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Relaciao da pesquisa com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel

(ODS)

O desenvolvimento sustentavel busca atender as necessidades da sociedade atual
sem comprometer as possibilidades das futuras geragdes, considerando de forma
integrada os aspectos econdmicos, sociais € ambientais (DA SILVA etal., 2021). A partir
dessa perspectiva, a Organizagao das Nag¢des Unidas (ONU) estabeleceu, em 2015, os 17
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), compostos por 169 metas a serem
alcangadas até 2030 (NACOES UNIDAS BRASIL, 2015). Os ODS constituem um
compromisso global para enfrentar diferentes desafios sociais e ambientais, incluindo a
erradicacdo da pobreza, a protecdo do meio ambiente e a promog¢ao da saude e do bem-

estar (DA SILVA et al., 2021; NACOES UNIDAS BRASIL, [s. d.]).

Entre esses objetivos, o0 ODS 3 (Satde e Bem-estar) estd voltado a promocgao de
uma vida saudével e a garantia do acesso a saude para pessoas de todas as idades. Suas
metas incluem agdes de prevengao, tratamento e controle de diferentes doencas, além do
incentivo a pesquisa e ao desenvolvimento de estratégias que possam contribuir para a
melhoria das condi¢des de satde da populagio (MENEGAZ; TRINDADE; SANTOS,
2021; MUZY; CASTANHEIRA; ROMERO, 2021). Nesse sentido, a pesquisa cientifica
voltada a descoberta de novas substincias bioativas pode contribuir para ampliar o

conhecimento sobre alternativas com potencial aplicagdo na area da satde.

Essa perspectiva também pode ser relacionada ao uso de espécies vegetais como
fontes de compostos bioativos. A utilizagdo de recursos naturais deve considerar nao
apenas seu potencial bioldgico, mas também formas de obten¢do que causem o menor
impacto possivel sobre as espécies estudadas. Com isso, a escolha das folhas como
material vegetal pode representar uma estratégia de obtengdo mais sustentavel, uma vez
que a coleta de raizes e da planta inteira tende a causar impactos mais severos a

sobrevivéncia das espécies do que a coleta de folhas e flores (CHEN et al., 2016).

Considerando que o cancer representa um importante problema de satide publica
e que ainda existe a necessidade de ampliar a busca por novas alternativas terapéuticas,
estudos que investiguem espécies vegetais e seus constituintes quimicos podem contribuir
para a identificacdo de moléculas com potencial biologico (INCA, 2026; MUZY;
CASTANHEIRA; ROMERO, 2021).



Dessa forma, o presente estudo com o extrato hidroetanolico de F. platyphylla esta
relacionado as propostas do ODS 3, uma vez que contribuem para a prospeccao de
compostos bioativos de interesse para a pesquisa em cancer do colo de titero. Ao mesmo
tempo, a utilizacao das folhas como material vegetal incorpora uma perspectiva de uso
mais racional da espécie, aproximando a investigagdo dos principios associados ao

desenvolvimento sustentavel.



RESUMO

Fridericia platyphylla ¢ uma espécie pertencente a familia Bignoniaceae, conhecida na
literatura como uma fonte de flavonoides com potencial biofarmacologico. O presente
estudo teve como objetivo caracterizar os metabolitos presentes no extrato hidroalcodlico
e nas fragdes diclorometano e aquosa dessa espécie, bem como avaliar o potencial
citotoxico e a toxicidade do extrato hidroalcoolico (etanol/agua, 7:3) obtido a partir desse
material vegetal. A diversidade quimica do extrato foi investigada por meio de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo por
electrospray e armadilha i6nica (LC-ESI-IT-MS). A partir dessas andlises, foram
anotados dezesseis compostos fenolicos no extrato hidroalcoolico, nove na fragdo aquosa
e dois na fracao diclorometano, entre eles derivados de acidos fenolicos, flavonoides
glicosilados e agliconas de flavonas. A atividade biologica do extrato foi avaliada in vitro
em duas linhagens celulares de cancer cervical humano: HeLa (adenocarcinoma HPV-18
positivo) e SiHa (carcinoma HPV-16 positivo). Os resultados demonstraram efeito
citotoxico em ambas as linhagens, com valores de ICso de 44,78 pg mL™' para HeLa e
66,97 png mL™' para SiHa, além de reducdo da viabilidade celular. A toxicidade foi
avaliada em larvas de Tenebrio molitor, nas quais o extrato apresentou baixa letalidade
nas menores concentracdes (1 e 10 ug mL™") e aumento da mortalidade em concentragdes
mais elevadas (100 e 1.000 pg mL™), evidenciando efeito toxico dependente da dose. De
forma geral, os resultados indicam que o extrato das folhas de F. platyphylla possui
potencial atividade citotoxica e baixa toxicidade em baixas concentragdes, sugerindo que
essa espécie pode representar uma fonte promissora de compostos bioativos. Assim, os
achados deste estudo abrem perspectivas para futuras investigagdes envolvendo o uso
desse extrato no desenvolvimento de abordagens terapéuticas alternativas para o

tratamento do cancer cervical.

Palavras-chave: Bignoniaceae, Fridericia platyphylla, flavonoides, toxicidade, cancer

do colo de utero.



ABSTRACT

Fridericia platyphylla is a species belonging to the Bignoniaceae family, known in the
literature as a source of flavonoids with biopharmacological potential. This study aimed
to characterize the metabolites present in the hydroalcoholic extract and in the
dichloromethane and aqueous fractions of this species, as well as to evaluate the cytotoxic
potential and toxicity of the hydroalcoholic extract (ethanol/water, 7:3) obtained from this
plant material. The chemical diversity of the extract was investigated using liquid
chromatography coupled to mass spectrometry with electrospray ionization and ion
trapping (LC-ESI-IT-MS). From these analyses, sixteen phenolic compounds were
identified in the hydroalcoholic extract, nine in the aqueous fraction, and two in the
dichloromethane fraction, including phenolic acid derivatives, glycosylated flavonoids,
and flavone aglycones. The biological activity of the extract was evaluated in vitro in two
human cervical cancer cell lines: HeLa (HPV-18 positive adenocarcinoma) and SiHa
(HPV-16 positive carcinoma). The results demonstrated a cytotoxic effect in both cell
lines, with ICso values of 44.78 pg mL™" for HeLa and 66.97 ng mL™" for SiHa, in addition
to reduced cell viability. Toxicity was evaluated in Tenebrio molitor larvae, in which the
extract showed low lethality at the lowest concentrations (1 and 10 pg mL™) and
increased mortality at higher concentrations (100 and 1,000 pg mL™), evidencing a dose-
dependent toxic effect. Overall, the results indicate that the extract from F. platyphylla
leaves has potential cytotoxic activity and low toxicity at low concentrations, suggesting
that this species may represent a promising source of bioactive compounds. Thus, the
findings of this study open perspectives for future investigations involving the use of this
extract in the development of alternative therapeutic approaches for the treatment of

cervical cancer.

Keywords: Bignoniaceae, Fridericia platyphylla, flavonoids, toxicity, cervical cancer.
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Introducgao

O cancer consiste em um conjunto de doengas caracterizadas pela proliferacao
celular desregulada, configurando-se como um dos principais problemas de saude publica
em escala global (SINGH et al., 2022). Entre as neoplasias que acometem a populagio
feminina, o cancer cervical destaca-se pela elevada incidéncia e relevancia clinica,
sobretudo em paises em desenvolvimento (SOBTI et al., 2024). Apesar dos avangos nas
estratégias terapéuticas disponiveis, incluindo quimioterapia, radioterapia, ablagdo
térmica e procedimentos cirargicos, a eficacia desses tratamentos ainda ¢ limitada por
efeitos adversos, resisténcia a firmacos, recorréncia tumoral e falhas terapéuticas, o que
contribui para taxas de mortalidade ainda expressivas (ASMA et al., 2022; SHOAIB et
al., 2023).

Diante dessas limitagdes, a investigacdo de compostos naturais com atividade
anticancerigena tem ganhado destaque nas ultimas décadas como uma alternativa para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes € menos toxicas. Nesse contexto, o0s
fitoquimicos tém sido amplamente estudados devido as suas propriedades bioldgicas,
incluindo atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antiproliferativa. Entre esses
compostos, os flavonoides apresentam evidéncias consistentes de atividade antitumoral
em diferentes modelos experimentais, incluindo estudos in vitro e in vivo envolvendo

cancer cervical (SHOAIB et al., 2023; BOZGEYIK; BOZGEYIK, 2023).

Entre as espécies vegetais com potencial terapéutico, Fridericia platyphylla
(Cham.) L. G. Lohmann (Bignoniaceae) tem se destacado na literatura cientifica. Trata-
se de um arbusto nativo do Cerrado brasileiro, popularmente conhecido como cip6-una,
tintureiro ou cervejinha-do-campo (KAEHLER, s.d.; BERTANHA et al., 2013; DO
NASCIMENTO et al., 2022). Estudos recentes demonstraram que extratos obtidos das
raizes e flores dessa espécie apresentam efeitos citotoxicos, antiproliferativos e
antimigratdrios em diferentes linhagens tumorais, incluindo células gastricas, mamarias,
prostaticas e cervicais, com reducao da viabilidade celular sem indugdo significativa de
danos a0 DNA (ROSARIO et al., 2025; MACIEL-SILVA et al., 2023). Esses efeitos tém
sido atribuidos, em parte, a presenga de flavonoides diméricos glicosilados exclusivos,
como as braquidinas A, B e C, cuja atividade antitumoral ja foi descrita, especialmente

em modelos de cancer de prostata (NUNES et al., 2020; DE OLIVEIRA et al., 2022).
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Apesar dos avancos na caracterizagdo fitoquimica e bioldgica das raizes e flores
de F. platyphylla, o perfil quimico e o potencial anticancerigeno das folhas permanecem
pouco explorados. A maioria dos estudos concentra-se em compostos isolados de outras
partes da planta, enquanto os extratos das folhas ainda carecem de investigacao
sistematica, especialmente no contexto do cancer cervical. Considerando que as folhas
representam uma fonte abundante de flavonoides e outros metabodlitos secundarios
bioativos, torna-se relevante avaliar seu potencial terap€utico. Assim, o presente estudo
tem como objetivo anotar a composi¢ao fitoquimica do extrato hidroetanolico das folhas
de F. platyphylla e investigar seus efeitos antiproliferativos e antimigratorios in vitro em

linhagens de células de cancer cervical humano HeLa e SiHa.

2.0 Objetivos
2.1 Geral
e Explorar a composi¢ao quimica e o potencial anticancer do extrato hidroetanolico

de Fridericia platyphylla.

2.2 Especificos

» (Caracterizar o perfil quimico do extrato bruto das folhas de Fridericia platyphylila
por LC-MS;

* Avaliar a viabilidade celular das linhagens HeLa e SiHa apds tratamento com o
extrato, utilizando o ensaio de MTT;

= Determinar os valores de ICso nas diferentes condi¢gdes experimentais;

» Investigar o efeito do extrato sobre a dindmica de fechamento de ferida por meio
do ensaio de cicatrizacdo (wound healing);

* Comparar a resposta das linhagens celulares frente as diferentes concentragdes e
tempos de exposicao;

= Avaliar a toxicidade aguda do extrato de Fridericia platyphylla em larvas de T.

molitor.
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3.0 Revisdo de Literatura

3.1 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae reune espécies amplamente representativas da flora
tropical, incluindo grupos popularmente conhecidos como ipés, jacarandds e cuieiras. Do
ponto de vista morfoldgico, apresenta habitos variados, podendo ocorrer como arvores,
arbustos ou lianas (FISCHER; THEISEN; LOHMANN, 2004). Nas formas lianescentes,
¢ comum a presenca de folhas bi ou trifolioladas, frequentemente com um dos foliolos
modificado em gavinha, além da ocorréncia de glandulas distribuidas nas estruturas
vegetativas (ROCHA et al.,, 2017, MENEZES et al., 2025, BUTTERWECK;,
NAHRSTEDT, 2012). As flores exibem ampla variacdo quanto a colora¢do, forma,
tamanho e periodo de antese, enquanto os frutos geralmente sdo capsulas deiscentes com
abertura septifraga ou loculicida e sementes achatadas, aladas e adaptadas a dispersao

pelo vento (GANDOLPHI; BITTENCOURT JR., 2010).

Em termos de diversidade, Bignoniaceae compreende aproximadamente 860
espécies distribuidas em cerca de 80 géneros no mundo, com predominancia nas regides
tropicais (MATTOS; LOHMANN; COELHO, 2019). No Brasil, estdo registrados 32
géneros e 391 espécies, das quais 177 sdo endémicas. A familia inclui trés tribos com

ocorréncia no pais: Bignonieae, Crescentieae € Tecomeae (LOHMANN, 2010).

A exuberancia do florescimento ¢ uma das caracteristicas mais marcantes da
familia, fator que contribui para sua ampla utilizagdo na arborizagdao de ruas, pragas,
parques e avenidas. Além do valor ornamental, a madeira de diversas espécies €
reconhecida por sua resisténcia e aplicabilidade na carpintaria, marcenaria e construcao
civil (LORENZI, 2008). Em fun¢ao dessa versatilidade, Bignoniaceae ¢ considerada uma
familia de elevado potencial econdmico, com registros de uso na horticultura, artesanato,

culinaria, exploracao madeireira € medicina tradicional (CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

Nos ultimos anos, tem-se observado crescente interesse cientifico nas
propriedades medicinais de espécies da familia. Estudos relatam, por exemplo, que
compostos isolados do cerne e da casca de espécies do género Tabebuia (atualmente
incluido em Handroanthus) demonstraram atividades bioldgicas relevantes, incluindo
acdo bactericida, fungicida, antiofidica e antitumoral, reforcando o potencial

farmacoldgico da familia (CHAGAS JUNIOR et al., 2010; HIRUMA-LIMA; DI STASI,
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2002). Nesse contexto, considerando a relevancia ecologica, econdomica e medicinal da
familia Bignoniaceae, torna-se pertinente o levantamento das espécies e estudo de suas

propriedades.

3.2 Género Fridericia

O género Fridericia pertence a familia Bignoniaceae, um grupo amplamente
distribuido em regides pantropicais, que reune cerca de 80 géneros e aproximadamente
840 espécies. De acordo com a classificagdo mais recente baseada em andlises
filogenéticas moleculares, Fridericia esta inserido na tribo Bignonieae, considerada a
maior da familia, com 21 géneros e cerca de 393 espécies (LOHMANN, 2018). Essa
reorganizacdo taxondmica foi importante para esclarecer relagdes evolutivas dentro do

grupo e redefinir os limites de alguns géneros.

Atualmente, o género compreende cerca de 60 espécies de lianas neotropicais,
distribuidas do México até a Argentina, incluindo o sul do Brasil (HENRIQUE et al.,
2024). Essas espécies ocorrem em diferentes formagdes vegetacionais, como florestas
umidas e secas, cerrado e caatinga, o que demonstra sua ampla adaptagdo ecolédgica. Vale
destacar que muitas dessas espécies eram anteriormente incluidas no género Arrabidaea,
que se mostrou polifilético. Apos revisdes baseadas em dados moleculares, houve a
reclassificagdo e redistribuicao dessas espécies entre os géneros Cuspidaria, Fridericia,

Tanaecium e Xylophragma (HENRIQUE et al., 2024; CARVALHO, 2023).

Além da relevancia taxonOmica, Fridericia tem despertado interesse
principalmente pelo seu potencial quimico e farmacologico. Diversas espécies sdo
utilizadas na medicina tradicional, e estudos fitoquimicos tém identificado a presenca de
metabolitos secundarios importantes, como terpenoides, flavonoides e xantonas
(LOHMANN; TAYLOR, 2014). Entre as espécies mais citadas estdo Fridericia chica,
Fridericia platyphylla e Fridericia rego, conhecidas popularmente como cipo-cruz, cipo-
uma e cipd-rego, respectivamente. Essas plantas sdo empregadas na medicina popular
como anti-inflamatorias e no tratamento de calculos renais, diarreias e infeccdes de pele
(CARVALHO, 2023), o que refor¢a a importancia do género como fonte promissora de

compostos bioativos.



21

3.3 Fridericia platyphylla

A Fridericia platyphylla (DC.) ¢ uma espécie nativa do Cerrado brasileiro
pertencente a familia Bignonaceae, grupo predominantemente tropical que reune cerca de
120 géneros e aproximadamente 800 espécies (PAULETTI; BOLZANI; YOUNG, 2003).
Popularmente conhecida como cip6-una, tintureiro ou cervejinha-do-campo (ROCHA et
al.,2019), trata-se de um arbusto que pode atingir entre 1,0 e 2,0 m de altura, apresentando
ramificacdo intensa, folhas coriaceas e flores de coloragao réseo-purpura (ALCERITO et
al., 2002). A espécie ocorre em diferentes biomas brasileiros, o que demonstra sua ampla

adaptacao ecoldgica.

Figura 1 - Fotografia Fridericia platyphylla.

Fonte: (Parque Natural das Orquideas, 2021).

Do ponto de vista etnofarmacolégico, F. platyphylla ¢ amplamente utilizada na
medicina tradicional. Relatos populares indicam seu emprego no tratamento de distirbios
gastrointestinais, no alivio de dores articulares — especialmente associadas a artrite — e
no manejo de condigdes como hipertensdo e litiase renal (ROCHA et al., 2019). Além
disso, sdo atribuidas a espécie propriedades adstringentes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antifingicas, cicatrizantes e antitumorais, o que tem estimulado seu uso

como possivel alternativa ou complemento aos tratamentos convencionais.
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Essas aplicagdes tradicionais vém sendo progressivamente investigadas em
estudos experimentais. Ensaios farmacologicos demonstraram atividade anti-
Trypanosoma cruzi (DA ROCHA et al., 2014), bem como acdo anti-Leishmania, com
eficacia frente a L. amazonensis, L. infantum ¢ L. braziliensis (ALCERITO et al., 2002).
Em modelo in vivo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto em ratos, o extrato
hidroetanolico das raizes promoveu reducao significativa das lesdes, variando entre 39%
e 51%, sugerindo efeito gastoprotetor e possivel agao na protecdo da mucosa gastrica (DA

ROCHA et al., 2017).

Adicionalmente, estudos recentes t€ém buscado compreender os compostos
responsaveis por essas atividades bioldgicas. A fragdo diclorometanica da espécie
demonstrou efeito antinociceptivo em modelos experimentais de dor aguda em
camundongos, sendo essa atividade associada a preseng¢a de flavonoides diméricos
glicosilados, denominados braquidinas A, B ¢ C (RODRIGUES et al., 2017). A Tabela
1 mostra alguns dos compostos encontrados na espécie F. platyphylla e seus respectivos

efeitos bioldgicos.

Tabela 1 - Estrutura e efeitos bioldgicos de algumas substancias isoladas

de Fridericia platyphylla.

Parte da
Composto Estrutura Efeito biologico Referéncia
planta
o _ ' ALCERITO et
Cirsiliol Folhas Antifiingica
al., 2002
Anti-
Brachydina NASCIMENTO
Raiz Trypanosoma
A,BeC et al., 2021
cruzi

Bra-A R:OH
Bra-B R:OCHj;
R Bra-C: R: H




23

3B-estearioxi-

Anti- DA ROCHA et
oleano-12- Raiz
inflamatorio al., 2015
eno
Brachydina . o ‘ DE LIMA et
Raiz Antiproliferativa
D-J al., 2022
4'-Hidroxi-3- o REZENDE-
. . = OCHjy .. . g
4-dimetoxi- O O Flores Antimicrobiano  JUNIOR et al.,
chalcona "o octs 2020
OH
OH
HO O o]
9 ROZATTO
Rutina OH 04 OH Raiz antibacteriana ’
2012
-~ OH
HO,;(O),O OH
HO” ™~ “OH
OH

Fonte: Dados adaptados de ALCERITO et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2021; DA

ROCHA et al., 2015; DE LIMA et al., 2022; REZENDE-JUNIOR et al., 2020;
ROZATTO, 2012.

De modo geral, os dados disponiveis reforcam o potencial farmacoldgico de F.

platyphylla e justificam a continuidade de investigagcdes voltadas a sua caracterizacao

fitoquimica e a avaliagdo mais aprofundada de suas propriedades bioativas.

3.4 Cancer

O cancer ¢ uma doenga cronica de relevancia para a satde publica, devido ao seu

impacto na mortalidade e qualidade de vida da populagdo. Nas ultimas décadas, observa-

se um crescimento continuo na incidéncia da doenga em diferentes regides do mundo,

tornando-a um dos principais desafios para os sistemas de satde. No Brasil, estimativas

do Instituto Nacional de Cancer (INCA) apontaram aproximadamente 781 mil novos
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casos para os anos de 20262028, evidenciando a expressiva carga do cancer no cenario

nacional (INCA, 2026).

O cancer compreende um conjunto de mais de 100 doengas caracterizadas pela
proliferagdo descontrolada de células anormais. Alteracdes genéticas acumuladas no
DNA comprometem os mecanismos responsaveis pelo controle do crescimento e da
divisdo celular, favorecendo a formagao de tumores, a invasao de tecidos adjacentes e a

disseminagdo para outros 6rgaos por meio de metastases (BRASIL, s.d.).

Sua origem envolve a interagdo entre fatores genéticos e ambientais. Entre os
principais fatores de risco destacam-se o tabagismo, a exposi¢ao excessiva a radiacao
ultravioleta, habitos alimentares inadequados, infec¢des por virus oncogénicos, como o
papilomavirus humano (HPV), e o envelhecimento, que favorece o acimulo de alteragdes

celulares ao longo da vida (BRASIL, s.d.).

O impacto do cancer pode ser observado em escala global. Na Europa, por
exemplo, foram estimados cerca de 3,45 milhdes de novos casos e 1,75 milhdo de dbitos
em 2012. Os canceres de mama, colorretal, prostata e pulmao figuraram entre os mais
incidentes, enquanto o cancer de pulmao foi responsavel pelo maior nimero de mortes

relacionadas a doenga (FERLAY et al., 2013).

Os avancos no conhecimento da biologia tumoral, aliados ao aprimoramento dos
métodos diagndsticos e das estratégias terapéuticas, tém contribuido para o aumento da
sobrevida dos pacientes. No entanto, o cancer ainda representa uma das principais causas
de morte no mundo, refor¢cando a importancia da prevencao, do diagnodstico precoce e do
acesso ao tratamento adequado. A escolha da terapia depende das caracteristicas do tumor
e das condigdes clinicas do paciente, podendo incluir cirurgia, quimioterapia,
radioterapia, transplante de medula dssea e terapias bioldgicas, utilizadas de forma

1solada ou combinada (BRASIL, s.d.).

Entre as modalidades terapéuticas, a quimioterapia destaca-se por sua agdo
sistémica sobre células em intensa prolifera¢do, sendo utilizada com diferentes
finalidades, como tratamento primario, adjuvante, neoadjuvante ou paliativo. Apesar de
representar uma importante ferramenta no controle do cancer, os agentes quimioterapicos
também podem afetar células normais de rapida renovagao, ocasionando efeitos adversos
que interferem significativamente na qualidade de vida dos pacientes e exigem

acompanhamento multiprofissional durante todo o tratamento (CUNHA et al., 2017).



25

A radioterapia também desempenha papel fundamental no tratamento de diversos
tipos de cancer, podendo ser empregada com inten¢do curativa ou paliativa. Embora
apresente elevada eficacia no controle local da doencga, sua utilizagdo pode provocar
toxicidade em tecidos sadios adjacentes ao campo irradiado. Em pacientes submetidos a
radioterapia na regido de cabega e pescoco, sdo frequentes complicagdes como mucosite
oral, xerostomia e radiodermites, que podem comprometer a alimentacio, a comunicagao
e o bem-estar do individuo. Nesse contexto, torna-se indispensavel a adogdo de estratégias
voltadas a prevengdao e¢ ao manejo dos efeitos adversos contribuindo para melhores
resultados terapéuticos e para a preservacdo da qualidade de vida (LOPES; MAS;
ZANGARO, 2006; ANDRADE et al., 2015).

3.5 Cancer de Colo do Utero

O cancer do colo do utero permanece como um importante problema de saude
publica, especialmente em paises de baixa e média renda. No Brasil, excluindo-se os
tumores de pele ndo melanoma, € a terceira neoplasia maligna mais incidente entre as
mulheres. Para o triénio 2023-2025, estimam-se cerca de 17.010 novos casos por ano,
correspondendo a uma taxa de incidéncia de 15,38 casos por 100 mil mulheres (INCA,
2023). As maiores taxas sdo observadas nas regides Norte e Nordeste, enquanto as regides
Sudeste e Sul apresentam menores indices. O mesmo padrdo ¢ observado para a
mortalidade, que permanece mais elevada na Regido Norte, evidenciando desigualdades

regionais no acesso as agoes de prevenc¢ado, diagnostico e tratamento (INCA, 2023).

Apesar de ser uma doenca amplamente prevenivel e apresentar elevadas chances
de cura quando diagnosticada precocemente, o cancer do colo do tutero ainda representa
uma importante causa de morbidade e mortalidade feminina (TSUCHIYA et al., 2017).
No Brasil, diversas politicas publicas tém sido implementadas para ampliar o
rastreamento € a prevengdo da doenca, incluindo programas de rastreamento
citopatologico, a incorporagdo da vacina contra o papilomavirus humano (HPV) ao
Calendario Nacional de Vacinagao e iniciativas voltadas ao aprimoramento da assisténcia
as mulheres com lesodes precursoras (TSUCHIYA et al., 2017). Ainda assim, grande parte
dos casos continua sendo diagnosticada em estdgios avangados, comprometendo o

prognostico e a efetividade do tratamento.

Com o objetivo de aperfeigoar as estratégias de rastreamento, o Ministério da
Satde incorporou, em 2024, os testes moleculares para deteccao do HPV oncogénico

(DNA-HPV) ao Sistema Unico de Satde (SUS). A medida integra a atualizacdo das
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diretrizes nacionais para o rastreamento do cancer do colo do ttero, buscando ampliar a
sensibilidade diagnostica, otimizar a identificacao de lesdes precursoras e contribuir para

a redugdo da incidéncia e da mortalidade pela doenga (INCA, 2024).

No cendrio internacional, a Organizagdo Mundial da Saude estabeleceu a
Estratégia Global para a Eliminagio do Cancer do Colo do Utero como problema de satide
publica, propondo que todos os paises alcancem uma incidéncia inferior a quatro casos
por 100 mil mulheres ao ano. Para isso, a estratégia estd fundamentada em trés pilares:
vacinacao contra o HPV, rastreamento e tratamento das lesdes precursoras, além do
manejo adequado dos casos invasivos, incluindo cuidados paliativos quando necessarios

(OPAS, 2020).

Além do impacto sobre a sobrevida, o cancer do colo do utero e seu tratamento
podem comprometer significativamente a qualidade de vida das pacientes. Fadiga,
nauseas, alteragdes urindrias, linfedema, estenose vaginal, dispareunia, distirbios do sono
e sintomas psicoldgicos, como ansiedade e depressdo, estdo entre as principais
complicacdes relatadas. Essas alteragdes podem afetar a satde fisica, emocional, sexual
e reprodutiva das mulheres, reforcando a importancia de uma abordagem terapéutica

integral e multidisciplinar (SANTOS et al., 2019).

4.0 Metodologia

4.1 Coleta

As folhas de Fridericia platyphylla (Cham.) L. G. Lohmann foram coletadas na
localidade de Sant’Ana da Serra, municipio de Jodo Pinheiro, Minas Gerais, Brasil
(coordenadas 17°4404500S, 46°1004400 W), no més de fevereiro de 2023. A
identificacdo botanica da espécie foi realizada pela botanica Dra. Ana Maria Cristina
Teixeira Braga, no Herbario José Badine da Universidade Federal de Ouro Preto
(Voucher 17.935). O acesso ao material botanico foi devidamente cadastrado no Sistema
Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

(SisGen), sob o numero de registro A4551DE4.
4.2 Preparagao do extrato bruto das folhas de F. platyphylla
As folhas foram secas em estufa (Hexasystems, SSDic, Sdo Paulo, Brasil), sob

temperatura controlada entre 40 e 50 °C, e posteriormente trituradas em moinho de facas

(Trapp, Santa Catarina, Brasil). Para o processo de extragdo, 150 g do material vegetal
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seco e triturado foram submetidos a extragdo por percolacao exaustiva utilizando etanol
70% (Exodo Cientifica, Campinas, Brasil) como solvente extrator. O material vegetal foi
transferido para um percolador e mantido em repouso no solvente por 24 h. Apos esse
periodo, a torneira do percolador foi aberta, iniciando-se a coleta do percolado em frasco
ambar. Durante todo o processo, novos volumes de etanol 70% foram adicionados
continuamente ao percolador até que o percolado se apresentasse incolor. O esgotamento
do material vegetal e a finalizagdo do processo de percolacdo foram confirmados por
cromatografia em camada delgada (CCD). Apo6s o término do processo extrativo, o
liquido extrator foi filtrado e concentrado por evaporagao rotativa sob pressao reduzida,
utilizando um sistema composto por bomba de véacuo (modelo TE-058, Tecnal,
Piracicaba, Brasil), rotaevaporador (modelo 802, Fisatom, Sao Paulo, Brasil) e banho
ultratermostatico (modelo SSDu-20L, SolidSteel, Piracicaba, Brasil), mantendo-se a
temperatura inferior a 40 °C. Em seguida, o concentrado foi submetido a liofilizagdo em
liofilizador (modelo K105, Liotop, Sdo Carlos, Brasil) por 48 h, a —95 °C e pressao de 12
uHg. Ao final do processo, foram obtidos 29,35 g de extrato etandlico seco,

correspondendo a um rendimento de 19,56%.
4.3 Particdo liquido/liquido

O extrato bruto de Fridericia platyphylla (FAB) foi submetido a extracdo liquido—
liquido utilizando solventes de diferentes polaridades, com o objetivo de promover a
separacao dos compostos presentes. Inicialmente, 3 g do extrato bruto foram dissolvidos
em 150 mL de uma solucdo aquosa de agua/metanol na proporcao de 7:3, visando a
solubilizacdo de compostos com distintas caracteristicas quimicas. Em seguida, a solucao
foi particionada com 300 mL de diclorometano. O processo de parti¢ao foi realizado em
trés etapas consecutivas, com intervalos de 24 h entre cada extragdo. Apds cada etapa, a
fase organica (diclorometano) foi cuidadosamente separada e coletada. Para a remocgao
de tracos residuais de dgua, a fase organica foi tratada com sulfato de sédio anidro
(NazS0s). Esse procedimento permitiu a concentragdo e o fracionamento preferencial de
compostos de carater lipofilico, enquanto os compostos mais polares permaneceram na

fase hidroalcoolica.
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4.4 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS)

A analise quimica para anotagdo de metabolitos, baseada no processamento de
dados MS/MS, foi realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas com ionizagdo por electrospray e armadilha i6nica (LC-ESI-IT-MS), utilizando
um espectrometro amaZon SL (Bruker Daltonics®, Massachusetts, EUA). As andlises
cromatograficas foram conduzidas em um sistema HPLC Prominence (Shimadzu®),
equipado com coluna Luna C18 (5 pm, 100 A, 250 x 4,6 mm; Phenomenex, Torrance,

EUA).

A separacgdo cromatografica foi realizada empregando um gradiente binario como
fase movel, composto por acido formico 0,1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, LO, EUA) em
agua (solvente A) e acido formico 0,1% em metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, LO,
EUA) (solvente B). As amostras, preparadas na concentragao de 1 mg mL", foram eluidas
da coluna analitica utilizando um gradiente de 40 min, variando de 5 a 100% do solvente
B, a uma vazdo constante de 1,0 mL min™. O volume de injecdo foi de 2 pL, e a

temperatura do compartimento da coluna foi mantida a 40 °C.

A aquisicao dos dados de espectrometria de massas foi realizada no modo de
ionizagdo negativo, com fragmentagcdo em multiplos estagios (MS? e MS?). Os pardmetros
instrumentais foram ajustados da seguinte forma: pressdo do gas de nebulizacao de 50
psi; temperatura do capilar de 300 °C; tensao do capilar de transferéncia de 4.500 V; gas
de dessolvatagdo nitrogénio (N2) com fluxo de 10 L min™'; gas de colisdo hélio (He); e
faixa de aquisicdo de m/z 50-1200. Os dados brutos obtidos foram processados e
convertidos para o formato mzML por meio do software DataAnalysis versdo 4.3 (Bruker,

Massachusetts, EUA) (IMRAN et al., 2019).

4.5 Ensaios anticancerigenos

4.5.1 Cultura de células

As linhagens celulares de cancer cervical humano Hela e SiHa foram cultivadas
em monocamada em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, v/v) e 1% de solugdo de
penicilina/estreptomicina (50 U mL™" /50 ug mL™"). As culturas celulares foram mantidas

a 37 °C, em atmosfera controlada contendo 5% de CO: e 95% de umidade relativa. As
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células foram monitoradas rotineiramente e, quando atingiram a fase de crescimento
exponencial, foram desprendidas dos frascos de cultura por tratamento com tripsina e
subsequentemente semeadas nas densidades apropriadas para a realizacdo dos

experimentos.

4.5.2 Ensaios de citotoxicidade MTT

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], que se baseia na capacidade de células
metabolicamente ativas converterem o MTT em cristais insoluveis de formazan,
conforme descrito previamente (DENIZOT; LANG, 1986). As linhagens de céancer
cervical humano foram semeadas em placas de 96 pogos, na densidade de 1 x 10* células
por poco, utilizando meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, e
incubadas nas condi¢des descritas anteriormente para permitir a adesao celular. Apos 24
h, o meio de cultura foi substituido por meio contendo diferentes concentragdes das
amostras (20150 pg mL™") ou cisplatina (CPT, 5 pg mL™"), utilizada como controle
positivo, e as células foram incubadas por periodos de 24, 48 ou 72 h. Pogos em branco,
contendo apenas meio de cultura e os compostos testados, sem células, foram incluidos
para a maior concentragdo de cada amostra. O veiculo (meio de cultura contendo
dimetilsulfoxido) foi avaliado na maior concentragdo utilizada no experimento (0,15%) e

ndo apresentou interferéncia significativa na atividade das amostras.

Ao final do periodo de incubagdo, os tratamentos foram removidos, 0s pocos
foram lavados com solug¢do salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2) e, em seguida,
foi adicionada a cada pog¢o uma solucdo de meio de cultura contendo MTT na
concentracao de 0,5 mg mL . As placas foram incubadas por 3 h, nas mesmas condi¢des
de cultivo. Posteriormente, a solucao contendo MTT foi descartada, e os cristais de
formazan formados foram solubilizados em etanol. A absorbancia foi determinada a 570
nm utilizando um leitor de microplacas (Epoch®, BioTek Instruments, EUA), com

auxilio do software Gen5.

Os resultados foram expressos como porcentagem de células vidveis em relagao
ao controle negativo (células ndo tratadas). A analise estatistica foi realizada por meio de
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post hoc de Dunnett,

utilizando o software GraphPad Prism 7 (GRAPHPAD PRISM, 2018). Os dados
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correspondem a média + desvio padrao de trés experimentos independentes, realizados
em triplicata. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O
calculo da concentragdo inibitéria média (ICso) foi realizado apos transformacdo
logaritmica dos dados, por ajuste de regressao nao linear, utilizando o software GraphPad

Prism versdo 7 (GraphPad Software®, San Diego, EUA) (ZHANG; ZHANG:; NI, 2020).

4.5.3 Ensaio de cicatrizagao

As células foram semeadas em placas de 96 pogos, na densidade de 1x10° células
por poco, utilizando meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), e
incubadas (atmosfera de 5% de CO: e 95% de umidade, a 37 °C) por 24h. Apods a
confirmagdo da formag¢do de uma monocamada completa, as células foram lesionadas por
meio de arranhdes com uma ponteira de pléastico padrdao de 10 pL. Em seguida, o meio de
cultura foi removido, os pogos foram lavados com tampao PBS (para remocao de detritos)
e 180 uL de meio de cultura foram adicionados. A placa foi entdo coberta e selada nas
laterais com Parafilm, e cada pogo foi fotografado utilizando um microscopio invertido

(Opticam O5001) equipado com uma camera (NA 0.30, WD72) e uma objetiva de 10x.

Apbs o registro inicial das imagens, a placa foi novamente transferida para o fluxo
laminar, e 20 pL das amostras (FAB), previamente concentradas 10 vezes, foram
adicionados aos poc¢os, de modo a obter concentracdes finais de 20, 40, 60 e 100 pg mL™".
Como controle positivo, foram adicionados 20 pL de cisplatina (CPT, 10x concentrada),
resultando em uma concentracao final de 5 pg mL™. Pogos controle receberam apenas
meio de cultura. Em seguida, a placa foi reincubada nas mesmas condi¢des experimentais.
Esses registros fotograficos correspondem ao tempo zero (To). Apds 24 h, 48 he 72 h de
tratamento, os poc¢os foram fotografados novamente (TF) para determinar a migragdo e o

movimento celular em toda a area da ferida. Cada experimento foi realizado em triplicata.

As imagens obtidas foram analisadas utilizando o software Image]J (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, MA, EUA), que permitiu a mensuracao da area
dos sulcos nos tempos de Oh, 24h, 48h e 72h. A porcentagem de fechamento do arranhdo
foi determinada pela variagdo percentual entre a area inicial (To) e a area final (Tr,
correspondente a 24h, 48h e 72h), conforme a equacao: % fechamento = [(To — Tr/ To) X
100]. Os resultados foram expressos como média = desvio padrao, e as médias dos grupos
tratados foram comparadas com seus respectivos controles, permitindo a determinagao

do efeito dos tratamentos sobre a migracao celular.
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4.6 Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato FAB

4.6.1 Aquisicao e manutenc¢ao das larvas de 7. molitor

A obtenc¢do e o manejo das larvas de Tenebrio molitor foram realizados com base
na metodologia descrita por Navarro et al., (2019), com adaptagdes. Larvas
correspondentes ao 10° ao 12° estadio larval foram adquiridas de fornecedores comerciais
especializados em invertebrados e mantidas no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais (LQPN). Os insetos foram acondicionados em recipientes plasticos protegidos
da luz, cobertos com tela para garantir ventilagao adequada, e alimentados com uma dieta
padronizada composta por farelo de trigo, milho e aveia, na propor¢do de 2:2:2. As
condi¢des de manuten¢do foram monitoradas de forma continua, a fim de assegurar a
sobrevivéncia e o adequado estado fisiologico das larvas ao longo do periodo

experimental.

Previamente aos ensaios, foi realizada a triagem manual das larvas com auxilio de
pinca, separando-se individuos vivos e mortos. Foram excluidos do experimento
individuos em fase de pupa ou adulto, bem como larvas que apresentavam coloragdo nao
uniforme, sinais de melanizagdo, lesdes corporais evidentes, auséncia de resposta a
estimulos mecanicos ou motilidade reduzida. Apenas larvas com tamanhos semelhantes,
aspecto visual integro e comportamento ativo foram selecionadas para a composi¢ao dos
grupos experimentais. Apds a selecdo, as larvas foram distribuidas em placas de Petri e
mantidas no escuro, acondicionadas em caixas de isopor, a temperatura controlada de 37
°C, por um periodo de 24 horas antes do inicio dos testes. Para a manutengao da umidade
durante esse periodo, recipientes contendo dgua foram posicionados no interior das

caixas.

4.6.2 Ensaio de toxicidade aguda do extrato FAB

O ensaio de toxicidade aguda foi conduzido com base na metodologia descrita por
Silva et al., (2022), com adaptagdes. Para a composi¢ao dos grupos experimentais, foram
selecionadas larvas de Tenebrio molitor em condigdes fisioldgicas adequadas, conforme
os critérios previamente descritos, sendo estabelecido um niimero de dez larvas (n = 10)
por grupo. Os grupos experimentais foram definidos de acordo com as concentragdes do
extrato da folha de Fridericia platyphylla, nas doses de 1, 10, 100 e 1000 pg mL™".
Adicionalmente, foram incluidos diferentes grupos controle: controle limpo (larvas
mantidas apenas com alimentagdo, sem qualquer intervencao), controle trauma (larvas

submetidas apenas ao estimulo mecanico com seringa, sem aplicagdo de substancias),
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além de grupos tratados com PBS 1%, DMSO 1%, agua destilada (como um controle

trauma) e alcool etilico 70%.

Antes da aplicacdo das substancias, as larvas foram sedadas por resfriamento,
utilizando uma placa de gelo posicionada sob as placas de Petri. Em seguida, procedeu-
se a assepsia da regido protoracica das larvas com swab embebido em alcool etilico 70%.
A administracdo das amostras e dos controles foi realizada por via intra-hemocélica,
utilizando uma seringa analitica (Hamilton, Modified Microliter™, capacidade de 50 uL),
com a aplicag¢ao de 10 pL por larva na regido protoracica, especificamente no segundo ou

terceiro esternito, acima das pernas.

Apo6s o procedimento, as larvas foram transferidas para suas respectivas placas de
Petri, contendo ragdo padronizada, ¢ mantidas protegidas da luz, sob condigdes
controladas de temperatura e umidade. A sobrevivéncia foi monitorada diariamente por
um periodo de sete dias, sendo quantificado o niimero de larvas mortas em cada grupo. A
determinagdo da mortalidade considerou a presenga de melanizacdo e a auséncia de
resposta a estimulo mecanico suave aplicado com pinga. A analise estatistica foi realizada
utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Inc., San Diego, EUA). As curvas
de sobrevivéncia foram construidas pelo método de Kaplan—Meier ¢ comparadas por

meio do teste Log-rank, adotando-se nivel de significancia de p <0,05.

5.0 Resultados e Discussao

5.1 Perfil quimico do extrato bruto das folhas de Fridericia platyphylla (FAB)

As analises por MS/MS do extrato FAB foram realizadas em modo de ionizagado
negativo. A estrutural dos metabolitos foi proposta na interpretacao dos ions fragmentos
originados de moléculas desprotonadas, obtidos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray e armadilha idnica (LC-ESI-
IT-MS). Os dados espectrais, apresentados na Tabela 2, permitiram a anotagdo de
dezesseis compostos fenolicos, entre os quais foram identificados derivados de acidos
clorogénicos e flavonoides glicosilados pertencentes as subclasses das flavonas e dos
flavondis. A Figura 3 apresenta as estruturas quimicas propostas, estabelecidas a partir da
correlagdo entre os padroes de fragmentagao observados e aqueles previamente descritos
na literatura, possibilitando maior confiabilidade na identificagdo dos constituintes do

extrato.
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Figura 2 - Cromatograma do extrato bruto analisado por LC-MS no modo negativo do

extrato bruto das folhas de Fridericia platyphylla.

12
i
9 16
f 13
24 10 15
111114
0 10 20 30 40 50 Time [min]

[=—FAB_EB_NEG 1-2_01_7972.d: BFC -AlMS

Fonte: Autor, 2026.
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Tabela 2 - Compostos anotados no extrato bruto das folhas de Fridericia platyphylla.

Pico Tr (min)

Composto

Modo

Fragmentos (m/z)

Referéncias

(LIN; HARNLY, 2008; OLENNIKOV et

1 11.6 Acido cafeoilquinico - MS? 353 [M-H]; 191; 179 al., 2019; LIU et al., 2024; MACHADO,
2018)
2 14.2 Acido feruloilquinico - MS? 367 [M-H]; 193; 174; 134 (PIASECKA et al., 2015)
; 147 Luteolina-6,8-di-C-glicosideo ] MS? 609 [M-H]; 520; 490; (MARCH et al., 2006; KARAR;
400; 371 KUHNERT, 2016)
593 [M-HJ; 504; 474, ;
4 15.7 Apigenina 6,8-C-dihexosideo - MS? 384: 355 (LLORENT-MARTINEZ et al., 2015)
5 168 Apigenina 6-C-pentosil-8-C- MS2 563 [M-H]; 545; 504; (LLORENT—MARTINEZ et al., 2015;
' hexosideo 474, 444, 385; 355 GOUVEIA; CASTILHO, 2013)
5 563 [M-H]; 545; 504;
. 169 Apigenina 6-C-hexosil-8-C- ] MS 474: 444: 385: 355 (LLORENT-MARTINEZ et al., 2015;
pentosil GOUVEIA; CASTILHO, 2013)
MS? 563—444; 385; 355
Apigenina 6-C-hexosil-8-C- 577 [M-H]; 488; 458;
7 17.5 - MS? (OZAROWSKI et al., 2018)

desoxihexosideo

369; 339
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(DOU et al., 2023; TIBERTI et al., 2007,

8 18.9 Rutina - MS? 609 [M-H]; 302 **
ZHANG et al., 2024)
9 19.1 Quercetina-O-hexosideo - MS? 463 [M-H]; 302 ** (PATRAS et al., 2023)
Kaempferol O-desoxihexosil-O-
10 20.1 - MS? 593 [M-HJ; 286 ** (PATRAS et al., 2023)
hexosideo

Quercetina-O-desoxi-hexosil-O-

11 20.6 . - MS? 771 [M-H]; 609; 302 ** (LEICHTWEIS et al., 2022)
dihexosideo
Quercetina-O-dimetoxicaffeoil-O- 815 [M-H]; 609; 591; 302
12 21.4 - MS? (LEICHTWEIS et al., 2022)
hexosil-O-hexosideo ok
Quercetina-O-feruloil-O-desoxi- 785 [M-H]; 609; 591;
13 21.5 - MS? (LEICHTWEIS et al., 2022)
hexosil-O-hexosideo 317; 302 **
Kaempferol-O-feruloil-O-desoxi- 769 [M-H]; 593; 575;
14 22.6 - MS? (YANG et al., 2016)
hexosil-O-hexosideo 300; 286 **
_ ' _ 329 [M-HJ; 331 **; 314,
15 23.8 3.,4'-dimetoxi-quercetina - MS? 209 (MA etal., 2014)
16 25.5 Tamarixetina - MS? 313 [M-HJ; 315 **; 300 (ESCOBAR-AVELLO et al., 2019)

**Valor de massa corrigido: ajustado em +2Da devido a descalibra¢ao do instrumento.

Fonte: Autor, 2026.



Figura 3 - Compostos anotados no extrato hidroalcolico de Fridericia platyphylla.

Fonte: Autor, 2026.
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Nos C-glicosideos de flavonoides, a unidade de agucar encontra-se diretamente
ligada a aglicona por meio de uma ligagdo C—C, o que confere maior estabilidade a
estrutura e dificulta a perda total do agucar. Dessa forma, a fragmentacdo ocorre

principalmente por clivagens cruzadas no interior do anel glicosidico, envolvendo a

ruptura de ligagdes C—C e C—O da unidade de agucar (CUYCKENS; CLAEYS, 2004).

Essas clivagens s3o geralmente descritas por algumas vias estando entre elas *?X,
03X e X, que correspondem a diferentes combinag¢des de rupturas no anel do agucar e
resultam em perdas caracteristicas de massa. Para unidades de hexose, essas
fragmentagdes podem produzir perdas de 120, 90 e 134 Da, correspondentes,
respectivamente, aos ions “2X, %¥X e *X, enquanto unidades de pentose apresentam
perdas de 90, 60 e 104 Da nas mesmas vias de fragmentacdo como pode ser observado
na figura4 (CUYCKENS; CLAEYS, 2004; GONCALVES; SOUSA; OLIVEIRA, 2023).
Essas informagdes servem de base para a interpretagao dos espectros de MS/MS e para a
proposicao das possiveis vias de fragmentagdo de alguns dos compostos anotados neste

trabalho.

Figura 4 - Produtos caracteristicos formados de clivagens cruzadas nos anéis de

agucares.
Hexose Pentose
HO
03X 03X
HO aglicona HO aglicona
0.2X 15X 15X

0.2X: [M - H -120] 0.2X: [M —H -90]

03X: [M-H -90] 0.3X: [M -H -60]

15X: [M -H -134] 15X: [M - H -104]

Fonte: Autor, 2026.

Essas informacdes serviram de base para a interpretagao dos espectros de MS/MS
e para a proposicao das possiveis vias de fragmentacdo de alguns dos compostos anotados

neste trabalho.
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O composto 1 foi anotado como acido cafeoilquinico, apresentando um ion
molecular desprotonado [M—H]~ em m/z 353 (Figura 5) e tempo de retencgdo (Rt) de 11,6
min. No segundo estagio de fragmentacao (MS?), observou-se a formacao de fragmentos

caracteristicos desse metabdlito fenolico.

O ion precursor [M—H]™ sofreu uma perda de 162 Da (Esquema 1), atribuida a
eliminacdo da unidade cafeoil, resultando na formagdo do fragmento em m/z 191,
correspondente ao ion do acido quinico desprotonado, que se apresentou como pico base
devido a sua elevada estabilidade. Essa estabilidade esta associada a reorganizagdo
eletronica promovida pela transferéncia intramolecular de hidrogénio envolvendo grupos

hidroxila da unidade cafeoil com o oxigénio ligado ao nucleo quinico.

Adicionalmente, foi observado o fragmento em m/z 179, o qual corresponde a
perda de 174 Da em relagdo ao ion molecular, atribuida a eliminacdo da por¢ao de acido
quinico. Esse padrdo de fragmentagdo indica a clivagem da ligagdo C-O, considerada
energeticamente mais favordvel no processo de dissociacdo, refor¢cando a anotacdo do

composto como um derivado cafeoilquinico.

Figura 5 - Espectro de massa do 4cido cafeoilquinico.
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Esquema 1 — Proposta de fragmentagao do acido cafeoilquinico no modo negativo.

HO T H " —H
o] -H 9 HO B
HO -174 Da HO N OH -162 Da
- —_—
X OH X7 0\: OH HO OH
~ H O OHJ
m

m/z 179 m/z 191

Fonte: Autor, 2026.

O composto 2 foi anotado como acido feruloilquinico, apresentando tempo de
retencdo de 14,2 minutos e um ion molecular desprotonado [M—H]~ em m/z 367 (Figura
6). O perfil de fragmentacdo observado ¢ consistente com derivados feruloilados do acido
quinico. No segundo estagio de fragmentagdo (MS?), o ion precursor [M—H]~ originou
um pico base de m/z 193, resultante da perda de 174 Da ([M-H-174]"), atribuida a
clivagem da ligacdo éster entre o acido quinico e a unidade feruloila (Esquema 2). Esse
fragmento corresponde ao anion do acido ferulico e ¢ caracteristicamente observado em

espectros de acidos hidroxicindmicos conjugados.

Ainda na etapa MS?, o ion m/z 193 apresentou fragmentacio adicional,
inicialmente formando o fragmento em m/z 149, decorrente da perda de 44 Da, associada
a eliminagao do grupo carboxilico (CO2). Em seguida, observou-se a formagao do ion m/z
134, resultante da perda subsequente de um grupo metil (-CHs) da unidade feruloila. Esse
padrdao de fragmentacdo € tipico de compostos fenolicos derivados do acido fertlico e

refor¢a a anotagdo estrutural proposta para o composto 2.

Figura 6 - Espectro de massa do acido feruloilquinico.
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Esquema 2 - Proposta de fragmentagdo do acido feruloilquinico no modo negativo.

OH

o T H o |-H T-H
fo) P -174 Da HO -193 Da HO
- < O’ O B ———
N o Y oH OH
HO O OHO

g
N

m/z 193 HO

-44 Da \

gODQ'H _sDs O@Aﬂ
HO™

HO

174
miz 367 m/z 17

-H

m/z 149 m/z 134

Fonte: Autor, 2026.

O composto 3, com tempo de retencdo de 14,7 minutos, foi anotado como
Luteolina-6,8-di-C-glicosideo, apresentando um ion molecular desprotonado [M—H]~ em
m/z 609 (Figura 7). O espectro de fragmentagao revelou perdas caracteristicas associadas
a fragmentacdo da unidade hexosidica ligada ao nucleo flavonoidico. Na etapa MS2,
foram observados fragmentos em m/z 520 e m/z 490, correspondentes a perdas neutras de
89 e 119 Da, respectivamente. Essas perdas sdo atribuidas a clivagens homoliticas
cruzadas do anel da hexose, do tipo **X e °*X, padrdo comumente descrito para

flavonoides C-glicosilados (Esquema 3).

A partir do fragmento em m/z 490, identificaram-se fragmentos adicionais em m/z
400 e m/z 371, resultantes de perdas sucessivas de 90 e 119 Da. Essas fragmentacdes
envolvem novas clivagens homoliticas do tipo **X e %2X, resultantes de perdas sucessivas
de 90 e 119 Da. Essas fragmentacdes sdo caracteristicas de flavonoides C-glicosilados

contendo hexoses.
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Figura 7 - Espectro de massa da Luteolina-6,8-di-C-glicosideo.
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Esquema 3 - Proposta de fragmentagdo da Luteolina-6,8-di-C-glicosideo no modo

negativo.

-89 Da
—_—

m/z 490 m/z 609

m/z 520

-119 Da

-90 Da

miz 400 mz 371

Fonte: Autor, 2026.

O composto 4 foi anotado como apigenina 6,8-C-dihexosideo, pertencente a

classe dos flavonoides C-glicosilados. Esse composto apresentou tempo de retencao de
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15,7 minutos e ion molecular desprotonado [M—H]~ em m/z 593 (Figura 8, Esquema 4).
No segundo estagio de fragmentacdo (MS?), observou-se inicialmente a formacdo do
fragmento em m/z 474, resultante da perda de 119 Da em relagdo ao ion precursor. Essa
perda ¢ caracteristica de flavonoides C-glicosilados e esta associada a clivagem
homolitica do anel da unidade hexosidica, do tipo ®?X, frequentemente observada em

espectros MS/MS desse grupo de metabolitos.

Fragmentagdes adicionais envolveram perdas de 90 e 119 Da, atribuidas a
clivagens homoliticas do tipo **X e >X, respectivamente, levando a formagao dos ions
em m/z 384 e m/z 355. Esse padrdo de fragmentagdo, marcado por perdas sucessivas de
90 e 119 Da sem liberacdo direta do aglicone, € consistente com a presenga de ligagdes
C-glicosidicas, distinguindo esse composto de flavonoides O-glicosilados e reforgando a

anota¢ao estrutural proposta para o composto 4.

Figura 8 - Espectro de massa da apigenina 6,8-C-dihexosideo.
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Esquema 4 - Proposta de fragmentagao da apigenina 6,8-C-dihexosideo no modo

negativo.

-119 Da

m/z 474

-90 Da
-90 Da
-119 Da

m/z 384

Fonte: Autor, 2026.

O composto 5 foi anotado como apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexosideo,
apresentando ion molecular desprotonado [M—H]~ em m/z 563 (Figura 9). O padrdo de
fragmentagdo observado ¢ caracteristico de flavonoides C-glicosilados contendo unidades
sacaridicas distintas. Inicialmente, foi observada a formacao do fragmento [M—H-H-O]",
atribuida a desidratacdo da unidade pentosidica ligada ao nucleo flavonoidico (Esquema
5), um processo comum em agucares. Em seguida, detectou-se o fragmento em m/z 503,
correspondente a perda de 59 Da ([M—H-59]"), associada a clivagens homoliticas no anel

da pentose, particularmente do tipo **X.

Fragmentagdes adicionais envolveram perdas de 89 e 119 Da, resultando nos ions
em m/z 473 ([M—H-89]") e m/z 443 ([M-H-119]"), atribuidas a clivagens cruzadas do
tipo ®*X e %?X da unidade hexosidica, respectivamente. A presenca dessas perdas
sucessivas reforca o carater C-glicosidico das ligacdes entre os actcares e a aglicona. A
partir do fragmento em m/z 474, observou-se ainda a formac¢do do ion em m/z 385,
decorrente da perda adicional de 89 Da, associada a rearranjos e fragmentagdes no anel
da pentose. Subsequentemente, uma perda de 30 Da, correspondente a eliminagdo de
formaldeido (CH:0), levou a formacao do fragmento em m/z 355. Esse conjunto de
fragmentacdes ¢ consistente com flavonoides C-glicosilados complexos e reforga a

anotagdo para o composto 5.



44

Figura 9 - Espectro de massa da apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexosideo.
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Esquema 5 - Proposta de fragmentagao da apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexosideo no

modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

O composto 6, com tempo de retencdo de 16,9 minutos, foi anotado como
apigenina 6-C-hexosil-8-C-pentosil (Figura 10, Esquema 6). O espectro de
fragmentacdo apresentou semelhanca em relacdo ao observado para o composto 5, uma
vez que ambos correspondem a flavonoides C-diglicosilados contendo uma unidade

hexosidica e uma unidade pentosidica ligadas diretamente ao nticleo flavonoidico.

Apesar disso, observou-se uma diferenca no ion base do espectro MS/MS.
Enquanto no composto 5 o fragmento dominante foi observado em m/z 385, no composto
6 o pico base correspondeu ao ion em m/z 444. Essa variagdo pode ser atribuida a inversao

das posic¢oes de ligagdo das unidades de acticar no anel A do flavonoide.

Figura 10 -. Espectro de massa da apigenina 6-C-hexosil-8-C-pentosil.
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Esquema 6 - Proposta de fragmentagdo da apigenina 6-C-hexosil-8-C-pentosil no modo

negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

O composto 7 apresentou tempo de retencao de 17,5 minutos e foi anotado como
apigenina 6-C-hexosil-8-C-desoxihexosideo, tendo exibido um ion molecular
desprotonado [M—H] em m/z 577 (Figura 11). O espectro de fragmentagdo revelou
perdas sucessivas de 89 e 119 Da, resultando na formacao dos ions em m/z 488 e 458,
respectivamente (Esquema 7). Essas perdas sdo caracteristicas de clivagens do tipo 32X
e 22X, tipicas de flavonoides C-glicosilados, e estao associadas a fragmentagao homolitica

das unidades de agucar ligadas diretamente ao nticleo flavonoidico.

A partir do ion em m/z 458, foram observadas perdas adicionais de 88 e 118 Da,
originando fragmentos em m/z 370 e 340, respectivamente. Considerando o erro
instrumental de aproximadamente 2 Da decorrente da calibragdo do equipamento, essas
fragmentagdes foram atribuidas a clivagens homoliticas adicionais no anel das unidades
sacaridicas, do tipo **X e **X. Esses padroes de fragmentacdo sdo compativeis com
flavonoides C-glicosilados, corroborando a anotacao estrutural proposta para o composto

7.
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Figura 11 - Espectro de massa da apigenina 6-C-hexosil-8-C-desoxihexosideo.

Intens. {67. 1- -MS, 17.3-17.5min #1146-1160

-
o

o
&)

1-
: 713.27

67. = -MS2(577.32),17.3-17.5min #1148-1161
458.48

1
339.32

0.5 l l -
] I 5592
0.04 T ' 1Y " N ' | T T T
200 400 600 800 1000 mz

Esquema 7 - Proposta de fragmentagdo da apigenina 6-C-hexosil-8-C-

desoxihexosideo no modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

O composto 8 apresentou tempo de reten¢do de 18,9 minutos e foi anotado como
rutina. O espectro de massas evidenciou um ion molecular desprotonado [M—H] em m/z
609 (Figura 12). Na etapa de fragmentagdo MS?, observou-se a formag¢ao de um ion em
m/z 302, atribuido ao fragmento [M—H-146—-162]", resultante da perda sequencial de 307
Da, correspondente as unidades de ramnose (146 Da) e glicose (162 Da) ligadas ao nucleo

flavonoidico.

Essa fragmenta¢do mostra a clivagem da ligacdo O-glicosidica do dissacarideo
rutinosideo, levando a liberacdo do aglicone quercetina, cujo ion desprotonado em m/z
301-302 ¢ descrito na literatura. O padrdo observado € caracteristico de flavonoides O-

glicosilados e fornece suporte para a anotacao da rutina (DOU et al., 2023) (Esquema 8).

Figura 12 - Espectro de massa da rutina.
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Esquema 8 - Proposta de fragmentagdo da rutina no modo negativo.

v -307 Da HO
OH O OH .
© O\)\)j:OH

OH
m/z 609 m/z 302

Fonte: Autor, 2026.

O composto 9 apresentou um tempo de retencdo de 19,1 minutos e foi anotado
como quercetina-O-hexosideo. O espectro de massas exibiu um ion molecular
desprotonado [M—H] em m/z 463 (Figura 13). Na etapa de fragmentagdo, observou-se
uma perda caracteristica de 162 Da, resultando no ion [M-H-162]" em m/z 302,
correspondente a liberagdo da unidade hexosidica. Essa fragmentacdo decorre da
clivagem da ligacdo O-glicosidica entre o agticar e o nucleo flavonoidico, especificamente
na hidroxila localizada no carbono C-3 do anel C da aglicona quercetina. A formagao do
ion aglicona em m/z 301-302 fornece evidéncia para a anotacdo estrutural proposta

(Esquema 9).

Figura 13 - Espectro de massa da quercetina-O-hexosideo.
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Esquema 9 - Proposta de fragmentagdo da quercetina-O-hexosideo no modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

O composto 10 apresentou tempo de retencao de 20,1 minutos e foi anotado como
kaempferol O-desoxihexosil-O-hexosideo. O espectro de massas revelou um ion
molecular desprotonado [M-H]~ de m/z 593 (Figura 14). Na andlise de fragmentacao,
observou-se a formacdo de um ion m/z 286, correspondente ao ion aglicona do

kaempferol, resultante de uma perda neutra total de 307 Da.

Essa perda ¢ atribuida a clivagem das ligagdes O-glicosidicas entre o nticleo flavonoidico
e as unidades de acucar, envolvendo a eliminacao simultdnea de uma desoxi-hexose (146
Da) e de uma hexose (162 Da), gerando uma perda de 307 Da ([M—H-307]") (Esquema
10). Esse processo ocorre por meio da captura do hidrogénio da unidade sacaridica pelo
oxigénio ligado a aglicona, promovendo a formagdo de uma hidroxila no nucleo

flavonoidico e a consequente ruptura da liga¢ao flavonoide-agucar.
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Figura 14 - Espectro de massa do kaempferol O-desoxihexosil-O-hexosideo.
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Esquema 10 - Proposta de fragmentacao do kaempferol O-desoxihexosil-O-

hexosideo no modo negativo.

-307 Da

m/z 593

Fonte: Autor, 2026.

No tempo de retengdo de 20,6 minutos, foi anotado o composto 11, proposto como
quercetina-O-desoxi-hexosil-O-dihexosideo, o qual apresentou um ion molecular
desprotonado [M—H]~ de 771 m/z. No espectro de fragmentacdo em MS? observou-se
inicialmente um ion em m/z 609, resultante da perda neutra de 162 Da ([M-H-162]),
atribuida a eliminacdo de uma unidade hexosidica a partir do ion precursor. Essa
fragmentagdo ¢ caracteristica da clivagem da ligagdo O-glicosidica entre o agucar e o
nucleo flavonoidico, envolvendo a interagdo do oxigénio localizado no carbono C-3 do
anel B da aglicona com o hidrogénio da unidade sacaridica, levando a formacdo de uma

hidroxila no flavonoide (Figura 15, Esquema 11).
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Adicionalmente, foi identificado um ion em m/z 302, correspondente ao ion
aglicona da quercetina, originado de uma perda neutra de 307 Da. Essa fragmentagdo ¢
atribuida a clivagem das ligagdes O-glicosidicas envolvendo as unidades sacaridicas
ligadas ao carbono C3 do anel C do flavonoide, resultando na eliminagdo conjunta das
unidades de agucar. O mecanismo envolve rearranjos de hidrogénio e a captura do proton
pelo oxigénio da aglicona, promovendo a ruptura das ligagdes flavonoide-aglicar e a

liberagdo do nucleo flavonoidico.

Figura 15 - Espectro de massa da quercetina-O-desoxi-hexosil-O-dihexosideo.
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Esquema 11 - Proposta de fragmentacao da quercetina-O-desoxi-hexosil-O-

dihexosideo no modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

No tempo de retencao de 21,4 minutos, foi anotado o composto 12, proposto como
quercetina-O-dimetoxicafeoil-O-hexosil-O-hexosideo, o qual apresentou um ion
molecular desprotonado [M—H] em m/z 8§15 (Figura 16). No espectro de fragmentacdo

em MS?, observou-se inicialmente a formag¢ao de um ion em m/z 609, resultante de uma
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perda neutra de 206 Da [M—H-206]", atribuida a elimina¢do da unidade dimetoxicafeoil.
Essa fragmentacdo estd associada a clivagem da ligagdo éster entre o grupo cafeoil e a
unidade glicosidica, envolvendo a captura de um hidrogénio pelo oxigénio da carboxila,

com consequente formagao de uma hidroxila e ruptura da ligagdo acil-glicosidica.

Outro fragmento relevante foi observado em m/z 591, correspondente a uma perda
neutra de 18 Da a partir do ion m/z 609, atribuida a eliminagao de uma molécula de dgua.
Esse processo esta relacionado a rearranjos intramoleculares envolvendo grupos hidroxila
livres da unidade sacaridica, resultando em desidratacdo, podendo ser observado em

flavonoides glicosilados.

Adicionalmente, foi identificado o ion em m/z 302, correspondente a aglicona
quercetina, gerado por uma perda neutra de 307 Da. Essa fragmentagdo ¢ atribuida a
clivagem homolitica das ligagdes O-glicosidicas entre o carbono C3 do anel C do
flavonoide e as unidades de agucar, envolvendo rearranjos de hidrogénio e a formagao de
uma hidroxila no nucleo flavonoidico, resultando na liberacdo da estrutura base da

quercetina (Esquema 12).

Figura 16 - Espectro de massa da quercetina-O-dimetoxicafeoil-O-hexosil-O-

hexosideo.
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Esquema 12 - Proposta de fragmentacdo da quercetina-O-dimetoxicafeoil-O-hexosil-O-

hexosideo no modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

No tempo de reten¢do de 21,5 minutos, foi anotado o composto 13, proposto como
quercetina-O-feruloil-O-desoxi-hexosil-O-hexosideo, o qual apresentou um ion
molecular desprotonado [M—H]~ de m/z 785 (Figura 17). Na etapa de fragmentacdo em
MS?, observou-se a formagao de um ion m/z 609, resultante de uma perda neutra de 176
Da ([M—H-176]"), atribuida a clivagem homolitica da ligagao éster entre o grupo feruloil
e a unidade glicosidica. Esse processo envolve rearranjos de hidrogénio, nos quais o
oxigénio do nucleo flavonoidico captura um hidrogénio do grupo feruloil, promovendo a

ruptura da ligagdo acil-glicosidica.

Adicionalmente, foi identificado o fragmento em m/z 591, decorrente de uma
perda neutra de 18 Da a partir do ion m/z 609, atribuida a eliminagdo de uma molécula de
agua. Isso estd associado a rearranjos intramoleculares envolvendo grupos hidroxila das

unidades sacaridicas.

A partir do ion m/z 609, observou-se ainda a formacao do fragmento em m/z 302,
correspondente a aglicona quercetina, resultante de uma perda neutra de 307 Da. Essa
fragmentacdo ¢ atribuida a clivagem homolitica das ligagdes O-glicosidicas entre o
carbono C3 do anel C do flavonoide ¢ as unidades de actcar, levando a formagdo de uma

hidroxila no nucleo flavonoidico (Esquema 13).

Figura 17 - Espectro de massa da quercetina-O-feruloil-O-desoxi-hexosil-O-hexosideo.
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Esquema 13 - Proposta de fragmentacao da quercetina-O-feruloil-O-desoxi-hexosil-O-

hexosideo no modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

No tempo de retencao de 22,6 minutos, foi anotado o composto 14, proposto como
kaempferol-O-feruloil-O-desoxi-hexosil-O-hexosideo, o qual apresentou um ion
molecular desprotonado [M—H] de m/z 769 (Figura 18). Na etapa de fragmentagdo em
MS2, observou-se inicialmente a formacao de um fragmento m/z 593, correspondente a
uma perda neutra de 176 Da ([M—H—-176]"), atribuida a eliminacao do grupo feruloil. Essa

fragmentacdo decorre da clivagem da ligacao éster entre o grupo acilado e a unidade
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glicosidica, onde o oxigénio do nucleo flavonoidico captura um hidrogénio do grupo

feruloil, promovendo a ruptura da liga¢ao e a formagao de uma hidroxila no flavonoide.

Adicionalmente, foi identificado o fragmento m/z 575, resultante de uma perda
neutra de 18 Da a partir do ion m/z 593, atribuida a desidratagdo de uma das hidroxilas
das unidades sacaridicas. A partir do fragmento m/z 593, observaram-se ainda dois ions
de fragmentacgdo adicionais. O fragmento m/z 300 foi atribuido a clivagem entre o nucleo
flavonoidico e as unidades de agucar, com rearranjos que levam a estabilizacdo da carga
negativa por ressonancia no sistema aromatico do kaempferol. Ja o fragmento m/z 286
corresponde a aglicona do kaempferol, resultante da perda total das unidades sacaridicas,
decorrente da clivagem das ligagdes O-glicosidicas entre o carbono C3 do anel C do
flavonoide e os actcares, com formagao de uma hidroxila livre no ntcleo flavonoidico

(Esquema 14).

Figura 18 - Espectro de massa do kaempferol-O-feruloil-O-desoxi-hexosil-O-hexosideo.
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Esquema 14 - Proposta de fragmentacdo do kaempferol-O-feruloil-O-desoxi-hexosil-O-

hexosideo no modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

O composto 15 foi anotado como 3,4’-dimetoxi-quercetina, apresentando um ion
molecular desprotonado [M—H]~ de m/z 329 (Figura 19). Observou-se uma leve variacao
nos valores exatos de m/z atribuida a descalibragdo instrumental. No espectro de
fragmentacao, foi identificado o fragmento m/z 315, correspondente a uma perda neutra
de 15 Da ([M—H-15]"), atribuida a eliminagdo de um grupo metil (-CHs) por meio de uma
clivagem homolitica de uma das metoxilas ligadas ao nucleo flavonoidico. Em seguida,
observou-se a formagdo do fragmento m/z 300, resultante de uma segunda perda de 15
Da, associada a elimina¢do de outro grupo metil, agora envolvendo um processo de
clivagem heterolitica acompanhado de rearranjos de hidrogénio no sistema aromatico do

flavonoide (Esquema 15).
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Figura 19 - Espectro de massa da 3,4'-dimetoxi-quercetina.
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Esquema 15 - Proposta de fragmentacao da 3,4'-dimetoxi-quercetina no modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

O composto 16, proposto como tamarixetina, apresentou ion molecular
desprotonado [M—H]™ em m/z 315. O espectro de fragmentacao revelou a formagdo de
um fragmento em m/z 300, correspondente a uma perda neutra de 15 Da ([M-H-15]").
Essa perda € atribuida a eliminacdo de um radical metil proveniente do grupo metoxila
ligado ao nucleo flavonoidico, por meio de uma clivagem homolitica da ligagdo C-O.
Como resultado desse processo, ocorre a desmetilagdo da molécula, levando a formagao

do ion correspondente & aglicona quercetina em m/z 301 (Figura 20, Esquema 16).
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Figura 20 - Espectro de massa da tamarixetina.
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Esquema 16 - Proposta de fragmentacao da tamarixetina no modo negativo.
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Fonte: Autor, 2026.

No extrato bruto FAB foram identificados 16 compostos, incluindo acidos
fenolicos e diferentes subclasses de flavonoides, tais como derivados C-glicosilados de
apigenina, derivados O-glicosilados de quercetina e kaempferol, além dos flavonoides
metoxilados. De modo geral, o perfil quimico do extrato ¢ marcado pela predominancia
de compostos fenolicos, especialmente flavonoides em diferentes graus de glicosilagdo e

metoxilacao.
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5.2 Perfil quimico das fracdes aquosa e diclorometano de Fridericia platyphylla (FAB)

ApOs o processo de particao liquido-liquido, foram obtidas duas fragdes: aquosa
e diclorometanica (DCM). Na fragdo aquosa, foram anotados nove compostos (Figura 21/
Tabela 3): 4cido cafeoilquinico, apigenina 6,8-C-dihexosideo, apigenina 6-C-hexosil-8-
C-pentosil,  apigenina 6-C-hexosil-8-C-desoxihexosideo,  rutina, kaempferol O-
desoxihexosil-O-hexosideo, quercetina-O-desoxi-hexosil-O-dihexosideo, quercetina-O-
feruloil-O-desoxi-hexosil-O-hexosideo, todos também presentes no extrato bruto. Esses
compostos correspondem majoritariamente aos que apresentaram menor tempo de
retengdo na analise cromatografica do extrato bruto, indicando maior polaridade e,

consequentemente, maior afinidade pela fase aquosa.
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Figura 21 - Cromatograma (LC-MS) da frag¢ao aquosa das folhas de Fridericia platyphylla.
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Fonte: Autor, 2026.
Tabela 3 - Compostos anotados na fracdo aquosa das folhas de Fridericia platyphylla.
Pico TR (min) Composto Modo Fragmentos (m/7) Referéncias
(LIN; HARNLY, 2008;
1 11.6 Acido cafeoilquinico - MS? 353** [M-H]; 191; 179 OLENNIKOV et al., 2019; LIU
et al., 2024)
(LLORENT-MARTINEZ et al.,
2 15.8 Apigenina 6,8-C-dihexosideo - MS? 593 [M-HJ; 504; 474; 384; 355

2015)
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Apigenina 6-C-pentosil-8-C-

563 [M-H]; 504; 474; 444; 385;

(LLORENT-MARTINEZ et al.,

3 16.9 MS? 2015; GOUVEIA; CASTILHO,
hexosideo 355
2013)
Apigenina 6-C-hexosil-8-C-
4 17.6 MS? 577 [M-H]; 488; 458; 369; 339 (OZAROWSKI et al., 2018)
desoxihexosideo
. (DOU et al., 2023; TIBERTI et
5 18.9 Rutina MS? 609 [M-H]; 302 **
al., 2007; ZHANG et al., 2024)
Kaempferol O-desoxihexosil-O-
6 20.1 MS? 593 [M-HJ; 286 ** (PATRAS et al., 2023)
hexosideo
Quercetina-O-desoxi-hexosil-O-
7 20.6 ‘ MS? 771 [M-H]; 609; 302 ** (LEICHTWEIS et al., 2022)
dihexosideo
Quercetina-O-feruloil-O-desoxi- 785 [M-H]; 609; 591; 317; 302
8 21.7 MS? (LEICHTWEIS et al., 2022)
hexosil-O-hexosideo ok
Kaempferol-O-feruloil-O-desoxi- 769 [M-H]; 593; 575; 516; 300,
9 22.7 MS? (YANG et al., 2016)

hexosil-O-hexosideo

286 **

**Valor de massa corrigido: ajustado em +2Da devido a descalibragdo do instrumento.

Fonte: Autor, 2026.
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Por outro lado, na fragdo DCM foram anotados os compostos Kaempferol 4'-O-
metil éter e tamarixetina Figura 22 e Tabela 4, que apresenta menor polaridade em
comparacdo aos flavonoides altamente glicosilados predominantes na fragcdo aquosa. Esse
resultado demonstra que o processo de particdo foi eficiente na separagao dos metabolitos

de acordo com sua polaridade, promovendo uma distribuigao seletiva entre as fases.

Essa seletividade ¢ particularmente relevante para os ensaios biologicos
subsequentes, pois possibilita investigar se a atividade observada para o extrato bruto esta
associada a compostos especificos concentrados em determinada fragdo ou se resulta de

um possivel efeito sinérgico entre diferentes metabodlitos presentes na matriz original.

Figura 22 - Cromatograma (LC-MS) da fracdo DCM das folhas
de Fridericia platyphylla.
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Fonte: Autor, 2026.

Tabela 4 - Composto anotado na fragdo DCM das folhas de Fridericia platyphylla.

Pico TR (min) Composto Modo Fragmentos (m/7) Referéncias

Kaempferol 4'-O-

1 24.2 il eter - MS? 299 [M-HJ; 300; 285 NI
(ESCOBAR-

2 25.5 Tamarixetina - MS?  315**% [M-H]; 300 AVELLO et
al., 2019)

**Valor de massa corrigido: ajustado em +2Da devido a descalibragdao do instrumento.

NI: Nao identificado.

Fonte: Autor, 2026.
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5.3 Efeito citotoxico do FAB nas linhagens celulares HeLa e SiHa

O extrato bruto das folhas de Fridericia platyphylla (FAB) promoveu redugdo da
viabilidade celular em ambas as linhagens avaliadas (HelLa e SiHa), conforme
determinado pelo ensaio de MTT (Figura 23a e 23b). Observou-se efeito dependente da
concentracdo e do tempo de exposicdo, com maior redu¢do da viabilidade nas

concentragdes mais elevadas e nos tempos mais prolongados.

Na linhagem HeLa, a concentragdo de 100 pug mL™' resultou em redugao
significativa da viabilidade celular em todos os tempos avaliados, enquanto
concentragdes intermedidrias (60 pg mL™") apresentaram efeito mais pronunciado apds
48 e 72 horas. De forma semelhante, a linhagem SiHa também apresentou reducdo da
viabilidade celular, embora com padrdao de resposta distinto, evidenciando diferencas

entre os modelos celulares.

Os valores de ICso (g mL™") demonstraram tendéncia de aumento da atividade
citotoxica ao longo do tempo para a linhagem HeLa. Para a linhagem SiHa, observou-se
comportamento menos linear, sugerindo diferencas na sensibilidade ao extrato (Tabela
5). Esses achados indicam que o FAB apresenta atividade citotdxica relevante em células
de cancer cervical, embora com variagdo dependente do tipo celular. A andlise de
frequéncia entre os grupos foi comparada utilizando o teste ANOVA com comparagdes

multiplas, considerando valores de p *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0009 e ****p<0,0001.
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Figura 23 - Analise da viabilidade celular e ICso de F. platyphylla em células SiHa e
HeLa. (a) Citotoxicidade da linhagem celular HeLa, (b) Citotoxicidade da linhagem
celular SiHa. FAB: extrato etanolico bruto; CTRL-: controle negativo; CPT (cisplatina);

SiHa: carcinoma HPV 16 positivo; HeLa: adenocarcinoma HPV 18 positivo.
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Fonte: Autor, 2026.

Tabela 5 - Valor de 1Cso do extrato apos tratamento de 24-72 horas.

Linhagens celulares 24h 48h 72h
HeLa (ug mL™") 78.78 59.52 44.78
SiHa (ug mL™) 81.90 50.01 66.97

ICs0: concentragdo do extrato que reduz a viabilidade celular em 50% em relagdo ao

controle CPT.

Fonte: Autor, 2026.

O ensaio de citotoxicidade foi conduzido nas linhagens HeLa e SiHa, ambas HPV

positivas (HPV+) (FRANCONI et al., 2020). Os resultados demonstraram que o FAB
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reduziu a viabilidade celular em ambas as linhagens. Considerando que a infec¢ao por
HPV ¢ um dos principais fatores envolvidos no desenvolvimento de lesdes pré-
neoplésicas e na progressio do cancer cervical (KULMANY et al., 2021), esses achados
sao particularmente relevantes. A integracdo do DNA viral ao genoma da célula
hospedeira leva a producao das proteinas E6 e E7, que promovem aumento da capacidade

proliferativa e imortalizac¢ao celular (CELEGATO et al., 2020).

Dessa forma, a atividade observada para o FAB em duas linhagens com diferentes
origens histologicas, adenocarcinoma (HeLa) e carcinoma (SiHa), refor¢a seu potencial
de atuacdo em distintos subtipos de cancer cervical. Produtos naturais tém sido
amplamente investigados em tumores HPV+, incluindo flavonoides, taninos, alcaloides e
outros compostos fendlicos, que podem atuar interferindo em processos ligados a
infec¢do viral e a transformacao celular (FATIMA; KANWAL; MAHMOOQOD, 2019).
Assim, ¢ plausivel supor que os metabolitos presentes no FAB contribuam para a

citotoxicidade observada por meio de vias relacionadas a oncogénese induzida pelo HPV.

Entre os compostos anotados no extrato, destacam-se os acidos clorogénicos,
como os acidos cafeoilquinico e feruloilquinico. Esses metabolitos fendlicos, conhecidos
por sua baixa toxicidade e ampla distribui¢do em fontes naturais, tém sido amplamente
estudados por suas propriedades antitumorais, no entanto, essa baixa toxicidade se refere,
em geral, a células normais. Evidéncias experimentais demonstram sua atividade em
diferentes linhagens celulares de cancer, incluindo modelos de colon, figado, leucemias,
osteossarcoma, pancreas € melanoma (NWAFOR et al., 2022), reforgando seu potencial
como agentes bioativos. Esses dados condizem com o presente estudo, mesmo ndo sendo
possivel atribuir diretamente o efeito citotoxico observado a esses compostos

isoladamente.

Outra classe de grande relevancia ¢ a dos flavonoides, especialmente seus
derivados glicosilados. Esses compostos apresentam, em muitos casos, estabilidade e
bioatividade comparaveis as formas agliconas, além de melhor solubilidade e menor
toxicidade. Em determinados modelos experimentais, os glicosideos flavonoidicos

demonstraram maior eficacia bioldgica (XIE et al., 2023).

A rutina, anotada no extrato da F. platyphylla ¢ um flavonol glicosidico

amplamente descrito na literatura por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias
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e anticancerigenas, além de contribuir para a integridade vascular e apresentar atividade
antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (ROZATTO,
2012). Esses dados sugerem que a atividade citotoxica observada para o FAB esta
relacionada, ao menos em parte, a presenca de compostos fenolicos bioativos. No entanto,
essa relacdo ainda ¢ indireta, sendo necessarios estudos adicionais para elucidar os

compostos responsaveis € os mecanismos envolvidos.

5.4 Efeito do FAB na dinamica celular

O ensaio de MTT, baseado na atividade metabolica celular, foi utilizado para
avaliar a viabilidade das linhagens tratadas com o FAB. Para investigar mais a fundo foi
realizado adicionalmente o ensaio de cicatrizagdo de ferida (wound healing) com o
objetivo de investigar a interferéncia na dinamica celular. Observou-se que a linhagem
HeLa apresentou maior sensibilidade ao tratamento com FAB ao longo do periodo de 0 a
72 horas, quando comparada a linhagem SiHa (Figura 24). Observou-se também reducao
no fechamento da area lesionada nas maiores concentracdes do extrato (60 e 100 pg
mL ™), indicando interferéncia na dindmica celular. Esse efeito foi mais evidente ao longo

do tempo de exposicdo, especialmente apos 48 e 72 horas.

Entretanto, na menor concentragdo testada (20 pg mL™'), a linhagem SiHa
apresentou percentual de fechamento superior ao controle, atingindo valores préximos de
96% apos 72 horas. Esse comportamento sugere que, em baixas concentragdes, o extrato
pode ndo exercer efeito inibitdrio consistente, podendo estar associado a um efeito
estimulatorio leve ou a variabilidade experimental. De forma geral, os resultados indicam
que o efeito do extrato ndo ¢ linear, sendo dependente da concentracdo. Enquanto
concentracoes mais elevadas estdo associadas a reducdo do fechamento da ferida,

concentragdes mais baixas podem apresentar resposta distinta.

Para analise do efeito citotoxico, as células foram tratadas com concentragdes
variando de 20 a 100 pg mL™'. Na linhagem HelLa, a concentragdao de 100 pg mL™!
promoveu reducao da viabilidade em todos os tempos avaliados. Ja na concentracdo de
60 ng mL™', o efeito tornou-se mais evidente apos 48 e 72 horas, demonstrando
dependéncia tanto da dose quanto do tempo de exposi¢do. Por sua vez, a linhagem SiHa
apresentou resposta distinta, com redugdo da viabilidade ja nas concentragdes de 60 e 100

ug mL™" apos 24 horas, e efeito também observado na concentra¢do de 40 ug mL™" nos
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tempos de 48 ¢ 72 horas (Tabela 6). Esses resultados indicam que, embora ambas as
linhagens sejam afetadas pelo extrato, o padrdo de resposta varia de acordo com as

caracteristicas biologicas especificas de cada modelo celular.

E importante destacar que, no ensaio de cicatrizagdo, processos como migrago,
proliferacdo e viabilidade celular ocorrem simultaneamente. Dessa forma, ndo € possivel
atribuir exclusivamente a redu¢do do fechamento da area lesionada a um efeito
antimigratdrio direto, uma vez que o efeito citotoxico previamente observado pode ter

contribuido para esse resultado.

Figura 24 — Efeito do extrato bruto de Fridericia platyphylla na migragao de células SiHa
e HeLa. (a, b) SiHa tratadas com extrato de Fridericia platyphylla em 0 h e 72 h,
respectivamente; (¢, b) HeLa tratadas com extrato de Fridericia platyphylla em O h e 72

h, respectivamente.

SiHa - FAB 100 pg mL™’

Hela — FAB 60 ug mL""

Oh 72 h

Fonte: Autor, 2026.

Tabela 6 - Efeito citotoxico de Fridericia platyphylla nas linhagens celulares Hela e

SiHa. As células foram tratadas com o extrato em uma concentra¢ao de 20-100 pg mL-1.
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% Fechamento [(To-Tr/To)*100

fela Média + SD
Extrato (ng mL™) 24h 48h 72h
CTRL" 47.94 +1.57 75.02 £ 4.78 83.22 £5.65
CPTS5 27.77 £9.57 35.80 £6.24 41.94+2.88
FAB 20 49.48 £ 6.54 75.93 £4.90 89.93 +£8.12
FAB 40 42.24 +£6.90 62.77 £5.46 76.33 +£5.23
FAB 60 44.50 £3.81 50.74 + 4.82 56.43 +10.78
FAB 100 21.98 +7.35 22.28 +8.39 24.53 £9.42
%Fechamento [(To-
SiHa Tr/To)*100
Média £ SD
Extrato (ug mL™') 24h 48h 72h
CTRL" 38.00 £2.52 68.00 £4.61 89.00 £ 10.42
CPTS5 3420+ 1.10 60.40 +£2.99 87.90 £ 6.16
FAB 20 42.31+3.23 73.04 £5.61 96.38 £3.19
FAB 40 38.33+£3.21 45.10 +3.38 47.21 £3.74
FAB 60 29.16 £ 4.15 30.75+3.44 32.60 £ 3.55
FAB 100 18.10 + 2.84 19.19+3.18 19.73 +£2.72

SD: desvio padrao; CTRL-: controle negativo; CPT 5 (1,5 pg mL-1): cisplatina.

Fonte: Autor, 2026.

A migracao celular coletiva ¢ um dos principais eventos envolvidos na invasao
tumoral e no desenvolvimento de metastases, sendo resultado de interagdes dinamicas
entre células tumorais, matriz extracelular e mediadores soluveis, como citocinas
(GRADA et al., 2017; MAIN; MIKELIS; DOCI, 2019). Assim, a avaliacdo da migragao
in vitro constitui uma ferramenta relevante para investigar alteragdes no comportamento
celular, sendo o ensaio de cicatrizagdo de ferida empregado por sua simplicidade,
versatilidade e baixo custo (GRADA et al., 2017). Nas duas maiores concentragdes
testadas, o extrato exerceu um efeito predominantemente estitico promovendo o

fechamento da area lesionada.

Embora o efeito antimigratorio tenha sido observado em ambas as linhagens de

cancer cervical avaliadas, a SiHa apresentou resposta mais pronunciada quando
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comparada a HelLa nas mesmas concentracdes. No cancer cervical, a expressdao das
proteinas virais E6 e E7 esta relacionada ao aumento da expressdo de receptores de
quimiocinas e a ativagdo de vias de sinalizacdo intracelular associadas a proliferagdo,
agressividade tumoral e metastase (MEURIS et al., 2016). A maior eficacia do tratamento
em células SiHa pode estar associada as particularidades do tipo de HPV presente nessa
linhagem, o que pode influenciar sua sensibilidade aos compostos bioativos do extrato.
Resultados semelhantes foram descritos para a quercetina, que demonstrou maior
atividade em células SiHa em comparacdo com HeLa, especialmente na inducdo de

parada do ciclo celular e apoptose (CLEMENTE-SOTO et al., 2019).

E importante considerar que, no ensaio de cicatrizagdo, a migracio e a proliferagio
celular ocorrem simultaneamente apos a remog¢ao da inibicdo por contato, o que pode
atuar como fator de confusdo na interpretacdo dos resultados (GRADA et al., 2017).
Assim, o efeito antiproliferativo previamente observado no ensaio de MTT pode ter
contribuido para a redugdo no fechamento da ferida, somando-se ao possivel efeito
antimigratdrio direto do extrato. Além disso, estudos anteriores com produtos naturais em
linhagens HPV-positivas (HeLa, SiHa e Caski) demonstraram reducdo da expressao de
mRNA das proteinas E6 e E7, inibi¢ao de sua interagdo com p53, restauracao da fungao
dessa proteina supressora tumoral, diminui¢cdo da proliferagdo e indugdao de apoptose
(CELEGATO et al., 2020). Dessa forma, os dados obtidos sugerem que os compostos
presentes no extrato possam interferir em mecanismos virais envolvidos na progressao

tumoral.

A literatura descreve a atuacdo de flavonoides, como quercetina, taxifolina e
rutina, em células infectadas por HPV, destacando sua capacidade de modular vias
associadas a oncogénese viral. Esses compostos t€ém sido relacionados a regulagdo da
expressao de p53, a modulagao da atividade de proteinas virais e a inducao de apoptose
(CLEMENTE-SOTO et al., 2019; GOMES et al., 2022; IMANI et al., 2021). Tais
achados evidenciam o potencial dos metabolitos fendlicos como moduladores de
mecanismos envolvidos na progressdao do cancer cervical. Além disso, flavonoides
apresentam propriedades antioxidantes relevantes, relacionadas a presenca de grupos

hidroxila em sua estrutura, que contribuem para a neutralizagdo de espécies reativas de

oxigénio e reducdo do estresse oxidativo (MIR et al., 2024).
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Compostos como taxifolina, quercetina e rutina tém sido amplamente
investigados por suas diversas atividades biologicas, incluindo efeitos anti-inflamatérios,
antioxidantes e potencial anticancerigeno, geralmente associados a baixa toxicidade em
células nao tumorais (DAS et al., 2021; SHAFABAKHSH; ASEMI, 2019; PANDEY et
al., 2021). Outros flavonoides, como apigenina ¢ kaempferol, também demonstraram
capacidade de inibir o crescimento de células de carcinoma cervical, incluindo as
linhagens HeLa e SiHa, principalmente por meio da indugdo de apoptose (KASHAFI et
al., 2017; TU et al., 2016; ZHENG; CHIANG; LIN, 2005).

De forma semelhante, a rutina ¢ bastante descrita na literatura quanto ao seu
potencial antitumoral. Sua atuacdo ¢ descrita em diferentes tipos de cancer, incluindo
pulmado, prostata, colorretal, mama, figado, glioblastoma, melanoma, osteossarcoma,
ovario, leucemia, cervical e pancreatico, por meio de mecanismos que envolvem indugao
de apoptose, modulagdo da resposta imune e redugdo da migracao celular, culminando na
diminui¢cdo da motilidade tumoral (PANDEY et al., 2021). Outros flavonoides,
como apigenina e kaempferol, também demonstraram capacidade de inibir o crescimento
de células de carcinoma cervical humano, incluindo as linhagens Hela e SiHa,
principalmente por meio da ativacdo de vias apoptoticas (KASHAFI et al., 2017; TU et
al., 2016; ZHENG; CHIANG; LIN, 2005). Esses dados sugerem que tais compostos
podem atuar como agentes terapéuticos adjuvantes promissores no tratamento do cancer
cervical. Além disso, o kaempferol e seus derivados glicosilados apresentam uma gama
ampla de atividades bioldgicas, incluindo efeitos cardioprotetores, neuroprotetores, anti-
inflamatoérios, antidiabéticos, antioxidantes, antimicrobianos e antitumorais (IMRAN et
al., 2019; CALDERON-MONTANO et al., 2011), o que amplia ainda mais o interesse

por essa classe de metabdlitos.

Estudos anteriores demonstram que o eriodictiol apresenta importante atividade
antioxidante. Esse flavonoide tem sido descrito como capaz de preservar a funcdo
mitocondrial em células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2), promovendo
redugdo significativa dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
da peroxidagao lipidica (LIANG et al., 2017). Além disso, o eriodictiol também foi
avaliado em linhagens de cancer de pulmao, nas quais foi observado que o composto
induziu apoptose mediada pela via mitocondrial, além de provocar parada do ciclo celular
na fase G2/M. Esses efeitos foram associados a inibicdo da via de sinalizagdo m-

TOR/PI3K/Akt apos o tratamento com o flavonoide (ZHANG; ZHANG:; NI, 2020).
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Outro flavonoide amplamente estudado ¢ a apigenina, que tem sido apontada
como um composto com elevado potencial terapéutico frente a diversas doengas (MINDA
et al., 2020). Evidéncias da literatura indicam que esse metabolito apresenta multiplos
efeitos biologicos, incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, hipotensoras,
hipoglicemiantes e hipolipemiantes, além de atuar na regulagao da resposta imunolédgica
e na protecao de diferentes 6rgdos, como coragado, cérebro, figado e pulmdes (ZHOU et
al., 2017). No contexto oncoldgico, diversos estudos tém investigado os efeitos
da apigenina tanto em culturas celulares in vitro quanto em modelos experimentais in
vivo, demonstrando seu potencial na modulagao de processos relacionados a proliferagao

e a sobrevivéncia celular.

Considerando esses aspectos, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o
extrato de Fridericia platyphylla, por apresentar compostos como rutina, derivados de
quercetina e outros flavonoides glicosilados, pode exercer efeitos anticancerigenos por
meio de diferentes mecanismos moleculares. Entre esses mecanismos destacam-se a
restauragdo da expressao da proteina p53 e a indugdo de apoptose (CLEMENTE-SOTO
et al., 2019; GOMES et al., 2022; IMANI et al., 2021), bem como a modulagdo da
resposta imune e a inibicdo da migragdo celular, o que contribui para a reducdo da
motilidade das células tumorais (PANDEY et al., 2021). Além disso, a presenga desses
compostos também pode estar relacionada a atividade antioxidante do extrato,
favorecendo a neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente,

reduzindo danos ao DNA e processos associados a carcinogénese (MIR et al., 2024).

No presente estudo, foram identificados principalmente derivados glicosilados
desses flavonoides. Embora as formas agliconas ndo tenham sido detectadas diretamente,
¢ possivel que, apos processos metabodlicos, esses glicosideos liberem suas formas ativas,
0 que pode contribuir para os efeitos bioldgicos observados. Além disso, flavonoides
glicosilados podem apresentar vantagens farmacocinéticas, como maior solubilidade e

menor toxicidade (HU et al., 2025; AKHLAGHI; FOSHATI, 2017).

Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que a atividade citotoxica observada
para o extrato de Fridericia platyphylla pode estar associada, a0 menos em parte, a
presenca de compostos fenolicos bioativos. No entanto, essa relacdo ainda ¢ indireta,
sendo necessarios estudos adicionais para elucidar os compostos responsaveis € 0s

mecanismos envolvidos.
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Nesse contexto, os ensaios de citotoxicidade desempenham um papel importante
na avaliagdo da seguranga e da eficdcia de extratos vegetais, pois permitem verificar seu
impacto sobre a viabilidade celular em diferentes tipos de células. Esse tipo de abordagem
contribui para identificar substancias que atuem preferencialmente sobre células
tumorais, reduzindo possiveis efeitos adversos sobre células normais (VELEVA et al.,

2016).

Em um estudo relacionado, foram investigados os efeitos citotoxicos de diferentes
extratos em linhagens celulares ndo tumorais, como MDCK II (células epiteliais renais
de cdes) e RPEI (células epiteliais da retina humana). A andlise concentrou-se na
avaliagdo da viabilidade e das alteracdes morfologicas apds o tratamento com quatro
extratos distintos (A, B, C e D) (VELEVA et al., 2016). Observou-se que os extratos A,
B e C, caracterizados pela presenga predominante de glicosideos flavonoides e &cidos
fendlicos, apresentaram maior seletividade e menor toxicidade para células ndo
cancerosas. Em contraste, o extrato D, que possuia maior concentragdo de flavonoides na

forma aglicona, apresentou citotoxicidade mais acentuada (VELEVA et al., 2016).

Por fim, é importante considerar que grande parte dessas evidéncias deriva de
estudos realizados in vitro, o que limita a extrapolagdo direta dos resultados para
aplicagdes clinicas. Dessa forma, torna-se necessario o desenvolvimento de investigagdes
adicionais, incluindo ensaios in vivo e estudos mecanisticos mais detalhados, a fim de
confirmar e compreender de forma mais aprofundada os efeitos observados. Os resultados
apresentados nesta secao, incluindo a caracterizacdo quimica do extrato de F. platyphylla,

foram publicados por Brito et al. (2025) e encontram-se disponiveis no Apéndice A.

5.5 Estudo de toxicidade in vivo em larvas de T. molitor

O ensaio de toxicidade em Tenebrio molitor tem se destacado como um modelo
alternativo para estudos in vivo por apresentar caracteristicas que favorecem sua
utilizacdo em ensaios experimentais. Entre essas caracteristicas estdo o baixo custo de
manutenc¢ao, a facilidade de manipulagdo e a capacidade de sobreviver a incubagdo em
temperaturas proximas a 37 °C. Seu tamanho também facilita a manipulacdo e a coleta
de fluidos, permitindo a avaliagdo de diferentes pardmetros fisiologicos (SILVA et al.,
2022). Dessa forma, 7. molitor constitui uma alternativa viavel aos modelos vertebrados

em estudos preliminares de toxicidade e atividade biologica.



74

Nas concentragdes de 1 e 10 ug mL ™, foram registradas quatro mortes ao longo
das primeiras 120 horas (5 dias) de experimento, ndo sendo observados novos 6bitos nas
48 horas subsequentes, completando o periodo total de 168 horas (7 dias). Esse
comportamento sugere que, em baixas concentragdes, o extrato FAB apresenta baixa
letalidade, com os eventos de mortalidade concentrados predominantemente nos dias

iniciais de exposicao.

Em contrapartida, nas concentragdes mais elevadas (100 e 1.000 ug mL™"), foram
observadas 6 e 8 mortes, respectivamente, ja nas primeiras 96 horas (4 dias), sem registros
adicionais nos dias finais do ensaio. Esse perfil indica que concentragcdes mais altas do
extrato estdo associadas a um aumento da toxicidade aguda, evidenciado pela ocorréncia

de mortalidade mais precoce quando comparada as concentragdes menores (Figura 25).

A analise comparativa com os grupos controle permitiu contextualizar os efeitos
observados. No controle limpo (larvas ndo manipuladas), foi registrada apenas uma morte
no 5° dia experimental. J4 no controle trauma, no qual houve apenas estimulo mecéanico
com seringa, sem inoculagdo, ocorreu apenas uma morte no 7° dia, sugerindo que o

procedimento isolado exerceu baixa interferéncia na sobrevivéncia das larvas.

Figura 25 - Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato etandlico de Fridericia

platyphylla em larvas de T.molitor

FAB
100
L l L -e- Limpo
- . E -# Trauma
S -+ PBS
& 1
2 5 v [?MSO
% .—l ol Agua
s -o- Alcool
. l & coo
& 1 pg/mL
0 T T T T T T | - 10 pg/mL
0 24 48 72 96 120 144 168 ¥ 100 pg/mL
Tempo (h)
- 1000 pg/mL

Em relagdo ao grupo tratado com DMSO, foram registradas duas mortes apds 144

horas e trés mortes ao final de 168 horas. Considerando que o DMSO ¢ descrito como um
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solvente de baixa toxicidade, esses resultados indicam impacto limitado sobre a
viabilidade dos organismos. No grupo tratado com agua, observaram-se seis mortes,
embora nao tenham sido detectadas alteragdes fisiologicas visiveis nas larvas; assim, ¢
possivel que esses Obitos estejam associados a condi¢des de estresse experimental.
Destaca-se ainda que o grupo exposto ao alcool apresentou mortalidade imediata e
elevada, evidenciando a toxicidade intrinseca desse solvente, diferindo dos demais grupos

controle avaliados.

A toxicidade observada no ensaio com larvas de Temnebrio foi maior nas
concentragdes mais elevadas do extrato hidroetandlico de F. platyphylla, especialmente
entre 100 e 1000 pg/mL, enquanto as menores concentracdes avaliadas (1-10 ug/mL)
apresentaram menor toxicidade, com percentual de sobrevivéncia superior a 60%.
Quando esses resultados sao comparados aos obtidos no ensaio de citotoxicidade em
c¢lulas HeLa e SiHa (Figura 23), observa-se que concentragdes intermedidrias, entre 60
e 100 pg/mL, também foram capazes de promover um efeito citotdoxico relevante nas

células tumorais.

Dessa forma, a avaliacdo de concentragdes intermediarias do extrato torna-se
importante, buscando identificar uma faixa na qual seja possivel obter um efeito
citotoxico sobre as células cancerosas sem que esse efeito seja acompanhado por elevada
toxicidade no organismo-modelo. Essa relagdo ¢ relevante para a avaliagdo do potencial

do extrato como possivel agente terapéutico.

Vale ressaltar que o uso de Tenebrio molitor tem sido amplamente empregado em
ensaios de triagem toxicoldgica de compostos bioativos, uma vez que essas larvas
apresentam respostas fisiologicas e imunoldgicas compardveis, em nivel basico, as
observadas em organismos superiores, constituindo um modelo experimental util e

pratico para avaliagdes preliminares de toxicidade.
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6.0 Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o extrato etandlico das folhas
de Fridericia platyphylla (FAB) apresenta potencial atividade citotdxico. Observou-se
uma reducdo da viabilidade celular nas linhagens HeLa e SiHa de maneira dependente
tanto da concentragdo quanto do tempo de exposi¢do. Esses efeitos podem estar
relacionados & presenca de diferentes classes de metabolitos secundarios no extrato,
especialmente derivados de acidos fendlicos, flavonoides glicosilados e agliconas de
flavonas, que possivelmente atuam de forma sinergicamente, contribuindo para a

atividade antitumoral observada.

Embora compostos do tipo braquidinas sejam frequentemente associados as
atividades bioldgicas relatadas para flores e raizes de F. platyphylla, os resultados deste
trabalho demonstram que o extrato obtido das folhas, mesmo sem a presenga dessas
substancias, ainda apresenta efeitos bioldgicos relevantes. Esse achado reforga a
importancia de outros compostos bioativos presentes no extrato foliar, sugerindo que eles

também desempenham um papel significativo na atividade observada.

Dessa forma, os resultados obtidos com o FAB indicam que o extrato de folhas
de F. platyphylla pode representar uma fonte promissora de compostos bioativos com
potencial aplicagcdo no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas voltadas ao
tratamento do cancer do colo do utero. No entanto, para uma melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos e para confirmar o potencial terapéutico observado, sao
necessarios estudos adicionais, incluindo investigagdes mais aprofundadas sobre os
mecanismos moleculares de agdo. Essas abordagens poderdo contribuir para validar a
eficacia e a seguranga do extrato, bem como ampliar as perspectivas de utilizagdo de

produtos naturais no desenvolvimento de novas estratégias anticancer.
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Abstract

Fridericia platyphylla, a member of the Bignoniaceae family, is widely recognized as a rich
source of flavonoids with significant biopharmacological potential. This study aimed to
perform a chemical annotation of its metabolites and to evaluate the antitumor activity
of the hydroalcoholic extract from its leaves. The chemical diversity of this specimen
was analyzed using liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry and
Molecular Networking. Fifteen significant phenolic compounds were annotated, including
phenolic acid derivatives, flavonoid glycosides, and flavone aglycones. Furthermore,
the antiproliferative activities against human cervical cell lines, adenocarcinoma HPV 18
positive (HeLa) and carcinoma HPV 16 positive (SiHa), in vitro, exhibited distinct inhibitory
effects, with ICsq values of 44.78 and 66.97 g mL~!, respectively. The extract inhibited cell
migration and exhibited cytotoxic effects by reducing the viability of HeLa and SiHa cells,
suggesting its potential as a therapeutic candidate for cervical cancer. Therefore, given the
significant antiproliferative and anti-migratory activity, these results open up prospects
for investigating F. platyphylla leaf extract in the development of alternative therapies for
cervical cancer.

Keywords: Bignoniaceae; flavonoids; molecular networking; cervical cancer; cell viability

1. Introduction

Cancer is considered a large group of diseases involving abnormal cell growth, which
results in an alarming rise in the mortality rate at the worldwide level [1]. Among the types
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of cancer, cervical cancer is one of the most common malignant forms among women [2].
Due to cervical cancer’s high incidence and mortality, there is an unmet demand for effective
diagnostic, therapeutic, and preventive agents [3,4]. Treatments such as chemotherapy,
radiation therapy, thermal ablation, and resection have been developed as anticancer
therapies. However, toxicities, drug resistance, recurrence, and treatment failure decrease
the success rate of these therapies [5,6].

Over the last few decades, the search for natural, plant-derived medicines with anti-
cancer properties has increased as a means of overcoming the adverse side effects associated
with cancer therapy. Phytochemicals are promising agents that possess antioxidant, anti-
inflammatory, and antiproliferative potential against many cancers, including cervical
cancer [4,7]. Studies in vitro and in vivo demonstrate the chemotherapeutic potential of
flavonoids in various types of cancer, including experimental models of lung [8], breast [9],
leukemia [10], pancreatic, cervical, ovarian, and prostate cancer [11].

The increased interest in medicinal plants with anticancer properties leads to the
exploration of species such as Fridericia platyphylla (Cham.) L. G. Lohmann (synonym
Arrabidaea brachypoda, A. platyphylla, Bignonia brachypoda, B. regnelliana, and Petastoma simpli-
cifolium) [12], which stands out in the literature for its therapeutic potential. This species
is a vine shrub from the Bignoniaceae family native to the Brazilian savanna “Cerrado”
popularly known as “cip6-una”, “tintureiro”, or “cervejinha do campo” [13,14]. A recent
study revealed the significant anticancer potential of the flowers, further underlining the
importance of F. platyphylla in the investigation of natural cancer treatments [15].

Ethanolic extracts from F. platyphylla roots exhibit promising cytotoxic and antiprolif-
erative effects. Studies with the crude extract of the roots and the dichloromethane fraction
have shown a significant capacity to inhibit the proliferation and migration of gastric,
breast, prostate, and cervical tumor cells, reducing cell viability without causing DNA
damage [16,17]. In addition, the roots of this plant produce unique glycosylated dimeric
flavonoids known as brachydins A, B, and C, which, when isolated, exhibit antitumor
properties in prostate cancer cells [18,19].

Despite advances in the phytochemical characterization of F. platyphylla roots and
flowers, the chemical profile of the leaves remains poorly investigated in the context of their
anticancer biological activities. Most studies focus on other parts of the plant, particularly
the presence of compounds such as brachydins, whose bioactive activity against tumor
cells has already been demonstrated [18,19]. However, the evaluation of these effects in the
leaf extract remains underexplored, making this work innovative in exploring the potential
of this extract for the treatment of cervical cancer. Considering the importance of the
leaves as an abundant source of flavonoids, the present study seeks to fill this knowledge
gap by analyzing the phytochemical composition of the leaf extract and evaluating its
antiproliferative and anti-migratory effects in vitro in human cervical cancer cell lines HeLa
and SiHa.

2. Results and Discussion
2.1. Chemical Profile of Crude Extract of Fridericia Platyphylla Leaves (EAB)

MS/MS analyses of FAB were conducted in both negative and positive modes. Com-
pound structures were proposed based on fragments derived from protonated /desprotonated
molecules via liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS/MS,
Figure 1), as evidenced in Table 1, revealing the presence of fifteen phenolic compounds,
including chlorogenic acids and glycosylated flavonoids belonging to the subclass of
flavones and flavonols. Figure 2 illustrates the proposed molecules established through a
comparison of the data with fragmentation profiles available in the literature.
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Figure 1. Base peak chromatogram (A) (negative mode), (B) positive mode of the extract from
Fridericia platyphylla leaves. The peak numbers in this figure correspond to those used in Table 1.

Table 1. Chemical constituents annotated in the hydroethanolic extract of Fridericia platyphylla leaves.

Peak

Retention Time

Compound * Stage

Fragments m/z (=)

Fragments m/z (+)

References

(min)
1 11.6 caffeoylquinic acid MS? 33 5;‘9[11\;[1;91{]7; - [20-22]
2 142 feruloylquinic acid MS? 3639; [11\§I4;_1§E7 - 23]
3 157 apigenin 6,8-C-dihexoside Ms? 593 U\;[s;; 13’{5)]5: +473; 559559“;[2; T7]5 257;; [24]
4 16.8 apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside MS? 52;3[}\2[4; 13’{8];, ’ 355%55; 5655£I;/f IZI;];ilS 47; [24,25]
5 16.9 apigenin 6-C-hgxosyl-8—C- MS? 563 [M — H]; 545; 565 [M + H]*; 547;
pentoside 473; 443; 385; 355 529; 429; 411
6 17.5 apigenin 6-C-hexosyl-8-C-deoxihexoside MS? 5774[51\;[; 5619{;]:;3;9487; 579 [I;i;, 14{4];, 561; [26]
7 189 rutin Ms? 609 M —HI"; 301 11 vy HT, 303 *+ [27-29]
8 19.1 quercetin-O-hexoside MS? 463[M :*Hli’. so1 - [30]
9 20.1 deoxyﬁiirc:;gﬁ?gl};g)zoside Ms? M :*H]T 283 > [Ié\l/i;, IZ_ISJ;, i 131]
10 20.5 quercetin-O-deoxyhexosyl-O-dihexoside MS? e [Msoilk,ﬂi; 609; - [32]
1 213 dime?}lﬁ::;ct;?f_eoo_yl-o— MS? 86159*.*5[91\1/[. ;oi{l; ; - [32]
) hexosyl-O-hexoside e B

12 215 quercetm—O-fen}xll:zé-S%geoxyhexosyl—O— MS? 785 [51\9/[173}){1]* ; 609; B [32]
13 26 kaempferol—O—fer}:lel)(()gi;ge—deoxyhexosyl—O- MS? 769 [51\;[5:2?5]; ;‘ 593; ) 133]
14 23.8 3,4/-dimethoxy-quercetin MS? 331 *;1[41}42;91_1]7; - [34]
15 255 tamarixetin MS? 315+ [31\6[0’ HI™ - [34]

Caption: * identification attempt; In bold, the ion corresponding to 100% abundance. ** Corrected mass value:

adjusted by £2 Da due to instrument miscalibration.
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Figure 2. Chemical constituents annotated in the hydroethanolic extract of F. platyphylla leaves:
(1) caffeoylquinic acid; (2) feruloylquinic acid; (3) apigenin 6,8-C-dihexoside; (4) apigenin 6-
C-pentosyl-8-C-hexoside; (5) apigenin 6-C-hexosyl-8-C-pentoside; (6) apigenin 6-C-hexosyl-8-C-
deoxihexoside; (7) rutin; (8) quercetin-O-hexoside; (9) kaempferol-O-deoxyhexosyl-O-hexoside;
(10) quercetin -O-deoxyhexosyl-O-dihexoside; (11) quercetin-O-dimethoxycaffeoyl-O-hexosyl-O-
hexoside; (12) quercetin-O-feruloyl-O-deoxyhexosyl-O-hexoside; (13) kaempferol-O-feruloyl-O-
deoxyhexosyl-O-hexoside; (14) 3,4’-dimethoxy-quercetin; (15) tamarixetin.

2.2. Chromatographic Peaks Annotation
2.2.1. Chlorogenic Acids

Compound (1), identified as caffeoylquinic acid, was initially observed with a de-
protonated precursor ion peak [M — H]~ at m/z 355; however, after inspection of the
spectrum, this value was corrected to m/z 353, as the discrepancy was caused by a
calibration offset in the instrument. The compound exhibited a retention time (Rt) of
11.6 min and was annotated in the FAB extract (see Figure S1 and Scheme S1,
Supplementary Information). The ion at m/z 191 [M — H — 162]~ indicates the loss
of 162 Da, corresponding to the caffeoyl portion. This loss is easily observed due to the
capture of hydrogen from the phenolic hydroxyl by oxygen bonded to quinic acid [35].
Additionally, the ion at m/z 179 [M — H — 174]~ represents the loss of the quinic acid
portion, indicating cleavage of the C-O bond, which has lower stability in ion formation.

Compound (2), annotated in negative mode, displays a mass spectrum with a depro-
tonated precursor ion initially observed at m/z 369; however, this value should correspond
to m/z 367, as the instrument was not calibrated and presented a +2 Da error. This ion is
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characteristic of one of the isomers of feruloylquinic acid at a retention time of 14.2 min
(see Figure 52 and Scheme S2, Supplementary Information). This molecule is derived
from cinnamic acid, as confirmed by the MS? stage, which revealed a fragment at m/z 193
(base peak). This fragment corresponds to the loss of 174 Da [M — H — 174]~, indicat-
ing the cleavage of the ester bond between the dehydrated quinic acid and the feruloyl
substituent. In the MS® stage, the first fragmentation resembles that observed in the MS?
stage, producing a fragment of 174 Da. The precursor ion at m/z 149 [M — H — 44]~ was
generated, resulting from the cleavage of the carboxylic group in the feruloyl acid molecule.
Subsequently, a methyl group was lost, resulting in a precursor ion at m/z 134. Finally, a
loss of 17 Da occurred, corresponding to a radical loss of the hydroxyl.

2.2.2. Glycosylated Flavones

Chemical characterization of glycosylated flavonoids in mixtures poses a challenge
due to the degree of isomerization in the aglycone and the sugar units detected within
the molecule [36]. During the cleavage of O-glycosidic bonds between flavonoids and
sugars, it is observed that the number of sugar moieties attached to an aglycone can vary
from one to five units, allowing for the identification of cleavages resulting in losses of
hexosides (162 Da), deoxyhexosides (142 Da), and pentosides (132 Da) [37]. C-glycosylated
flavonoids, which feature C-C bonds exclusively occurring at positions C6 and/or C8,
exhibit a characteristic fragmentation pattern. The fragmentation of these compounds
reveals distinctive ions at M — H — 210]7, [M — H — 90] 7, and [M — H — 60]~, as
observed in previous studies [24].

Four compounds derived from apigenin were observed: apigenin 6,8-C-dihexoside
(3), apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside (4), apigenin 6-C-hexosyl-8-C-pentoside (5), and
apigenin 6-C-hexosyl-8-C-deoxyhexoside (6). Compound (3), when ionized in negative
(see Figure S3 and Scheme S3, Supplementary Information), was annotated as apigenin
6,8-C-dihexoside [24]. This exhibited a precursor ion [M — H]~ with m/z 593 and dis-
played a typical fragmentation pattern in the MS? stage of C-di-glycosides. Such frag-
mentation included losses of single sugar C-glycosidic bonds, such as cleavage at the
0.2 x 6 bond [M — H — 120]". In positive mode (see Figure S16 and Scheme 516,
Supplementary Information), a protonated precursor ion was observed at m/z 595. The
initial fragments were characterized by successive dehydrations [M + H — 18 — 18],
resulting in ions at m/z 577 and m/z 559, respectively. The precursor ion peak at m/z 595
underwent a loss of 120 Da from the C-glycosidic bond of the hexose. This 120 Da loss
similarly occurred from the ion at m/z 577, yielding a fragment at m/z 457.

Compound (4), ionized in both negative (see Figure S4 and Scheme 54,
Supplementary Information) and positive modes, was annotated as apigenin 6-C-pentosyl-
8-C-hexoside with a retention time of 16.7 min. In negative mode, the precursor ion m/z
563 resulted in ions m/z 545, m/z 473, and m/z 443, corresponding to losses of 18 Da,
90 Da, and 120 Da, respectively. From m/z 473, through homolytic cleavages and hydro-
gen rearrangements, there was a neutral loss of 88 Da from the sugar unit, yielding a
precursor ion with m/z 385. Subsequently, a loss of 30 Da, corresponding to formalde-
hyde (CH,O), generated m/z 355. In positive mode (see Figure S17 and Scheme 517,
Supplementary Information), the protonated precursor ion m/z 565 underwent successive
dehydrations [M + H — 18 — 18]*, producing ions m/z 547 and m/z 529. From m/z 529, a
loss of 100 Da occurred due to hydrogen rearrangement in the sugar unit, resulting in the
ion m/z 429, which then underwent dehydration, generating the ion m/z 411.

Compound (5) (Rt = 16.9 min), annotated as apigenin 6-C-hexosyl-8-C-pentoside,
displayed fragments similar to those observed for molecule 4 (see Figure S5, Scheme
S5, Figure S18, and Scheme S18, Supplementary Information). Compound (6), ion-
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ized in both negative and positive modes with a Rt of 17.4 min, was identified as api-
genin 6-C-hexosyl-8-C-deoxyhexoside. In negative mode (see Figure S6 and Scheme S6,
Supplementary Information), starting from the precursor ion m/z 577, two fragmentation
pathways were proposed. In the first pathway, a loss of 90 Da occurred, generating the ion
m/z 487, while in the second pathway, a loss of 120 Da resulted in the most abundant peak,
m/z 457. In positive mode (see Figure 519 and Scheme S19, Supplementary Information),
with the protonated precursor ion m/z 579, the fragmentation patterns were similar to
those observed for compounds 4 and 5 [M + H —18 — 18 —100]*, yielding the ions m/z 561,
m/z 543, and m/z 443.

2.2.3. Glycosylated Flavonols

The compound rutin (7) (Rt = 18.9 min) displayed a precursor ion [M — H]™ with
m/z 609, while the MS? ion, initially observed at m/z 303, corresponds in fact to m/z
301 due to a calibration offset in the instrument. This ion was attributed to [M — H
— 308] 7, representing the loss of 308 Da corresponding to the rhamnose (146 Da) plus
glucose (162 Da) moieties [35]. This fragmentation is characteristic and contributes to
the annotation of rutin and the understanding of its structure [27] (see Figure S7 and
Scheme S7, Supplementary Information). It is a phytochemical of specific interest due to its
wide range of beneficial pharmacological activities. These properties encompass anticancer,
antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, cardiovascular, and antidiabetic activities,
rendering it a highly significant flavonoid in the pharmaceutical industry [38].

Quercetin-O-hexoside (8) (Rt = 19.1 min) revealed that the deprotonated molecule
exhibited the precursor ion [M — H]~ at m/z 463. In this deprotonation process, two
hydrogens belonged to the glycoside and one to the aglycone. Upon loss of the hexose
fragment [M — H — 162]~, which corresponds to cleavage at the C-O linkage at the
hydroxyl group of C3 in the C ring of the aglycone [30], the resulting ion should be m/z
301; however, due to instrument miscalibration, it was observed at m/z 303, reflecting a
+2 Da error. This fragmentation pattern provides structural information and the location
of the bond in the quercetin-O-hexoside molecule (see Figure S8 and Scheme S8 in the
Supplementary Information).

Compound (9) (Rt = 20.0 min) was ionized in negative and positive modes. In the MS?
stage (see Figure S9 and Scheme S9, Supplementary Information), with the deprotonated
precursor ion peak at m/z 593, the presence of two sugar residues (pentose and hexose)
linked to the aglycone on the same carbon was observed. Upon loss of 308 Da, correspond-
ing to these sugar residues, the resulting ion should be m/z 285; however, due to instrument
miscalibration, it was observed at m/z 287, reflecting a +2 Da error. This fragment was
annotated as kaempferol-O-deoxyhexosyl-O-hexoside [32]. On the other hand, in the MS?
stage, from the protonated precursor ion with m/z 595 it was possible to propose three
fragmentation pathways, [M + H — 46]*, [M + H — 146]" and [M + H — 308]", recording
the ions m/z 549, 449 and 287, respectively (see Scheme S20, Supplementary Information).

Compound (10) (Rt = 20.5 min) exhibited a deprotonated precursor ion [M — H]~
with m/z 771, involving the loss of two hydrogens from the glycoside and one from the
aglycone. In the MS? stage, the presence of a fragment ion at m/z 609 [M — H — 162]~ was
observed, indicating the removal of a glycosidic portion, more precisely a hexose linked to
the flavonoid part of the molecule. From the precursor ion at m/z 609, cleavage occurred
at the C-7 position of the C-O linkage, producing a fragment that should correspond to
m/z 301 upon loss of the glucose at C3; however, due to instrument miscalibration, it
was observed at m/z 303, reflecting a +2 Da error. Based on this data, the presence of
the molecule quercetin-O-deoxyhexosyl-O-dihexoside is suggested, as indicated by the
MS/MS analysis (see Scheme S10, Supplementary Information).



Plants 2025, 14, 2693

7 of 21

Compound (11) (Rt = 21.3 min) was proposed as quercetin-O-dimethoxycaffeoyl-
O-hexosyl-O-hexoside, since it generated a deprotonated precursor ion peak [M — H]~
initially observed at m/z 817; however, this value should correspond to m/z 815 due to
instrument miscalibration, reflecting a +2 Da error. In the MS? stage, fragments at m/z
206 [M — H — 206]~ were observed, corresponding to the loss of a dimethoxycinnamoyl
portion, and at m/z 609 [M — H — 18]~, indicating the elimination of a water molecule.
Additionally, a precursor ion at m/z 303 [M — H — 162 — 146]~ was recorded in the MS3
stage; this ion should correspond to m/z 301, but due to the same calibration offset, it was
observed at m/z 303. These losses involved the dimethoxycinnamoyl group and two sugar
units linked to each other, comprising hexose (162 Da) and rhamnose (146 Da) (see Figure
511 and Scheme S11, Supplementary Information).

Through a detailed analysis of the MS? stage, it was possible to annotate compounds
such as quercetin-O-feruloyl-O-deoxyhexose-O-hexoside (12) (Rt = 21.5 min). This annota-
tion was based on the observation of a retention peak at 21.6 min, along with a deprotonated
precursor ion peak [M — H]~ m/z 785. During the analysis, the occurrence of an ion frag-
ment at m/z 609 was noted after the feruloyl fraction fragmentation, representing a loss of
176 Da [M — 176]~. Additionally, a precursor ion at m/z 303 was recorded, corresponding
to aloss of 306 Da [M — H — 162 — 146]~, indicating the presence of hexose (162 Da) and
deoxyhexose (146 Da) in the compound’s composition. This ion should be /2 301 upon
loss of the glucose at C3; however, due to instrument miscalibration, it was observed at m/z
303, reflecting a +2 Da error (see Figure S12 and Scheme S12, Supplementary Information).

Peak (13), presented at a Rt of 22.6 min, revealed a precursor ion with m/z 769 [M
— 2H] ™. The loss of a feruloyl portion was identified, resulting in [M — H — 176]~ and
in the registration of the precursor ion m/z 593. Furthermore, the base peak at m/z 287
was observed, corresponding to a loss of 306 Da [M — H — 162 — 146]~, representing the
elimination of a hexose (162 Da) and a deoxyhexose (146 Da). This ion should be m/z 285
upon cleavage at C3; however, due to instrument miscalibration, it was observed at m/z
287, reflecting a +2 Da error. It was possible to annotate compounds such as quercetin-
O-kaempferol-O-feruloyl-O-deoxyhexosyl-O-hexoside (see Figure S13 and Scheme 513,
Supplementary Information).

2.2.4. Flavonol Aglycone

In the mass spectrum of compound (14) (Rt = 23.8), conducted in negative ionization
mode (see Scheme S14, Supplementary Information) [M — H]~, the presence of the base
peak ion at m/z 331 was evident, along with its fragment at m/z 314, generated by the
loss of a methyl group, resulting in [M — H — 15]~. This ion should actually be m/z 329,
but due to instrument miscalibration, it was observed at m/z 331, reflecting a +2 Da error.
However, only the base peak ion at 1/z 331 was present in positive ionization mode.

Compound (15) (Rt = 25.5) was proposed as tamarixetin, with a [M — H] ™ ion at m/z
315, which appeared as m/z 313 due to a +2 Da error caused by instrument miscalibration.
It presented a fragment ion at m/z 300, indicating a loss of 15 Da due to cleavage at the C8
of the C-O linkage (see Scheme 515, Supplementary Information).

2.3. Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)

Besides the analysis of the raw data (MS? and MS®), an untargeted analysis was per-
formed using the mzML files on the GNPS platform. This approach was employed to
support the chemical characterization and complement the diversity of secondary metabo-
lites, and the results were compared to MS annotations. In this context, a small number of
library matches, using the previous chemical analysis, a manual inspection in each node
and spectral family (Figure 3) was made to verify and confirm the compounds previously
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annotated in raw data (Table S1, Supplementary Information). The use of the GNPS plat-
form allows the expansion of the annotations based on raw data and organizes the data
more efficiently, based on m/z values and fragmentations.
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Figure 3. (a) Complete molecular network obtained; (b) focus on molecular families obtained from
classical molecular networking and annotated based on spectral matches within the GNPS platform.
Each node represents a cluster of tandem mass spectrometry spectra (MS/MS), while the edges that
connect them represent the MS/MS fragmentation similarity (cosine > 0.7).

The GNPS public spectral reference libraries were searched using the MS/MS spec-
tra, and molecular networks were built to visualize the results. Other compounds
were also annotated via GNPS platform, such as tricin-C-hexoside, apigenin-C-hexoside,
kaempferol-O-hexoside, and some taxifolin derivatives, and some of the previously an-
notated compounds were confirmed by molecular networking, as shown in Table S1
(Supplementary Information). The molecular networking analysis allowed the annotation
of 15 compounds, including a chemical diversity of flavonoid structures, based on their
similar pattern of fragmentation, and some related in the literature. Figure 3 presents the
molecular networks of spectral families generated after manually evaluating the annotated
compounds through mass spectra. It is possible to verify and confirm that the FAB is rich
in phenolic compounds, especially flavonoids and phenolic acids. However, the molecular
network analysis was used as a complementary technique to the chemical inspection of
raw data.

These results reinforce the chemical complexity of the analyzed extracts and demon-
strate the utility of molecular networking as a strategy to explore minor compounds or
those not initially detected through conventional inspection. Furthermore, the confirmation
of key phenolic markers through GNPS supports the robustness of the raw data annotation
and enhances confidence in the chemical profiles generated. This integrative approach
thus provides a broader and more accurate understanding of metabolite diversity, which is
essential for future pharmacological or ecological studies involving these species.

The most common polyphenols in plants are stilbenes, flavonoids, and phenolic acids.
Approximately 30% to 60% correspond to phenolic acids and flavonoids, respectively [39].
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In general, the presence of C-glycosylated flavonoids is reported in Arrabidaea samydoides,
Arrabidaea chica, and Arrabidaea patellifera [14]. These flavonoids can be considered chem-
ical markers, primarily due to their chemical stability and structural diversity [40]. The
flavonoids, such as apigenin and rutin, are commonly identified in F. platyphylia leaf
extracts [14].

The chemical analysis of the F. platyphylla extract performed in this study revealed
a phytochemical profile consistent with data previously described in the literature.
Flavonoids such as apigenin and rutin are compounds commonly reported in leaf ex-
tracts of this species [14]. Moreover, previous studies aimed to isolate and characterize
rare dimeric flavonoids, known as brachydins [41], which have relevant biological activi-
ties, highlighting their anticancer, antioxidant, and anti-inflammatory effects [15]. In the
present work, in addition to the identification of these previously described compounds,
less common glycosylated flavonoids were also provisionally noted, including apigenin
6,8-C-dihexoside, apigenin 6-C-pentosyl-8-C-hexoside, as well as acylated derivatives of
quercetin and kaempferol, such as quercetin-O-feruloyl-O-deoxyhexosyl-O-hexoside, thus
expanding the known phytochemical profile for the species.

2.4. Cytotoxic Effect of FAB on HeLa and SiHa Cell Lines

The antiproliferative activity of FAB in HeLa and SiHa cells is shown in Figure
(Figure 4). Cell viability was inhibited at the highest concentrations of FAB (150 ug mL™1).
HeLa cells treated with FAB at 24, 48, and 72 h presented an inhibitory concentration,
respectively, 78.78 png mL ™!, 59.52 ug mL~!, and 44.78 ug mL~!, compared to SiHa cells
treated with FAB, the inhibitory concentrations at 24, 48, and 72 h were 81.90 pg mL~1,
50.01 ug mL~!, and 66.97 ug mL~!. The results presented reduced viability in a
concentration- and time-dependent manner, presenting values < 100 g mL~!, appearing
as active [42]. As shown in Figure 4, the extract reduced viability in a concentration and
time-dependent manner. Even though the ICs) value was lower in HeLa, suggesting greater
sensitivity of this cell line compared to SiHa, there was no significant difference (Table 2).

Table 2. The extract ICs value after 24-72 h treatment.

Cell Lines 24 h 48 h 72 h
HeLa 78.78 pg mL~! 59.52 pg mL~! 44.78 ug mL !
SiHa 81.90 pg mL~! 50.01 pg mL~! 66.97 pg mL~!

ICs0: half-maximal inhibitory concentration.

The cytotoxicity experiment was carried out on HeLa and SiHa cell lines, which are
HPV+ (Human Papillomavirus positive) [43]. The results showed that the extract reduced
cell viability in both cell lineages and with ICs( values that were close to each other. HPV
infection is considered one of the main factors associated with pre-neoplastic changes in
cervical cancer [44]. Viral insertion induces the production of proteins, mainly E6 and E7,
which increase the replicative capacity and immortalization of the cell [45].

The results show the promising effect of the FAB on two types of lineages representing
different histological origins, carcinoma (SiHa) and adenocarcinoma (HeLa), and can be
applied to various types of cervical cancer. On the other hand, the data suggests that a
possible target of the compounds present in the extract may be related to the presence of
HPV. Several studies have shown the effectiveness of natural products in HPV* tumors,
such as flavonoids, tannins, alkaloids, and phenolic compounds, among others, with the
mechanism of viral infection as an antineoplastic action [46]. We therefore assume that
the compounds present in FAB are capable of inducing cytotoxicity through mechanisms
associated with HPV infection.
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Figure 4. Analysis of cell viability and ICsg of F. platyphylla in SiHa and HeLa cells: cytotoxicity
of HeLa cell line; cytotoxicity of SiHa cell line. FAB: crude ethanolic extract; CTRL™: control
negative; CPT (Cisplatin); SiHa: carcinoma; HPV 16 positive; HeLa: adenocarcinoma HPV 18 positive.
The frequency analysis between the groups was compared using the ANOVA test with multiple
comparisons, considering p-values * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0009, and **** p < 0.0001.

Considering its natural source alongside minimal toxicity level, the chlorogenic acids
(caffeoylquinic and feruloylquinic acids), two of the main groups found in green coffee,
have gained considerable attention nowadays from researchers worldwide, owing to their
wide, efficacious, and beneficial action against cancer. The application these compounds in
cancer treatment has been enormously reported and demonstrated in several cell lines of
cancer, such as colon (MCF-7, HT-29, CT-26, and HCT-116), liver (HepG2), blood (U937,
HL-60, Bcr-Abl, and K-562), bone (U20S, Saos-2, and MG-63 OS), pancreatic (PANC-1),
and skin (SK-MEL-2) [47].

Another class that attracts the attention of researchers due to its wide range of bene-
ficial effects on human health and low toxicity is the flavonoids. In addition to the main
subgroup of flavonoids, their glycosides also receive increasing attention. These com-
pounds possess similar stability and bioactivity but usually have improved solubility,
reduced biological toxicities, and are often more efficacious than their non-glycoside forms
in pharmacological studies. Tests performed on RAW 264.7 murine macrophage cells
showed that flavonoid glycosides exhibited more significant anti-inflammatory activities
compared to their related aglycones [48].

In the literature, rutin identified in F. platyphylla extract is described as a glycosidic
flavonol belonging to an important class of flavonoids. This compound stands out for its
therapeutic relevance, acting to improve capillary resistance and permeability, in addition
to exhibiting antioxidant, anti-inflammatory, and anticarcinogenic activities. It also demon-
strates antimicrobial activity against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus [49].
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Similarly, Brachydin A (BrA), glycosylated flavonoids of a dimeric nature, also found
in this plant species, have shown promising antitumor activity. In vitro studies indicate that
these substances induce cytotoxicity and cell death by apoptosis and necrosis in metastatic
prostate cells (PC3), in addition to reducing cell migration. They exhibit lower toxicity to
non-tumor prostate cells (PNT2), suggesting selectivity for mPCa tumor cells [50].

2.5. Wound Healing Model

The MTT assay measures cell viability through metabolic activity. To further investi-
gate the extract’s effect, a wound healing/migration protocol was performed to assess the
proliferation and migration capacity of tumor cells. It was observed that the HeLa cell line
was more sensitive to FAB treatment than the SiHa cell line for a time range of 0 to 72 h.
Since the HeLa cell line has a greater migratory effect than SiHa, we can conclude that FAB
treatment is effective in inhibiting the migratory capacity of cell lines with a high migratory
and proliferative effect (Figure 5). For the cytotoxic effect, the cell lines were treated with
the extract at a concentration of 20-100 ug mL~!. In the HeLa cell line, treatment with
the extract at a concentration of 100 pg mL~! showed a reduction in proliferation at all
time points, and at a concentration of 60 ug mL~!, it showed an antiproliferative effect
at 48 and 72 h, depending on the time and concentration. The SiHa cell line proved to be
more sensitive, with a reduction in proliferation at concentrations of 60 and 100 ug mlL~1
in 24 h and at a concentration of 40 g mL~! in 48 and 72 h, depending on the time and
concentration (Table 3).

Hela — FAB 60 ug mL™"

SiHa - FAB 100 ug mL™!

0h 72h

Figure 5. Effect of F. platyphylla on migration of SiHa and HeLa cells: (a,b) SiHa treated with
F. platyphylla at 0 h and 72 h, respectively; (c,d) HeLa treated with F. platyphylla at 0 h and
72 h, respectively.
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Table 3. Cytotoxic effect of F. platyphylla on HeLa and SiHa cell lines. The cells were treated with the
extract in a 20-100 pg mL~! concentration.

% Closure [(Tg — Tg/Tg) x 100]

HeLa
Mean + SD
Extract (ug mL-1) 24h 48h 72h
CTRL™ 4794 + 1.57 75.02 £4.78 83.22 £ 5.65
CPT5 27.77 £ 9.57 35.80 £ 6.24 41.94 1+ 2.88
FAB 20 4948 + 6.54 75.93 £4.90 89.93 £+ 8.12
FAB 40 42.24 + 6.90 62.77 £ 5.46 76.33 +5.23
FAB 60 4450 £+ 3.81 50.74 +4.82 56.43 + 10.78
FAB 100 21.98 +7.35 22.28 4+ 8.39 24.53 +£9.42
% Closure [(To — T§/Tp) X 100
SiHa
Mean + SD
Extract (ug mL~1) 24 h 48 h 72h
CTRL™ 38.00 & 2.52 68.00 £ 4.61 89.00 £+ 10.42
CPT5 34.20 £ 1.10 60.40 £2.99 87.90 £ 6.16
FAB 20 4231 +£3.23 73.04 £5.61 96.38 £+ 3.19
FAB 40 38.33 £ 3.21 45.10 + 3.38 4721 +£3.74
FAB 60 29.16 +4.15 30.75 £ 3.44 32.60 £+ 3.55
FAB 100 18.10 + 2.84 19.19 + 3.18 19.73 £2.72

SD: standard deviation; CTRL™: control negative; CPT 5 (1.5 ug mL™!): cisplatin.

Collective cell migration is a key feature of cancer invasion and metastasis, involving
dynamic interactions and cross-interactions between cells and the extracellular matrix, as
well as the regulated production of soluble mediators and cytokines [51,52]. Thus, the
analysis of cell migration in vitro is a useful assay for quantifying changes in the migratory
capacity, and the “in vitro scraping assay” is a simple, versatile, and economical method [51].
At the two highest concentrations, the extract showed a static effect on the cells’ ability to
migrate and close the “wound”. The presence of flavonoids in extracts obtained from plants
has been shown to exhibit various activities, including reducing the migratory capacity
and, consequently, metastasis in tumors associated with HPV infection [53,54].

The results showed that the extract had anti-migratory potential in both cervical cancer
cell lines. However, the SiHa showed more interesting results compared to HeLa at the
same concentrations. In cervical cancer, the presence of E6/E7 viral proteins is associated
with greater expression of chemokine receptors that regulate different intracellular signaling
pathways associated with proliferation, tumor aggressiveness, and metastasis [55]. On the
other hand, the treatment was more effective in SiHa than in HeLa cells, which may be
associated with the type of HPV each cell line has. Similar results were also observed with
quercetin, which was more active in SiHa than in HeLa in terms of inducing effects such as
cell cycle arrest and apoptosis [56].

Cell migration and proliferation are cellular processes induced by the relief of contact
inhibition and are confounding factors in wound healing trials [51]. Thus, the antiprolifer-
ative effect observed in the MTT assay may corroborate the reduction in wound closure,
added to the anti-migratory effect. Previous studies have shown that the action of chemi-
cal compounds and natural products on HPV-infected cell lines (HeLa, SiHa and Caski)
showed: a reduction in the mRNA levels of E6 and E7, inhibition of the function of E6/E7
in binding to p53, restoration of p53 expression, inhibition of proliferation of treated cells,
induction of apoptosis [45]. The data suggest that the compounds in the extract could have
the capacity to inactivate viral mechanisms.

The literature proves the action of quercetin, taxifolin, and rutin acting on several
fronts to combat HPV-infected cells and promote beneficial effects, such as the restoration
of p53 expression and the induction of apoptosis [56-58]. In general, natural bioactive com-
pounds, especially the flavonoids, have a significant impact on the treatment of carcinoma.
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They exhibit strong antioxidant activity and neutralize the effects of free radicals due to
the presence of hydroxyl groups, and they chelate metal ions [59]. Taxifolin has shown
promising inhibitory activity against inflammation, malignancies, microbial infection, ox-
idative stress, cardiovascular disease, and liver disease. Anticancer activity is relatively
significant than other activities investigated in vitro and in vivo with little or no side effects
to the normal healthy cells [60]. Ovarian cancer cells are willing to establish resistance to
common cancer therapies. Several in vitro and in vivo studies were conducted to evaluate
cytotoxic effects of quercetin on ovarian cancer. Since quercetin does not harm healthy cells
and it is cytotoxic to cancer cells via various mechanisms, researchers suggest that it could
be an ideal agent for ovarian cancer treatment or an adjuvant agent in combination with
other anticancer drugs [61].

The potential of rutin is well described in the literature, research indicates its suppres-
sion of numerous human cancers such as lung, prostate, colorectal, breast, liver, glioblas-
toma, melanoma, osteosarcoma, ovarian, leukemia, cervical, and pancreatic cancer via
apoptosis induction, immunity enhancement, or cell migration knockdown, which leads to
a significant reduction in the motility rate of cancerous cells [62]. Other flavonoids, such as
apigenin and kaempferol, also are reported to inhibit the growth of human cervical carci-
noma cells (HeLa and SiHa) through apoptotic pathways [63-65]. Studies suggest that these
compounds may be useful adjuvant therapeutic agents in the treatment of cervical cancer.
In addition to anticancer activities, kaempferol and its glycosylated derivatives are cardio-
protective, neuroprotective, anti-inflammatory, antidiabetic, antioxidant, antimicrobial, and
antitumor [66,67].

Eriodictyol, in previous studies, revealed the antioxidant capacity from the positive
regulation of antioxidant defenses. Thus, this flavonoid can preserve the mitochondrial
function of the human hepatocellular cancer cell (HepG2), significantly decreasing intracel-
lular ROS and lipid peroxidation [68]. Eriodictyol was also tested in a lung cancer cell line,
inducing mitochondrial-mediated apoptosis and causing G2/M cell cycle arrest. Therefore,
the inhibition of the m-TOR/PI3K/ Akt signaling pathway was observed after treatment
with eriodictyol [69].

Apigenin has been shown to have strong therapeutic potential against a significant
number of diseases [70]. The current literature data show that apigenin has many beneficial
effects, including biological organ protection (heart, brain, liver, lung), hypotension, hypo-
glycemia, lipid-lowering effect, antioxidation, anti-inflammation, anti-osteoporosis, and
immune regulation [71]. Many cancer studies describe the action of apigenin in cell cultures
in vitro, as well as animal models in vivo. Among the therapeutic effects described in the
suppression of various types of cancer carried out in multiple animal models of cancer are:
liver, prostate, pancreatic, lung, nasopharyngeal, skin, colon, colorectal, colitis-associated
carcinoma, head and neck squamous cell carcinoma, leukemia, renal cell carcinoma, Ehrlich
ascites carcinoma, and breast cancer were designed to evaluate the chemopreventive prop-
erty of this phytocompound [1].

Based on these data, it is possible to conclude that F. platyphylla extract, because it
contains compounds such as rutin, quercetin derivatives, and glycosylated flavonoids, has
the potential to exert anticancer effects through several molecular mechanisms. Among
these, the restoration of p53 protein expression and the induction of apoptosis [56-58]
stand out, as well as the stimulation of the immune response or the inhibition of cell
migration, resulting in a significant reduction in cancer cell motility [62], in addition
to its antioxidant action, promoting the neutralization of reactive oxygen species and,
consequently, minimizing DNA damage and processes related to carcinogenesis [59]

Although the flavonoid aglycones eriodictyol, apigenin, taxifolin, and quercetin were
not directly identified in the analyzed extract, their glycosylated derivatives were detected.



Plants 2025, 14, 2693

14 of 21

These aglycones are intended to highlight the biological effects that may be related to the
identified flavonoids, considering that such effects are often attributed to the aglycones
released after metabolization or enzymatic hydrolysis. From a pharmacological perspective,
flavonoid glycosides may offer advantages over their aglycones, since glycosylation can
increase solubility in aqueous media, reduce toxic side effects, and improve specificity
of action, favoring bioavailability and cellular targeting [72,73]. Cytotoxicity tests are
essential to assess the safety and efficacy of plant products, as they determine their impact
on cell viability in different cell types. It is crucial to include both cancerous and non-
cancerous cells in the studies to identify the selectivity of the extracts, which helps to
minimize unwanted side effects and ensure that treatments reach tumor cells without
causing damage to normal cells [74].

In this context, researchers evaluated the cytotoxic effects of different extracts on
non-cancerous cell lines, such as MDCK II (dog kidney epithelial cells) and RPE1 (human
retinal epithelial cells). The focus of the evaluation was the impact on cell viability and
morphology of these cells after the application of four different extracts (A, B, C, and
D). The composition of extracts A, B, and C, rich in flavonoid glycosides and phenolic
acids, contributed to their selectivity and safety in relation to non-cancerous cells, while
extract D, with its higher concentration of aglycones, demonstrated more pronounced
cytotoxicity [74].

In the F. platyphylla extract, 15 molecular structures were annotated, as shown in
Table 1, demonstrating the presence of phenolic compounds such as chlorogenic acids and
glycosylated flavonoids, belonging to the flavone and flavonol subclasses. Notable among
these are rutin and quercetin derivatives, frequently mentioned in the literature for their
anticancer effects, including the restoration of p53 protein expression and the induction of
apoptosis in HPV-infected cells [56-58].

It is important to emphasize that this evidence is based on in vitro studies, which
impose limitations on the extrapolation of the results to clinical settings. Therefore, we
recognize the need for further investigation, including in vivo assays and more in-depth
mechanistic studies, to validate and broaden the understanding of the observed effects.

3. Materials and Methods
3.1. Material Collection

Fridericia platyphylla (Cham.) L. G. Lohmann leaves were collected in Sant’Ana da
Serra in Joao Pinheiro, Minas Gerais, Brazil (coordinates 17°4404500 S, 46°1004400 W),
in February 2021. The plant was identified by the botanist Dr. Ana Maria Cristina
Teixeira Braga at the José Badine Herbarium of the Federal University of Ouro Preto
(Voucher 17.935). The access to the botanical material was registered in the National
System for the Management of Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge
(SisGen A4551DE4).

3.2. Preparation of Ethanolic Extract

The leaves were dried in an oven (Hexasystems, SSDic Sao Paulo, Brazil) at a tem-
perature of 40 to 50 °C and crushed in knife mills (Trapp, Santa Catarina, Brazil). For
the extraction of 150 g of dried leaves, a total volume of 4.10 mL of 70% ethanol (Exodo
Cientifica, Campinas, Brazil) was used, in a 7:3 ratio. The extraction was performed through
exhaustive percolation, with 24 h extraction cycles, during which 216 mL of 70% ethanol
was added in each cycle. Then, the extracting liquid was filtered and subjected to rotatory
vacuum evaporation in a system (vacuum pump, model TE-058, Tecnal, Piracicaba, Brazil;
Rotaevaporator, model 802, Fisatom, Sao Paulo, Brazil; ultrathermostatic bath, model
SSDu-20L, SolidSteel, Piracicaba, Brazil) at a temperature below 40 °C and subsequently
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freeze-dried (Lyophilizer Model K105, Liotop, Sao Carlos, Brazil) for 48 h at a temperature
of —95 °C and pressure of 12 uHg. At the end of the process, the ethanolic extract then
presented a mass equal to 29.35 g. The yield was 19.56%.

3.3. Ligquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) Analysis

Chemical analysis for metabolite annotation by MS/MS data processing with molecu-
lar networking was performed by liquid chromatography-electrospray ionization ion trap
mass spectrometry (LC-ESI-IT-MS) with a spectrometer (amaZon SL Bruker Daltonics®,
Billerica, MA, USA). The chromatographic analysis was performed on a Luna 5 pm C18
100 A column (250 x 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA), with HPLC Prominence
Shimadzu®. The binary gradient mobile phase consisted of 0.1% formic acid (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) in water (solvent A) and 0.1% formic acid in methanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, LO, USA) (solvent B). Samples (1 mg mL’l) were eluted from
the analytical column with a 40 min gradient ranging from 5 to 100% solvent B at a constant
1 mL min~! flow rate. The injection volume was 2 uL. Column compartment temperature
set to 40 °C.

Data acquisition was performed in both negative and positive modes, with fragmenta-
tion in multiple stages (MS? and MS®), using a Data-Dependent Acquisition (DDA) method,
according to the following parameters: nebulization gas pressure, 50.0 psi; capillary tem-
perature, 300 °C; transfer capillary input voltage, 4500 V; desolvation gas, nitrogen (Ny),
flow 10 L.min™!; collision gas, helium (He); range acquisition, m/z 50-1200. Raw data were
analyzed and converted for mzML format using Data Analysis 4.3 software (Bruker, MA,
USA) [75].

3.4. MS/MS Data Processing and Classical Molecular Networking

The classical molecular network was created using the online workflow on the Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) platform [76]. The data were
filtered by removing all MS/MS fragment ions within +17 Daltons (Da) of the precursor
m/z. The MS/MS spectra were window filtered by choosing only the top 6 fragment ions
in the 50 Da window across the spectrum. The precursor ion and MS/MS fragment ion
mass tolerances were adjusted to 0.5 Da. A network was created where edges were filtered
to have a cosine value above 0.7 and more than four matching peaks. The maximum size of
a molecular family was defined as 100.

The spectra were then searched against the GNPS spectral libraries. All matches
maintained between network and library spectra needed a score above 0.7 and at least
four matching peaks [76]. The network visualization was performed using the Cytoscape
3.9.1 software (National Institute of General Medical Sciences—NIGMS, Bethesda, MD,
USA) [77]. In order to eliminate the contaminants, a blank injection was uploaded as a
separate group in molecular network workflow, and the nodes (gray color) corresponding
to the blank were excluded from the results. The analysis of molecular networks can be
accessed on GNPS platform, and the dataset is available on MSV000096552 [78].

3.5. Anticancer Assays
3.5.1. Cell Culture

HeLa and SiHa human cervical cancer cell lines were maintained in a monolayer
culture in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) with 10% Fetal Bovine Serum
(FBS) (v/v) and 1% penicillin/streptomycin (50 U mL~1/50 ng mL™1). The culture flasks
were maintained at 37 °C in an atmosphere of 5% CO, and 95% humidity. Cells displaying
exponential growth were detached from the culture flasks with trypsin and seeded at the
density required for the experiment.
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3.5.2. MTT Cytotoxicity Assays

Cell viability was assessed using the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] assay, where viable cells are detected by their ability to
convert MTT into insoluble formazan crystals, as previously described [79]. Cervical cancer
cells were seeded on a 96-well plate at a density of 1 x 10* cells per well with DMEM
containing 10% FBS and incubated under the previous conditions. The following day,
after cell adhesion, the medium was replaced with different concentrations of samples
(20-150 pg mL™1), or cisplatin (CPT) 5 ug mL~!, and cells were incubated for 24, 48, or
72 h. Blank wells (medium + compounds without cells) were included for the highest
concentration of each sample. The vehicle (medium + dimethyl sulfoxide) was tested at the
highest concentration (0.15%) used in the experiment and did not interfere with the activity
of the samples. After the incubation period, the treatment was removed, the wells were
washed with phosphate-buffered saline (PBS buffer, pH 7.2), and then a solution of medium
containing 0.5 mg mL~! of MTT reagent was added to each well. The plate was incubated
under the previous conditions for 3 h. Then, the MTT solution was discarded, and the dark
blue formazan crystals were dissolved in ethanol. The absorbance was measured at 570 nm
using a microplate spectrophotometer reader (Epoch®, BioTekInstruments, Winooski, VT,
USA /Genb Software). The results were expressed as percentages of living cells compared
to control cells (cells without treatment). Data was analyzed using One-Way ANOVA
followed by post hoc comparisons (Dunnett’s test) with GraphPad Prism?7 software [80].
For each sample, results represent the mean + standard deviation of three independent
experiments, with each experiment performed in triplicate. p-values less than 0.05 were
considered statistically significant. The calculation of the ICsy was performed by trans-
forming the values to logarithms and applying the curve for nonlinear regression using the
GraphPad Prism 7 [80] software (GraphPad Software®, San Diego, CA, USA) [81].

3.5.3. Wound-Healing Assay

Cells (1 x 10° cells/well) were plated in DMEM with FBS 10% in 96-well plates and
incubated (atmosphere of 5% CO, and 95% humidity, at 37 °C) for 24 h. After confirming
the formation of a complete monolayer, the cells were wounded by scratching lines with a
standard 10 pL plastic tip. Then, the culture medium was removed, the wells were washed
with PBS buffer (to remove debris), and 180 pL of culture medium was added. Then, the
plate was covered and sealed on the sides with parafilm, and each well was photographed
using an inverted microscope (Opticam O500i) equipped with a camera (NA 0.30, WD 72)
and a 10x objective. Afterward, the plate was returned to the laminar flow, and 20 uL of
FAB (10x concentrated) was added to the wells, to obtain final concentrations of 20, 40, 60,
and 100 pg mL~1, or 20 uL of cisplatin (CPT) (10x concentrated) to obtain concentration
of 5 ug mL~!, or it was placed the culture medium (control), and the plate was incubated
again. These photographic records correspond to time zero (T). After 24 h, 48 h, and 72 h
of treatment, the wells were photographed again (Tr) to determine the migration and cell
movement throughout the wound area. Each experiment was performed in triplicate.

The images were analyzed using the Image] software, version 1.54V (Wayne Rasband,
National Institute of Health, Bethesda, MD, USA), which allowed the measurement of
the area of each groove. The area of the grooves was analyzed at times: 0 h, 24 h, 48 h,
and 72 h. The percentage of scratch closure was quantified by the percentage variation
between the area in Ty and the area at Ty (corresponding to 24 h, 48 h, or 72 h), according
to the formula: %Closure = [(Ty — Tg/Ty) x 100]. The means and standard deviations of
the results were determined. The means of the treated groups were compared with the
means of their respective control, determining the closure effect through the decrease in
the percentage, as described in the formula above.
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4. Conclusions

The results obtained show that the crude extract of F. platyphylla leaves (FAB) can act
as an antiproliferative and anti-migratory agent, since in the HeLa and SiHa cell lines it
reduced cell viability in a concentration- and time-dependent manner, as well as being
effective in inhibiting migratory capacity. In addition, they highlight the contributions
of phenolic acid derivatives, flavonoid glycosides, and flavone aglycones present in this
extract, acting synergistically in promoting antitumor activity. Although the presence of
brachydins is commonly associated with this activity in F. platyphylla flowers and roots, this
study demonstrates that, even in the absence of these substances in the leaves, the other
bioactive compounds are capable of exerting significant biological effects, reinforcing the
therapeutic potential of the leaf extract. In this way, the findings with FAB open up promis-
ing prospects in the search for new bioactives and innovative therapeutic approaches for the
treatment of cervical cancer. In vivo trials and further investigations into the mechanisms
of action are essential to deepen and confirm the effects observed, since they will not only
validate the efficacy and safety of the extract, but will also contribute to the development of
new therapeutic strategies based on natural products.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/plants14172693/s1, Table S1. Results of the analysis via GNPS
platform of the MS/MS data of the hydroethanolic extract from leaves of Fridericia platyphylla;
Figures S1-520. Mass spectra of the annotated compounds; Scheme S1-520. Proposed fragmentation
of the annotated compounds.
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