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RESUMO

O presente trabalho procurou avaliar a atividade antioxidante do extrato etanolico e das
fracOes, de plantas encontradas na Amazonia Ocidental. As plantas testadas para a atividade
antioxidante foram: Bertholletia excelsa, Eleutherine bulbosa, Piper obliqguum, Protium
subserratum e Protium trifoliolatum. Atualmente hd muitos estudos voltados a inibi¢do dos
radicais livres, estes sdo0 muitos importantes devidos as varias doengas relacionadas a estes. O
método utilizado para essa avaliacao foi o de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
pricril-hidrazil). O DPPH em solugdo apresenta uma coloragdo roxa e ao reagir com um
antioxidante perde essa coloracdo e ganha uma cor amarelada. Foi utilizada a técnica da
espectroscopia de absorcdo na regido de UV-Visivel para a realizacdo da leitura das amostras,
obtendo-se assim as porcentagens da atividade antioxidante das mesmas, em variadas
concentragfes. Os resultados foram apresentados na forma de porcentagem e indice de
inibicdo do radical livre DDPH (ECsp). As plantas Piper obliquum, Protium subserratum,
Protium trifoliolatum e casca da Bertholletia excelsa apresentaram valores de inibi¢cdo do
DPPH menores ou aproximados quando comparados com os resultados do padrdo utilizado
Ginkgo biloba, exceto as fracdes cloroférmio dessas plantas que apresentaram altos valores de
ECso. As plantas Eleutherine bulbosa e ourico da Bertholletia excelsa ndo apresentaram
valores expressivos.

Palavras-chave: Amazonia ocidental; 2,2-difenil-1-pricril-hidrazil (DPPH); Radical Livre.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antioxidant activity of the ethanol extract and fractions of plants
found in the Western Amazon. Plants tested for antioxidant activity were sublime Bertholletia excelsa,
Eleutherine bulbosa, Piper obliquum , Protium subserratum and Protium trifoliolatum. Currently there
are many studies regarding the inhibition of free radicals, these are very important due to the various
diseases related to the action of free radicals. The method used for this evaluation was the kidnapping
of free radical DPPH (2,2-diphenyl-1-pricril- hydrazyl). The DPPH solution has a purple color and an
antioxidant by reacting with loses the color and get a yellowish color. The absorption spectroscopy
technique was used in the UV-visible region to perform the reading of samples, thus obtaining the
percentage of the antioxidant activity thereof, in varying concentrations. The results were presented as
percentage and rate of inhibition of free radical DDPH (EC50). Plants Piper obliquum, Protium
subserratum, Protium trifoliolatum and bark Bertholletia excelsa showed inhibition values of DPPH
or approximate lower when compared with the results of the standard used Ginkgo biloba, except
chloroform fractions of these plants showed high values of EC50. The Eleutherine bulbosa plants and
hedgehog Bertholletia excelsa showed no significant values.

Keywords: Western Amazon; 2,2-diphenyl-1-pricril-hydrazyl (DPPH); Free Radical.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais como recurso terapéutico é tdo antiga quanto a
civilizagdo humana e, por muito tempo, produtos minerais, vegetais e animais constituiram o
arsenal terapéutico (RATES, 2001).

As plantas possuem a habilidade de produzir metabdlitos secundarios, existindo uma
grande variedade desses, e sdo reconhecidas pelo seu uso na medicina popular para o
tratamento de inimeras doengas (CRAGG et al., 1999).

H& uma grande busca de novas drogas com potencial de inibir os radicais livres no
organismo, e compostos produzidos pelas plantas sdo uma 6tima fonte de antioxidantes, por
iSSO que muitos pesquisadores tém estudado esses compostos.

Outro fator a ser considerado é a diversidade de plantas existentes na Amazonia, que
valem ser investigadas, estimando-se que de 250-500 mil espécies, somente cerca de 5% tem
sido estudadas e em menor porcentagem avaliadas biologicamente (BRAS-FILHO, 1994).

Aliar a atividade antioxidante a descoberta de novas drogas é de primordial
importancia, ja que a flora brasileira nos permite voltar esforcos para tal, a fim de descobrir
principios ativos que venham inibir a atuacéo dos radicais livres no organismo humano.

Dentre as patologias causadas por radicais livres pode-se citar doencas que tem sido
amplamente estudadas no intuito de descoberta da cura destas: doenca de Parkinson; doenca
de Alzheimer; mutagdes; cancer; sindrome demencial; doencas auto-imunes; entre outras
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Nesta pesquisa foi avaliada a atividade antioxidante in vitro de plantas medicinais
coletadas dentro do municipio de Porto Velho/RO. Sendo utilizado o método do sequestro do

radical livre DPPH, que tem sido amplamente utilizado por sua simplicidade e eficiencia.
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1 REFERENCIAL TEORICO

Na medicina popular ha varios exemplos de plantas utilizadas para os mais diversos
fins, além de haver facilidade da disponibilizacdo de recursos para serem investigados (LIMA
e SANTQOS, 2006).

No inicio da década de 90, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 60-
85% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como
Unica forma de acesso aos cuidados da satde (VEIGA et al., 2005).

Entre os 252 farmacos basicos ou essenciais selecionados pela Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS), 11% sdo de origem exclusivamente vegetal e uma parcela significativa é
preenchida por medicamentos sintéticos, obtidos a partir de percusores naturais (RATES,
2001).

Embora os vegetais contenham milhares de constituintes quimicos, as propriedades
terapéuticas estdo especialmente relacionadas com os chamados metabdlitos secundarios, que
sdo compostos micromoleculares evolutivamente selecionados para conferir vantagens
adaptativas as plantas (BERTOLDI, 2006).

Alimentos que, além de fornecerem beneficios a satde, auxiliam na redugdo do risco
de doengas, sdo conhecidos como alimentos funcionais. Os componentes benéficos dos
alimentos funcionais tém sido chamados de fitoquimicos, compostos funcionais ou
componentes bioativos, e ocorrem naturalmente em aproximadamente 120 alimentos
(PENNINGTON, 2002).

As substancias antioxidantes presentes nos vegetais neutralizam a acdo dos radicais
livres e 0 consumo destas substancias pode fortalecer o sistema imunolégico, além de reduzir
0 risco de uma série de doencas (ZUQUE et al., 2004).

Atualmente, hd um interesse crescente em todo o mundo para identificar compostos
antioxidantes que séo farmacologicamente ativos e possuem baixos efeitos colaterais, para o
uso na medicina preventiva e industria alimenticia. Como as plantas produzem grande
quantidade de antioxidantes que previnem o estresse oxidativo causado pelos radicais livres,
elas representam uma fonte em potencial de novos compostos com atividade antioxidante
(REDDY et al., 2012).

Os antioxidantes ajudam 0s organismos a combater os danos causados pelo estresse

oxidantivo provenientes dos radicais livres (REDDY et al., 2012).
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H& preferéncia para os antioxidantes naturais em vez dos antioxidantes de fontes
sintéticas (ABDALLA e ROOZEN, 1999). Existe, portanto, um aumento paralelo da
utilizacdo de métodos para estimar a eficiéncia de substancias tais como antioxidantes
(SCHWARZ et al., 2001; SANCHEZ-MORENO, 2002).

Os primeiros estudos a respeito de radicais livres se deram por volta de 1924. No
entanto, s6 nos anos setenta, comecaram a surgir trabalhos, relatando a importancia dos

radicais livres para os seres vivos, particularmente os aerébicos (BAST et al., 1991).

1.1 RADICAIS LIVRES

O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer atomo ou
molécula com existéncia independente, contendo um ou mais elétrons desemparelhados na
sua oOrbita externa (VANNUCCHI et al., 1998). Isto determina uma atragdo para um campo
magnético, o que pode torna-lo altamente reativo, capaz de reagir com qualquer composto
situado proximo a sua Orbita externa, passando a ter uma funcdo oxidante ou redutora. Os
radicais livres sdo formados em um cenario de reacdes de dxido-reducdo, isto é, ou cedem o
elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se. Portanto os radicais livres ou
provocam ou resultam dessas reacdes de éxido-reducdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007).

A grande maioria dos radicais livres possui como caracteristica uma meia-vida muito
curta, indo de minutos a nanossegundos, sendo capazes de reagir rapidamente com Vvarios
compostos ou atingir alvos celulares (VANNUCCHI et al., 1998).

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos
pelo corpo ou absorvidos da dieta (BARREIROS et al., 2006).

A maioria dos radicais livres age muito rapidamente, podendo ser produzidos com a
mesma velocidade com que desaparecem, sendo que quando atacam podem transformar a
molécula atacada em outro radical livre, gerando reacbes em cadeia bastante danosas
(CHORILLI et al., 2007).

Entre as varias espécies de radicais livres estdo principalmente as derivadas do
oxigénio e os metais de transicdo (VANNUCCHI et al., 1998). Os radicais livres também
podem ser formados por reagdes quimicas envolvendo especies reativas do nitrogénio (ERN),
radicais do enxofre e radicais lipidicos (SALVADOR e HENRIQUES, 2004).

Oxigénio e seus derivados — A molécula de oxigénio, como ocorre naturalmente, com

certeza, se qualifica como radical: ela tem dois elétrons ndo pareados, cada um deles
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localizado em diferentes orbitais. Esses dois elétrons tém a mesma rotacao espinorial, rotagdo
paralela, sendo este o0 estado mais estavel do oxigénio (VANNUCCHI et al, 1998).

Os radicais livres que derivam do oxigénio denominam-se genericamente “Espécies
Reativas do Oxigénio” (EROs), conforme ilustrados na Figura 1. Estas também podem se
referir as espécies que ndo séo radicais livres, e sim algumas moléculas derivadas de oxigénio

capazes de gerar radical livre, como o peroxido de hidrogénio (H-02) (ABDALLA, 2006).

e- + H+ e- + H+

O, — %5 07 =*ZH* o H,0, —y OH =27y Ho0
Hzo
Fonte: RENZ, 2003
Figura 1: Processo de formagao dos EROs

O esquema acima (Figura 1) mostra o anion radical superdxido (O2-), o primeiro
intermediario monovalente do oxigénio até agua, a partir dele, sdo formados os demais EROs
(RENZ, 2003).

No processo celular para obtencdo de energia (cadeia respiratéria) ocorre uma
sequéncia de reacdes oxidativas sendo o oxigénio o aceptor final de elétrons. Dessa sequéncia
resultam compostos como o a&nion superoxido (O2:), o radical hidroperoxila (HO2"), o
peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH"), sendo encontradas em todos 0s
sistemas biolégicos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; CATANIA et al., 2009).

As patologias envolvidas ao EROs sédo: envelhecimento; doenca de Parkinson;
acidente vascular cerebral; doenca de Alzheimer; esclerose mdltipla; catarata; mutaces;
cancer; sindrome demencial (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Metais de transicdo — Todos os metais do quarto periodo da tabela periddica, com
excecdo do zinco, contém elétrons ndo emparelhados, o que os qualifica como radicais. O
fator de maior significado, em relacdo ao seu estado reativo, sdo suas valéncias varidveis, 0

que permite modifica¢fes do potencial de oxidagdo, envolvendo um elétron (HARRIS, 1992).
1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O organismo humano sofre acdo constante de ERO e ERN geradas em processos
inflamatdrios, por alguma disfungéo biologica ou proveniente dos alimentos (HARRIS, 1992).
O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducdo de

danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo. A ocorréncia de
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um estresse oxidativo moderado, frequentemente é acompanhada do aumento das defesas
antioxidantes enzimaticas, mas a produgdo de uma grande quantidade de radicais livres pode
causar danos e morte celular (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

O estresse oxidativo também pode resultar de: diminuicdo de antioxidantes;
deficiéncia de antioxidantes na dieta alimentar ou dietas ricas em componentes que possam
aumentar o estresse oxidativo (CHORILLI et al, 2007).

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com a
etiologia de varias doencas, incluindo doencas degenerativas, tais como: as cardiopatias,
aterosclerose e problemas pulmonares. Os danos no DNA causados pelos radicais livres
também desempenham um papel importante nos processos de mutagénese e carcinogénese
(BIANCHI e ANTUNES, 1999).

1.3 ANTIOXIDANTES (AO)

Antioxidantes sdo substancias usadas para preservar alimentos através do retardo da
deterioracdo, rancidez e descoloracdo decorrente da autoxidacdo (ADEGOKE et al., 1998).
No entanto, como a acdo dos antioxidantes ndo se restringe apenas a inibig¢do da peroxidagéo
dos lipidios, mas também a oxidacdo de outras moléculas, como proteinas, ¢ 0 acido
desoxirribonucleico (DNA), dentre outras, pode-se definir antioxidantes, de modo mais
amplo, como substancias que, em pequenas concentracbes, quando comparada as
concentragfes dos substratos oxidaveis, retardam ou previnem significativamente a oxidacao
dos mesmos (HALLIWELL, 1996).

Os antioxidantes sdo compostos aromaticos que contém pelo menos uma hidroxila,
podendo ser sintéticos, como o butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-hidrotolueno (BHT),
largamente utilizados pela inddstria de alimentos; ou naturais, substancias bioativas, como
compostos organossulfurados, fenolicos e terpenos, que fazem parte da constituicdo de
diversos alimentos (KITTS, 1994). Antioxidantes naturais sdo originados principalmente de
plantas na forma de compostos fendlicos (flavondides, acidos fendlicos, alcoois, estilbenos,
tocoferois, tocotriendis), acido ascorbico e carotendides (REDDY et al., 2012).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos (BIANCHI e
ANTUNES, 1999):

e O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua formacéo,

principalmente pela inibicdo das reacGes em cadeia com o ferro e o cobre.



18

e Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, 0s
aminoacidos das proteinas, a dupla ligagdo dos &cidos graxos poli-insaturados e as
bases do DNA, evitando a formagéo de lesGes e perda da integridade celular. Os
antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavonoides e
carotenoides s@o extremamente importantes na intercepcao dos radicais livres.

e Qutro mecanismo de protecdo é o reparo das lesdes causadas pelos radicais. Esse
processo estd relacionado com a remoc¢do de danos da molécula de DNA e a
reconstituicdo das membranas celulares danificadas.

e Em algumas situacbes pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em resposta a

geracgdo desses radicais com o0 aumento da sintese de enzimas antioxidantes.

Segundo Bianchi e Antunes (1999), os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado,

principalmente, o uso de nutrientes isolados no tratamento e prevencao de doencas.

1.4 METODOS DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo e pelo possivel
papel dessas substancias na patogénese de diversas doencas (VANNUCHI et al., 1998).
Métodos de avaliacdo de substancias antioxidantes foram sendo desenvolvidos (KOLEVA et
al., 2002).

Um dos métodos amplamente utilizados hoje em dia foi descrito por Marco (1968) e
consiste na perda da coloragdo de uma solugdo de p-caroteno devido a sua reacdo com 0s
radicais formados pela oxidacdo do acido linoleico. O método € considerado sensivel devido a
forte absorg¢do do B-caroteno em 470 nm, é relativamente rapida, por ter uma demora de 2
horas de anéalise por amostra (KOLEVA et al., 2002).

Outro método utilizado é 0 HS-CG, que mede os produtos volateis formados durante a
decomposicéo lipidica dos hidroperdxidos, sendo considerado um método lento, por precisar
de mais tempo nas andlises (KOLEVA et al., 2002).
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1.4.1 Atividade antioxidante pelo método do uso do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril hidrazil)

Este método foi introduzido primeiramente por Blois (1958), onde foi relatado de
modo sucinto todo o procedimento. O método é baseado na reducdo de solugdes alcodlicas de
DPPH- na presenca de um antioxidante doador de hidrogénio, devido a formagéo de um ndo
radical (DPPH-H) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Esse radical € muitas vezes preferido
na analise de sequestro de radicais livres em funcdo da sua rapidez e simplicidade. A grande
vantagem desse método é poder ser facilmente detectado por espectroscopia devido a sua
intensa absor¢éo na regido visivel (TOMEI e SALVADOR, 2007).

A molécula 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (o,o-difenil-B-picrilhidrazil) (Figura 2) é
caracterizada como um radical livre estdvel, em virtude do deslocamento do elétron
desemparelhado ao longo da molécula como um todo. O deslocamento também da origem a
cor violeta escuro, caracterizada por uma absorcao na regido do visivel em solucdo alcéolica
localizada entre 515 a 520 nm (MOLYNEUX, 2004).

B
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Fonte: CARPES (2008)
Figura 2: Molécula de DPPH

O radical estavel, DPPH- é amplamente usado para avaliar a atividade antioxidante em
compostos simples, extratos de plantas e alimentos (MENSOR et al., 2001; HUANG et al.,
2005; REDDY et al., 2012).

O radical livre DPPH na presenca de um antioxidante doador de hidrogénio pode ser
reduzido em meio alcodlico, formando o difenil-picrilhidrazina (Figura 3) (KOLEVA et al.,
2002).
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(a) DPPH® + AH — DPPH-H + Ae
(b) DPPH®* + Re — DPPH-R

Fonte: BRAND-WILLIAMS et al., (1995)
Figura 3: (a) Reacdo do DPPH com um antioxidante genérico (AH) doador de hidrogénio; (b) Reacédo

do DPPH com um radical (R).

Esta reducdo pode ser acompanhada por espectrofotometria, na faixa entre 515-520
nm, pela diminui¢do da absorbancia, com simultanea mudancga de coloragéo violeta escura
original do radical para uma coloracdo amarela do produto reduzido, perdendo a cor a medida
gue a reacdo se processa. Quanto maior a atividade antioxidante, menor sera a coloragédo
violeta da solucdo, ou seja, o DPPH- residual mensurado apds certo tempo corresponde
inversamente a capacidade antioxidante da substancia analisada (CARPES, 2008).

A intensidade dessa mudanca de coloracdo é proporcional a concentracdo das
substancias com potencial antioxidante presente, de conformidade com as leis de Lambert e
Beer. Conforme o DPPH vai sendo reduzido por um antioxidante, seu elétron se torna
emparelhado e a absortividade desaparece (CARPES, 2008).

O resultado da atividade antioxidante pelo método do radical estdvel DPPH- pode ser
expresso de varias formas. Por exemplo, pode-se expressar o0s resultados como a capacidade
de sequestrar/reduzir o radical DPPH- em porcentagem, pelo valor de ECso, Ou seja, a
quantidade de substancia antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial
do DPPH- e ainda pelo poder antioxidante ou poder anti-radical, o qual expressa a relacdo
inversa do ECso (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Para o controle padrdo antioxidante pode-se usar varios antioxidantes conhecidos
naturais ou sintéticos, os mais utilizados sdo: vitamina C e E (BIANCHI e ANTUNES, 1999;
SHAMI e MOREIRA, 2004), Ginkgo biloba (MENSOR et al., 2001), rutina e acido galico
(CERQUEIRA et al., 2007; SOUSA et al., 2007) e BHT (MELO et al., 2003).

1.5 METABOLITOS SECUNDARIOS

Todas as plantas produzem metabolitos secundarios, que variam em qualidade e
guantidade de espécie para espécie, até mesmo na quantidade do metabdlito de um local de
ocorréncia ou ciclo de cultivo para outro, pois muitos deles tém sua sintese desencadeada por

eventuais vicissitudes a que as plantas estdo expostas (FERREIRA et al., 2000).
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Existem vérias fungdes reconhecidas como pertencentes as substancias da classe de
metabdlitos secundarios, por exemplo, a defesa contra herbivoros e microorganismos, a
protecdo contra os raios UV, a atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes
(WINK, 1990), bem como a participacdo em alelopatias (HARBORNE, 1988).

A presenca de moléculas bioativas em plantas de interesse medicinal tem sido
amplamente estudada nos ultimos anos, devido a crescente popularidade dos medicamentos
fitoterapicos (DINIZ et al., 2007).

Os compostos com acdo bioativa de importancia na farmacologia sdo produzidos
através da biossintese dos metabolitos secundarios (MARIOT e BARBIERI, 2007).

A origem de todos os metabodlitos secundarios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediarios, o acido chiquimico e o acetil-CoA (Figura 4)
(SANTOS, 2003).
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Figura 4: Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios
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Alguns metabolitos secundarios derivam ndo apenas de um desses intermediarios, mas
sdo resultantes da combinagdo de uma unidade de &cido chiquimico e uma ou mais unidades
de acetato ou derivados deste, como € o caso das antraquinonas, dos flavonoides e dos taninos
condensados (SANTQOS, 2003).

Atualmente os compostos fenolicos sdo reconhecidos, por serem as principais
substancias com potencial de atividade antioxidante, por atuarem como sequestradores de
radicais livres e como querelantes de metais, despertando assim o interesse de pesquisadores
pela possibilidade de sua utilizacdo no tratamento de varias doencas (HASLAM, 1998).

Os compostos fendlicos sdo classificados em diversas categorias, como fendis simples,
acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, estibenos, taninos condensados e hidrolisaveis,
ligninas e lignanas (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Na familia dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fendlicos
encontrados geralmente em todo o reino vegetal, mas as vezes podem estar localizados em
uma sé planta. Estes fendlicos estdo divididos em dois grandes grupos: os flavonoides e
derivados e os acidos fendlicos (&cidos benzoico, cinamico e seus derivados) e cumarinas
(SOARES, 2002).

1.5.1 Flavondides

Os flavondides representam um dos grupos mais importantes entre os produtos de
origem vegetal e sdo amplamente distribuidas no reino vegetal (MACHADO et al, 2008).
Compreendem uma serie de compostos secundarios que ocorrem exclusivamente em plantas
superiores, sendo responsaveis na planta, pela coloracdo das flores. Possuem uma unidade
basica de 15 carbonos, que inclui dois anéis aromaticos hidroxilados, ligados entre si por um
fragmento de 3 carbonos (DI STASI, 1996).

Os flavonoides possuem uma estrutura basica formada por Ce-C3-Cs, Sendo 0s
compostos mais diversificados do reino vegetal. Neste grupo encontram-se as antocianinas,
flavonas, flavondis e, com menos frequéncia, as auronas, calgonas e isoflavonas, dependendo
do lugar, nimero e combinacéo dos grupamentos participantes da molécula (SOARES, 2002).

Diversas funcdes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Entre elas, pode-se citar a
protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, prote¢cdo contra microrganismos
patogénicos, acdo antioxidante, acdo alelopética e inibicdo enziméatica (MACHADO et al.,
2008).
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Entre suas atividades farmacoldgicas estdo a anti-PAF, indutora da formacdo de
hemoglobina, antiespasmaodica e anti-hepatotdxica. Os flavondides também sdo utilizados na
producdo de odores e sabores de alimentos e bebidas de origem vegetal (DI STASI, 1996).

A atividade antioxidante dos flavondides € consequéncia das suas propriedades de
Oxido-reducdo, as quais podem desempenhar um importante papel na absorcao e neutralizagdo
de radicais livres. Dessa forma, eles demonstram grande eficiéncia no combate de varios tipos
de moléculas oxidantes que estdo envolvidos em danos no DNA e promocdo de tumores
(MACHADO et al., 2008).

1.5.2 Terpenos

Os terpenos constituem uma grande variedade de substancias vegetais, sendo que esse
termo é empregado para designar todas as substancias cuja origem biossintética deriva de
unidades do isopreno (SIMOES e SPITZER, 2003).

Os compostos terpenodides apresentam a segunda classe com maior nimero de
constituintes ativos e estdo subdivididos em varias subclasses. A composi¢do molecular tipica
destes constituintes é CioHis. Estdo subdivididos em monoterpenos (10 carbonos),
sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos), sesquiterpenos (25 carbonos),
triterpenos (30 carbonos) e tetraterpenos (40 carbonos). Dentre essas subclasses estdo sua
acao antifungica, antimicotica, antitlcera, citotoxica, tratamento de dores musculares,
reumatismo, dentre outras (DI STASI, 1996).

A grande maioria de trabalhos na literatura que se referem a terpendides superiores,
faz referéncia a observacdes de atividades como inibidores ou retardadores de crescimento,
danos na maturacéo, reducdo da capacidade reprodutiva, supressores de apetite, podendo levar
os insetos predadores & morte por inani¢do ou toxicidade direta (SIMOES e SPITZER, 2003),
sua importancia ecologica como defensivos de plantas esta bem estabelecida (VIEGAS Jr.,
2003).

1.5.3 Esteroides

Os esteroides constituem um grupo quimico perfeitamente individualizado e de grande
homogeneidade estrutural e farmacoldgica (SIMOES et al, 2003).
Alguns esterdides presentes na natureza sdo caracterizados pela sua alta especificidade

e poderosa acdo que exercem no musculo cardiaco. Esses esteroides ocorrem como
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glicosideos esteroidais e devido a sua acdo sobre o mudsculo cardiaco, sdo denominados de
glicosideos cardioativos ou cardiacos (SIMOES et al, 2003).
Os heterosideos cardioativos sdo recomendados para o tratamento da insuficiéncia

cardiaca congestiva, geralmente em associacdo a diuréticos (SIMOES et al, 2003).

1.5.4 Saponinas

Saponinas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Esse tipo de
estrutura, que possui uma parte com caracteristica lipofilica (terpeno ou esterdide) e outra
parte hidrofilica (agUcares), determina a propriedade de reducdo da tensdo superficial da dgua
e suas acOes detergente e emulsificante (*SCHENKEL et al, 2003).

As saponinas sdo substancias de elevada massa molecular (600 a 2000) e, de modo
geral, ocorrem em misturas complexas devido a presenga concomitante de estruturas com um
namero variado de acucares ou ainda devido a presenca de diversas agliconas. A cadeia de
acucares pode ser linear ou ramificada e uma das dificuldades na elucidacdo estrutural desses
compostos estd justamente em determinar os carbonos das ligacBes interglicosidicas. Por
essas razoes, o0 isolamento de saponinas, bem como a sua elucidagdo estrutural, podem ser
muito dificeis. E por isso, também, que o conhecimento sobre a quimica e propriedades
bioldgicas de saponinas desenvolveu-se apenas mais recentemente, paralelo a evolucdo das
técnicas cromatograficas e espectroscopicas (*.SCHENKEL et al, 2003).

Apesar dessas dificuldades, ao longo do tempo, esse grupo de substancias sempre tem
sido de interesse farmacéutico, seja como adjuvante em formulagfes, componentes ativos em
drogas vegetais, ou ainda, como matéria-prima para a sintese de esterdides (*.SCHENKEL et
al, 2003).

Nas plantas, sdo encontradas nos tecidos que sdo mais vulneraveis ao ataque fungico,
bacteriano ou predatério dos insetos, por isso, sdo indicadas como fitoprotetoras.
Tradicionalmente séo utilizadas com expectorantes e diuréticas, podendo também ser
utilizadas como adjuvantes para aumentar a resposta imunolégica. Na indUstria sdo utilizadas
na preparacdo de emulsbes para filmes fotogréficos, em batons e xampus na inddstria de
cosméticos, e também como flavorizante e agente espumante na industria alimenticia
(®.SCHENKEL et al, 2003).
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1.6 FAMILIAS, GENEROS e ESPECIES

As especies trabalhadas foram escolhidas por serem espécies presentes e abundantes

na flora da regido amazonica.

1.6.1. Familia Burseraceae e 0 género Protium

A familia Burseraceae contém 18 géneros com 700 espécies, divididas em trés tribos:
Protieae (trés géneros), Canarieae (oito géneros) e Bursereae (Sete géneros). O género
Protium (Tribe Protieae) € o membro da familia, com 150 espécies (WEEKS et al., 2005).
Todas estas espécies estdo representadas na América do Sul, Africa e Malasia com a maior
diversidade encontrada no Hemisfério Sul (MARQUINA-CHIDSEY et al., 2013).

Desde os primeiros inventarios florestais realizados na Amazonia, as Burseraceae tém
sido reconhecidas como altamente importantes, mas dificeis de diferenciar (MELO et al.,
2007). Aproximadamente 80% das espécies de Burceraceae pertencem ao género Protium
(SIANI et al., 1999).

O género Protium esta representado em todas as matas do Pais, desde o norte até o
extremo sul, reunindo desde espécies arbustivas, até arboreas (CITO et al., 2006). Conhecido
vulgarmente como breu na Amazonia brasileira, destaca-se pela diversidade de espécies na
Amaz6nia, com aproximadamente 73 espécies ocorrentes, sendo cerca 42 endémicas da
regido. Aproximadamente, 37 espécies de Protium foram confirmadas na Amazénia Central,
através de levantamentos floristicos realizados na década de 90 (MELO et al., 2007).

Plantas desse género sdo conhecidas como excelente fonte de éleo-resina, e muitas das
espécies tem comprovada atividade anti-inflamatéria (SIANI et al., 1999), antimalarial
(DEHARO et al., 2011), analgésica, expectorante e repelente de insetos (MARQUES et al.,
2010).

Estas resinas sdo constituidas de triterpenos tetraciclicos (MAIA et al., 2000) e as
folhas sdo usadas por serem aromaticas e, em algumas espécies, 0s frutos sdo comestiveis
(MELO et al., 2007).
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a) Protium subserratum (Engl.) Engl.

A Protium subserratum (Figura 5) geralmente esta presente no dossel da floresta.
Possui margens serreadas e nervura central na face superior subglabla. A espécie esta presente
ao norte da América do Sul (DALY, 1987).

Fonte: DALY, p.536,1987
Figura 5: Caracteristicas da Protium subserratum (Engl.) Engl.

b) Protium trifoliolatum Engl.
A Protium trifoliolatum (Figura 6) esta geralmente presente no sub-bosque da floresta.

Apresenta nervura central na face superior pilosa e pélos rigidos. A espécie esta presente ao
norte da América do Sul (DALY, 1987).

Fonte: DALY, p.536,1987

Figura 6: Caracteristicas da Protium trifoliolatum Engl.
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1.6.2 Familia Piperaceae e o0 género Piper

A familia Piperaceae é representada, no Brasil, por cinco géneros, sendo a maioria
arbustos ou trepadeiras, e raramente arvores. Os principais componentes desta familia sdo os
fenilpropandides (VELOZO et al., 2006; FELIPPE et al., 2008), lignanas (MONACHE e
COMPAGNONE, 1996), alcaldides (DODSON et al., 2000), derivados de Kempferol
(FACUNDO et al., 2012), entre outros.

Espécies da familia Piperaceae sdo bastante utilizadas na alimentacdo, como
inseticidas, e também na medicina tradicional devido ao acimulo de diferentes classes de
metabdlitos biologicamente ativos, tais como as amidas (NAVICKIENE et al., 2000;
FACUNDO et al., 2008).

O género Piper tem mais de 700 espécies distribuidas em ambos os hemisférios. Séo
ervas, arbustos e raramente arvores. As espécies de Piper tem grande importancia comercial,
econdmica e medicinal (PARMAR et al., 1997). Muitas dessas espécies apresentam
conhecidas atividades antiséptica, inseticida e antimicrobiana (NAVICKIENE et al., 2006;
MORAIS et al., 2007; FAZOLIN et al., 2007; DUARTE et al., 2007).

A distribuicdo de espécies de Piper varia conforme o local. Existem vérias espécies
que sdo restritas a uma unica localidade e outras ocorrem em toda a regido neo-tropical ou
paleo-tropical JARAMILLO e MANOS, 2001).

a) Piper obliquum Ruiz & Pavon

Piper obliqguum (Figura 7) € um arbusto que cresce nas florestas da América do Sul e
Central (GUERRINI et al., 2009). A espécie Piper obliquum Ruiz e Pavon esta entre as
piperdceas utilizadas por comunidades tradicionais, pois possui acdo anticoagulante, é
fortificante para criangas (VALADEAU et al., 2010) e atua na eliminacdo de doencas da pele
(VALADEAU et al., 2012).

Populagdes tradicionais tem usado a P. obliguum como antiinflamatorio, isso é
comprovado, jA que compostos isolados, da classe alquenil-fenois, obliquol A e B
mostraram-se moduladores do NF-kB (VALDIVA et al., 2008), mediadores de efeitos pro-
inflamatérios (KARIN e BEN-NERIAH, 2000), além de apresentarem atividade
antibacteriana comparada a amplicilina (VALDIVA et al., 2008).
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Fonte: Jussara Rojas e Silva Aizzo

Figura 7: Espécime de Piper obliquum

1.6.3 Familia Iridaceae e o género Eleutherine

Iridaceae ¢ uma familia composta por 1.900 espécies distribuidas em 65 géneros, com
uma distribuicdo praticamente em todo o mundo, com uma concentragido maior na Africa,
onde existem cerca de 1.190 espécies distribuidas em 37 géneros. A familia é conhecida pela
variedade de suas flores, especialmente entre os géneros presentes na Africa meridional. Na
Africa, a diversidade de espécies estd concentrada especialmente no sul, onde foram
registradas mais de 1.050 espécies, cerca dos quais 720 estdo restritas ao extremo sudoeste do
continente (GOLDBLATT e MANNING, 2006).

As espécies de Eleutherine, com base na utilizagdo medicinal popular, apresenta varias
propriedades terapéuticas, incluindo a cicatrizacdo de feridas e efeito anti-microbiano
(VILLEGAS et al., 1997; IFESAN et al., 2009).

a) Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

A Eleutherine bulbosa é um membro da familia Iridaceae, presente na America do Sul
(GUERRA, 1988). Eleutherine bulbosa (Figura 8) é utilizada em disturbios menstruais e
intestinais, dolorosas e irregulares (LIN et al., 2002), como agente abortivo e anti-fertilidade
(ALVES et al., 2003).
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(b)
Fonte: Elise Marques

Figura 8: (a) Flor e (b) bulbos do espécime de Eleutherine bulbosa

1.6.4 Familia Lecythidaceae e o género Bertholletia

A Lecythidaceae, é um familia de arvores de pequeno a grande porte nos tropicos de
ambos o0s hemisférios. Ela é representada no velho mundo por trés subfamilias: A
Planchonioideae, principalmente na Asia tropical; a Napoleonaeoideae, no oeste da Africa,
mas com uma espécie na América do sul, a Asteranthos brasiliensis; e a Foetidioideae, em
Madagascar, india e Malasia. Todas as espécies do novo mundo, exceto a A. brasiliensis,
pertencem a quarta subfamilia, o Lecythidoideae, sendo mais conhecido por dois mumbros
que fornecem castanhas, Bertholletia excelsa e Lecythis usitata (PRANCE e MORI, 1978).

O género Bertholletia possui somente uma espécie, sendo essa a B. Excelsa (VIEIRA
et al., 2008).

a) Bertholletia excelsa H. & B.

A castanheira-do-Brasil, castanheira-do-pard ou simplesmente castanheira, a
Bertholletia excelsa H. & B. (Figura 9) chega a 50 m de altura, € considerada espécie social,
pois supre frutos e renda para os comunitarios locais (SALOMAO et al., 2006). A Bertholletia
excelsa, conhecida no Brasil como castanheira, estd entre as arvores mais altas da floresta
amazonica. Seus frutos sdo um dos principais produtos recolhidos e vendidos pelos
extrativistas. Uma parte significativa da colheita de castanhas € exportada para outros paises
para serem adicionados a outros produtos (CAMARGO et al., 1994). Devido a sua
importancia para a economia regional, a Bertholletia excelsa esta protegida por Lei, o corte e
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a venda de madeira da castanheira foram proibidos desde 1987, no entretando sua destruigcdo
continua (KITAMURA e MULLER, 1984).

Costa et al. (2010), quantificou os tocoferdis presentes em diversas espécies de plantas
brasileiras (polpa de fruta e améndoas), As améndoas da Bertholletia excelsa mostraram uma
quantidade de tocoferdis significativamente menor do que as espécies: Couma rigida M
(Mucajé/castanhas), Genipa americana L. (Jenipapo/castanhas e polpa da fruta), Maximiliana
maripa D. (Inaj&/ polpa da fruta), Mauritia flexuosa L. (Buriti/ polpa da fruta), Endopleura
uchi C. (Uxi/ polpa da fruta).

Em estudo realizado por Ferreira et al. (2006), foram testados as améndoas, 0 Gleo
bruto e a torta da Bertholletia excelsa, a torta foi obtida pela prensagem e retirada do 6leo das
améndoas. As améndoas se apresentaram como uma fonte lipidica e protéica e a torta se
mostrou um boa fonte protéica e de fibras. A analise da composic¢ao do 6leo bruto se mostrou
majoritariamente de acidos graxos.

Vieira et al. (2008) estudou o padréo fenoldgico da Bertholletia excelsa, que se
apresentou anual e sincronizado, concluiu assim que a espécie € interessante para 0 manejo

voltado a producéo de frutos.

Fonte: (a) http://envolverde.com.br/ambiente/a-ecologia-no-brasil-e-0-desconhecimento-de-suas-possibilidades/

(b) http://www.amnh.org/education/resources/rfl/web/bolivia/bolivia.xml.en.html

Figura 9: (a) Espécime e (b) Ourigos e Castanhas da Bertholletia excelsa
1.6.5 Ginkgo biloba

O Ginkgo biloba L. é uma planta medicinal que atrai o interesse em diversas areas das
ciéncias ("SCHENKEL, et al., 2003).
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Extratos das folhas do Ginkgo biloga tem uso terapéutico h& seculos, sendo
mencionado na farmacopéia tradicional chinesa. Os chineses usam o ch& de partes da arvore
de Ginkgo biloba para a o tratamento de asma e bronquite. No ocidente os extratos
padronizados das folhas dessa espécie sdo usadas para outras indicacdes terapéuticas e sdao
administrados na forma de comprimido, liquido ou por via intravenosa. Esses extraros estdo
entre os medicamentos mais prescritos comunmente (KLEIJNEN e KNIPSCHILD, 1992).

Seus principais constituintes quimicos podem ser classificados em 2 grupos
majoritarios: terpenos (ginkgolides e bilobalide) e flavondides (ginkgo-flavona glicosideo)
(KLEIJNEN e KNIPSCHILD, 1992).

1.7 A IMPORTANCIA DE PESQUISAS COM PLANTAS NA AMAZONIA

O estudo do uso de plantas para vérios fins nas comunidades tradicionais esta se
tornando uma necessidade urgente, especialmente no mundo tropical. Tais comunidades vém
sofrendo crescestes pressdes econdmicas e culturais da sociedade envolvente, com
consequéncias funestas para as duas culturas tradicionais. O conhecimento acumulado por
estas populacBes, através de séculos de contato estreito com seu meio ambiente, viria
enriquecer bastante 0 pouco que ainda sabemos sobre a utilizacdo da flora tropical
(AMOROZO e GELY, 1988).

A Fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nestes Gltimos anos, ao ponto que atualmente o mercado mundial de
fitoterapicos gira em torno de aproximadamente 22 bilhdes de dodlares. Dentro desta
perspectiva, esperar-se-ia que o Brasil fosse um pais privilegiado, considerando sua extensa e
diversificada flora, detendo aproximadamente um terco da flora mundial. Além disso, existe
no pais um grande numero de grupos de pesquisa que tem contribuido significativamente para
0 desenvolvimento da quimica de produtos naturais de plantas, a quimiotaxonomia, a
farmacologia de produtos naturais e outras areas relacionadas. No entanto, nosso pais ndo tem
uma atuacao destacada no mercado mundial de fitoterapicos, ficando inclusive atras de paises
menos desenvolvidos tecnologicamente (YUNES et al., 2001).

O uso pouco cuidadoso de plantas medicinais, fora de seu contexto original e sem
respaldo académico, tem dado origem a intoxicagdes, atribuiveis aos efeitos ja conhecidos da
planta ou ainda ao uso de planta errada, por confusdo na identificacdo das espécies
(FERREIRA, 2006). Infelizmente, o estado de arte da maioria dos fitoterapicos fabricados

atualmente pela industria brasileira esta fundamentado somente no uso popular das plantas
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sem nenhuma comprovagdo pré-clinica nem clinica, ndo podendo portanto ser competitivo a
nivel nacional e muito menos internacional (YUNES et al., 2001). Face ao exposto, é de
fundamental importancia a realizacdo de estudos detalhados das plantas existentes no Brasil,
com o objetivo de identificar sua forma de uso visando a obtencdo de patente, o que
beneficiaria o pais e a populacdo (REZENDE e COCCO, 2002).

No Brasil, vinham sendo realizados inimeros trabalhos com o objetivo de embasar,
cientificamente, a utilizacdo de plantas como recursos terapéuticos. Na década de 80, muitos
grupos, na sua quase totalidade concentrados em Instituicdes de ensino Superior (IES),
realizavam projetos de pesquisas nas areas da botanica, agronomia, quimica, farmacologia e
tecnologia farmacéutica, e seus esfor¢cbes eram direcionados para a avaliagdo das
potencialidades da nossa flora. O estado brasileiro exerceu uma acdo multiplicadora,
favorecendo a geracdo de conhecimentos e a formacdo de recursos humanos, indispensaveis
nas IES, através do Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais, iniciado em 1983, e
vinculado a antiga Central de Medicamentos (CEME). A interrupcdo desse programa, em
1995, exerceu um impacto negativo profundo no desenvolvimento dessas areas. Destaque-se
ainda a deficiéncia em recursos humanos qualificados para algumas areas especializadas,
como a de desenvolvimento tecnoldgico e a de ensaios clinicos, que vinham sendo apoiados
pelo referido Programa. No entanto, estes estudos estdo sendo retomados apesar da
inexisténcia de uma politica para o setor, que poderia potencializar esses esforcos isolados
(SIMOES e SCHENKEL 2002).

A situacdo é paradoxal: as plantas medicinais brasileiras sdo consideradas altamente
promissoras, mas sdo pouco conhecidas, sob qualquer ponto de vista. O que estd acontecendo
atualmente é que esta se consumindo fitoterapicos desenvolvidos na Europa e América do
Norte. Além disso, produtos estdo sendo consumidos sem que sua eficacia e seguranca
tenham sido comprovadas (SIMOES e SCHENKEL 2002). A pesquisa com plantas
medicinais pode ndo s6 contribuir para 0 melhor uso destes recursos pela populacdo, mas
também trazer a luz o conhecimento de novas e efetivas drogas no combate a diversos males
(AMOROZO e GELY, 1988).

E, portanto, indispensavel continuar o processo de formag&o de recursos humanos e
lutar pelo estabelecimento de programas direcionados para a investigacdo cientifica e
tecnoldgica na area, buscando solugbes na privilegiada biodiversidade brasileira, através da
descoberta e desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica, ou no

desenvolvimento de fitoterapicos genuinamente nacionais (SIMOES e SCHENKEL 2002).
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Sabendo-se o exposto anteriormente, sobre as doengas relacionadas com os radicais
livres e com o extresse oxidativo, e sobre a importancia de validar as caracteristicas quimicas,
bioldgicas e botancias das plantas regionais, principalmente as utilizadas pelas populagdes
tradicionais, pode-se inferir, que sendo o primeiro trabalho de atividade antioxidante das

plantas utilizadas neste estudo, este tras a base para novas pesquisas com essas especies.



34

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antioxidante das plantas Protium subserratum (Engl.) Engl.,
Protium trifoliolatum Engl., Piper obliguum Ruiz & Pavon, Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

e Bertholetia excelsa H. & B., frente ao radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e das fracdes dos espécimes.
e Determinar o ECsp para 0s extratos e fracdes dos espécimes.

e Identificar as classes de substancias presentes nos extratos e fragoes, a partir de testes
especificos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais vegetais foram coletados nos municipios de Porto Velho/RO e de
Canutama/AM.

As espécies do género Protium foram coletadas no Campus José Ribeiro Filho -
Universidade Federal de Rondonia (UNIR), que se localiza a margem direita da Rodovia BR
364, Km 9,5, sentido Rio Branco (AC), sob as coordenadas 563°56°30°°/W 08°49°45°" ¢ estao
depositadas no Herbario Rondoniensis (RON).

A Bertholletia excelsa foi coletada no municipio de Canutama/AM, no Km 59 da BR
319, na linha 2, lote 61, esta depositada no Herbario Rondoniensis (RON) sob o nimero 903.

A Piper obliquum foi coletada na Estacdo Ecoldgica Cunid - ESEC Cunid, no sitio de
amostragem do Programa de Pesquisa em biodiversidade (PPBio/Nucleo Regional RO), e foi
depositado no Herbario Rondoniensis (RON) sob o nimero 4696 e uma duplicata enviada ao
Instituto Jardim Botanico do Rio do Janeiro a fim de identificacdo pela especialista da familia
Piperaceae Dr. Elsie Franklin Guimaraes.

A Eleutherine bulbosa foi coletada no Campus José Ribeiro Filho - Universidade
Federal de Rond6nia (UNIR), que se localiza a margem direita da Rodovia BR 364, Km 9,5,
sentido Rio Branco (AC), depositada no Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, sob o nimero 371008.

A Figura 10 mostra o fluxograma do estudo realizado com as espécies do género
Protium, a Eleutherine bulbosa e a Piper obliqguum, com excec¢do da Bertholletia excelsa (DI
STASI, 1996).
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Coleta do Confeccado Identificacao
Material Vegetal de exsicata Botanica

Secagem e Maceracédo do
Material Veaetal

1 - EtOH 95%
2 — Filtracdo/Evaporacéo

EtOH = Avaliacdo da Atividade
Antioxidante

Torta Extrato

Coluna Filtrante

Fracao Fracao Fracdo Fracdo Fracdo
Hexano CHCI;s EtOAC Acet MeOH

| |
!

Avaliacéo da Atividade
Antioxidante

Figura 10: Organograma do estudo fitoquimico.

O Ginkgo biloba foi escolhido para ser o controle, por ser um espécime com
comprovada acdo antioxidante (DROY-LEFAIX, 1997). A solugdo do Ginkgo biloba foi
preparada a partir do medicamento GinkoLab 80 mg (Multilab).

3.1 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO E FRACOES

Para a Bertholletia excelsa foram preparados separadamente extratos da casca e do
ourico e para os extratos das demais plantas foram utilizados as folhas e galhos.

Os materiais vegetais foram cortados e pesados, em seguida, foram secos em estufa a
40°C. Os materiais secos foram pesados, obtendo-se a diferenca entre as massas (peso umido
— peso seco), e posteriormente foram macerados.

A preparacdo do extrato etanolico foi por percolacdo (método de extracdo em
temperatura ambiente) (FALKENBERG et al., 2003), onde o material vegetal seco ficou em

contato com alcool etilico 95% por 7 dias. Apds esse tempo o material foi filtrado e o
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procedimento de extracdo foi repetido com o material vegetal. O solvente foi evaporado
utilizando um evaporador rotatério (FISATOM mod. 802A) e para total secagem do extrato,
este foi colocado em banho-maria (BIOPAR) a temperatura aproximada de 50 °C.

Os extratos foram submetidos a coluna cromatografica em um funil de separacédo
(2000mL), utilizando silica gel 60 (35-70 mesh) como fase estacionaria, método para
obtencdo das fracGes. Primeiramente preparou-se uma pastilha do extrato etandlico da planta,
macerando-se 0 extrato com a silica gel até a total adsorcdo deste a silica (Figura 11). A
pastilha contendo o extrato etanolico foi vertida sobre a silica gel que ja estava no funil de
separacdo. O fracionamento foi realizado utilizando solventes em gradiente de polaridade,
obedecendo a ordem: hexano [Hex] (éter de petréleo no caso da Bertholletia excelsa),
cloroférmio [CHCIs] , Acetato de etila [EtOACc], acetona [Acet] e Metanol [MeOH] (Figura
11). Posteriormente as fracGes foram evaporadas utilizando evaporador rotativo até a
evaporacéo total do solvente. As fragdes adquiridas foram pesadas.

No caso da B. excelsa o éter de petrdleo foi utilizado ao invés do Hexano, pois em
estudos desenvolvidos no LABFITO/UNIR, observou-se uma melhor extracdo. A avaliacdo
da atividade antioxidante ndo teve prejuizo por ter sido escolhido um solvente diferente dos
demais fracionamentos, sendo os dois solventes equivalentes quanto a polaridade, quando

feita a coluna filtrante.

Fonte: Arquivos pessoais

Figura 11: (a) Pastilha prepara com o extrato etanolico e silica gel; (b) Coluna Filtrante.
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3.2 TESTES DE CLASSES DE SUBSTANCIAS
Para determinar as principais classes de substancias presentes nas amostras, foram
realizados testes qualitativos. Os testes foram utilizados para identificar as seguintes classes

de substancias: esteroides, terpenos, flavonoides e saponinas

3.2.1 Esteroides e Terpenos (Reacao de Lieberman Burchard)

Em um tubo de ensaio uma pequena quantidade do material vegetal foi solubilizado
em 3 mL de cloroférmio, essa solucédo foi filtrada, sendo ap6s adicionado 1 mL de anidrido
acético e algumas gotas de acido sulfdrico concentrado. Apds leve agitacdo, caso a solugdo
apresente coloracdo azul seguida de verde permanente, indica a presenca de esteroides, e caso
a solucdo apresente uma coloracdo entre pardo e vermelho, indica a presenca de terpenos
(SILVA et al., 2010).

3.2.2 Flavondides (Reacéo de Shinoda)

Uma pequena quantidade do material vegetal foi diluida em 2 mL de etanol em um
tubo de ensaio, logo ap6s foram adicionados 6 pedacos pequenos de magnésio metalico e 2
mL de &cido cloridrico concentrado. Caso a solucdo apresente uma coloracdo rosea-vermelha

indica a presenca de flavonoides (SILVA et al., 2010).

3.2.3 Saponinas

Foi misturada uma pequena quantidade do material vegetal em agua destilada em um
tubo de ensaio. O tubo foi vigorosamente agitado. A presenca de espuma persistente e
abundante indica teste positivo para saponinas (FALKENBERG, et al., 2003).

3.3 PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA ANALISE

Para a preparacdo da solucdo estoque foram pesados, em uma balanga analitica
(Shimadzu), aproximadamente 0,1 g dos extratos etanolicos e das fragcdes e posteriormente
diluidos em 100 mL de metanol, obtendo-se assim uma solucgdo estoque de 1000 pug mL™.

Foram preparadas diluicGes, em balGes volumétricos, nas concentragdes de 100 ug mL™? e 50
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ug mL?. Depois de analisadas essas concentragdes, foram feitas outras diluicdo com
diversificadas concentragcGes para a obtenc¢do do ECsp.

O controle positivo Ginkgo biloba foi preparado utilizando o medicamento GinkoLab
80 mg (Multilab). A droga foi macerada e solubilizada em 100 mL de metanol, obtendo-se
assim a solucéo estoque de concentragio 800 pug mL™. Esta solugdo estoque foi filtrada e a
partir desta foram preparadas dilui¢des, nas concentracdes de 100 pg mL™? e 50 ug mL?, e
posteriormente em outras concentracdes.

A solucédo estoque de DPPH foi preparada com 0,01 g da substancia, solubilizada em

metanol, em um baldo de 100 mL, perfazendo uma concentracdo de 100 pg mL™ (0,25 mM).

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AAO)

O espectrofotdmetro utilizado para as medidas de absorbancia foi o Espectrofotdmetro
UV/VIS 2450 da Shimadzu (Figura 12a).

O espectrofotémetro (Figura 12a) utiliza como fonte de radiacdo na regido do visivel
(360-800 nm) uma lampada de tungsténio e para a regido do ultravioleta (190-360 nm) uma
lampada de deutério. Possui feixe duplo para a diminuicdo de desvios experimentais. As
cubetas de analises (Figura 12b) sdo de quartzo de 10 nm de caminho Optico e de volume de
3,5mL.

Fonte: Arquivos pessoais
Figura 12: (a) Espectrofotdometro UV/VIS (Shimadzu); (b) Cubetas de analise
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Para avaliacdo da atividade antioxidante, o espectrofotdmetro foi ajustado no modo
simples, comprimento de onda em: 600 a 450 nm, com velocidade em rapida e o desvio em
1.0.

Antes da leitura no equipamento de UV/VIS, foi feito o desconto da absorbancia,
pondo-se nas cubetas 3 mL de metanol e utilizando a funcdo Auto Zero do aparelho. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata, onde foi adicionado na cubeta 2,5 mL da amostra e 1
mL de metanol, sendo essas absorbancias utilizadas como branco.

Para a leitura das amostras e do Ginkgo biloba (controle positivo) com o DPPH (0,25
mM), foi adicionado a cubeta 2,5 mL de cada amostra (extratos/fragdes) e 1 mL da solugéo de
DPPH. Para que a reacdo do DPPH com a amostra ocorresse, em temperatura ambiente, a
leitura foi feita apds 30 minutos. Os valores de absorbancia foram medidos a 517 nm. Esse
procedimento foi realizado em triplicata para todas as solu¢bes (MENSOR et al., 2001).

Foi adicionado a cubeta 1 mL de DPPH (0,25 mM) juntamente com 2,5 mL de
metanol, em seguida foi realizada a leitura na regido de 517 nm. Estas absorbancias foram

usadas como controle negativo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As absorbancias obtidas foram convertidas em porcentagem de atividade antioxidante
(%AAO0) através da seguinte formula:

%AAO= 100 — {[( AbSamostra — AbSbranco) X 100]/ AbScontrote}

Onde AbSamostra, AbSbranco € AbScontrole representam respectivamente: a absorbancia da
reacdo da amostra com o DPPH, a absorbancia da amostra com o solvente e a absorbancia do
DPHH com solvente.

Foi utilizado o programa ORIGIN 6.1 para a confeccao dos gréaficos, e posteriormente,

para o célculo do ECso utilizou-se as equacOes de regressao linear.



41
4 RESULTADOS
4.1 TESTES DE CLASSES DE SUBSTANCIAS
Através dos testes qualitativos de classes de substancias foi possivel identificar os
principais grupos de substancias presentes nos extratos e fracbes. A tabela 1 mostra 0s

resultados obtidos.

Tabela 1: Classes de substancias dos extratos e fracdes

Bertholletia excelsa casca

EtOH EtOAC Acet
Flavonoides + + +
Saponinas + + +
Terpenos + - -
Esteroides - - -
Bertholletia excelsa ouricgo
EtOH EtOAC Acet MeOH
Flavonoides - - - -
Saponinas - - - +
Terpenos + + + -
Esterdides - - - -
Eleutherine bulbosa
EtOH CHCls EtOAcC MeOH
Flavonoides - - - -
Saponinas - - - +
Terpenos - - - -
Esterdides - - - -
Piper obliquum
EtOH Hex CHCIs EtOAC Acet MeOH
Flavonoides - - X - - -

Saponinas - - X - - +
Terpenos + + X + + -
X

Esterdides + -
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Protium subserratum

EtOH CHCIs EtOAC Acet MeOH
Flavonoides + - + + +
Saponinas + - + + +
Terpenos - + - - -
Esterdides - - - - -

Protium trifoliolatum

EtOH CHCls EtOAC Acet MeOH
Flavonoides + - + + +
Saponinas - - + + +
Terpenos + + + + -
Esterdides + - - - -

(+) Resultado do teste positivo; (-) Resultado do teste negativo; (X) Néao analisado por falta de material.

Os flavondides estdo presentes na Bertholletia excelsa (somente na casca) e nas
espécies do género Protium (exceto nas fracbes CHCI3). As saponinas foram encontradas em
todas as espécies estudadas, sendo identificadas em sua maioria nos solventes de maior
polaridade. A Piper obliqguum, a Protium trifoliolatum e o ourico da Bertholletia excelsa
mostraram terpenos presentes em todos os extratos e fracdo, com excecdo das fracbes MeOH
dessas plantas. Os esterGides se mostraram presentes somente nos extratos da Protium
trifoliolatum e da Piper obliquum.

4.2 ANALISES ESPECTROSCOPICAS NA REGIAO DO UV/VIS

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pela adaptacdo do método descrito
por Mensor et al (2001). Neste trabalho se utilizou a concentragdio do DPPH de
aproximadamente 0,25 mM. Essa modificacdo no método se deu apos vérias analises, para
padronizacdo da mesma em todos os extratos, obtendo-se melhores resultados.

O DPPH quando consumido muda sua coloracdo de roxo para amarelo, esse consumo
de DPPH é um indice para se estimar a capacidade antioxidante, avaliando o indice de captura
de radicais livres no meio (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Nas leituras feitas do DPPH
com metanol observou-se uma maior absorbancia na faixa de 515 a 520 nm, caracteristica de

uma solucgéo alcodlica de DPPH.
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Os espectros das amostras analisadas como brancos, apresentaram um decaimento de
absorbancia com o decréscimo das concentragdes analisadas, conforme esperado. Os
espectros das amostras analisadas com o DPPH possuem uma maior absorbancia na faixa
entre 515 e 520 nm em relacdo aos seus respectivos espectros das analises do branco, isso
demonstra que houve a adicdo do DPPH na amostra, e quanto menor a absorbancia na faixa
entre 515 e 520 nm, maior a reducdo de DPPH pela amostra. Esse comportamento é
observado no espectro de todas as amostras conforme ilustrado no item apéndice, a Figura 13

ilustra um exemplo deste comportamento.
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Figura 13: Espectro de absor¢do na regido do UV/VIS para Eleutherine bulbosa — fragdo MeOH

Os espectros obtidos para fracdo CHCIs da Piper obliquum (Figura 45), fragdo CHCls
da Protium subserratum (Figura 55) e fracbes CHCIlz e EtOAc da Protium trifoliolatum
(Figuras 65 e 67) mostram de absorcdo nas regides de 430, 500 e 550 nm caracteristicas da
estrutura molecular das plantas. Todavia a presenca destes picos de absorgdo proprios das

plantas, ndo alterou a analise do ECsg observado em 517 nm.

43 PORCENTAGENS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PARA AS
CONCENTRACOES DE 100 pug mL"e 50 pg mL-!

Como base nas andlises para todos os extratos/fracbes foram definidas concentra¢Ges

de 100 pg mL? e 50 ug mL*. Baseado nos resultados obtidos, foram realizadas analises com



44

diferentes concentracdes, a fim de obter cinco porcentagens (Tabelas 3-30) diferentes de
atividade antioxidante entre 10-90%, para o calculo do ECso. Para as amostras que
apresentaram uma porcentagem acima de 95% de AAO foram feitas analises com menores
concentracdes. As amostras que obtiveram valores menores de 10%, foram testadas com
concentragOes maiores. As amostras que se apresentaram entre 10% e 95% tiveram testes com
concentracfes maiores e menores. Todas essas anélises foram realizadas a fim de se obter
resultados que apresentaram valores entre 10% a 93%.

A tabela 2 mostra os resultados obtidos, em porcentagem, para as concentracdes de
100 pg mLte 50 pg mLL,

Tabela 2: Porcentagens de atividade antioxidante calculadas para as concentracdes de 100 pg mL?te

50 pg mL* das amostras

Planta Solvente Concentracdes (ug mL) %AA0+DP
100 93,54+0,10
EtOH
50 92,06+0,57
100 85,22+0,79
Hex
50 39,13+0,79
100 37,71+0,68
CHCIs
: : 50 16,39+0,99
Piper obliquum
100 91,90+0,21
EtOAC
50 89,87+0,08
100 92,98+1,26
Acet
50 80,79+1,71
100 92,14+0,25
MeOH
50 64,12+1,30
100 94,37+0,20
EtOH
50 93,27+0,28
100 16,35+2,36
CHCI ’ ’
’ 50 8,16+0,66
i 100 93,87+0,14
Protium EtOAC
subserratum 50 93,44+0,20
100 91,93+0,37
Acet
50 91,25+1,02
100 91,88+0,09
MeOH
50 91,12+0,30
) EtOH 100 94,77+0,22
Protium 50 94,37+0,08

trifoliolatum
CHCI3 100 12,68+0,41
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50 7,03+0,95
100 85,95+0,85
EtOAC
50 53,68+1,28
100 93,23+0,00
Acet
50 93,09+0,09
100 94,35+0,39
MeOH
50 94,51+0,14
100 63,10+0,62
EtOH
50 39,73+1,73
100 27,91+0,56
CHCI3
. 50 19,35+1,61
Eleutherine bulbosa
100 47,00+0,97
EtOAC
50 31,45+1,23
100 35,05+1,11
MeOH
50 18,78+0,68
100 26,78+0,34
EtOH
50 24.65+0,62
100 29,00+0,21
] EtOAc
Bertholletia excelsa 50 17,10+0,05
ourigo 100 43,93+1,04
Acet
50 24,91+0,68
100 11,01+0,20
MeOH
50 8,26+2,50
100 94,61+0,97
EtOH
50 93,95+0,77
i +
Bertholletia excelsa EtOAC 100 95,37+0,12
casca 50 93,92+0,65
100 93,42+1,15
Acet
50 93,17+0,21
100 94,70+0,13
Ginkgo biloba -
50 77,68+0,64

%AAO — Porcentagem de atividade antioxidante; DP — Desvio Padréo

A Eleutherine bulbosa e o ourico da Bertholletia excelsa apresentaram valores de
atividade antioxidante menores que o0 Ginkgo biloba, entretanto ressalta-se que em especial
para a concentragio de 50 pg.mL™ as outras plantas apresentaram porcentagem de atividade

antioxidante maior do que o padréo, ou seja, resultados satisfatorios.
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4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO ECso

Apesar de ndo ser possivel a utilizacdo do extrato padronizado Ginkgo biloba, o
medicamento demonstrou um resultado (ECso 32,04+0,17 pg.mL™1) proximo ao apresentado
no trabalho de Mensor et al. (2001), que encontrou um ECso de 40,72+0,19 pg.mL™ para o
extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761).

A Piper obliquum apresentou, em geral valores de inibicdo do oxidante DPPH
melhores do que o padrdo Ginkgo biloba. Os resultados mais expressivos foram obtidos para
extrato EtOH (ECso 26,23 + 0,28 pg.mL™?) e fragbes EtOAC (ECso 17,91 + 0,16 pg.mL?) e
Acet (ECso 31,21 + 0,38 pg.mL™Y). E interessante ressaltar que essas amostras apresentaram
um potencial antioxidante maior do que o apresentado para o padrdo Ginkgo biloba. As
fracdes Hex e MeOH também demonstraram um bom potencial antioxidante com um ECsg
55,18 + 0,99 pug.mL* e 38,86 + 0,08 ug.mL™, respectivamente, se comparado ao G. biloba. A
fracio CHCIs (ECso 135,98 + 1,11 pg.mL™?) demonstrando baixa eficiéncia antioxidante em

relacdo as demais fracdes da Piper obliqguum (Figura 14).
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100 7 3-CHCL
2 4 -FEtOAc
o 80 5 - Acet
a 6 - MeOH
60 7 - Ginkgo biloba
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. J I I l
D n T T T . T T T
1 2 3 4 5 6 7

Extrato/fracées

Figura 14: ECso do extrato/fragdes Piper obliquum.
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A Figura 15 apresenta a comparagdo dos valores de ECsg para plantas do género
Protium, onde foi observado que as fragdes demonstraram maior atividade em relacdo ao
padrdo Ginkgo biloba, no entanto, as fragdes CHCIls mostraram baixa expressividade
(EC50=366,03 + 7,07 pug.mL P. subserratum, 574,62+2,68 pg.mL? P. trifoliolatum). Na P.
subserratum, o extrato etandlico (ECso 8,96 + 0,11 pug.mL™?) e as fracdes acetona (ECso 14,28
+ 0,21 pg.mL?), EtOAc (ECso 6,42 + 0,20 pug.mL™t) e MeOH (ECso 20,35 + 0,22 pg.mL™?)
apresentaram excelentes resultados, com valores de ECso menores do que o padréo G. biloba.

O extrato etandlico (12,21+0,15 pg.mL™) e as fragdes acetona (9,63+0,09 pug.mL™) e
MeOH (18,39+0,22 pug.mL™?) apresentaram os melhores resultados antioxidante da Protium
trifoliolatum, sendo os seus ECsq melhores em relacdo ao padrdo Ginkgo biloba. O extrato
EtOAc também demonstrou um resultado antioxidande satisfatorio, sendo seu ECsp 41,66 +
0,65 pg.mL™,

N&o foram obtidos fracGes hexanica, das espécies de Protium, suficiente para analise
da atividade antioxidante.

700 4
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500 4 1-FtOH (P. subserratum)
2-CHCLs (P. subserratum)
3-EtOAc (P. subserratum)

400 4 - Acet (P. subserratum)
5 I 5-MeOH (P. subserratun)
2 6 EOH (P. tifoliolatum)

30 1 7~ CHCL (P. trfoliolatun)

8- EtOAc (P. trifoliolatum)
9 - Acet (P. trifoliolatum)
2001 10 - MeOH (. trifolilatum)
11 - Ginkgo biloba

100 4

D“.""-."‘."-‘-ﬁ

Extrato/fraces

Figura 15: ECso dos extratos/fracOes das espécies de Protium.
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A Eleutherine bulbosa (Figura 16) apresentou todos seus valores de inibicdo do
oxidante DPPH maiores do que o padrdo Ginkgo biloba. O melhor resultado encontrado foi
obtido do extrato etandlico (ECso 77,17+2,33 pg.mL™). As fracdes cloroférmio (ECso 286,88
+ 5,65 ug.mL), EtOAc (ECso 118,16 + 2,40 pug.mL*) e MeOH (ECso 237,59 + 2,47 ug.mL™)
demonstraram baixa eficiéncia antioxidante em relagdo ao padrdo Ginkgo biloba. Néo foi
obtido fracGes Hex e Acet suficientes para anélise da atividade antioxidante.

350 q

300 1
230 1 1 -EtOH
2 - CHCh
s 200 1 3-FEiQAc
U 4-MeOH
= 150 - 5_ Ginkgo biloba
100 A

1 2 3 4 5
Extrato/fracées

Figura 16: ECso do extrato/fracdes da Eleutherine bulbosa.



49

O extratro etandlico e as fracbes da casca da Bertholletia excelsa (Figura 17)
apresentaram os melhores resultados encontrados dentre todas as outras plantas. Todas as
amostras de casca analisadas dessa planta se mostram melhores do que o padrdo DPPH. O
extrato etanodlico (ECso 6,77+0,05 pg.mL™) e as fracOes acetato de tila (ECso 4,58+0,17
ug.mL?) e acetona (ECso 4,85+0,14 pg.mL™) tiveram resultados para o ECso proximos. N&o
foi obtido fracbes CHCIl3 e MeOH para andlise da atividade antioxidante. A fracdo éter de
petréleo ndo apresentou atividade antioxidante.

As amostras do ourico da Bertholletia excelsa (Figura 17) ndo apresentaram resultados
expressivos, com ECso maiores do que o padrdo G.biloba. Os melhores resultados foram
encontrados no extrato etandlico (ECsp 166,21+12,51 pg.mL™?) e para as fragdes EtOAc (ECso
206,11+2,80 pg.mL™?), acetona (ECso 132,31+0,32 pg.mL?) e MeOH (ECso 391,46+4,15
ug.mL™. A fracdo éter de petrdleo ndo foi obtida em quantidade suficiente para anélise da

atividade antioxidante. A fracdo CHCI3z néo apresentou atividade antioxidante.
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Figura 17: ECso dos extratos/fraces da Bertholletia excelsa.
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5 DISCUSSAO

Rocha et al. (2010) relaciona a atividade antioxidante com a presenca de flavondides
em uma planta. Segundo Machado et al. (2008), os flavondides sdo doadores de elétrons, o
que faz com que sejam neutralizadores de radicais livres envolvidos no processo oxidativo.

Anjo (2004) destaca que terpenos séo encontrados em alimentos verdes, na soja e nos
grédos, e que esses compostos apresentam atividade antioxidante e interacdes com radicais
livres devido a divisdo de sua cadeia carbdnica longa em membranas lipidicas.

Os esterdides possuem atividades terapéuticas importantes como cardioténico,
anabolizante, anticoncepcional e agentes anti-inflamatérios (MENDES et al., 2002).

As saponinas possuem propriedades de reducdo da tensdo superficial da agua e acéo de
detergentes e emulsificantes (*.SCHENKEL et al, 2003).

As duas espécies de Protium analisadas mostraram resultados parecidos, onde a P.
subserratum (extrato EtOH e frag6es EtOAc, Acet, MeOH) e a P. trifoliolatum (extrato EtOH
e fracbes Acet e MeOH) tiveram resultados de atividade antioxidante acima de 90% para as
concentragdes de 100 ug mL* e 50 pg mL* (Tabela 2) e mostraram resultados melhores de
ECso (Tabelas 20, 22, 23, 24, 25, 28 e 29) do que o Ginkgo biloba. A fracdo EtOAc da P.
trifoliolatum mostrou valores entre 86%-53% para as concentracdes de 100 pg mL? e 50 pg
mL* (Tabela 2) e obteve um valor de ECso um pouco maior do que o Ginkgo biloba (Tabela
27), mas mostrando ainda assim uma expressiva atividade antioxidante. As fracbes CHCI3 das
duas espécies ndo apresentaram resultados expressivos para os valores de ECso (Tabelas 21 e
26).

Ressalta-se que a literatura ndo relata atividade antioxidante para as Protium
subserratum e Protium trifoliolatum, entretanto Ribeiro et al. (2011) relata a atividade
antioxidante de espécies do género Protium (P. apiculatum, P. gallosum, P. pilosissimum,
P.nitidifolium e P.decandrum) pelo método do DPPH e do B-Caroteno/Acido Linoléico. Os
valores encontrados pelo método do DPPH foram bastante efetivos, melhores que o do padrdo
(Rutina) que foi utilizado. Os valores de atividade antioxidante encontrados no método do -
Caroteno/Acido Linoléico foram poucos efetivos.

Padilla et al. (2008), comparou valores antioxidantes encontrados em legumes e frutas
comuns com a agdo antioxidante analisada para a Protium neglectum, encontrando valores

melhores na espécie de Protium, mas que em comparacdo com valores obtidos para o Butil-
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hidroxianisol (BHA) (SANCHEZ-MORENO et al., 1999) a espécie demostrou baixa
atividade antioxidante.

No presente trabalho, o teste de classe de substancias (Tabela 1) mostrou que ambas as
espéecies de Protium possuem flavonoides, saponinas e terpenos, e que a P. trifoliolatum
apresenta esteroides em seu extrato EtOH. A atividade antioxidante mostrada pelo extrato
EtOH e fracbes, com excecdo das fragdes CHCIs, das espécies de Protium podem estar
ligadas a presenca de flavonoides e terpenos em sua composicdo, as fragdes CHCIz dessas
espécies apresentaram terpenos, mas nao tiveram atividade antioxidante expressiva, assim €
possivel inferir que os terpenos presentes nestas fracdes ndo sao terpenos com cadeia ciclica
ou que ndo sdo doadores de elétrons.

A literatura relata estudos com plantas do género Protium, em sua maioria
demonstram a presenca de terpenos, triterpenos e sesquiterpenos (MACHADO et al., 2003;
SILVA et al.,, 2009; SILVA, 2012), corroborando os resultados encontrados no presente
trabalho pra as plantas desse género. Lokvam e Fine (2012) isolaram um novo triterpeno da
Protium subserratum, 0 25,30-dicarboxi-26,27,28,29-tetraacetoxi-10,11,14,15-
tetrahidroqualene (Figura 18).

Fonte: Lokvam e Fine (2012)
Figura 18: Estrutura do 25,30-dicarboxi-26,27,28,29-tetraacetoxi-10,11,14,15-tetrahidroqualene.

Silva (2012) estudou o xilema secundario da Protium altsonni e identificou a presenca
majoritaria dos sesquiterpenos: a-calacoreno e epi-a-muurolol. Machado et al. (2003) realizou
um estudo sazonal das folhas e galhos da Protium spruceanum (Benth.) Engl., encontrando
monoterpenos e sesquiterpenos nas amostras coletadas durante 12 meses, com grande
variagdo dos monoterpenos durante esse ano. Silva et al. (2009), analisou o extrato hexanico
de Oleo-resinas das Protium apiculatum, Protium grandifolium, Protium hebetatum,

Protium heptaphyllum, Protium paniculatum, Protium strumosum e Protium tenuifolium,
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encontrando os seguintes grupos de substancias: monoterpenos, triterpenos, sesqueterpenos,
hidrocarbonetos e fenil-propandides.

Siani et al. (1999) constatou a acdo anti-inflamatdria e antitumoral do 6leo essencial
das folhas das Protium grandifolium, Protium llewelynii e Protium strumosum. Liu et al.
(2007) relaciona patogéneses de muitas doencas, inclusive o cancer, com o estresse oxidativo
causa pelas espécies reativas do oxigénio (EROs) no organismo humano.

Aragdo (2004) comprovou o efeito antinoceptivo, antiedematogénico, anti-
inflamatorio, sedativo e ansiolitico de uma mistura isomerica de alfa e beta-amirina isolada da
Protium heptaphyllum Aubl. March.

A Piper obliquum apresentou valores acima de 90% de atividade antioxidante para a
concentracdes de 100 pug mL™ para o extrato EtOH e para as fracdes EtOAc, Acet e MeOH,
para a concentragio de 50 pg mL™* os valores da %AAO variaram entre 93%-64% (Tabela 2).
O ECso do extrato EtOH e das fracbes EtOAcC e Acet apresentaram valores melhores que o
padrdo Ginkgo biloba (Tabelas 14, 17 e 18). A fracdo MeOH demonstrou um resultado de
ECso proximo do Ginkgo biloba, apresentando assim uma expressiva atividade antioxidante
(Tabela 19). A fracdo Hex da Piper obliquum mostrou, entre as concentragdes de 100 pg mL™?
e 50 pug mL*?, 86%-39% de atividade antioxidante e seu valor de ECsp um pouco acima do
Ginkgo biloba, mesmo assim podendo ser considerado um resultado expressivo (Tabelas 2 e
15). A fragdo CHCIs da Piper obliquum apresentou baixa eficiéncia de atividade antioxidante
em relacdo ao extrato EtOH, as demais fracdes e quando comparados com o Ginkgo biloba
(Tabela 16).

No presente trabalho foi realizada a avaliacdo da atividade antioxidante do 0leo
essencial da Piper obliquum, no entanto o 6leo essencial da espécie apresentou resultado
negativo para esta atividade. A literatura ndo relata atividade antioxidante para componentes
fixos da espécie Piper obliquum.

Em estudo realizado por Guerrini et al. (2009), onde foram analisadas duas espécies de
Piper (P. aduncum e P. obliquum), caracterizou o Oleo essencial das folhas dessas duas
espécies de Piper, tendo encontrado majoritariamente terpenos de cadeia aberta. Neste mesmo
estudo Guerrini et al. (2009) mostrou que o 6leo essencial ndo teve atividade antioxidante
frente ao radical livre DPPH.

Em estudo realizado em diversas plantas, incluindo Piper glandulosissimum, Piper
krukoffi e Piper putumayoense, Lizcano et al. (2010) concluiu que galhos e folhas dessas

espécies apresentaram atividade antioxidante melhores que atividade antioxidante encontradas
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em diversas frutas (kiwi, macd, damasco, péssego e morango) e vegetais (cebola, repolho
roxo, espinafre, alface e tomate).

O radical livre DPPH foi utilizado por Arambewela et al. (2006) para testar a atividade
antioxidante dos extratos aquoso, etanolico e do 6leo essencial da Piper betle, usando o BHT
como antioxidante padrdo. O extrato etandlico mostrou atividade melhor do que o padréo
BHT e o extrato aquoso e Oleo essencial obtiveram resultados significantes, proximos ao
padréo.

Choudhary e Kale (2002) induziram estresse oxidativo nas membranas microssomais
de figado de ratos, e depois administraram extrato das folhas da Piper betle, mostrando assim
uma diminuig&o no dano oxidativo provocado pelo estresse oxidativo.

O presente trabalho mostrou que os terpenos estdo presentes no extrato EtOH e fracfes
Hex, EtOAc e Acet da Piper obliguum. O extrato EtOH foi o Unico dessa plantas que
apresentou esteroides e a fragdo MeOH s apresentou saponinas (Tabela 1). A satisfatoria
atividade antioxidante apresentada pelo extrato EtOH e fracGes Hex, EtOAc e Acet podem
estar relacionadas com o0s terpenos presentes nessa plantas. A atividade antioxidante
satisfatoria da fracdo MeOH ndo pode ser explicada com o teste de classe de substancias feito
no presente trabalho, pois esta fracdo s6 apresentou a presenca de saponinas, no entanto por
ser um teste qualitativo, pode ter ocorrido interferéncia de outras substancias presentes na
planta mascarando os resultados para esta fracdo. Nao foi possivel a realizacdo do teste de
classe de substancias para a fragdo CHCIs da espécie Piper obliguum devido a falta de
material da amostra.

Lizcano et al. (2010) encontrou quantidades significativas de fenoéis e flavondides nas
folhas e galhos das Piper glandulosissimum, Piper krukoffi e Piper putumayoense. Valdivia et
al. (2008) demonstrou os principios bioquimicos que explicam a atividade anti-inflamatdria
presente na Piper obliqguum, além de isolar dois novos alquil-fenois e uma nova cromanona,
sendo que os dois alquil-fenois possuem atividade antibacteriana.

Os valores de porcentagem da atividade antioxidante para a Eleutherine bulbosa nas
concentragdes de 100 pg mL? e 50 ug mL* variaram de 64%-18%, seu melhor valor de ECso
foi obtido pelo extrato etandlico, tendo as demais fracdes (CHCIs, EtOAc e MeOH) valores
muito altos em comparagdo ao padrdo Ginkgo biloba (Tabelas 2, 10, 11, 12 e 13), o que
mostra que a especie ndo obteve um bom resultado antioxidante frente ao radical DPPH.

Ernawati e Nurliani (2012) mostraram o carater positivo de atividade antioxidante que
0 extrato etandlico da Eleutherine americana Merr. possui em estresse oxidativo causada pela

fumaca de cigarro em testiculos de ratos.



54

Malheiros (2008) obteve resultados positivos para naftoquinas, antragquinonas,
esterdides e triterpenos no teste de classe de substancias realizado no extrato EtOH e fragéo
Hex e CHCI3z da espécie Eleutherine plicata Herb. Foi realizado teste antimicrobiano no
extrato e fragdes e o resultado mostrou que a fragdo CHCIs foi a mais ativa, a partir dessa
fracdo foram isolados os compostos isoeleutherol e isoeleuterina. O extrato EtOH e 0s
compostos isolados foram submetidos a avaliagéo da atividade antioxidante e comparando os
resultados com o padrdo BHT utilizado, demonstraram baixa atividade antioxidante.

No teste de classes de substancias (Tabela 1) da Eleutherine bulbosa, no presente
trabalho, somente a fracdo MeOH obteve resultado positivo para saponinas, o extrato EtOH e
as fracdes CHCIs e EtOAC néo tiveram resultados positivos em nenhum dos testes de classes
de substancias realizados. N&o ha relatos na literatura de saponinas estarem relacionadas com
a atividade antioxidante.

A partir do extrato diclorometano das partes subterraneas da Eleutherine bulbosa,
Alves et al. (2003) isolou um novo composto, a naftoquinona (eleutherinone) e mais 3
composto ja conhecidos (eleutherinol, iso-eleutherinol e eleutherol). Esses compostos foram
submetidos a avaliacdo antifungica e o Unico composto que nao apresentou atividade
antifangica foi o eleutherol.

Gallo et al. (2010) isolou policetideos da Eleutherine bulbosa : (R)-4-hidroxi
eleutherin, eleuthone, eleutherinol-8-O-B-D-glucopirandsido, penta acetil eutherinol-8-O-p-D-
glucoside, isoeleuthoside C.

Em estudo do extrato EtOH dos rizomas da Eleutherine bulbosa, Ha et al. (2013)
isolou 15 substéncias desse extrato, sendo um deles inédito (2S)dihidro-eleutherinol-8-O-B-D-
glucopirandsido e 14 compostos ja isolados dessa espécie. O extrato do rizoma, assim como 0
composto novo isolado e os compostos identificados como (-)-hongconin, eleutherin e iso-
eleutherin, mostraram potente atividade anti-inflamatéria, inibindo a acdo do
Lipopolissacarideo.

Upadhyay et al. (2013) analisou o extrato metandlico de Eleutherine indica L., onde a
espécie mostrou alto poder de cicatrizagdo e estimula aumento da producdo de colageno no
local da ferida. O autor afirma que o estudo confirmou o conhecimento tradicional da india,
onde a planta é utilizada para a cicatrizacéo de feridas.

As andlises da Bertholletia excelsa foram realizadas em extratos e fragdes da casca e
do ourico, separadamente. O extrato EtOH e as fracbes EtOAc e Acet da casca da espécie

apresentaram valores de porcentagem da avitidade antioxidante para as concentracfes de 100
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ug mL* e 50 ug mL™* maiores de 93% e o ECso dessas amostras foram melhores do que o
encontrado para o padrdo DPPH (Tabelas 2, 3, 4 e 5).

Em contrapartida os resultados encontrados para o extrato EtOH e fragfes EtOAc,
Acet e MeOH do ourigo da espécie se mostraram insatisfatorios. Para as concentracGes de 100
ug mLte 50 ug mL* os valores de porcentagem de atividade antioxidante, dessas amostras,
ficaram entre 44%-8%, e os valores de ECso foram piores do que o padrdo (Tabelas 2, 6,7, 8 e
9).

Ha alguns estudos na literatura que avaliam a atividade antioxidante da améndoa da
Bertholletia excelsa (JOHN e SHAHIDI, 2010; BURATTO et al., 2011; PIRES et al., 2011),
no entanto a atividade antioxidante da casca e do ouri¢co ndo foram enconttrados na literarura,
sendo este o primeiro trabalho para a casca e ouri¢o da Bertholletia excelsa.

Buratto et al. (2011) analisou o extrato EtOH das améndoas da Bertholletia excelsa,
obtendo um resultado superior ao padrdo BHT utilizado. Neste mesmo estudo foi avaliada a
atividade anti-bactericida, onde o extrato ndo demostrou atividade anti-bactericida ou
bactericida.

Pires et al. (2011) relata que as améndoas da Bertholletia excelsa, possuem alto teor de
selénio e elevadas quantidades de compostos fendlicos, sendo testadas para a atividade
antioxidante, apresentando resultados expressivos, o que corrobora com os resultados dessa
pesquisa.

John e Shahidi, (2010) analisaram a améndoa inteira, a pele morena que envolve a
castanha e o ndcleo da castanha da Bertholletia excelsa. A pele morena se mostrou com maior
concentracfes de compostos fendlicos e também apresentou maior atividade antioxidante em
relacdo a améndoa inteira e 0 nlcleo da castanha.

No presente trabalho, o teste de classe de substancias para a casca da Bertholletia
excelsa demonstrou a presenca de flavonoides e saponinas para o extrato EtOH e fracdes
EtOAcC e Acet e positivo para terpenos no extrato EtOH. O ourico da espécie apresentou a
presenca de terpenos no extrato EtOH e fragfes EtOAC e Acet e presenca de saponinas na
fracdo MeOH (Tabela 1). O 6timo desempenho antioxidante da casa da Bertholletia exlcesa
pode ser explicado pelos flavonoides presentes na sua composicdo, como foi evidenciado no
teste de classe de substancias.

Em analise fitoquimica, Campos et al. (2011) identificaram &cidos organicos, agucares
redutores, fenois e taninos, saponinas e depsidios e depsidonas do extrato hidro-alcoolico da

casca de Bertholletia excelsa. Esse mesmo extrato demonstrou uma possivel atividade
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antimicrobiana, dentre os microrganismos testados o mais susceptivel ao extrato foi Klebsiella
pneumoniae.

Mensor et al (2001) analisou atividade antioxidante de 15 plantas coletadas no Brasil,
algumas foram usadas partes diferentes da mesma planta, pela metodologia do DPPH, usando
como padrdes o extrato padronizado do Ginkgo biloba e 0 composto puro da Rutina, obtendo
para algumas amostras resultados melhores do que o apresentado pelos padrdes, sendo 0 ECsp
encontrado para a Rutina de 14,16+0,20 pg.mL™ e para o Ginkgo biloba 40,72+0,19 pg.mL™.
O extrato EtOH das folhas da Anadenanthera peregrina e das folhas da Pseudopiptadenia
contorta mostraram-se melhores antioxidantes do que o padrdo Rutina, e outras 6 plantas se
obtiveram melhores resultados do que o padrdo Ginkgo biloba. Os resultados obtidos foram
atribuidos aos métabolitos secundarios presente nas plantas.

Zuque et al. (2004) obteve resultados satisfatério da Couepia grandiflora frente ao
Radical livre DPPH, usando como padréo a Rutina e BHT (butil-hidréxi-tolueno). Valores de
5,65 pg.mL? e de 3,154 pug.mL? foram obtidos para os extrato Hex e EtOH das folhas,
respectivamente.

Reddy et al. (2012), realizou a analise do extrato MeOH e aquoso de 40 plantas
coletadas na india, o ECso foi calculado para as amostras que mostraram maiores capacidade
antioxidante frende ao radical livre DPPH, usando o acido galico como padrdo de referéncia.
As plantas que mostram os resultados antioxidantes mais satisfatérios de ECso foram: Emblica
officinalis (6,47 pug.mL™), Tamarindus indica (6,85 pg.mL™) e Ficus glomerata (8,03 pg.mL"
1.

O estudo antioxidante de extratos vegetais, utilizando o método do radical livre DPPH,
provou ser eficaz para a selecdo das plantas que podem ter um potencial antioxidante de
interrese farmacoldgico (MENSOR et al., 2001).

Dentre as plantas analisadas, os melhores resultados foram do extrato EtOH e fragdes
EtOAc e Acet da casca da Bertholletia excelsa, do extrato EtOH e fracbes EtOAc, Acet,
MeOH da Protium subserratum, o extrato EtOH e fracdes Acet e MeOH da Protium
trifoliolatum e do extrato EtOH e fragdes EtOAcC e Acet da Piper obliquum.

A continuidade dos estudos é essencial para o detalhamento sobre a composicao
guimica, isolamento de compostos e substancias e testes bioldgicos provando a eficacia como

agentes biologicos.
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CONCLUSAO

A casca da Bertholletia excelsa mostrou maior valor antioxidante frente ao radical
DPPH, sendo que todas as suas amostras analisadas mostram um potencial antioxidante
melhor do que o apresentado pelo Ginkgo biloba. O ourico da Bertholletia excelsa né&o
apresentou resultados satisfatorio. Apresentando valores de ECso maiores que 130 pug.mL™. A
Eleutherine bulbosa ndo apresentou nenhum resultado do ECso melhor do que o padréo
Gingko biloba. Tendo seu melhor resultado com o extrato etanodlico. A Piper obliquum
apresentou atividade antioxidante expressiva para todas as amostras analisadas (exceto a
fracdo CHCIz), o extrato etandlico e as outras fracGes apesentaram resultados semelhantes ao
ECso do Ginkgo biloba. As plantas do género Protium apresentaram baixissima atividade
antioxidante para a fragdo CHClI3z e as demais fragdes apresentaram resultados melhores ou
semelhantes ao padrdo Ginkgo biloba. De maneira geral as plantas provenientes da amazénia
ocidental apresentaram potencial antioxidante expressivo, enfatizando a importancia do

investimento na pesquisa destas plantas amazonicas.
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Bertholletia excelsa casca — extrato EtOH
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Figura 19: Espectro Bertholletia excelsa casca — extrato EtOH Figura 20: Regresséo linear Bertholletia excelsa casca — extrato EtOH

Tabela 3: Concentragfes, %AAO e ECso da Bertholletia excelsa casca — extrato EtOH

Bertholletia excelsa casca  Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
12 81,18+0,37
10 78,12+1,20
EtOH 7 55,88+ 1,33 6,77+0,05
5 36,12+0,66
3 20,80+1,28
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Bertholletia excelsa casca — fracdo EtOAc
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Figura 21: Espectro Bertholletia excelsa casca — fracdo EtOAC
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Figura 22:

Tabela 4: Concentracbes, %AAO e ECs, da Bertholletia excelsa casca - fracdo EtOAc

-
T
2

Concentragies

Regressdo linear Bertholletia excelsa casca — fragdo EtOAC

Bertholletia excelsa casca  Concentracdes (ug mL1) %AA0 ECso (ug.mL1)
10 82,66+0,64
6 70,62+1,83
EtOAC 5 57,78+3,59 4,58+0,17
3 36,34+2,95
2 24,91+1,27
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Bertholletia excelsa casca — fracédo Acet
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Figura 23: Espectro Bertholletia excelsa casca — fracdo Acet Figura 24: Regressao linear Bertholletia excelsa casca — fracdo Acet

Tabela 5: Concentragbes, %AAO e ECs, da Bertholletia excelsa casca - fracdo Acet

Bertholletia excelsa casca  Concentracdes (ug mL™t) %AA0 ECso (ug.mL™1)
10 92,59+1,33
7 73,48+1,05
Acetona 5 49,72+2,92 4,85+0,14
3 34,34+2,07
2 23,76+1,38
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Bertholletia excelsa ourigo — extrato EtOH

1222

1,000

o500

0,000

0,128
450,00

Figura 25: Espectro Bertholletia excelsa ourigo — extrato EtOH
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Figura 26: Regressdo linear Bertholletia excelsa ourigo — extrato EtOH

Tabela 6: Concentracoes, %AAO e ECso da Bertholletia excelsa ourico - extrato EtOH

Bertholletia excelsa

ourico Concentragdes (ug mL™) %AA0 ECso (ug.mL1)
300 79,90+1,12
250 73,22+1,85

EtOH 200 47,24+3,55 166,21+12,51
150 38,53+1,19
100 26,78+0,34
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Bertholletia excelsa ourico — fracdo EtOAc
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Figura 27: Espectro Bertholletia excelsa ouri¢o — fragdo EtOAc
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Figura 28: Regresséo linear Bertholletia excelsa ourigo — fragdo EtOAC

Tabela 7: Concentragbes, %AAO e ECs, da Bertholletia excelsa ourico - fragdo EtOAc

Bertholletia excelsa

ourico Concentragdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
400 80,93+0,64
300 69,68x0,64

EtOAC 250 62,47+1,57 206,11+2,80
200 47,07+0,93
100 29,00%0,21
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Bertholletia excelsa ourigo — fracdo Acet
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Figura 29: Espectro Bertholletia excelsa ourigo — fragdo Acet
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Figura 30: Regressdo linear Bertholletia excelsa ourigo — fragdo Acet

Tabela 8: Concentragbes, %AAO e ECs, da Bertholletia excelsa ourico - fragdo Acet

Bertholletia excelsa

ourico Concentragdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
250 82,42+2,05
200 66,20%1,36
Acetona 150 56,81+0,09 132,31+0,32
100 43,93+1,04
50 24,91+0,68
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Bertholletia excelsa ourigo — fracdo MeOH
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Figura 31: Espectro Bertholletia excelsa ourigo — fragdo MeOH
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Figura 32: Regressao linear Bertholletia excelsa ourigo — fragdo MeOH

Tabela 9: Concentracbes, %AAO e ECsy da Bertholletia excelsa ourico - fracdo MeOH

Bertholletia excelsa

ourico Concentragdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
700 77,72%0,62
500 61,43+0,63

MeOH 400 53,86+0,42 391,46%4,15
250 41,24+0,69
200 24,72+0,40
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Eleutherine bulbosa — extrato EtOH

1037
1000

0500

0000 F

0,008

1 E= DPPH (0,25 mM)

=150 pg mL!
= 100 pg mL!
F 75 pgmL?t
E 50 pgmL!
= 25 pgmL?

80 4

70 o

2 5p
2
40 4
vy = 0,3667x + 25 7468
. R2=0,9476
- -
20 T T T T T T T T T T 1
20 40 50 20 100 120 140 160
Concentracgfes
Figura 34: Regressao linear Eleutherine bulbosa — extrato EtOH

Tabela 10: Concentracdes, %AAO e ECso da Eleutherine bulbosa — extrato EtOH

Eleutherine bulbosa Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
150 75,04+0,08
100 63,10+0,62
EtOH 75 56,52+1,68 77,17+2,33
50 39,73+1,73
25 21,36+3,22

77



Eleutherine bulbosa — fracdo CHCl3
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Figura 35: Espectro Eleutherine Bulbosa — fracdo CHCI;
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Figura 36: Regressdo linear Eleutherine bulbosa — fragdo CHCI3

Tabela 11: Concentracdes, %AAO e ECs da Eleutherine bulbosa — fragdo CHCI3

Eleutherine bulbosa Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
700 77,73£1,21
500 68,61+1,05
CHCIs 300 56,74+1,24 286,8815,65
200 47,13+0,91
100 27,91+0,56
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Eleutherine bulbosa — fracdo EtOAc

0,092
450,00

= 250 pg mL!
= 200 pg mL!
= 150 pg mL?
= 100 pg mL?
50 ngmL!

71 == DPPH (0,25 mM)

y = 0.218x + 24 478
R==0,9648

100 150 200 250

Concentracées

Figura 38: Regressdo linear Eleutherine bulbosa — fragdo EtOAc

Tabela 12: Concentragdes, %AAO e ECs, da Eleutherine bulbosa — fragdo EtOAC

Eleutherine bulbosa Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
250 73,38+2,02
200 70,22+0,29
EtOAC 150 62,80+0,34 118,16+2,40
100 47,00£0,97
50 30,99+0,49
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Eleutherine bulbosa — fracdo MeOH
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Figura 39: Espectro Eleutherine ”tm)ulbosa — fracdo MeOH
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Figura 40: Regressdo linear Eleutherine bulbosa — fragdo MeOH

Tabela 13: Concentracdes, %AAO e ECsy da Eleutherine bulbosa — fracdo MeOH

Eleutherine bulbosa Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
500 76,50+0,60
300 65,02+0,59
MeOH 200 49,95+0,55 237,59+2,47
100 35,05+1,11
50 18,78+0,68

80



Piper obliquum - extrato EtOH
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Figura 42: Regressdo linear Piper obliquum — extrato EtOH

Tabela 14: Concentracdes, %AAO e ECs da Piper obliqguum — extrato EtOH

Piper obliquum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL™1)
40 75,51+0,62
30 57,63+1,57
EtOH 25 47,01+0,36 26,23+0,28
20 39,9240,81
15 27,85+0,50
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Piper obliquum - fracdo Hex
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Figura 43: Espectro Piper obliqurjm — fracdo Hex
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Figura 44: Regressdo linear Piper obliquum — fracdo Hex

Tabela 15: Concentragdes, %AAO e ECs, da Piper obliquum — fragdo Hex

Piper obliguum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL?)
80 72,98+1,89
70 61,77+2,11
Hex 60 57,41+0,42 55,18%0,99
50 39,13+0,79
30 30,98%0,57
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Piper obliquum — fracdo CHCls
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Figura 46: Regressdo linear Piper obliqguum — fracdo CHCls

Tabela 16: Concentracdes, %AAO e ECso da Piper obliquum — fracdo CHCl;

Piper obliguum Concentracdes (ug mL™1) %AAO0 ECso (ug.mL1)
200 76,53+0,30
170 60,19+0,80
CHCl3 130 47,66+0,44 135,98+1,11
100 37,71%0,68
50 16,39+0,99




Piper obliquum - fracdo EtOAc
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Figura 47: Espectro Piper obliquﬁm — fracdo EtOAC
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Figura 48: Regressdo linear Piper obliqguum — fracdo EtOAc

Tabela 17: Concentracdes, %AAO e ECs da Piper obliquum — fragdo EtOACc

Piper obliquum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL™1)
30 83,40+0,93
25 65,29+0,46
EtOAC 20 54,91+0,44 17,91+0,16
15 42,60+0,82
10 30,5940,26
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Piper obliquum — fracao Acet
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Figura 49: Espectro Piper obliqunlmjm — fracdo Acet
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Figura 50: Regressdo linear Piper obliquum — fragcdo Acet

Tabela 18: Concentracdes, %AAO e ECs, da Piper obliquum — fragdo Acet

Piper obliquum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL™1)
50 80,79+1,71
40 62,12+0,44
Acetona 30 42,04+0,56 31,21+0,38
20 37,66+1,25
10 18,42+0,42
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Piper obliquum - fracdo MeOH
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Figura 51: Espectro Piper obliqumum — fracdo MeOH Figura 52: Regressdo linear Piper obliqguum — fracdo MeOH
Tabela 19: Concentracdes, %AAO e ECsy da Piper obliquum — fracdo MeOH
Piper obliguum Concentracdes (ug mL™1) %AAO0 ECso (ug.mL1)
60 75,65%0,24
50 64,12+1,30
MeOH 40 53,19+0,64 38,86+0,08
30 37,57+0,71
20 26,57+0,94
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Protium subserratum — extrato EtOH
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Figura 53: Espectro Protium subserratum — extrato EtOH
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Figura 54: Regressdo linear Protium subserratum — extrato EtOH

Tabela 20: Concentracdes, %AAO e ECs da Protium subserratum — extrato EtOH

Protium subserratum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL™1)
20 79,11+0,75
15 57,76+0,29
EtOH 10 43,50+0,52 8,96+0,11
7 36,34+0,79
5 23,86+0,60
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Protium subserratum — fracdo CHCI3
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Figura 55: Espectro Protium subgerratum — fragdo CHCls Figura 56: Regressdo linear Protium subserratum — fracdo CHCls
Tabela 21: Concentragdes, %AAO e ECso da Protium subserratum — fragdo CHCls
Protium subserratum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL?)
600 72,35%0,70
500 63,92+0,89
CHCIs 400 54,41+0,45 366,03+7,07
300 45,94+1,40
200 30,51+2,73
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Protium subserratum — fracdo EtOAc

0817

E 12 pgml!
E 10 pgmL?
F Tpgml?
E spgmL?
E 3pgmL?

o W Ex o -
L LY
u.wu—iT,L&TﬂLJ_L_iﬂ -y = S S — -
| T o® L

0,083 L L
450,00 200,00 580,00 £00,00

Figura 57: Espectro Protium subserratum — fracdo EtOAC
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Figura 58: Regressdo linear Protium subserratum — fragdo EtOAc

Tabela 22: Concentracdes, %AAO e ECs da Protium subserratum — fragdo EtOAc

Protium subserratum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
12 87,53+0,36
10 72,27+4,59
EtOAC 7 55,98+4,03 6,42+0,20
5 38,98+1,41
3 27,70£1,53
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Protium subserratum — fracdo Acet
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Figura 59: Espectro Protium subserratum — fracdo Acet
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Figura 60: Regressdo linear Protium subserratum — fragdo Acet

Tabela 23: Concentracdes, %AAO e ECsy da Protium subserratum — fracdo Acet

Protium subserratum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
25 88,73+0,08
20 70,06+1,08
Acetona 15 50,23+0,78 14,28+0,21
10 35,64+1,86
5 18,02+0,77
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Protium subserratum — fracdo MeOH

0317

0,600

Abs

0200F

0,000

0,082

450,00

L L
00,00 250,00 00,00

Figura 61: Espectro Protium subserratum — fracdo MeOH
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Figura 62: Regressdo linear Protium subserratum — fragdo MeOH

Tabela 24: Concentracdes, %AAO e ECso da Protium subserratum — fragdo MeOH

Protium subserratum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
30 73,18+0,93
25 60,40+1,34
MeOH 20 51,89+2,59 20,3540,22
15 36,88+1,24
10 23,28+1,32
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Protium trifoliolatum — extrato EtOH
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Figura 63: Espectro Protium trifoliolatum — extrato EtOH Figura 64: Regressao linear Protium trifoliolatum — extrato EtOH

Tabela 25: Concentracdes, %0AAO e ECso da Protium trifoliolatum — extrato EtOH

Protium trifoliolatum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
23 86,54+0,41
20 78,50+0,71
EtOH 15 58,94+0,59 12,21+0,15
10 43,95+1,48
5 23,71+0,64
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Protium trifoliolatum — fracdo CHCls
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Figura 65: Espectro Protium trifgliolatum — fragdo CHCl;
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Figura 66: Regressdo linear Protium trifoliolatum — fracdo CHCl;

Tabela 26: Concentragdes, %AAO e ECso da Protium trifoliolatum — fragdo CHCI3

Protium trifoliolatum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
900 71,46+0,37
600 53,26+0,79
CHCIs 500 46,13+0,24 574,62+2,68
400 37,67+0,68
200 22,26+0,75
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Protium trifoliolatum — fracdo EtOACc
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Figura 67: Espectro Protium trifoliolatum — fracdo EtOAC
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Figura 68:

Tabela 27: Concentragdes, %AAO e ECso da Protium trifoliolatum — fragdo EtOACc

Concentracdes

Regressdo linear Protium trifoliolatum — fragdo EtOACc

Protium trifoliolatum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
75 78,82+0,53
60 66,76+0,22
EtOAC 50 53,68+1,28 41,66+0,65
40 50,73+1,19
30 39,90+0,09
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Protium trifoliolatum — fracdo Acet
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Figura 69: Espectro Protium trifoliolatum — fracdo Acet Figura 70: Regressdo linear Protium trifoliolatum — fragdo Acet
Tabela 28: Concentracdes, %AAO e ECs da Protium trifoliolatum — fragdo Acet
Protium trifoliolatum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
17 83,22+0,98
15 74,19+0,72
Acetona 12 61,46+1,47 9,63+0,09
10 53,00+0,66
5 27,88+0,59
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Protium trifoliolatum — fracdo MeOH

Siéi ‘ ~ ‘ 1 = DPPH (0,25 mM)
E30ugmL‘l 20 o
= 25 pg mL!
- 20 pg m1! 70
= 1 - 15 pg mL!
EJ 10 pgmL? 80
o
i 2 o
40
- vy =2.5504x + 3,086
ozmf ag R2=0.9882
20 T T T T T T T T T
oo 10 15 20 25 30
‘ Concentracies
Figura 71: Espectro Protium trifoliolatum — fracdo MeOH Figura 72: Regressdo linear Protium trifoliolatum — fragdo MeOH
Tabela 29: Concentracdes, %AAO e ECs da Protium trifoliolatum — fragdo MeOH
Protium trifoliolatum Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL?)
30 80,01+0,37
25 63,05+0,53
MeOH 20 58,65%0,74 18,39+0,22
15 41,97+0,91

10 26,79+0,57




Ginkgo biloba
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Figura 73: Espectro Ginkgo biloga Figura 74: Regressao linear Ginkgo biloba
Tabela 30: Concentracdes, %AAO e ECs, do Ginkgo biloba
Ginkgo biloba Concentracdes (ug mL™1) %AA0 ECso (ug.mL1)
50 77,68+0,64
40 63,69+0,61
- 30 46,54+0,85 32,04+0,17
20 32,13+1,57
15 21,66+0,44
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