estudos moleculares e morfoldgicos revelaram
que Pennisetum, como anteriormente definido, era parafilético, e que as distincoes
morfoldgicas entre os géneros eram inconsistentes. Assim, propds-se a unificagéo
sob o nome Cenchrus, que possui prioridade nomenclatural conforme o Cédigo
Internacional de Nomenclatura Boténica (CHEMISQUY et al., 2010).

Essa espécie destaca-se pelo rendimento elevado de biomassa, podendo
atingir até 250 Mg ha™' ano™' de biomassa verde, além da capacidade de suportar
cortes frequentes, altas temperaturas, déficit hidrico, baixa fertilidade do solo e
ataques de pragas e doencas (FAYOS-FEBRER et al., 2023; GARCIA-MONTERO
et al., 2021; OJO et al., 2022; SANCHEZ-GUERRA et al., 2024). Suas estruturas
vegetativas (colmos e folhas) sdo amplamente utilizadas na alimentagao animal
devido ao alto valor nutritivo, além de apresentarem aplicagdes na producio de
bioenergia (SANCHEZ-GUERRA et al., 2024; YAN et al., 2020).
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No germoplasma da espécie, destacam-se diferentes gendtipos que
apresentam coloragdo arroxeada intensa nas folhas, flores e colmos, podendo
atingir mais de 4 metros de altura. Esses gendtipos sao caracterizados por teores
elevados de antocianinas, compostos fendlicos responsaveis pela pigmentagéo e
associados a expanséo e expressdo de genes-chave na via biossintética desses
pigmentos (YAN et al., 2020).

O Brasil apresenta condi¢des climaticas favoraveis ao cultivo do capim-
elefante, além do conhecimento técnico-cientifico sobre a espécie. Neste contexto,
destaca-se o trabalho da Embrapa, que conserva a variabilidade genética da
espécie por meio do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante (BAGCE),
assegurando a preservagao de acessos com diferentes caracteristicas agronémicas
e possibilitando o desenvolvimento de novas cultivares com multiplos usos
(MACHADO et al., 2013).

Em extratos aquosos de brotagbes jovens de capim-elefante [Cenchrus
purpureus (Schumach.) Morrone] diversos compostos bioativos foram identificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, incluindo 3-O-rutinosideo (209,96 ug/10
g), acido elagico (3,03 ug/10 g), catequina (2,37 ug/10 g), rutina (2,10 ug/10 g) e
kaempferol (0,91 pg/10 g) (OJO et al., 2022). Estudos complementares envolvendo
analises genbmicas, transcriptdmicas e metabolémicas de folhas jovens da mesma
especie revelaram trés antocianidinas predominantes — malvidina, peonidina e
pelargonidina —, totalizando 2,25 mg de antocianinas por 100 g de tecido vegetal
(YAN et al., 2021). Além disso, derivados de cianidina também foram identificados
em folhas de capim-elefante (ZHOU et al., 2019), reforcando a diversidade de

compostos fendlicos presentes na espécie.

Além disso, em extratos hidroalcodlicos de plantas secas, observou-se
variacao nos teores de metabdlitos secundarios em fungao do ambiente de cultivo.
Plantas desenvolvidas em ambiente natural apresentaram as maiores
concentragdes, com 73,5 mg EAG/g MS de polifendis totais, 18,1 mg EQ/g MS de
flavonoides totais e 13,3 mg EC/g MS de taninos condensados (FATIM TRAORE et

al., 2024). Em extratos aquosos do caule dessa espécie, taninos (647,72 ug/mL) e
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o alcaloide lunamarina (250,00 pg/mL) foram os principais compostos identificados,
seguidos por menores concentragdes de flavonoides — catequina (23,76 ug/mL),
rutina (20,00 ug/mL), kaempferol (0,90 pg/mL) e antocianinas (0,54 pg/mL) — e
fendis totais (11,07 pg/mL) (BRANTLEY AKURU et al., 2015).

Além disso, em estudo in vivo com ratos Wistar machos, tanto os extratos
aquosos do caule quanto de novas brotagdes de [Cenchrus purpureus (Schumach.)
Morrone] promoveram redugao significativa dos niveis glicémicos em animais com
diabetes induzido (Brantley AKURU et al., 2015; OJO et al., 2022). O extrato
aquoso, na dose de 16,8 mg/kg, reduziu a glicemia dos ratos diabéticos em 77%,
em comparacdo a metformina, que promoveu reducdo de 80%. O tratamento
também atenuou o estresse oxidativo e a inflamacéo, diminuindo as concentracdes
de malondialdeido (MDA), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e fator nuclear kappa B (NF-kB), além de aumentar as atividades das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-transferase (GST) e glutationa reduzida (GSH) no figado e
pancreas. (OJO et al., 2022). Entretanto, estudos que investigam os efeitos
biolégicos de extratos hidroalcodlicos de [Cenchrus purpureus (Schumach.)
Morrone] ainda sdo escassos. Além disso, considerando que as antocianinas sao
compostos termossensiveis, observa-se que os trabalhos disponiveis na literatura
nao mencionam as condi¢cdes de temperatura utilizadas durante o processo de
rotaevaporacgéao, o que pode influenciar diretamente na estabilidade e no teor final

desses metabdlitos.

O presente estudo utiliza o genétipo melhorado T_44.1, desenvolvido pelo
programa de melhoramento genético da Embrapa, caracterizado pelo elevado teor
de antocianinas e alta produtividade. Essas caracteristicas tornam o material
vegetal promissor para investigagdes sobre compostos bioativos e seus efeitos
biologicos. A selecao do T_44.1 considerou sua intensa coloracdo arroxeada em
folhas, colmos e inflorescéncias, indicativa do alto conteudo de antocianinas, bem
como sua elevada produgao de biomassa. Essa abordagem representa um avango

em relagéo a estudos prévios, ao associar um genétipo otimizado a um processo de
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extragcao controlado, visando preservar e potencializar a atividade funcional das
antocianinas (PINTO NOGUEIRA et al., 2023) (Figuras 3.A e B).

A)

Figura 3 - (A) Capim-elefante verde (a esquerda) e roxo (a direita), cultivados na Embrapa Gado de
Leite, Juiz de Fora, Minas Gerais. (B) Capim-elefante roxo colhido, na mesma instituigéo.

Proprio autor (2025)

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Determinar a citotoxicidade e as atividades antioxidante, anti-inflamatoria e
antitumoral in vitro de extrato de Capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.)

Morrone] com alta concentragao de antocianinas.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar extratos hidroalcodlicos e aquosos de capim-elefante com alta
concentracao de antocianinas;

e Determinar o efeito de diferentes concentragdes do extrato de capim-elefante
na viabilidade celular;

e Determinar a capacidade antioxidante do extrato de capim-elefante;

e Determinar a atividade anti-inflamatéria do extrato de capim-elefante em
macréfagos RAW 264.7;
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e Determinar a atividade antitumoral do extrato de capim-elefante em célula
MCF-7;

e Identificar e quantificar a antocianina cianidina-3-glicosideo no extrato de
capim-elefante;

e Avaliar a bioacessibilidade da cianidina-3-glicosideo por meio de simulagao

in vitro da digestao gastrointestinal (protocolo INFOGEST).

4. METODOLOGIA
4.1 Selegao e preparo da biomassa vegetal

O capim-elefante roxo, gendtipo elite T_44.1, foi colhido aos 85 dias de
crescimento, durante o verao, no periodo da manha, na Embrapa Gado de Leite,
em Juiz de Fora, Minas Gerais, e as folhas frescas destinado ao processo de
extracao. As folhas foram cortadas, pesadas (25 g para cada extrato) e trituradas.
Em seguida, foram submersas em 500 mL da solugéo extratora: etanol:agua (70:30,
v/v), com o pH ajustado para 2,0 com HCl a 5 % nos extratos hidroalcodlicos, uma
vez que o meio acido favorece tanto a extracdo quanto a estabilidade deste
flavondide; e agua deionizada com pH igualmente ajustado para 2,0 com HCla 5 %
nos extratos aquosos. As amostras permaneceram em contato com os solventes
por 15 minutos, sem exposi¢céo a luz e vedadas com filme de parafina (Parafiim®)
(LOPES et al., 2025; PINTO NOGUEIRA, 2023). Os experimentos foram conduzidos

em um delineamento inteiramente ao acaso (DIC), com trés repeticdes.

Tabela 1. Extratos de Capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone]
obtidos por extragcédo hidroalcodlica (nas formas liquida, rotaevaporada a 30 °C ou
40 °C, e seca ap0s rotaevaporacao) e por extracdo aquosa (nas formas liquida e

seca).

Caédigo da amostra Descricao

EHLR30 Extrato hidroalcodlico liquido rotaevaporado a 30°C
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EHSR30 Extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 30°C
EHLR40 Extrato hidroalcodlico liquido rotaevaporado a 40°C
EHSR40 Extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40°C
EAL Extrato aquoso liquido
EAS Extrato aquoso seco

Posteriormente, os extratos foram filtrados utilizando gaze e filtro de
membrana e as etapas seguintes foram realizadas conforme a especificagdo de
cada extrato (Tabela 1). Em seguida, os extratos dos grupos EHL e EAL foram
aliquotados em frascos de penicilina @mbar de 10 mL, lacrados e armazenados a —
80 °C até o momento da analise. Os extratos do grupo EAS foram liofilizados,
acondicionados com nitrogénio gasoso para criagdo de um ambiente inerte e
armazenados a —80 °C. Os extratos dos grupos EHLR30, EHSR30, EHLR40 e
EHSR40 foram submetidos a rotaevaporacao, para remover o etanol presente, nas
temperaturas de 30 °C (por 50 minutos) e 40 °C (por 30 minutos), respectivamente.
ApoOs esse processo, os extratos EHLR30 e EHLR40 foram fracionados e
armazenados a —80 °C, enquanto os extratos EHSR30 e EHSR40 foram tratados

com nitrogénio gasoso, liofilizados e armazenados a —80 °C até a analise.

4.2 Identificagao e quantificagao de cianidina-3-glicosideo por UPLC-MS/MS
As analises foram conduzidas para todas as amostras no Laboratério de
Inovagdo em Nanobiotecnologia e Materiais Avangados para Pecuaria (LINMAP),

na Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, Minas Gerais.

O sistema analitico utilizado foi um Waters Acquity UPLC™ [|-Class acoplado
a um espectrdmetro de massa de triplo quadrupolo com fonte de ionizagdo por
electrospray (ESI) no modo positivo (XEVO-TQ-S micro, Waters). A coluna utilizada
foi ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um), operando a 40 °C, com

injecéo de 3 pL e fluxo de 0,3 mL/min, com tempo de retengado de 1,74 minutos.
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A fase mével consistiu em acido formico 1 % (fase A) e acetonitrila contendo
acido formico 1 % (fase B), com gradiente de eluicéo iniciando em 5 % da fase B,
aumentando linearmente até 60 % em 3 minutos e, em seguida, até 95 % em 3,01
minutos. Essa condi¢gao foi mantida até 3,5 minutos, retornando a 5 % aos 3,51
minutos e permanecendo até 4 minutos para reequilibrio da coluna. A identificagao
da cianidina-3-glicosideo (C3G) foi realizada com base no tempo de retengao (1,74
min), na comparagdo com o padrao comercial e na analise MS/MS, em que o ion
precursor [M + H]*+ de 448,8 Da sofreu dissociagao induzida por colisdo (CID) com
energia de 20V, gerando o ion quantificador de 287 Da, confirmando a identidade

do composto.

A curva de calibracao foi construida a partir de uma solucao estoque de C3G
(100 ppm) (Sigma-Aldrich, Cas N° PHL89616), preparada em agua acidificada com
HCl até pH 2,0, e diluida para obteng¢ao de uma solugao de trabalho (1 ppm). A partir
desta, foram preparadas solugdes com concentragdes entre 1 e 1000 ppb, utilizadas

para a construcado da curva analitica.

As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em 8 mL (2000 ug/mL) de
agua acidificada (pH 2,0 com HCI 5 %), sonicadas por 10 minutos e centrifugadas
a 14.000 rpm por 5 minutos. Devido a elevada concentragcdo de pigmentos, todas
as amostras foram diluidas 100 vezes antes da analise. A concentragao final da
cianidina-3-glicosideo foi calculada com base na correcdo da diluicdo. O
processamento e interpretacdo dos dados foram realizados utilizando o software

MassLynx (Waters).

4.3.1 Cultivo das células

As analises foram realizadas no laboratério de Imunologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais. As linhagens celulares cultivadas foram:
fibroblastos humanos derivados de pulmao (WI-38), macréfagos murinos (RAW
264.7) e célula tumoral de mama (MCF-7) (HAYFLICK; MOORHEAD,1961;
RASCHKE et al., 1978; SOULE et al. 1973).

As linhagens foram congeladas em meio composto por 95 % de soro fetal

bovino € 5 % de DMSO e criopreservadas sob nitrogénio liquido até o momento do
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cultivo. As células foram descongeladas e transferidas para tubos falcon (Kasvi)
contendo 3 mL de meio RPMI para a linhagem WI-38 e DMEM para a MCF-7 e a
RAW 264.7, suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 2 % de antibidtico
(penicilina - 10.000 U/mL e estreptomicina - 10 mg/mL) (Sigma-Aldrich, CAS N°
P4333) (ATCC). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm, 4°C durante
5 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de meio completo e transferido
para a garrafa com filtro e incubadas a 37 °C e 5 % de CO2 (FRESHNEY, 2016).

As células foram monitoradas a cada dois dias por microscopio 6ptico, sendo
realizadas as trocas de meio de cultura. As células foram monitoradas até atingirem

80 % de confluéncia para a realizagao dos ensaios.

4.3.2 Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)

As células foram semeadas em placas de 96 po¢os a uma densidade de 5 x
10* células por pogo e incubadas a 37 °C, em atmosfera umidificada com 5 % de
CO,, por 24 horas. Apos esse periodo, as células aderidas foram tratadas com 100
ML de dimetilsulféxido (DMSO) para o controle negativo, 150 uL de meio completo
para o controle positivo, 100 yL do extrato hidroalcodlico de capim-elefante
(EHRS30) em concentragbes variando de 8000 pg/mL a 31 pg/mL —
correspondendo a concentragdes finais nos pogos de 800 a 3,1 pg/mL — para os
tratamentos, e 100 yL de meio nao suplementado para o teste. As placas foram
entdo incubadas novamente a 37 °C e 5 % de CO,, por 24 horas (ISO 10993-5:2009;
RISS et al., 2013).

Posteriormente, os tratamentos foram removidos cuidadosamente de cada
poco e adicionados 100 pl de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) a 10 % em todos os pogos e incubados a 37 °C e 5 % de COz2
durante 3 horas. Apds esse periodo, o MTT foi retirado de todos os pogos, seguido
da adicao de 100 yL de DMSO, a fim de solubilizar os cristais de formazan. A
absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro (Espectra MAX 190, Molecular
Devices) a 595 nm. Para calcular a viabilidade foi utilizada a equacao abaixo: (ISO
10993-5:2009; RISS et al., 2013).
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100 x DO595a

. o1 0 =
Viabilidade (%) DO595CTe

Sendo, D.0.595a: valor da densidade O6ptica das amostras testadas e
D.0.595CTe: valor médio da densidade 6ptica do controle ndo tratado (ISO 10993-
5: 2009).

4.4 Método do sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

Foram pesados 2 mg de cada extrato liofilizado (EHRS30, EHR40 e EAS) e
do composto de referéncia (acido ascérbico), bem como 1 mg do radical DPPH,
utilizando balanga analitica, sem exposi¢éo a luz e com auxilio de espatula de vidro.
As amostras foram diluidas em 1 mL de metanol, homogeneizadas em vortex e
centrifugadas a 8000 rpm, a 4 °C, por 1 minuto, sendo mantidas em gelo até o uso.
Posteriormente, foi realizado o plagueamento em placas de 96 pogos. As amostras
foram submetidas a diluicbes seriadas para obtencdo de dez concentracgoes,
variando de 2000 a 31,96 ug/mL, com concentracao final nos pogos entre 500 e
0,97 pg/mL em metanol (BRAND-WILLIAMS et al.,1995).

A solucao de DPPH foi preparada imediatamente antes do uso, pela diluicdo
do composto em 50 mL de metanol em baldo volumétrico. Em cada pogo, foram
pipetados 150 uL da solugado de DPPH, exceto nos pogos de branco da amostra e
do controle. A placa foi entdo coberta com papel aluminio e incubada por 30
minutos, em ambiente fresco e protegido da luz. A leitura foi realizada no
comprimento de onda de 517 nm. Os resultados foram expressos em percentual de
inibicdo e nos respectivos valores de IC5, (BRAND-WILLIAMS et al.,1995).

A controle — A amostra

Inibicdo (%) = ( ) x 100

A controle

sendo, A controle a absorbancia do DPPH sem o extrato e o A amostra

Absorbancia da solugdo de DPPH com extrato ou composto de referéncia.

4.5 Atividade antioxidante pelo poder redutor do ferro (FRAP)
Para a anélise do poder redutor do ferro (ensaio FRAP), foram preparadas

previamente solucdes do extrato de capim-elefante e do composto de referéncia
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(acido ascérbico) nas concentragbes finais de 2000 a 125 pg/mL, em etanol.
Imediatamente antes do ensaio, a solugdo FRAP foi preparada na proporcao de
10:1:1, contendo tampé&o acetato, solugdo de TPTZ e solugdo de cloreto férrico
(FeCls). Em tubos de ensaio, foram adicionados 90 uL de cada concentragao do
extrato ou do acido ascorbico, 270 yL de agua destilada e 2700 yL da solugdo FRAP
(BENZIE; DEVAKI, 2017; BENZIE; STRAIN, 1996; MORAIS et al., 2013).

Para o branco do reagente FRAP, foram pipetados 360 uL de agua destilada
e 2700 yL da solucdo FRAP. Ja para os brancos da amostra e da substancia
referéncia, foram adicionados 270 yL da solugdo amostra/acido ascérbico a 810 L
de agua destilada. Todos os tubos foram homogeneizados em vortex, protegidos da
luz com papel aluminio e incubados em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Apos
o tempo de incubacgao, foi realizada a leitura espectrofotométrica em placa de 96
pogos, com pipetagem de 200 yL de cada solugdo nos respectivos pogos. A
absorbancia foi medida a 593 nm utilizando um leitor de microplacas (Varioskan).
Os resultados foram analisados quanto a linearidade e expressos em ymol AAE/g
de acido ascérbico (BENZIE; DEVAKI, 2017; BENZIE; STRAIN, 1996; MORAIS et
al., 2013).

4.6 Método do B-caroteno/acido linoleico

O ensaio visa analisar a capacidade de inibicdo da peroxidagao lipidica in
vitro, sendo realizado conforme Marco (1968), adaptado por Miller (1971) de acordo
com as necessidades da amostra. Foram preparadas as amostras e o Trolox
(composto de referéncia) nas concentragdes de 2000 a 62,5 pg/mL em etanol,
resultando em concentragdes finais nos pogos de 38,46 a 2,4 pg/mL. A solugéo
estoque de beta-caroteno foi preparada a 2 mg/mL em cloroférmio. Em seguida, foi
preparada a emulsao lipidica contendo 1000 pL da solugado estoque de beta-
caroteno, 25 uL de acido linoleico, 200 mg de tween 40 e 500 uL de cloroférmio.
Essa emulsao foi levada ao banho-maria a 40 °C sob o fluxo laminar durante 10
minutos para a evaporag¢ao do cloroférmio. Foram adicionados 50 mL de agua

deionizada oxigenada (bomba de oxigénio) e homogeneizado.



43

Para o plaqueamento foram utilizadas placas de 96 pogos. Foram pipetados
10 uL de amostra ou composto de referéncia e 250 yL da emulsdo. O mesmo foi
feito para o controle, porém usando o metanol. A placa foi imediatamente levada ao
leitor de microplacas Varioskan a 45°C durante 120 minutos com leituras a cada 15
minutos ao comprimento de onda a 470 nm. Todas as concentragdes foram testadas
em triplicata. Para a obtengdo dos resultados de porcentagem de inibicdo da

peroxidacgao lipidica, foi realizado o calculo a partir da férmula:

o (Aa — Ab)
%Imbl(;ao = m x 100

sendo,

Aa: absorbancia da amostra no tempo final

Ab: absorbancia do controle positivo no tempo final
Ac: absorbancia do controle negativo no tempo final

4.7 Analise das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a por kit ELISA

Para a analise de citocinas, as células RAW 264.7 foram semeadas em
placas de 96 pogos na concentracédo de 5,0 x 10* células por pogo e incubadas a
37 °C em atmosfera de 5 % de CO, por 24 horas. Apos esse periodo, o meio foi
removido e os pogos dos grupos controle positivo e tratamento foram estimulados
com lipopolissacarideo (LPS) na concentracdo de 1 ug/mL. Nos pogos do grupo
tratamento, também foram adicionados 50puL do extrato de capim-elefante
(EHRS30, EHRS40, EAS), nas concentragbes de 1000 a 50 pg/mL, seguido de

incubagao por mais 24 horas nas mesmas condigdes (37 °C, 5 % de CO,).

Apods o tempo de incubacao, o sobrenadante foi coletado e transferido para
microtubos estéreis de 1,5mL, sendo entdo centrifugado a 12.000 rpm por 5
minutos a 4°C e armazenado a —80°C. Para a dosagem das citocinas, os
sobrenadantes foram descongelados e as analises realizadas conforme o protocolo
do kit ELISA (ELISA Development kit Preprotech®). As leituras foram feitas no
comprimento de onda de 405 nm utilizando o leitor Varioskan (HSIEH; YANG, 2013;
OLSON; MILLER, 2004).
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4.8 Atividade antitumoral

Para a analise da atividade antitumoral, utilizou-se a linhagem celular MCF-
7 de adenocarcinoma mamario humano, cultivada conforme descrito no item 4.3.1.
A escolha dessa linhagem baseou-se em estudos prévios que demonstram o efeito
antitumoral de antocianinas sobre células de cancer de mama (CHEN et al., 2020a;
Rabelo et al., 2023). A viabilidade celular foi avaliada seguindo a metodologia

descrita no item 4.3.2.

49 Ensaio de bioacessibilidade - simulagdao in vitro da digestao
gastrointestinal INFOGEST 2.0

Para a analise do extrato de capim-elefante roxo, foram utilizadas as enzimas
pepsina e pancreatina, uma vez que o objetivo foi avaliar a digestibilidade dos
compostos bioativos. Além disso, a literatura indica que essa espécie nao apresenta
quantidades significativas de carboidratos (como o0 amido) ou lipideos (BRODKORB
et al., 2019; VIVERGRASS, 2025; QUEIROZ FILHO, 2001).

A determinacao da atividade enzimatica da pancreatina e da pepsina foram
realizadas conforme Minekus (2014). A atividade enzimatica da pancreatina suina
(Sigma-Aldrich, CAS n°® P7545) foi avaliada por meio da hidrélise do éster metilico
do (2S)-2-[(4-metilbenzenossulfonil)amino]-5-guanidinopentanoato (TAME). A
enzima foi testada em duas concentragdes (1 e 0,5 mg/mL em HCI 1 mM) e o
substrato TAME a 10 mM em agua deionizada. Os reagentes foram mantidos em

banho de gelo a 4 °C.

A reacéo foi realizada em cubetas de quartzo contendo 2,6 mL de tampao
Tris-HCI 0,046 M com CaCl, 0,0115 M (pH 8,1), 300 uL da solugédo de TAME e 100
ML da solucdo de pancreatina. O branco foi preparado substituindo-se a enzima por
100 pL de HCI 1 mM. As leituras da absorbéancia a 247 nm foram realizadas a cada

10 segundos, com intervalos de 30 segundos, durante um total de 10 minutos.

O procedimento foi repetido individualmente para cada concentragao, a fim

de evitar degradacdo da enzima. Ao final, os dados de densidade optica foram
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utilizados para gerar a curva de atividade, sendo a média final expressa em

unidades enzimaticas por miligrama (U/mg).

A atividade enzimatica da pepsina suina (Sigma-Aldrich Cas, N°. P7000) foi
determinada por meio da quantificagdo dos peptideos soluveis em &acido
tricloroacético (TCA) liberados apds a hidrolise da hemoglobina (Sigma-Aldrich,
CAS N° H2625). A enzima foi testada em duas concentragdes (5 a 30 uyg/mL em
HCI 10 mM), o substrato (Hemoglobina bovina) a 2 % (m/v), pH 2,0, em agua
deionizada e o acido tricloroacético (TCA) a 5 % em agua deionizada. Os reagentes

foram mantidos em banho de gelo a 4 °C.

Os microtubos contendo 500 uL do substrato, foram pré-incubados em
banho-maria a 37 °C por 3 minutos para equilibrar a temperatura. Em seguida, foram
adicionados 100 uL da solugdo de pepsina, que foi conduzida por exatos 10
minutos. A reacao foi interrompida com a adi¢cdo de 1.000 uL de TCA 5 %. Para os
brancos, a adicdo da pepsina foi realizada somente apds a adicdo do TCA. Apods a
incubacao, os tubos foram centrifugados a 6.000 x g por 30 minutos a 20 °C, e o
sobrenadante foi cuidadosamente transferido para novos microtubos. A
absorbancia do sobrenadante foi lida a 280 nm em espectrofotobmetro utilizando
cubetas de quartzo. A atividade enzimatica foi expressa em unidades de atividade

enzimatica (U/mg).

O protocolo de digestao in vitro foi realizado conforme BRODKORB (2019),
contemplando as fases oral, gastrica e intestinal (Figura 4). A primeira etapa foi o
preparo das solugdes fluidas oral (SFO) gastrica (SFG) e intestinal (SFI). Para a
SFO 1,25X foram adicionados 18,875 mL de cloreto de potassio 0,5 M, 4.625 uL de
fosfato monobasico 0,5 M, 8,5 mL de bicarbonato de sddio 1 M, 625 uL de cloreto
de magnésio anidro 0,15 M e 75 yL de carbonato de aménio a 0,5 M e feito o ajuste
de pH utilizando hidréxido de sédio NaOH 1 M até pH 7,0. Para o preparo da SFG
1,25X foram adicionados 8,625 mL de cloreto de sddio 0,5 M, 1.125 uL de fosfato
monobasico 0,5 M,15,625 mL de bicarbonato de sédio 1 M, 14,75 mL de cloreto de
sédio 2 M, 500 uL de cloreto de magnésio anidro 0,15 M e 625 uL de carbonato de
amoénio 0,5 M e feito o ajuste de pH a 3,0 utilizando HCI 1M. Para o preparo da SFI
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1,25X foram adicionados 8,5 mL de cloreto de sddio 0,5 M, 1.000 pyL de fosfato
monobasico 0,5 M,53,125 mL de bicarbonato de sédio 1 M, 12 mL de cloreto de
sodio 2 M, 1.375 pL de cloreto de magnésio anidro 0,15 M e feito o ajuste de pH a
7,0 utilizando NaOH 1 M. Em seguida a bile e as enzimas foram pesadas e mantidas

no gelo. Todas as etapas foram analisadas em duplicatas.

Para a fase oral, 5 mL da amostra (EHRS30, EHRS40 e EAS), a uma
concentracéo de 2000 pg/mL (reconstituida em agua deionizada), foram misturados
a4 mL de SFO 1,25x (37 °C), 25 uL de CacCl, (0,3 M) e 475 uL de agua deionizada,
totalizando 10 mL. A mistura foi incubada a 37 °C por 2 minutos sob agitacao
constante (100 rpm) em shaker. Os tubos referentes a fase oral foram
imediatamente congelados a —80 °C, enquanto os demais seguiram para as fases

subsequentes.

Na fase gastrica, foram adicionados 8,5 mL de SFG 1,25x as amostras
provenientes da fase oral, com o pH ajustado para 3,0 usando HCI 1 M. O volume
de acido utilizado foi subtraido posteriormente sobre o volume de agua deionizada
a ser adicionada (995 uL). Apds a correcao de volume com base no acido utilizado,
foram adicionados 5 pL de CaCl, (0,3 M) e 500 pyL de pepsina diluida em agua
deionizada. A incubacao foi realizada a 37 °C por 2 horas sob agitacdo constante
em shaker. Apos esse periodo de incubacdo, os tubos desta fase foram

imediatamente congelados no — 80 °C. E os demais seguiram para a fase final.

Na fase intestinal, o pH das amostras foi ajustado para 7,0 com NaOH 1 M,
seguido da adi¢ao de 8,5 mL de SFI 1,25x, 40 yL de CacCl, (0,3 M), 2,5 mL de bile
(10 mM) e 5 mL de pancreatina diluida em SF| A mistura foi incubada a 37 °C por 2
horas em shaker com agitagdo continua. Ao final, os tubos foram imediatamente

congelados no — 80 °C para posterior analise.
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Figura 4. Diagrama de fluxo do método de digestéo in vitro INFOGEST 2.0

Fonte: adaptado pela autora de BRODKORB et al. (2019)

4.10 Analise antioxidante pelo método de sequestro de radical livre (DPPH)
para avaliagao da bioacessibilidade

Os tubos do ensaio INFOGEST foram descongelados, centrifugados a 8.000
X g a 4 °C durante 15 minutos. Em seguida foi feito o ajuste do pH a 2.0 para maior
estabilidade das antocianinas e feitas aliquotas em microtubos de 2 mL,
armazenados no —80 °C até o momento da analise. Esse ensaio foi realizado para
amostras da fase gastrica e intestinal em triplicata em placa de 96 pogos em diluigao

seriada. O protocolo seguiu conforme o item 4.4.

4.11 Analise estatistica
A analise estatistica dos dados foi conduzida utilizando o software GraphPad
Prism 8 (versao 8.0) e os resultados sao apresentados como média + desvio padrao

de trés repetigdes. O nivel de significancia estatistica adotado foi de 5 % (p < 0,05).
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Para a comparacao entre dois grupos (EHRS30 e EAS), como na avaliagdo do
rendimento dos extratos, foi empregado o teste t de Student. Ja para as analises,
que envolvem mais de dois grupos, foi utilizada a Analise de Variédncia (ANOVA),
seguida por testes post-hoc para identificar as diferengas entre os grupos.
Especificamente, o teste de Dunnett foi aplicado nos ensaios de viabilidade celular
(MTT) e citotoxicidade, enquanto o teste de Tukey foi utilizado para as analises de
atividade antioxidante (DPPH, [B-caroteno/acido linoleico), anti-inflamatdria

(citocinas) e bioacessibilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extragcao e rendimento dos compostos bioativos do capim-elefante

Com base na massa utilizada para a extragdo e na massa obtida apds a
liofilizagdo dos extratos hidroalcodlicos e aquosos, foram calculados os valores de
massa final e seus respectivos rendimentos sobre as folhas frescas. O extrato
hidroalcodlico de capim-elefante apresentou massa de 6,19 + 0,311 g com um
rendimento de 24,76 + 1,24 %, enquanto o extrato aquoso obteve um rendimento
significativamente menor (p < 0,05), conforme o teste t de Student. Diante das
caracteristicas das solugdes extratoras e dos seus respectivos mecanismos de
extracdo, observa-se um impacto direto no rendimento, sendo que a solugao aquosa
acida apresentou rendimento inferior a solugao hidroalcodlica acida na proporgao
de 70:30 (etanol:agua) (Tabela 2).

Tabela 2. Rendimento dos extratos hidroalcodlico e aquoso de capim-elefante
[Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone]. Os valores representam a média +
desvio padrdo. As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste t de
Student.

Amostra Massa (g)* Rendimento
(%)*

Extrato aquoso seco 474 + 0,012 18,96 + 0,048
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Extrato hidroalcoodlico seco 6,19+ 0,311 24,76 £ 1,24

(*) indica diferenca estatisticamente significativa pelo teste t de Student (p < 0,05).

Comparado ao rendimento de extratos vegetais descritos na literatura, o
extrato de capim-elefante apresentou um bom rendimento. Por exemplo, extratos
etandlicos de folhas de Olea europaea (oliveira) e Acacia dealbata (mimosa)
apresentaram rendimentos de 4,1 + 1,3 % e 6,0 + 2,2 % sobre as folhas frescas,
respectivamente (BORGES et al., 2020). Esses dados reforgam o potencial do
capim-elefante como fonte vegetal promissora para obtengdo de extratos com

elevado rendimento.

A extragdo de compostos bioativos de matrizes vegetais € uma etapa
essencial para o estudo das suas propriedades funcionais (CAVALCANTI et al.,
2021). Dentre os diversos métodos disponiveis, a extragcado com solventes organicos
€ amplamente utilizada devido a sua simplicidade, eficacia e baixo custo. A
proporcdo de 70 % etanol tem se mostrado eficaz na extragdo de composto
fendlicos, flavonoides e antocianinas, devido a sua polaridade intermediaria, que
favorece a solubilizacdo de diferentes classes de metabdlitos secundarios
(ADRIANO, 2024; MONRAD et al., 2010; PINTO NOGUEIRA, 2023). A selegao do
sistema solvente constitui uma etapa critica na extragdo de antocianinas, exigindo
uma analise cuidadosa das propriedades fisico-quimicas dos compostos a serem
extraidos (ONGKOWIJOYO; LUNA-VITAL; GONZALEZ DE MEJIA, 2018). O
método de extracdo influencia diretamente o rendimento e esta fortemente
relacionado a polaridade dos solventes utilizados, o que impacta significativamente
a pureza, a estabilidade e a composigao final do extrato (CAVALCANTI et al., 2021;
KAUR; YOUSUF; QADRI, 2024).

A agua, por sua vez, caracterizada por sua elevada polaridade, favorece a
extracado de compostos hidrofilicos, permite que a amostra seca hidrate e facilita a
penetracado do solvente na matriz. Dessa forma, acelera a difusdo dos metabdlitos
intracelulares para o meio extrator (CAVALCANTI et al., 2021; LI et al., 2024,
MONRAD et al., 2010). Ja o etanol apresenta polaridade intermediaria, permitindo

solubilizar compostos menos polares. Essa caracteristica também favorece uma
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maior taxa de difusdo do soluto e diminui as interagdes indesejadas entre o soluto
e a matriz (CAVALCANTI et al., 2021; MONRAD et al., 2010).

Além disso, a acidificacdo da solugcédo extratora representa um parametro
fundamental para a estabilidade das antocianinas, visto que estes compostos se
mantém preferencialmente na forma de cation flavilio sob condi¢bes acidas (pH 1,0-
2,0), conferindo maior estabilidade estrutural e cromatica ao extrato resultante (LI et
al., 2024; XUE et al., 2024). Normalmente usa-se o acido cloridrico ou o acético
para o ajuste de pH a uma concentragéo entre 1 € 5 % (ONGKOWIJOYO; LUNA-
VITAL; GONZALEZ DE MEJIA, 2018; ONGKOWIJOYO; LUNA-VITAL; SAMOTA et
al., 2022).

5.2 Determinagao de cianidina-3-glicosideo por cromatografia liquida de ultra

eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial

A analise do teor de cianidina-3-glicosideo (C3G) nos diferentes extratos
revelou variagdes significativas associadas a multiplos fatores, incluindo o tipo de
solvente, as condicbes de evaporacdo térmica e a forma de armazenamento.
Considerando que as amostras foram analisadas apdés o periodo de
armazenamento, foi possivel avaliar o impacto da extracéo, além da estabilidade

apos o seu armazenamento.

A C3G é uma antocianina de coloragdo que varia entre o vermelho ao
vermelho arroxeado, amplamente distribuida em vegetais, sendo a forma mais
comum e bem caracterizada entre as antocianinas presentes em plantas. Trata-se
de uma antocianina glicosilada, o que lhe confere maior estabilidade em
comparagao as formas agliconas, especialmente em condicbes adversas de
processamento e armazenamento (DEEPA et al., 2023; JIA et al., 2020). Em capim-
elefante, derivados da cianidina ja foram identificados nas folhas (ZHOU et al.,
2019), o que fundamentou a escolha por sua identificacdo e quantificacdo neste

trabalho.
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Os compostos presentes no extrato de capim-elefante roxo identificados, co
base no padrdao comercial, esta apresentado na figura A1, em que observa-se um
pico intenso em aproximadamente 1,75 minutos. De modo geral, os extratos obtidos
com solvente hidroalcodlico acidificado (etanol:agua 70:30, pH 2,0), na forma
liquida, apresentaram teores mais elevados de C3G em comparagao aos extratos
aquosos (Tabela 3), com valores superiores a 5 mg/L de cianidina-3-glicosideo. A
despeito dos maiores teores de C3G nos extratos hidroalcodlicos, o extrato aquoso
seco (EAS) apresentou teor elevado de C3G, também superior a 5 mg/L, que n&o
diferiu estatisticamente do extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 30 °C
(EHSR30) e do extrato hidroalcodlico liquido rotaevaporado a 40 °C (EHLRA40),
(Tabela 3).

A comparagao entre os extratos rotaevaporados a diferentes temperaturas
revelou que o aumento da temperatura para 40 °C (EHSR40) promoveu maior
degradagao da C3G, apesar da redugao no tempo de exposicao ao calor. Por outro
lado, no extrato liquido processado a 30°C por 55 minutos (EHLR30), o teor
também foi inferior, indicando que o tempo prolongado de exposi¢cao térmica,
mesmo sob temperatura mais branda, associado a forma liquida pode igualmente
comprometer a estabilidade da antocianina. O extrato aquoso armazenado na forma
liquida (EAL) apresentou o menor teor de C3G entre todas as amostras, com

diferenga estatisticamente significativa em relagdo as demais (p < 0,05).

Tabela 3. Teor de cianidina-3-glicosideo (C3G) nos extratos liquidos e secos de
capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach) Morrone], expressos em ug/mL.

Os valores representam média * desvio padrao de trés repeticoes.

Amostras Cianidina-3-glicosideo (mg/L)’
EHSR30 5400472
EAS 5,09 +0,26 @
EHLR40 5,04 +0,39°

EHL 4,71+ 1,09 @
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EHLR30 3,27 +£0,35¢
EHSR40 3,36 £ 0,16 t°
EAL 2,22+0,62°

"Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05). EHSR30: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 30 °C;
EAS: extrato aquoso solido; EHLR40: extrato hidroalcodlico liquido rotaevaporado
a 40 °C; EHL: extrato hidroalcodlico liquido. EHLR30: extrato hidroalcodlico liquido
rotaevaporado a 30 °C; EHSRA40: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40 °C;

EAL: extrato aquoso liquido.

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa sequencial (UPLC-MS/MS) é uma técnica analitica altamente precisa e
versatil, amplamente empregada na quantificacdo de compostos em matrizes
complexas (RAHMAN et al., 2022; RATHOD et al.,, 2019). Essa metodologia
combina a eficiéncia do UPLC, que utiliza colunas com particulas inferiores a 2,0 ym
e opera sob pressdes entre 1000 e 1300 bar, resultando em maior resolugao e
velocidade analitica, com a especificidade da espectrometria de massa em modo
MRM, que permite a quantificacdo seletiva e sensivel de multiplos analitos
simultaneamente (RATHOD et al., 2019).

As principais vantagens da UPLC-MS/MS incluem maior sensibilidade e
seletividade em comparacdo a métodos convencionais, além de permitir analise
mais rapida, com menor consumo de solventes e excelente repetibilidade (LIU, H.
et al.,, 2018; LU et al., 2023). Diante dessas caracteristicas, essa técnica foi

escolhida neste estudo para a quantificacao da C3G nos extratos de capim-elefante.

A extragdo hidroalcodlica, associada a secagem por liofilizagdo e ao
armazenamento em baixa temperatura, demonstrou boa eficiéncia na obtengao e
estabilidade da C3G, o que estd em consonancia com a literatura (TAGHAVI;
PATEL; RAFIE, 2022). Isso se deve a polaridade intermediaria do etanol, que

favorece a solubilizacdo de compostos fendlicos, como as antocianinas,
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especialmente em meio acido (MONRAD et al., 2010; ONGKOWIJOYO; LUNA-
VITAL; ONGKOWIJOYO; LUNA-VITAL; GONZALEZ DE MEJIA, 2018).

O resultado obtido referente ao extrato aquoso liofilizado pode estar
associado a liofilizagao rapida do extrato logo apds a extragcéo, que provavelmente
promoveu uma preservacao eficiente da C3G, minimizando perdas oxidativas.
Adicionalmente, a auséncia de uma etapa térmica anterior a secagem no EAS pode

ter contribuido para a estabilidade da antocianina.

Embora temperaturas mais elevadas sejam geralmente associadas a
degradagao térmica de antocianinas, o menor tempo de evaporacgao (30 minutos)
pode ter atenuado esse efeito, preservando o composto, no extrato que foi
rotaevaporado a 40 °C. Ademais, o armazenamento em meio liquido acidificado (pH
2,0) pode ter favorecido a estabilidade da C3G, mantendo-a predominantemente na
forma de cation flavilico, que é mais resistente a degradacao oxidativa (LI et al.,
2024). Também é possivel que a evaporagao mais eficiente do etanol a 40 °C tenha

concentrado os compostos soluveis remanescentes.

O teor encontrado de C3G no extrato aquoso liquido, corrobora a baixa
estabilidade da C3G em solugdes aquosas, devido a maior suscetibilidade a
degradacao oxidativa, mesmo sob baixas temperaturas, uma vez que a agua possui

alta polaridade e nao oferece protegao estrutural ao composto.

De modo geral, os resultados indicam que a preservacdo da C3G néo
depende exclusivamente do tipo de solvente utilizado na extragdo, mas do conjunto
de estratégias aplicadas no processamento e no armazenamento. A liofilizagao
mostrou-se eficaz na manutengao da integridade da C3G, especialmente quando
realizada imediatamente apdés a extracdo. Além disso, o uso de solventes
acidificados e a otimizacdo do tempo e temperatura de rotaevaporagao também

influenciaram positivamente a estabilidade do composto.

Esses resultados reforcam a importancia da padronizacéo das etapas pos-

extragcdo para assegurar a qualidade funcional dos extratos vegetais. A escolha
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criteriosa do sistema extrator e das condicbes de conservagdo pode ser
determinante para a recuperagdo de compostos bioativos como a C3G, com

implicagdes relevantes para seu uso em formulagdes nutracéuticas e farmacéuticas.

5.3 Viabilidade celular

O ensaio foi conduzido em células da linhagem WI-38, que é validada para
testes de citotoxicidade. O mesmo teste foi aplicado em linhagem celular de
macrofago murino RAW 264.7, uma vez que foram utilizadas no ensaio de citocinas.
Em ambos os casos, foi utilizado o extrato hidroalcodlico, que apresenta maior
potencial citotdoxico em comparagao ao extrato aquoso, possivelmente devido a
presenca de etanol residual que pode exercer efeito tdéxico direto sobre as células.
O extrato hidroalcodlico de capim-elefante foi considerado seguro entre as
concentragdes 1000 a 31,2 ug/mL, uma vez que apresentou viabilidade celular = 70
%. Esses valores atendem ao critério de nao citotoxicidade estabelecido pela norma
ISO 10993-5:2009, como pode ser observado pela linha tracejada, para ambas as

linhagens celulares (Figuras 6A e B).

Comparado ao controle, células tratadas com meio completo, ou seja,
suplementado, apresentaram diferenga comparado aos demais grupos, inclusive
com o grupo tratado com o meio ndo suplementado (apenas com RPMI e DMEM),
respectivamente. Isso pode ser explicado pelo meio completo apresentar maior

disponibilidade de nutrientes para o seu crescimento.
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Figura 6. (A) Viabilidade celular (%) da linhagem WI-38 e (B) RAW 264.7 apos 24 horas de exposigao
a diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico seco (EHS) de capim-elefante [Cenchrus
purpureus (Schumach.) Morrone] avaliada pelo ensaio MTT. Os dados sdo apresentados como
média £ desvio padrao de trés repeticdes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA unidirecional
seguida do teste de Dunnett, comparando todos os grupos com o controle MC (meio completo). A
linha tracejada indica critério de nao citotoxicidade estabelecido pela norma 1ISO 10993-5:2009.
Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle sao indicadas por p < 0,05 (IC 95
%). Sendo * se p < 0,05, ** se p < 0,01, ** se p < 0,001 e se **** p < 0,0001.

A avaliagao da viabilidade celular de compostos naturais segue os protocolos
estabelecidos pela norma ISO 10993-5:2009, que descreve métodos para avaliar a
citotoxicidade in vitro por meio da incubagao de células cultivadas em contato com
o material teste e/ou seus extratos, tanto diretamente quanto por difusdo. Esta
norma internacional fornece diretrizes para determinar a resposta biolégica de
células cultivadas a materiais, sendo amplamente utilizada para a avaliagao de

extratos vegetais e compostos naturais bioativos.

A viabilidade celular € um parametro essencial em testes de citotoxicidade in
vitro para analisar os impactos de extratos sobre a saude da célula (GRUBER,;
NICKEL, 2023). Entre os métodos validados recomendados pela norma esta o
ensaio colorimétrico MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio],
que permite quantificar a viabilidade celular através da avaliagao da saude celular,
morfologia, crescimento e metabolismo celular (ISO 10993-5:2009). A
demonstragdo de que o extrato hidroalcodlico de capim-elefante é seguro em
concentracdes de até 1000 pg/mL é um passo fundamental para a continuidade dos
experimentos. Esse perfil de ndo citotoxicidade, validado nas linhagens celulares
WI-38 e RAW 264.7, permite que o extrato seja utilizado em ensaios subsequentes,
garantindo que qualquer efeito bioldgico observado seja, de fato, resultado da agao

dos compostos bioativos presentes no extrato, e ndo de toxicidade celular.

5.4 Atividade antioxidante

Para uma avaliagdo abrangente, este estudo utilizou os ensaios DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), FRAP (Poder Antioxidante Redutor Férrico) e pB-

caroteno/acido linoleico. Diferentes mecanismos moleculares podem estar
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envolvidos na atividade antioxidante de determinado composto, o que faz com que
nenhum método unico seja capaz de determina-la por completo. Por essa razao, é
fundamental utilizar mais de um ensaio para analisar esse efeito (CHAVES;
SANTIAGO; ALIAS, 2020; DONOSO-BUSTAMANTE et al., 2025; RUMPF;
BURGER; SCHULZE, 2023).

Os extratos de capim-elefante liofilizados e o acido ascorbico (composto
referéncia) foram analisados nas concentragdes entre 500 a 0,97 yg/mL no ensaio
DPPH. Com base nos valores de ICs;, dos extratos liofilizados: aquoso,
hidroalcodlico rotaevaporado a 30 °C e a 40 °C, o desempenho sobre a atividade
antioxidante foi semelhante, sendo significativamente diferente apenas do acido
ascorbico (p < 0,05) (Tabela 4). Além disso, nas concentragdes altas e
intermediarias 500 e 250 ug/mL, o extrato de capim-elefante aquoso e hidroalcodlico
rotaevaporado a 30 °C nao apresentaram diferenca, comparado ao composto

referéncia com percentual de inibicdo maior ou igual a 90 % (Figura 7).

E importante ressaltar que o composto referéncia utilizado, acido ascérbico,
se trata de um composto isolado, diferente do extrato capim-elefante que embora
rico em antocianinas, se trata de uma matriz complexa. Dessa forma, embora o valor
de ICso tenha sido diferente e mais alto, comparado ao acido ascoérbico, o extrato

pode atuar de forma eficaz como sequestrante de radicais livres.

Tabela 4. Concentragdo inibitéria média (ICso, em ug/mL) dos extratos de capim-
elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone] aquosos secos,
hidroalcodlicos rotaevaporados a 30 °C e 40 °C sobre o radical DPPH. Os dados

sao apresentados como média * desvio padrao de trés repeticdes.

Amostras ICs0 (Mg/mL)’
Acido ascérbico 1,248 + 0,285 @
EAS 14,556 + 1,106 P

EHSR30 16,786 + 3,196 °
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EHSR40 17,330 £ 0,471 °

'Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05). EAS.: extrato aquoso seco; EHSR30: extrato hidroalcodlico
seco rotaevaporado a 30 °C; EHSR40: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a
40 °C.

O ensaio DPPH se baseia no mecanismo de transferéncia de atomo de
hidrogénio (HAT) ou transferéncia de elétrons unico (SET), ou seja, € um ensaio de
modelo misto, muito utilizado para analisar em primeiro momento se o composto
analisado apresenta alguma atividade antioxidante (BALIYAN et al.,, 2022;
CHAVES; SANTIAGO; ALIAS, 2020; DUDONNE et al., 2009; RUMPF; BURGER,;
SCHULZE, 2023). O resultado do ensaio é influenciado ndo apenas pela
concentracdo do composto, mas também por outros fatores, como sua estrutura, o
solvente utilizado e o pH. O composto DPPH é um radical livre estavel devido a
estrutura molecular unica. A sua coloragao roxa pode ser observada em absorgao
de luz na regido do espectro visivel, no comprimento de onda de 517 nm. Quando
o composto analisado apresenta atividade antioxidante, ocorre mudanca na
coloragao da solugao, de roxo intenso para roxo mais claro ou até mesmo amarelo
claro. A reducdo da absorbancia € proporcional a capacidade antioxidante do
composto analisado (HUSSEN; ENDALEW, 2023; RUMPF; BURGER; SCHULZE,
2023).
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Figura 7. Analise antioxidante por sequestro de radical livre DPPH em amostras de extrato de capim-
elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone] aquoso seco, hidroalcodlico rotaevaporado a
30 °C e a 40 °C, nas concentragdes entre 500 a 0,97 ug/mL. EHSR30: extrato hidroalcodlico seco
rotaevaporado a 30 °C. EHSRA40: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40 °C. EAS: extrato
aquoso seco. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de trés repeticdes. Letras
distintas entre grupos da mesma concentragao indicam diferencas estatisticamente significativas
(ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p < 0,05; IC 95 %).

No ensaio FRAP o extrato hidroalcodlico seco por rotaevaporacdo a 30 °C
(EHSR30) apresentou a maior atividade antioxidante, com valor de
354,56 + 23,64 ug de equivalentes de acido ascorbico por grama de amostra seca
(ug AAE/qg), diferindo significativamente dos demais. Em seguida, foram observados
os valores de 125,67 +15,27 uyg AAE/g para o extrato obtido a 40°C e de
90,11 + 17,10 ug AAE/g para o extrato aquoso, os quais nao apresentaram diferenca
significativa entre si. A analise das curvas de absorbancia apresentadas na Figura
8 evidencia um comportamento dose-dependente para todos os extratos testados,
refletindo o aumento da capacidade redutora conforme a concentracdo das

amostras. Embora os extratos de capim-elefante apresentem valores distintos,
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conforme mencionado anteriormente, a inclinacdo das curvas é relativamente
proxima, sugerindo que, dentro da faixa testada, todos possuem potencial
antioxidante mensuravel por meio do método FRAP. No entanto, a curva
correspondente ao acido ascoérbico exibiu um aumento mais acentuado da
densidade optica em resposta ao aumento da concentragdo. Essa diferenca
corrobora seu uso como padrao positivo no ensaio e ressalta eficacia antioxidante
dos extratos de capim-elefante, porém de menor intensidade quando comparados

a um antioxidante puro.
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Figura 8. Capacidade de redugao do ferro para o composto referéncia (acido ascorbico). O resultado
esta expresso pela curva linear, entre as concentragdes 2.000 a 125 pg/mL e a densidade optica
(D.0.). R#=0,976, Y = 0,0003470X + 0,4307 (acido ascorbico). EHSR30: extrato hidroalcodlico seco
rotaevaporado a 30 °C. EHSRA40: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40 °C. EAS: extrato
aquoso seco. (ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p < 0,05; IC 95 %).

O ensaio do poder redutor do ferro (FRAP) se baseia na redugao dos ions
férricos (Fe3+), através do mecanismo de transferéncia de elétron unico (SET). E
um método amplamente utilizado para analisar compostos bioativos (DUDONNE et
al., 2009; RUMPF; BURGER; SCHULZE, 2023). E um ensaio colorimétrico, em que
na presenca do composto antioxidante, ocorre a mudanca do complexo férrico

incolor (Fe3*tripiridiltriazina) para o complexo ferroso azul-violeta (Fe?*
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tripiridiltriazina). A alteracdo da cor € analisada por leitura da absorbancia no
comprimento de onda 593 nm. Uma vantagem deste ensaio para o extrato de capim-
elefante € que ele é realizado em meio acido, o que favorece a estabilidade das

antocianinas presentes.

Para o ensaio do B-caroteno/acido linoleico, foi utilizado como composto de
referéncia o butil-hidroxitolueno (BHT), um antioxidante sintético comumente
utilizado em testes de avaliacdo da capacidade antioxidante de compostos
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). A inibicado da oxidacao foi dose-dependente, ou

seja, a medida que a concentracdo dos compostos diminui, a inibicdo também se

38, 46 19, 23 9, 61
Concentracao (ngmL)

reduz (Figura 9).
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Figura 9. Porcentagem de inibigdo da oxidag&o no sistema 3-caroteno/acido linoleico pelos extratos
de capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone] em diferentes concentragdes (38,46
a 2,4 yg/mL). BHT: butil-hidroxitolueno (controle positivo); EHSR30: extrato hidroalcodlico seco
rotaevaporado a 30 °C; EHSR40: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40 °C; EAS: extrato
aquoso seco. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao de trés repeticdes. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os grupos para cada concentragao,
conforme teste de Tukey (p < 0,05; IC 95 %).

O BHT (controle) apresentou 81,22 % de inibicdo da oxidagdo na
concentracao de 38,46 ug/mL. Entre os extratos de capim-elefante secos, aquele

que foi rotaevaporado a 30 °C demonstrou melhor desempenho, com valor mais
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proximo ao do controle, atingindo 76,36 % de inibicdo, seguido pelo extrato

rotaevaporado a 40 °C que apresentou 71,22 % s e o extrato aquoso, 68,87 %.

Embora todas as amostras analisadas tenham apresentado diferenca
estatistica significativa em relagdo ao valor de 1Csy, 0 extrato hidroalcodlico
rotaevaporado a 30 °C apresentou o valor de IC5, mais préximo do controle positivo
(Tabela 5). O ensaio B-caroteno/acido linoleico € uma metodologia utilizada para a
analise da peroxidacéo lipidica em compostos. Quando o (B-caroteno reage com
radicais livres, ocorre sua oxidacado, formando hidroperdoxidos, compostos que
contém o grupo -OOH e atuam como receptores de elétrons (TOYOSAKI, 2002).
Trata-se de um ensaio colorimétrico em que a intensa coloragdo amarela do B-
caroteno torna-se palida devido a oxidagdo provocada pelos radicais livres
formados na emulséo de acido linoleico. Na presenca de compostos antioxidantes,
essa reacgao de oxidacdo pode ser retardada (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Tabela 5. Concentragdo inibitéria média (ICso, em ug/mL) dos extratos de capim-
elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone] e do controle positivo (BHT)
no ensaio de inibicdo da oxidagao no sistema -caroteno/acido linoleico. Os dados

sdo expressos como meédia + desvio padrao de trés repetigdes.

Amostra ICs0 (Mg/mL)!
EAS 11,170 £ 0,031 2

EHSR40 7,816 £0,310°

EHSR30 5,816 + 0,627 ¢
BHT 3,904 £ 0,127 ¢

"Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05), apés ANOVA unidirecional (IC 95 %). BHT: butil-hidroxitolueno
(controle positivo); EHSR30: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 30 °C;
EHSR40: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40 °C; EAS: extrato aquoso

SecCo.
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Considerando que o controle é uma substancia antioxidante sintética e pura,
enquanto o extrato analisado constitui uma matriz complexa, as amostras
demonstraram boa capacidade antioxidante. Destaca-se especialmente o extrato
hidroalcodlico liofilizado que foi rotaevaporado a temperatura inferior (30 °C), o qual
apresentou resultados mais proximos ao controle, sugerindo que temperaturas mais
baixas durante o processamento preservam melhor os compostos bioativos

responsaveis pela atividade antioxidante neste ensaio.

5.5 Atividade anti-inflamatéria

Em macréfafos RAW 264.7, os extratos testados promoveram uma reducao
significativa (p < 0,05) na producédo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-103 e
IL-6, de forma dose-dependente, quando comparados ao grupo controle, o qual foi
estimulado com lipopolissacarideo (LPS), sem tratamento (Figura 10). Entre os
extratos avaliados, o extrato hidroalcodlico rotaevaporado a 30°C (EHRS30)
apresentou o melhor desempenho na inibicdo dessas citocinas, especialmente na
concentracéo de 500 ug/mL. Especificamente, o EHRS30 reduziu os niveis de TNF-
aem até 74,99 £ 2,77 %, seguido do EHRS40 (68,44 + 3,27 %) e do extrato aquoso
(EAS) (59,13 + 3,35 %). Para IL-1p3, observou-se uma inibicao de 81,02 + 4,7 % para
o EHRS30, 75,3+ 3,1 % para o EHRS40 e 66,2 +2,3% para o EAS. Em relagao a
IL-6, as reducdes foram de 66,8+1,21 %, 52,49+£2,58 % e 49,32+1,62 %,
respectivamente. Ainda que a concentragdo de 500 ug/mL tenha promovido as
maiores inibi¢cdes, reducdes significativas também foram observadas na dose
intermediaria (250 pg/mL), evidenciando um perfil dose-resposta consistente. Os
extratos avaliados neste estudo foram capazes de promover inibicbes de 60-80 %
com concentragodes relativamente baixas (250-500 ug/mL), sugerindo boa atividade

anti-inflamatoria.
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Figura 10. Analises de citocinas pré-inflamatérias in vitro, em linhagem RAW 264.7, sendo: DMEM:

grupo que recebeu somente o meio ndo suplementado, utilizado para solubilizar os extratos. LPS:
grupo que foi estimulado com LPS a 1 uyg/mL durante 24 horas. Demais grupos: representam as

concentragdes utilizadas dos extratos de capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone]

(500, 250 e 100 pg/mL). A) Analise do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). B) Interleucina-1p (IL-
1B). C) Interleucina-6 (IL-6). EHSR30: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 30 °C; EHSRA40:

extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40 °C; EAS: extrato aquoso seco. Os resultados sao

expressos como média + desvio padrao de trés repeticdes. Letras diferentes indicam diferengas

estatisticas significativas entre os grupos para cada concentracdo, conforme teste de Tukey (p <

0,05; IC 95 %).
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Os macrofagos sao células fagocitarias especializadas, pertencentes ao
sistema imunoldgico inato e desempenham papel central no processo inflamatério,
na apresentacao de antigenos, fagocitose, secrec¢ao de citocinas, como TNF-a, IL-
6 e IL-1B e mediadores inflamatérios (AMIRGHOFRAN; NASERI; KALANTAR,
2018). Entretanto, em contexto de inflamagao crénica, a redugao de citocinas pro-
inflamatodrias, pode ser benéfica na prevengao e tratamento de doengas crénicas

nao transmissiveis.

Esses achados mostram o potencial anti-inflamatério dos extratos vegetais
testados, especialmente dos extratos hidroalcodlicos ricos em compostos fendlicos,
como as antocianinas. A literatura esta em consonancia com a capacidade desses
compostos de modular vias inflamatérias em modelos in vitro. Extratos etandlicos
de Artemisia montana reduzem IL-18 e IL-6 de forma dose-dependente em
macrofagos estimulados por LPS (JEONG; KIM; MIN, 2018).

Os resultados apresentados revelam potencial antiinflamatoério do extrato de
capim-elefante, comparavel a extratos de Curcuma longa que apresentaram
reducao em torno de 73% para citocina IL-6 e TNF-a (Choi et al., 2019). Enquanto,
extratos de batata doce, por exemplo, apresentaram reducéao de TNF-a entre 11,8%
e 30,8 % em concentragdes de 25-200 pg/mL (JIANG et al., 2020). Extratos de
framboesa vermelha foram capazes de reduzir significativamente a expressao
génica de IL-1B e IL-6 em macrofagos RAW264.7 ativados com LPS/IFN-y, embora

sem dados de porcentagem diretamente comparaveis (LI et al., 2014).

A via do NF-kB é um dos principais reguladores da expressdo de genes
inflamatdrios, como TNF-a, IL-13 e IL-6. A literatura aponta que antocianinas podem
inibir a ativagdo e translocagdo nuclear do NF-kB, bloqueando a cascata
inflamatoria. A expressiva redugao de citocinas observada neste estudo pode ser
explicada, em hipotese, pela inibicdo desta via sinalizadora (KOWALCZYK et al.,
2013; Ll et al., 2021; MA et al., 2021).
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Além disso, a superioridade do extrato EHRS30 sugere que as condi¢bes de
processamento (como temperatura de rotaevaporagédo) impactam diretamente a

preservacao e a bioatividade dos compostos fendlicos.

5.6 Atividade antitumoral

No ensaio MTT, concentracdes iguais ou superiores a 500 ug/mL do extrato
hidroalcoodlico demonstraram efeito citotéxico sobre as células MCF-7, conforme os
critérios da 1ISO 10993-5:2009, com 23,59 + 0,72 % para 8000 pg/mL comparado
ao controle 7,16 £ 0,10 %, (Figura 11) com valor de CTC5, (concentracao citotdxica
50%) de 1.908,33 + 135,06 pg/mL. Apesar do valor de CTC;, do extrato
hidroalcoodlico de capim-elefante em células MCF-7 ser superior ao de outros
extratos vegetais ja consolidados com potentes efeitos citotoxicos, como o extrato
de Punica granatum L. (CTCs, de 49,08 pg/mL) [OZKAN et al., 2021] ou o de
Annona muricata (CTCs, de 21,8 ug/mL) [GACCHE et al., 2015], a detecgdo de um
efeito citotoxico significativo a partir de 500 pg/mL indica a presenga de compostos
bioativos com potencial antitumoral. Esses resultados sugerem que, embora o
extrato apresente algum efeito citotoxico em altas concentragdes, sua atividade
antitumoral frente a linhagem MCF-7 é considerada baixa, especialmente quando
comparada a extratos vegetais com agdo mais potente descritos na literatura.
Entretanto, faz-se relevante para pesquisas futuras avaliar possiveis mecanismos
associados ao efeito antiproliferativo do extrato de capim-elefante para
compreender melhor o seu efeito, mesmo em concentragbes mais elevadas (KIS et
al., 2022; OZKAN et al., 2021; SUGANYADEVI et al., 2013; ZHAO et al., 2023).
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Figura 11. Citotoxicidade (%) na linhagem MCF-7 apos 24 horas de exposi¢gao a diferentes
concentragbes do extrato hidroalcodlico de capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.)
Morrone] seco (EHS) avaliada pelo ensaio MTT. Os dados séo apresentados como média + desvio
padrao de trés repeticdes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA unidirecional seguida do
teste de Dunnett, comparando todos os grupos com o controle DMSO. Diferengas estatisticamente
significativas em relagdo ao controle sdo indicadas por p < 0,05 (IC 95 %). Sendo * se p < 0,05, **
se p <0,01, *** se p< 0,001 e se **** p <0,0001.

A atividade antitumoral de compostos naturais tem sido investigada utilizando
linhagens celulares de cancer de mama, sendo a MCF-7 uma das mais empregadas
em estudos in vitro. A linhagem MCF-7, derivada de adenocarcinoma mamario
humano, é caracterizada como aderente, positiva para receptores de estrogénio, e
representa um modelo bem estabelecido para a triagem de agentes antineoplasicos
(BOYAN et al., 2003).

5.7 Analise da bioacessibilidade

Para o ensaio de digestao in vitro € necessario determinar a atividade
enzimatica (BRODKORSB et al., 2019). A atividade obtida foi de 695 e 7.545 U/mg,
para a pepsina e pancreatina (baseada na tripsina), respectivamente. Esse ensaio
se faz relevante para manter as condigdes ideais, considerando as condicdes
fisiologicas da digestdo humana. Antes de iniciar o protocolo, é importante avaliar a
atividade enzimatica das enzimas utilizadas no ensaio, uma vez que a mudanca de

lote e o tempo de armazenamento interferem na atividade enzimatica do produto,
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mesmo que ainda esteja lacrado. Essa padronizagdo permite determinar a
quantidade de enzima a ser adicionada a amostra para a digestdo (BRODKORB et
al., 2019).

A pepsina € uma enzima proteolitica secretada pelo estdbmago, ativada sob
meio acido, responsavel pela digestao inicial de proteinas através da hidrélise de
ligacdes peptidicas especificas. A fase gastrica utiliza pepsina a 2000 U/mL em pH
3,0 (BRODKORSB et al., 2019; DUQUE-SOTO et al., 2022). A pancreatina é um
complexo enzimatico extraido do pancreas suino que contém multiplas enzimas
digestivas essenciais para a fase intestinal da digestdo. A pancreatina de origem
suina € comumente usada para fornecer enzimas pancreaticas relevantes como
proteases, amilase e lipase. A pancreatina apresenta atividade sob pH alcalino. A
fase intestinal utiliza 100 U/mL, baseada na tripsina em pH 7,0 (BRODKORSB et al.,
2019; DUQUE-SOTO et al., 2022).

ApOs as etapas da digestao in vitro foi realizado o ensaio antioxidante DPPH,
com intuito de verificar se os extratos (sobrenadante obtido do processo de digestao
in vitro) ainda apresentavam atividade, mesmo apds todas as etapas,
especialmente pensando acerca das alteracdes de pH que ocorrem a cada fase da
digestdo. Todos os extratos apresentaram melhor desempenho na fase intestinal,
comparado a fase gastrica, mediante a redugdo dos valores de ICso (p < 0,05)
(Figura 12). Durante a fase gastrica da digestao in vitro, os extratos hidroalcodlicos
(EHSR30 e EHSRA40) apresentaram percentuais de inibicdo do radical DPPH
semelhantes entre si (Figura 13A), enquanto o extrato aquoso (EAS) demonstrou
menor atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas. Por outro lado,
na fase intestinal (Figura 13B), todos os extratos, inclusive 0 aquoso, apresentaram
comportamento mais homogéneo, com percentuais de inibicao estatisticamente
semelhantes em varias concentragdes, indicando uma possivel modificagao ou

liberagdo de compostos antioxidantes ao longo da digestéo.

A partir dos dados de ICs, pelo ensaio DPPH (Figura 12) o percentual de
bioacessibilidade foi calculado para a sua atividade antioxidante. Com base nos

dados obtidos (Tabela 6), todos os extratos apresentaram percentuais acima de 70
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%, indicando uma preservacao significativa da atividade antioxidante apés o
processo de digestdo in vitro. Entretanto, o extrato aquoso, embora tenha
apresentado maior IC5, ap0s a digestao in vitro, apresentou maior bioacessibilidade
referente a sua atividade antioxidante, comparado aos demais extratos (p < 0,05).
Esse efeito pode estar relacionado a liberagdo de peptideos antioxidantes, como
observado em estudos com a espécie Pennisetum glaucum (AGRAWAL; JOSHI;
GUPTA,2016).
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Figura 12. Concentragao inibitéria média (ICs,) pelo ensaio DPPH apoés a digestéo (fase gastrica e
intestinal) comparada ao ensaio antes do processo digestivo in vitro dos extratos de Capim-elefante
[Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone] . E.H.S.R.30: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado
a 30 °C. E.H.S.R.40: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40 °C. E.A.S.: extrato aquoso
seco. A: antes da digestao in vitro; FG: apds a fase gastrica; Fl: apds a fase intestinal. Os dados sédo
expressos como média + desvio padrao de trés repeticdes. Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas significativas entre os grupos conforme teste de Tukey (p < 0,05; IC 95 %). As

comparacgdes foram realizadas apenas entre as etapas de um mesmo extrato.

Tabela 6. indice de bioacessibilidade da atividade antioxidante, baseada no valor
de concentracao inibitéria média (ICs,, em pg/mL), dos extratos de capim-elefante
[Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone]. EHSR30: extrato hidroalcodlico seco
rotaevaporado a 30 °C; EHSR40: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40
°C; EAS.: extrato aquoso seco. Os dados sdo expressos como média + desvio

padrdao de trés repeticbes. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
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significativas entre os grupos conforme teste de Tukey (p < 0,05; IC 95 %). As

comparagoes foram realizadas apenas entre as etapas de um mesmo extrato.

EHSR30 EHSR40 EAS
7488 +1429% 8413+441%° 10426+821°

DPPH (ICso - pg/mL) - Indice de
bioacessibilidade

Os valores de IC5, foram analisados individualmente dentro de cada extrato,
com o objetivo de comparar as fases anterior a digestao, gastrica e intestinal (Figura
11). Nota-se que, embora na fase gastrica o meio seja acido, favoravel a

estabilidade das antocianinas, houve maior atividade antioxidante na fase intestinal.
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Figura 13. Atividade antioxidante por DPPH antes e apods as fases da digestdo dos extratos de
Capim-elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone]. (A) Fase gastrica. (B) Fase intestinal.
EHSR30: extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 30 °C; EHSR40: extrato hidroalcodlico seco
rotaevaporado a 40 °C; EAS: extrato aquoso seco. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrao de trés repeticdes. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os compostos
dentro de cada concentragdo (p < 0,05, teste de Tukey). As comparagdes foram realizadas

separadamente para cada concentragao.
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Esse resultado sugere que o ambiente intestinal, caracterizado por pH
alcalino e pela presenga de enzimas pancreaticas, pode ter promovido a liberagao
de compostos de menor peso molecular anteriormente ligados a componentes da
matriz, considerando que os extratos ndo sdo compostos isolados. Além disso, a
acao enzimatica pode ter levado a liberagdo de metabdlitos com maior atividade
antioxidante, comparada ao composto de origem. Outro fator importante é a
alteracdo do pH de acido para alcalino, que pode levar a desprotonacdo dos
polifendis, o que aumenta a capacidade do composto em doar elétrons (LAIB et al.,
2023). Esse aumento de atividade antioxidante apds a digestao intestinal corrobora
com a ideia de que a biodisponibilidade de compostos bioativos néo esta apenas
relacionada a sua absorcdo, mas também as transformacgdes que ocorrem no trato
gastrointestinal (MANACH et al., 2004).

Entretanto, €& dificil comparar a literatura acerca do percentual de
bioacessibilidade para a atividade antioxidante, pois os autores embora facam o
ensaio DPPH apds o protocolo INFOGEST, nao calculam esse percentual, apenas
apresentam os valores de ICsq, Ou seja, a concentragdo minima capaz de inibir 50
% do radical livre (LAIB et al., 2023; REBOREDO-RODRIGUEZ et al., 2021;
SOLLANO-MENDIETA et al., 2021).

6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os extratos de capim-
elefante [Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone], especialmente aqueles
preparados por extragdo hidroalcodlica e rotaevaporados a 30 °C, apresentaram
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e sem efeitos citotoxicos. A cianidina-
3-glicosideo foi identificada e quantificada nos extratos, podendo ser um dos
flavonoides mais abundantes nessa matriz. No entanto, investigar a presenca de
outros compostos bioativos, bem como peptideos antioxidantes ainda que em
menor proporgado, pode auxiliar na elucidagédo dos seus mecanismos de agéo e

caracterizagcdo. Ademais, a auséncia de citotoxicidade frente as células fibroblasto
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e macrofago reforca a seguranca dos extratos até uma concentragdo de 1000

pg/mL.

Em relagdo a atividade antioxidante, os extratos demonstraram bom
desempenho contra os radicais livres, especialmente na protegcdo contra a
peroxidagao lipidica, com manutencédo da atividade mesmo apds a simulagao da
digestdo gastrointestinal in vitro. A elevada bioacessibilidade observada,
relacionada a atividade antioxidante, reforca o potencial uso desses extratos em
formulagbes nutracéuticas. No entanto, faz-se necessario analisar a
bioacessibilidade da cianidina-3-glicosideo especificamente, para avaliar seu
comportamento nas diferentes fases da digestdo. E importante ressaltar que o
organismo humano apresenta particularidades, como a presenga da microbiota
intestinal, ndo contempladas neste ensaio in vitro. Dessa forma, torna-se relevante

realizar estudos de bioacessibilidade in vivo em investigagdes futuras.

A atividade anti-inflamatéria foi evidenciada pela expressiva inibicdo da
producdo das citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-18 e IL-6 em macréfagos
ativados, com efeito dose-dependente. Tal atividade sugere um mecanismo
antitumoral frente a linhagem MCF-7 foi considerada baixa, sendo observada
apenas em altas concentrag¢des do extrato hidroalcoodlico. Esse resultado, embora
inferior ao de extratos vegetais ja consolidados na literatura por sua maior poténcia,
ainda indica a presengca de compostos bioativos com potencial efeito
antiproliferativo, o que justifica a continuidade das investigacdes, incluindo estudos

com outras linhagens tumorais e a elucidagao dos mecanismos de agao envolvidos.

Dessa forma, este trabalho contribui para o conhecimento sobre as
propriedades funcionais do capim-elefante roxo, revelando seu potencial como fonte
natural de compostos bioativos e justificando sua exploracdo em futuras aplicacées

na area de fitoterapicos.
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Figura A1. Cromatogramas do extrato de folhas de Capim-elefante [Cenchrus purpureus
(Schumach.) Morrone] obtido por cromatografia liquida ultrarrapida acoplada a espectrometria de
massas em tandem (UPLC-MS/MS) no modo MRM (ES+) para transicdo 448.8 a 287,
correspondente a cianidina-3-glicosideo (Cy3G). O pico em 1,75 representa o tempo de retengdo do
composto. Em verde, o cromatograma do padrao comercial; em vermelho, cromatograma da amostra
evidenciando a presenca de Cy3G. (A) Extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 30°C (EHSR30);
(B) Extrato hidroalcodlico seco rotaevaporado a 40°C (EHSR40); (C) Extrato aquoso seco (EAS); (D)
Extrato aquoso liquido (EAL); (E) Extrato hidroalcodlico liquido (EHL); (F) Extrato hidroalcodlico
liquido rotaevaporado a 30°C (EHLR30); (G) Extrato hidroalcodlico liquido rotaevaporado a 40°C
(EHLR40).



