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RESUMO

As plantas medicinais sdo utilizadas pela humanidade desde os primérdios, para profilaxia ou
tratamento das mais variadas patologias. Atualmente, cerca de 40% dos medicamentos
utilizados sao derivados de plantas. O Brasil destaca-se por sua biodiversidade, portanto tem
um grande potencial para a descoberta de moléculas bioativas. Espécies radicalares sdo
produzidas continuamente em processos metabolicos fisiologicos, no entanto o desequilibrio entre
agentes pro-oxidantes e defesas antioxidantes provoca o aumento de espécies reativas circulantes
conduzindo ao estresse oxidativo relacionado a etiologia de diversas doengas. Para prevenir esse
processo e as consequéncias ao organismo, tem-se aumentado a busca de compostos antioxidantes.
Assim o presente trabalho teve o objetivo de realizar o estudo fitoquimico e avaliagdo de atividade
antioxidante dos extratos etanolicos das folhas de Acosmium dasycarpum e de Croton
antisyphiliticus. Com os extratos brutos dos dois vegetais foi realizada prospeccao fitoquimica
classica, a quantificagdo do teor de compostos fenolicos totais e de falvonodides e ensaios
antioxidantes como o da captura do radical DPPH e do radical ABTS. Foi realizado
fracionamento dos extratos e com as fragdes diclorometanica e hexanica obtidas foi realizada a
identificacdo de substancias por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM); ja com a fase hidroalcodlica foi feita a analise do perfil quimico por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Como resultado
da prospecgao fitoquimica observou-se derivados antracénicos, flavonoides, taninos, esteroides
e triterpenos no extrato de A. dasycarpum, e alcaloides, antocianidina, flavonoides, esteroides
e triterpenos e taninos no extrato de C. antisyphiliticus. Os dois extratos obtiveram valores
baixos para a captura dos radicais DPPH e ABTS assim como os teores de compostos fendlicos
e flavonoides: 4. dasycarpum (114,85 EAG/ g de extrato; 9,28 EQ/g de extrato; DPPH- ECso
de 619,14; ABTS- ECso de 3097,03); C antisyphiliticus (102,82 EAG/ g de extrato; 10,31 EQ/g
de extrato; DPPH- ECso de 1110,93; ABTS- ECso de 8919,57). Na CG-EM para A. dasycarpum
foram identificados a fitona, lupeol, acetato de lupeol e o 4cido pentandico e para C.
antisyphiliticus foram identificados (-) - espatulenol, fitona, y- sitosterol e o acetato de lupeol.
Foi confirmada a presenca de flavonoides nos extratos brutos das duas espécies vegetais através
da andlise dos espectros na regido do UV-Vis obtidos a partir de CLAE-DAD. Os extratos
analisados apresentam um baixo potencial antioxidante, porém foram identificadas diversas
substancias com a¢do anti-inflamatdria, acdo antioxidante, antibacteriana, antiflingicas, entre
outras. Existe entdo a necessidade de mais estudos com esses vegetais para explorar o potencial
dos mesmos utilizando-se outros modelos experimentais.

Palavras chave: Antioxidante, Analise cromatografica, Triagem fitoquimica






ABSTRACT

Currently, about 40% of the medicines used are derived from plants. Brazil offers itself for its
biodiversity, therefore, it has great potential for the discovery of bioactive molecules. Radical
species are produced with physiological metabolic processes, however, imbalance between pro-
oxidant agents and antioxidant defenses caused by the increase in circulating reactive species
caused by oxidative stress related to the etiology of several diseases. To prevent this process
and as consequences for the organism, it increases the search for antioxidant compounds. Thus,
the present work aimed to carry out a phytochemical study and evaluation of the antioxidant
activity of the ethanolic extracts of the leaves of Acosmium dasycarpum and Croton
antisyphiliticus. With the crude extracts of the two plants, classical phytochemical prospecting
was performed, quantification of the content of total phenolic compounds and falvonoids and
antioxidant tests, such as the capture of radical DPPH and radical ABTS. Extraction
fractionation was carried out and with the dichloromethane and hexane fractions, with the
identification of substances by Gas Chromatography coupled with mass spectrometry (GC-
MS); with a hydroalcoholic phase, an analysis of the chemical profile was performed by High
Performance Liquid Chromatography with a diode array detector (HPLC-DAD). As a result of
phytochemical prospecting for anthracene substances, flavonoids, tannins, steroids and
triterpenes without A. dasycarpum extract, and alkaloids, anthocyanins, flavonoids, steroids
and triterpenes and tannins without C. antisyphiliticus extract. The two extracts obtained low
values for capture of the radicals DPPH and ABTS, as well as the contents of phenolic and
flavonoid compounds: A. dasycarpum (114.85 EAG / g of extract; 9.28 EQ / g of extract;
DPPH-EC50 of 619.14; ABTS-EC50 of 3097.03); C antisyphiliticus (102.82 EAG / g extract;
10.31 EQ / g extract; DPPH-EC50 of 1110.93; ABTS-EC50 of 8919.57). In GC-MS, A.
dasycarpum was used for phytone, lupeol, lupeol acetate and pentanoic acid and for C.
antisyphiliticus (-) - spatulenol, phytone, y-sitosterol and lupeol acetate. The presence of
flavonoids in the crude extracts of the two plant species was confirmed through the analysis of
spectra in the UV-Vis region obtained from the HPLC-DAD. The analyzed extracts have a low
antioxidant potential, but several substances have been identified with anti-inflammatory,
antioxidant, antibacterial, antifungal action, among others. There is therefore a need for further
studies with these plants to explore their potential using other experimental models.

KEYWORDS: Antioxidant, Chromatography analisis, Phytochemical screening
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais tem sido a fonte com potencial para o descobrimento de novos
medicamentos. E estimado que cerca de 40% dos medicamentos atuais foram desenvolvidos a
partir de fontes naturais, 25% provenientes de plantas, 13% provenientes de microrganismos e
3% de origem animal. Aproximadamente 140 mil metabolitos secundérios ja foram isolados e
identificados, porém ainda nao foram realizados testes biologicos para todos, sendo que esses
compostos ja identificados e caracterizados correspondem a estudos realizados com apenas
10% da biodiversidade mundial. CALIXTO, 2003; DIAS et al., 2012)

Os produtos naturais ainda podem fornecer compostos com diversidade estrutural
unica € com um imenso potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos e outros
produtos de uso cosmético, veterinario, agrondmico, alimenticio. (CALIXTO, 2003; DIAS et
al.,2012; LAHLOU, 2013)

A quimica de produtos naturais hoje esta no auge e ¢ indiscutivel a importancia dos
produtos naturais na sociedade moderna. Ha uma busca por medicamentos em que os efeitos
colaterais sejam menores, por produtos que facam bem para o organismo como um todo. Estdo
sendo resgatados os valores da medicina tradicional, como a medicina tradicional chinesa,
medicina tradicional indiana, assim como terapias complementares, usos de chas e garrafadas
também estdo sendo muito comuns. (NEWMAN & CRAGG, 2012; BERLINK et al., 2017)

Algumas das doencas mais temidas e atualmente prevalentes tem um fator comum
para seu desenvolvimento ou manutencdo: os radicais livres, que desencadeiam o estresse
oxidativo. Os radicais livres estdo envolvidos por exemplo, na aterosclerose, no diabetes, na
obesidade, no Parkinson, no Alzheimer, em alguns tipos de cancer, nos danos ao DNA, no
envelhecimento precoce, nas inflamagdes, entre outras doengas, por isso a pesquisa por
produtos naturais que tenham um potencial antioxidante ¢ crescente. (LEMES et al., 2017;
CORDEIRO et al., 2018)

Os antioxidantes sdo utilizados em diversas industrias como a farmacéutica,
cosmética, alimenticia. Sdo utilizados em formulag¢des que contenham 6leos vegetais e gorduras
para evitar a rancificagdo das mesmas, para aumentar a validade dos produtos, evitar a
autoxidacgdo. Na industria de alimentos tem uma importancia grande, pois a rancificacao leva a
formagdo de produtos toxicos e antinutricionais, além de mudanga na cor, sabor e textura dos
alimentos. Na industria de cosméticos sdo utilizados principalmente em produtos anti-aging

para evitar o envelhecimento precoce. (ROQUE et al., 2019)
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O Brasil detém 20% da biodiversidade mundial, ou seja, temos uma infinidade de
metabolitos secundarios ainda ndo estudados. O Cerrado ¢ um dos biomas brasileiros de maior
biodiversidade, aliado a isso hd o conhecimento popular sobre as plantas medicinais que nos
direciona para os estudos sobre produtos naturais. Os vegetais utilizados para o presente estudo
sdo utilizados pela populacdo para o tratamento de diversas doengas. (CALIXTO, 2003)

Acosmium dasycarpum, conhecida como pau-para-tudo/ perobinha do campo, ¢é
utilizada como tranquilizante, hipotensor, antineoplasico, diurético e para doencas de pele.
(SOUSA- JUNIOR et a., 2009)

Croton antisyphiliticus, conhecida como canela-de-perdiz/ curraleira, € utilizada no
tratamento de infec¢des sexualmente transmissiveis como a sifilis, inflamagdo, lesdes
ulcerativas, eczemas e reumatismos. (SIQUEIRA, 2019)

E muito importante o estudo de plantas utilizadas popularmente pela populagio, pois é
possivel verificar se ha substancias toxicas ou se os efeitos alegados sdo confirmados ou nao
pela presenga de alguns compostos; os resultados obtidos servem também como base para

pesquisas futuras e para se verificar outras aplicacdes de produtos obtidos desses vegetais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar estudo fitoquimico dos extratos etanolicos das folhas de Acosmium dasycarpum e

Croton antisyphiliticus.

2.2 Objetivos especificos

Coletar os vegetais e preparar os extratos.

Realizar a triagem fitoquimica dos extratos, para a deteccdo das principais classes de
metabolitos secundarios.

Fracionar os extratos através de particdo liquido-liquido, obtendo fases hexanica,
diclorometanica e hidroetanolica.

Analisar as fases hexanica e diclorometanica através de CG/EM (cromatografia gasosa
com deteccao por espectrometria de massas) e a fase hidroalcodlica através de
CLAE/DAD (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de
diodos) para a detec¢do do perfil quimico.

Realizar ensaios para a quantificagdo de compostos fenolicos totais e de flavonoides.

Realizar ensaios antioxidantes com os extratos, utilizando as metodologias de captura

dos radicais DPPH e ABTS.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cerrado Brasileiro

O Cerrado ¢ um Bioma brasileiro constituido por trés formagdes: florestal, savanica
e campestre. Florestal: com predominio de espécies arbdreas; Savanica: areas com arvores €
arbustos espalhados sobre um estrato gramineo; Campestre: areas com predominio de espécies
herbéceas e arbustivas sem arvores. (SANO et al., 2007)

E um dos maiores biomas brasileiras ocupando uma area de 2.036.448 km? (IBGE
2008). E encontrado nos estados da Bahia, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Minas Gerais,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parand, Piaui, Rondonia, Sdo Paulo, tendo ainda resquicios
nos estados do Amapa, Amazonas e Roraima, representando 22% do territdrio nacional.
(BAYMAN-SILVA et al., 2017; MOREIRA-ARAUJO et al.,2019)

O Cerrado Brasileiro é considerado a Savana mais rica do mundo, devido a sua
diversidade bioldgica contendo uma quantidade enorme de espécies endémicas. Abriga
aproximadamente 11.627 espécies de vegetais nativos, cerca de 199 espécies de mamiferos,
837 espécies de passaros, 1200 espécies de peixes, 180 espécies de répteis e 150 espécies de
anfibios. (MOREIRA-ARAUJO et al.,2019)

A tabela 1 apresenta algumas das espécies vegetais mais utilizadas medicinalmente

pela populacao do Vale do Jequitinhonha, sendo espécies encontradas no Cerrado.

Tabela 1: Espécies vegetais do Cerrado utilizadas na medicina popular no Vale do

Jequitinhonha (Minas Gerais)

Espécie Nome popular Indicacio popular Referéncias
Bibliograficas
Ageratum fastigiatum Exota, mata-pasto Emplasto para feridas, CAMPOS &
antiinflamatorio FREITAS, 2018;
topico, antimicrobiana.
Annona spp. Araticum Ulcera, reumatismo, BRANDADO, 2015
disturbios digestivos
Baccharis Carqueja Febre, reumatismo, OTONI, 2018
myriocephala pedra na vesicula,

colagoga, diabetes,
obesidade, obstrugao
do figado, vermes e
doencas do couro
cabeludo
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Continuagao
Bixa orellana Urucum Doengas respiratorias, BRANDAO, 2015 ;
inflamacao de OTONI, 2018
garganta, asma
Caryocar brasiliense Pequi Asma, bronquite, BRANDAO, 2015

coqueluche, resfriado,
afrodisiaco e tdnico

Cissampelos ovalifolia

Orelha-de- onga

Diurética, antifebril

BRANDAO, 2015

Eriosema campestre Pustemeira Anti-inflamatério CAMPOS &
FREITAS, 2018
Euphorbia tirucalli Arvore-lapis/ Pecado-  Tratamento de cancer, CAMPOS &
pelado analgésico, FREITAS, 2018);
angiogénico, OTONI, 2018
antimicrobiano,
antimutagénico, anti-
reumatica,
imunomodulador
Gomphrena officinalis Para tudo/ perpétua Dismenorréia BRANDAO, 2015
Hancornia speciosa Mangaba Colica e luxagdes BRANDAO, 2015
Lafoensia pacari Pacari Cicatrizante, gastrite, BRANDAO, 2015
ulcera
Lippia spp. Cha-de- pedestre/ Tosse, resfriados BRANDAO, 2015

capitdo-do-mato

Lychnophora spp.

Arnica/Candeia

Contusoes, pancadas,
tor¢oes e hematoma

BRANDADO, 2015

Maytenus ilicifolia Espinheira- santa Gastrite, dispepsia, OTONI, 2018
laxativa, diurética
Miconia ferruginata Pixiricado-campo Tratamento de doencgas CAMPOS &
de pele de origem FREITAS, 2018
inflamatoria,
infecciosa
Oxalis repens Azedinha/ Frero Febres malignas ou BRANDAO,2015
tifoides
Pseudobrickellia Arnica do campo/ Contusodes, pancadas, CAMPOS &
brasiliensis arnica tor¢des e hematoma FREITAS, 2018
Smilax spp. Japecanga/ Afeccdes da pele, BRANDAO, 2015
salsaparrilha antissifilitico,
antirreumatico,
depurativo, contra
gota, diurética e
sudorifica
Vernonanthura sp. Assapeixe Debilidade geral, tosse (OTONIL,2018)
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3.2 Metabolismo Vegetal

Qualquer organismo tem a necessidade de transformar e converter um numero
grande de compostos organicos para que possa viver, crescer e se reproduzir. Ha a necessidade
da formacdo de energia e de diversas outras substiancias essenciais para a manutengao
morfologica e funcional das estruturas e tecidos. (THEIS & LERDAU, 2003)

O conjunto de reagdes quimicas/ transformacdes a que as substancias sao
submetidas dentro de um organismo ¢ conhecido como metabolismo. Os organismos, mesmo
pertencendo a reinos diferentes, acabam por produzirem as mesmas moléculas essenciais para
viver. As vias para obtenc¢ao dessas moléculas podem variar entre as espécies, porém ¢ comum
a elas a produgdo de carboidratos, lipideos, acido nucleicos e proteinas, que sao provenientes
do metabolismo primario. (THAKUR et al., 2019)

Os vegetais possuem um metabolismo especial que ¢ chamado de metabolismo
secundario, os metabolitos secundarios sao importantes para a manuten¢do da vida dos vegetais
e estdo ligados as atividades biologicas quando se utiliza uma planta medicianl. Aos vegetais ¢
impossivel mover-se quando expostos a condi¢des estressantes ou ndo agradaveis, portanto
muitos dessas substancias fazem parte da adaptagdo dos vegetais ao ambiente em que vivem.
Apresentam uma importancia muito grande para os vegetais, j4& que sdo responsaveis por
promover a protecdo contra o ataque de patdogenos e herbivoros, protecdo contra raios
ultravioletas, atragdo de polinizadores, atracdo de animais dispersores de sementes ¢ bactérias
do género Rhizobium, competi¢do entre os vegetais (producdo de substancias alelopaticas),
producao de substancias antioxidantes. (PAVARINI et al., 2012; KATEROVA et al., 2017)

Os fatores que podem influenciar na producdo de metabdlitos secundarios
orientando ou mudando a qualitativamente ou quantitativamente a produ¢@o sao: sazonalidade,
ritmo circadiano, idade do vegetal, temperatura, pluviosidade, radiagdo luminosa (incluindo a
radiacdo ultravioleta danosa aos organismos), tipo de solo (quantidade de macro e
micronutrientes), altitude, polui¢do atmosférica, ataque de patdogenos ou predadores,
constituicdo genética (GLOBO-NETO& LOPES, 2007; NEWMAN & CRAGG, 2012;
BORGES et al., 2017) como demonstrado pela Figura 1.
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Figura 1: Fatores que influenciam na producio de metabolitos secundarios
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Fonte: (GLOBO-NETO & LOPES ,2007)

As pesquisas por produtos naturais derivados de plantas sdo voltadas para os
metabolitos secundérios, pois eles apresentam bioatividade comprovada e muitas vezes sao
novidades estruturais. Diversos medicamentos utilizados atualmente s3o derivados desses
metabolitos secundarios plantas ou de microorganismos. A digoxina, utilizada para
insuficiéncia cardiaca, ¢ encontrada na dedaleira (Digitalis purpurea); assim como a
vimblastina e a vincristina, utilizadas para o tratamento do cancer, sdo provenientes da vinca
(Catharanthus roseus), entre outras substancias. (PINTO et al.,2002)

As principais classes de metabolitos secundarios investigadas sdo: flavonoides,
alcaloides, taninos, terpenoides, esteroides, saponinas, heterosideos cardioativo,

antracenosideos, cumarinas. (SECA & PINTO, 2018)

3.3 Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica consiste em uma série de ensaios qualitativos realizados para
identificar as principais classes de metabodlitos secundarios do vegetal. Tem a vantagem de
serem ensaios rapidos e de facil execugdo. Tem por objetivo conhecer as classes dos
constituintes quimicos de espécies vegetais ou avaliar a sua presenca. (SIMOES, 2010)

Para a realizagdo da triagem devem ser coletadas folhas, flores, caules, raizes,
sementes ou frutos e posteriormente obter extratos, tinturas, 6leo essencial, entre outros. As

reagdes que ocorrem entre os constituintes do extrato e os reagentes geralmente resultam em
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precipitacdo, em produtos cromogénicos e¢ podem ainda ser realizadas analises por
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC). (MATTE et al,2015; SIMOES &
ALMEIDA, 2015)

E importante salientar que os metabolitos primarios e secundarios estdo
intimamente ligados. Os metabolitos primarios, uma vez produzidos, tornam-se substratos para
a formacao de compostos secunddrios ou, em alguns casos, os precurssores dos dois tipos de
metabolitos sao os mesmos. Os metabolitos secundarios, por sua vez, permitem que a espécie
sobreviva no ambiente sobre forte pressdo de agentes competitivos € nocivos, o que
indiretamente permite a planta uma condicdo homeostética, garantindo melhores condigdes
para a producdo de metabolitos primarios. Desta maneira, os dois grupos de compostos
sintetizados pelas plantas sdo interdependentes, quando avaliados dentro das condig¢des naturais

em que se encontram os vegetais. (RAMOS, 2017)

3.4 Antioxidante

Observa-se que inimeras atividades bioldgicas de produtos de origem vegetal tém
sido avaliadas com o objetivo de se confirmar o uso popular de uma planta ou com o intuito de
se investigar um potencial uso da planta ou de seus derivados. Dentre as varias atividades
bioldgicas pesquisadas destaca-se a atividade antioxidante dos metabdlitos secundarios. O
interesse nessa atividade bioldgica ¢ devido, em parte, a participagdao de espécies reativas de
oxigeénio ou radicais em inimeros processos patologicos. (SILVA et al., 2010; PROVENSI,
2018)

Antioxidante ¢ qualquer substincia que, quando em baixas concentragdes
comparado ao substrato passivel de sofrer oxidagdo, regenera o substrato ou previne a cadeia
de reagOes de oxidagdo. Podem ter atividade antioxidante as vitaminas (vitamina E, A),
pigmentos naturais (betacaroteno, licopeno curcumina), metabolitos secundarios (compostos
fendlicos como os flavonoides), e enzimas, além dos antioxidantes sintéticos (BHT, BHA,
TBHQ). (DELMONDES, 2013)

Radical ¢ toda espécie quimica que possui um ou mais elétrons ndo emparelhados.
Sao compostos instaveis e altamente reativos, pois, com o intuito de se estabilizarem, podem
doar o elétron desemparelhado (ocorrendo sua oxidagdo) ou abstrair um elétron de outra
molécula, alterando assim as fungdes, estrutura e conformagdo de componentes das células.
(AQUINO et al., 2017; VERRUCK et al., 2018)

Os radicais, que s@o as espécies reativas de nitrogénio ou oxigénio (ERN’ s e ERO’s

respectivamente), sdo produzidas em processos fisioldgicos regularmente no organismo
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humano, tendo importantes fungdes como modulacdo do sistema imune, na biologia
reprodutiva, sinalizagdo celular, geracdo de ATP pela cadeia transportadora de elétrons. Ocorre
também a producdo de antioxidantes enddgenos que modula os radicais formados durante os
processos fisiologicos para evitar que causem danos aos tecidos. Entretanto, pode ocorrer um
desequilibrio oxidativo por producdo supra-fisiologica dos radicais, deficiéncia na producao
dos antioxidantes enddgenos ou pela a exposicdo do organismo a agentes pro- oxidantes,
caracterizando o estresse oxidativo. (BARREIROS et al., 2006; DUARTE-ALMEIDA et
al.,2006)

Os agentes pro-oxidantes exdgenos para o ser humano sdo a radiag¢do ultravioleta,
maus habitos alimentares, consumo de alcool e tabaco, polui¢do ambiental, alimentagdo rica
em gorduras saturadas, entre outros. (ROQUE et al., 2019)

Ha indicios de que os radicais livres possam estar ligados ao desenvolvimento e
agravo de diversas doengas como doengas cardiovasculares (principalmente a arteriosclerose),
doengas neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer) aumento das complicagdes do Diabetes
Mellitus, catarata, doencas inflamatérias, afetam o sistema imune, desencadeiam o
envelhecimento precoce, causam danos teciduais e alguns tipos de cancer sdo relacionados ao
estresse oxidativo. (LEMES et al.,2017; VASQUES & FONSECA, 2018; ROQUE et al., 2019).

Atualmente a pesquisa de antioxidantes naturais tem se expandido, pois sdo mais
biodegradaveis, sdo mais soliveis tanto em agua quanto em 6leo, além de que o apelo comercial
sobre produtos naturais esta cada vez mais forte, pois muitos dos compostos sintéticos utilizados
nas industrias de alimentos, cosméticos e de produtos farmacéuticos sdo prejudiciais a saude.
(TURECK et al., 2017; VASQUES & FONSECA, 2018)

Dentre os antioxidantes de origem natural destacam-se os compostos fenolicos, € a
classe de fenolicos mais importante e mais abundante encontrada na natureza ¢ a dos

flavonoides, (LIMA, 2016) os quais serdo abordados no proximo topico.

3.5 Compostos Fendlicos, Flavonoides e Metodologias para Avaliacio Antioxidante

Os compostos fendlicos sdo uma ampla classe de substancias bioativas provenientes
do metabolismo secundario dos vegetais que englobam moléculas simples e moléculas com alto
grau de polimerizagdo. Sao substancias com um anel aromatico com no minimo uma hidroxila
como substituinte. Muitos dos compostos fenolicos sdo conhecidos por terem uma alta
capacidade antioxidante podendo ter agdo sobre sistemas enzimaticos, agindo como quelantes

de metais, como doadores de elétrons, além de absorverem a radiacao ultravioleta. (HAIDA et
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al., 2015; OLIVEIRA et al., 2018) A Tabela 2 traz as principais classes de compostos fendlicos

presentes em vegetais.

Tabela 2. Classe de compostos fendlicos em vegetais.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas C6

Acidos hidroxibenzéicos C6—C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos C6—C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanéides C6—C3
Naftoquinonas C6—C4
Xantonas C6—C1—C6
Estilbenos, antraquinonas C6—C2—C6
Flavonoides, isoflavonodides C6—C3—Co6
Lignanas, neolignanas (C6—C3)2

Biflavonoides
Ligninas

Taninos condensados

(C6— C3— C6 )2
(C6— C3)s

(C6— C3— C6)n

Fonte: ANGELO & JORGE, 2007

Uma das principais e maiores classes de compostos fendlicos ¢ a classe dos

flavonoides. Eles sdo derivados de trés moléculas de acetato e uma molécula de acido cindmico

ou outro fenilpropanoide derivado deste. Seu esqueleto béasico contém 15 carbonos e ¢

composto por trés anéis, os anéis A e B (anéis aromaticos) ligados através de um anel pirano C,

(ANGELO & JORGE, 2007, LIMA & BEZERRA, 2012) como demonstrado pela Figura 2.
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Figura 2: Estrutura do esqueleto do flavonoide
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Fonte: TEIXEIRA et al., 2013.

Os flavonoides sdo encontrados em diversos alimentos comuns como a uva, maca,
cebola, couve, morango, cha verde. O mais comum e também mais estudado é a quercetina,
sendo reportada suas atividades anti-carcinogénica, antioxidante, anti-inflamatoria, antiviral,
anti-idade, antiagregante plaquetario, vasodilatadora. Em geral a quercetina ¢ encontrada nos
vegetais na forma de heterosideos, ou seja, ligada a agucares, sendo o seu heterosideo mais
comum representado pela rutina. (KASIKCI & BAGDATLIOGLU, 2016). A Figura 3

apresenta a classificacao dos flavonoides dentro dos compostos fenolicos.

Figura 3: Classificacio dos compostos fendlicos
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Polimeros Polimeros Isoflavonas
Antocianinas

Fonte: Adaptado de TAIZ &ZEIGER, 2004.
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As atividades bioquimicas dos flavonoides sdao dependentes de diversos fatores,
sendo a estrutura quimica um dos principais fatores que interferem na atividade biologica. A
estrutura quimica varia conforme suas substitui¢des: hidrogenacao, hidroxilagdao, metilagdo,
sulfatacdo, glicosilagdo. A atividade antioxidante pode ser determinda por algumas
caracteristicas: solubilidade e interagdo com as membranas; a capacidade de quelar metais de
transicao (essa capacidade ¢ de fundamental importancia, pois os metais de transi¢do sdo pro-
oxidantes e catalisam diversas rea¢des dentro do organismo) (Figura 4) ; capacidade de absorver
luz ultravioleta (que ¢ um agente pro-oxidante); agente doador de hidrogénio radicalar H- e de
elétrons (o que estabiliza radicais livres), sendo que um numero grande de hidroxilas na
estrutura leva a uma maior atividade de doagdo de hidrogénio radicalar.(GIADA, 2006;

SANTOS & RODRIGUES, 2017)

Figura 4: Representacio esquematica da acio do flavonoide como quelante de
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Fonte: site < http://www.abq.org.br/cbq/2013/trabalhos/13/2450-16667.html>

O método de sequestro de radicais, com o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) ¢ um
dos ensaios mais utilizados para realizar a avaliacdo in vitro da atividade antioxidante dos
extratos vegetais. Baseado na capacidade que tem as substancias que estdao presentes no extrato
de inibir/ remover/ sequestrar os radicais do meio reacional doando hidrogénio radicalar para a
estabilizacdo do radical DPPHe. O radical DPPHe ¢ considerado estavel devido a
deslocalizagdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. A deslocalizagdo do elétron faz
com que a solu¢do de DPPHe em metanol apresente uma coloragao roxa/ violeta tendo uma
absor¢ao em 515 nm. Ao entrar em contato com uma molécula antioxidante que doa hidrogénio,
oradical DPPHe ¢ reduzido e ocorre a mudanga na coloragao que passa do violeta para amarelo,

indicando que o radical foi neutralizado (ALVES et al., 2010; FERNANDES, 2016) (Figura 5).


http://www.abq.org.br/cbq/2013/trabalhos/13/2450-16667.html
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A partir dos resultados obtidos ¢ feita a porcentagem de inibi¢do do radical DPPHe,
e a partir desses resultados ¢ calculado o ECso para determinar a eficiéncia do antioxidante em
reduzir a concentragao do radical DPPHe em 50%. Quanto maior o consumo do radical, menor
seri o ECso e maior a atividade antioxidante. E um método simples e de facil

execucao.(THAIPONG et al , 2006; PIRES et al., 2017)

Figura 5: Representacio da reaciao do radical DPPHe com um antioxidante
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Fonte: Adaptado de Lima, 2016.

Outro método importante para a determinagdo da atividade antioxidante ¢ o
sequestro do radical 2,2’-azino-bis3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTSe"). Da
mesma maneira que o radical DPPHe, o radical ABTSe" ¢ estavel nas condigdes analiticas
estabelecidas. Entretanto, o radical ABTSe" necessita ser gerado antes de sua utilizagdo. O
reagente ¢ dissolvido em 4dgua ou solventes organicos e posteriormente € adicionado perssulfato
de potassio e incubado para que seja formado o radical, o que nao ocorre para o radical DPPHe
o qual j& vem pronto e sé precisa ser diluido apenas em solventes organicos. (THAIPONG et
al ,2006; BARBI, 2018; SILVA et al., 2018)

O sequestro do radical (ABTSe™") ocasiona uma descoloragdo do radical que passa
de um verde-escuro para verde claro, causando um decréscimo da absorbéncia. Portanto, quanto
menor a absorbancia maior sera o potencial antioxidante do extrato analisado. Esse decréscimo
da absorbancia ¢ detectado por espectrofotometria no comprimento de onda de 734 nm.(
BARBI, 2018; HENRIQUES et al., 2018) A figura 6 demonstra a estabilizacdo do radical e a

formagdo do mesmo pelo persulfato de potassio.
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Figura 6: Representacio da estabilizacio do radical ABTS e a formacio

doradical pelo perssulfato de potassio
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Fonte: Adaptado de RUFINO et al., 2006.

3.6 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae, também conhecida por Leguminosae, inclui arvores, arbustos
e plantas herbaceas perenes ou anuais (RAHMAN & PARVIN, 2014). Amplamente distribuida
pelo mundo, sendo encontrada em florestas secas, savanas, ¢ em florestas imidas tropicais
como as da Africa, Asia e América do Sul e também no Mediterrdneo e em ambientes
desérticos. (YAHARA et al., 2013; DRYFLOR, 2016; BARROS, 2017)

Uma das maiores familias botanicas existentes no mundo em relagdo a nimero de
espécies, atras apenas de Orchidaceae e Asteraceae, possui aproximadamente 19500 espécies,
770 géneros e seis sub-familias (Cercidoideae, Detarioideae, Duparquetioideae,
Caesalpinioideae, Papilionoideae). (AZANI et al., 2017; BARROS, 2017). A familia ¢
encontrada no Brasil, em todos os estados, contando com 222 géneros, 2846 espécies, 59
subespécies, deste montante, 16 géneros, 1540 espécies, e 18 subespécies sdo endémicos. (Flora
do Brasil, 2020)

Fabaceae ¢ a segunda maior familia economicamente importante de plantas, pois
muitos de seus frutos e sementes sdo utilizados na alimentagdo humana e animal. Sao fontes
muito importantes de proteinas e micronutrientes, além de que a partir de seus graos podem ser
extraidos Oleos vegetais com finalidades diversas. As proteinas existentes nesses graos sao
complementares as proteinas dos cereais. (YAHARA et al., 2013)

Outro fator muito importante que ocorre em muitas espécies da familia Fabaceae ¢
em relagdo a fixacdo de nitrogénio atmosférico. Bactérias do género Rhizobium podem ser
encontradas em nddulos radiculares nesses vegetais, onde fazem a conversdao do nitrogénio
atmosférico (N2 gasoso) em amonia (NH3), uma forma soltivel, que acaba por repor o nitrogénio
do solo que ¢ utilizado por outros vegetais vizinhos. (LEWIS, 1987; LEWIS et al., 2005;
YAHARA et al., 2013; AZANI et al., 2017).
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3.6.1 Sub-Familia Papilionoideae

Papilionoidae ¢ a maior subfamilia pertencente a familia Fabaceae, abrangendo 503
géneros e 14000 espécies (SHARMA & KUMAR, 2013, AZANI et al., 2017;); tem uma larga
distribuicdo entre as regides tropicais, subtropicais e regides temperadas. No Brasil sdo
encontrados cerca de 100 géneros e por volta de 1100 espécies. (MARTINS et al., 2016;
GOMES et al., 2018)

Séo encontrados arvores, ervas, arbustos, cipos ou trepadeiras. E a subfamilia a qual
engloba amendoim (Arachis hypogaea), lentilha (Lens culinaris), grao-de-bico (Cicer
arietinum), andu (Cajanus cajan), soja (Glycine max), ervilha ( Pisum sativum) que sao

alimentos muito nutritivos e economicamente importantes. (GOMES et al., 2019)

3.6.2 Género Acosmium

O género Acosmium Schott (Sophoreae, Papilionoideae) é um género neotropical
composto por 17 espécies que se estendem desde o sul do México ao norte da Argentina, sendo
que a maioria das espécies ¢ encontrada no Brasil. Existem evidéncias de fosseis que foram
coletados na Argentina (Patagonia), Brasil e Bolivia indicando que Acosmium spp. ja existiam
na América do Sul desde o Plioceno entre 5 e 2 milhdes de anos atras. (SOUSA-JUNIOR et al.,
2009)

De acordo com Trevisan (2002), as espécies de Acosmium mais utilizadas na
medicina popular sdo Acosmium dasycarpum, Acosmium panamense € Acosmium sublegans. A
tabela 3 apresenta a as espécies A. panamense e A. sublegans, seu uso popular e metabodlitos
identificados. Na tabela 4 encontram-se os resultados de ensaios realizados com as duas

espécies de Acosmium citadas anteriormente.

Tabela 3: Uso popular e Metabélitos encontrados em duas espécies do género Acosmium

Espécie Indicacao popular Metabolitos
Identificados
Acosmium panamense Flores: antiemético, Pironas glicosidicas
enxaqueca, asma, histeria, (WIEDENFELD &
eclampsia, dismenorreia, ANDRADE-CETTO, 2003)
desequilibrios
neurodegenerativos,
espasmos musculares Alcaloides quinolizidinicos
(VEITCH et al., 1997).
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Cascas da raiz e caule:
catarro, tosse, malaria, febre,
sifilis, glicemia alta

(FIGUEIREDO, 2009)

Acosmium subelegans

Cascas da raiz e do caule e
folhas: epilepsia, sifilis,
reumatismo, infecgoes
cutaneas, espasmos
musculares, histeria, asma, €
desequilibrios
neurodegenerativos

Alcaloides, lupeol
(OLIVEIRA et al., 1994;
VEITCH et al., 1997).

(FIGUEIREDO, 2009)

Tabela 4: Ensaios realizados com espécies de Acosmium

Espécie Atividades | Tipo de Extrato/ | Referéncias
encontradas | parte da planta | Bibliograficas
utilizada
Acosmium Atividade Extrato aquoso e ANDRADE-
panamense hipoglicemiante butandlico das CETTO &
cascas WIEDENFELD,
2003
Atividade contra | Extrato metandlico AGUDO et al.,
linhagem CaP do caule 2016
(RA+) ( Cancer
de prostata)
Acosmium Atividade Extrato etandlico VIEIRA et al.,
subelegans anticonvulsivante | das cascas do caule 2002
e depressora do
SNC
Absorc¢ao da Extrato etanolico VIOLANTE et
radiacao UVA das raizes al., 2008
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3.6.3 Acosmium dasycarpum

Acosmium dasycarpum, conhecida popularmente como perobinha do campo,
chapada, pau para tudo, unha d’anta e genciana, ¢ encontrada nos estados da Bahia, Minas
Gerais, Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, e Mato Grosso (MEDEIROS, 2011).

E uma espécie restrita ao Cerrado, sua altura pode variar de 4 a 6 metros, possui
copa pequena, tronco tortuoso e casca suberosa, flores brancas, frutos do tipo legume,
apresentando vagem achatada, sua floragdo ocorre entre os meses de novembro e dezembro.
Acosmium significa “sem adorno” e refere-se as flores deste vegetal que sdo pequenas.

(BARROSO, 1991). Na figura 7 ¢é possivel visualizar a A. dasycarpum

Figura 7: Acosmium dasycarpum

Parizotto (2003) avaliou a atividade antitilcera (induzindo ulcera em ratos com
etanol) e analgésica (utilizando modelo de dor induzido por acido acético), do extrato
metanolico do cerne das raizes e foi constatada atividade antitilcera e analgésica nas doses de
20 e 200mg/K g, respectivamente.

Trevisan et al., (2008) isolaram e identificaram alcaloides diaza-adamantanos e
quinolizidinicos, lupeol e a 4-metoxi-6- (p-hidroxiestiril)- a-pirona do extrato da casca da raiz
de A. dasycarpum. Do extrato da casca da raiz foi isolado o lupeol (triterpeno), o que pode
explicar a acdo depressora do sistema nervoso central (SNC) quando esse extrato foi testado

em camundongos. (ROCHA et al., 1980 apud SOUSA- JUNIOR et al., 2009).
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O extrato bruto metandlico das cascas das raizes foi também testado para atividades
antibacteriana (cepa Staphylococcus epidermidis), antifungica (Tricophyton mentagnophytes),
antioxidante (DPPH). Para as atividades antibacteriana e antifungica foram utilizadas as
concentracdoes de 50 pg/mL e 200 pug/mL, respectivamente e essas concentragdes foram
eficazes contra as cepas avaliadas. Para a atividade de captura do radical DPPH observou-se
uma inibi¢do de 90,76% do radical na concentragdo de 50ug/mL (TREVISAN, 2002 apud
SOUSA- JUNIOR et al., 2009).

Silva et al. (2015) isolaram e identificaram do extrato metandlico das folhas de 4.
dasycarpum: catequina, lupeol (E)-4-hidroxicinamato de metila e (Z)-4-hidroxicinamato de
metila, bornesitol, 3-O-f-D-glicopiranosilsitosterol.

Rodrigues et al., 2019 realizaram a triagem fitoquimica classica do extrato etanolico
das folhas de A. dasycarpum e detectaram a presenga de flavonoides, taninos e antocianinas e

para o extrato hexanico observaram a presenga apenas de esteroides e triterpenos.

3.7 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae ¢ uma das familias de angiospermas mais complexas e
diversas da ordem Malpighiales, ¢ composta por 317 géneros e mais de 8000 espécies
(RAMALHO ef al.,2017), ¢ dividida em cinco subfamilias: Phyllanthoideae, Oldfieldoideae,
Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbioideae. E encontrada nas areas tropicais e subtropicais,
principalmente na Africa e nas Américas. (SECCO et al, 2012; OLIVEIRA, 2013;
TRINDADE & LAMEIRA, 2014)

No Brasil, ¢ estimado que ocorram 1100 espécies distribuidas em 72 géneros,
encontradas nos mais diversos biomas brasileiros e mais de 60% das espécies ¢ endémica.
(SOUZA & LORENZI, 2006; LUCENA & ALVES)

Os vegetais que compde essa familia apresentam grande diversidade e
complexidade morfologica, podendo-se encontrar arvores, arbustos, ervas ou lianas. Sao
considerados pioneiros quanto a colonizacdo de habitats e essa caracteristica pode explicar o
motivo pelo qual um grande nimero de plantas dessa familia apresenta propriedades
medicinais, pois os diferentes estimulos ambientais acabam por favorecer a produ¢ao de uma
ampla e diversa quantidade de metabdlitos secundarios. . (HIROTA et al., 2010; MWINEL &
VAN- DAMME, 2011; COSTA et al., 2018)

Os metabdlitos secundéarios mais descritos para essa familia sdo os taninos,
terpenoides, flavonoides, alcaloides e esteroides; ¢ fonte de muitas moléculas bioativas sendo

medicinais ou toxicas. (TRINDADE & LAMEIRA, 2014)
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Euphorbiaceae estd entre umas das familias de importancia econdmica devido a
vegetais como, a mandioca (Manihot esculenta) que ¢ fonte de alimento, a mamona (Ricinus
communis) de onde ¢ extraido o dleo de ricino (castor-oil), a seringueira (Hevea brasiliensis)
de onde ¢ extraida a borracha natural, e algumas espécies sao utilizadas como ornamentais
coroa-de-cristo (Euphorbia milii), bico-de-papagaio (Euphorbia pulcherrima), croton
(Codiaeum variegatum). ( OLIVEIRA, 2013)

Os géneros Euphorbia, Croton, Phyllantus, Acalypha, Macaranga, Antidesma,
Drypetes, Jatropha, Manihot., Tragia sdo considerados os mais importantes da familia.
HIROTA et al., 2010; OLIVEIRA, 2013) Os géneros Croton, Euphorbia e Jatropha sao os
géneros mais estudados quando se trata de uso terapéutico. (ALMEIDA et al., 2010; SECCO
etal., 2012; CREPALDI et al., 2015)

Atualmente os estudos estdo voltados para os géneros Croton L. e Jatropha L.
devido a presenca de peptideos ciclicos bioativos (orbitideos) que estdo sendo consideradas as
substancias mais promissoras para o desenvolvimento de novos medicamentos, pois, ja foram
relatados como tendo agdo citotoxica, antibacteriana, antifiungica, antimaldrica,
imunossupressora € também agem como inibidores de proteases. (RAMALHO et al.,2017;

RAMALHO et al.,2018 NASTRI, 2019; QUEIROZ, 2019)

3.7.1 Género Croton

O género Croton ¢ o segundo maior da familia Euphorbiaceae e em praticamente todo
territorio brasileiro sdo encontradas espécies; hd no Brasil aproximadamente 303 espécies,
sendo 236 endémicas. Muitas delas sdo utilizadas na medicina tradicional a Croton cajucara é
usada para hipercolesterolemia e obesidade; Croton celtidifolius, para inflamagdes, ulcera,
leucemia; Croton napetaefolius, para inapeténcia e colicas; Croton palanostigma, para feridas,
inflamagdo intestinal; Crofon urucurana, para reumatismo e cancer; as cascas € folhas de
Croton zehntneri sdo utilizadas como adocante, e também para tratar anorexia e distirbios
gastrintestinais; Croton humilis ¢ utilizada para distarbios urinarios; Croton lechleri, como
cicatrizante, também seu Oleo essencial ¢ muito comercializado sendoindicado para
inflamacgdes de pele, acne, herpes, € como poderoso antirrugas. Muitas espécies desse género
ainda sdo caracterizadas por produzirem o6leos essenciais com acao antioxidante. ( REIS, 2014;
SIQUEIRA, 2019)

A maioria das espécies de Crofon produz latex vermelho o que faz com que seja
conhecida popularmente como dragoeira ou sangue-de-dragdo. Duas espécies nativas do Brasil

apresentam o latex vermelho a C. palanostigma e a C. urucurana. (SILVA et al., 2017)
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A espécie mais estudada e conhecida do género ¢ a C. lechleri pois, tem um poder
antioxidante muito grande assim como seu poder para a cicatrizagdo de feridas, sendo a taspina
(alcaldide) o composto responsavel pelo efeito de cicatrizagao.

Dentre os metabdlitos encontrados nas espécies de Crofon podem ser citados
flavonoides, proantocianos, alcaloides, esteroides e terpenoides. Portanto as espécies de Croton
apresentam uma fonte muito grande de compostos bioativos que precisam ser estudados.

(SILVA et al., 2019)

A Tabela 5 apresenta alguns estudos realizados com espécies de Croton.

Tabela 5: Alguns ensaios realizados com espécies do género Croton

Espécie Efeito Tipo de Extrato/ | Referéncias
terapéutico parte da planta | Bibliograficas
utilizada
Croton floribundus | Atividade anti- Extrato QUEIROZ et al.,
inflamatoéria por hidroalcodlico das 2019
redugdo de NO» raizes
em macrofagos
Citotoxicidade Extrato de acetato CANDIDO-
contra células de ctila do latex BACANI et al.,
NCI- ADR/RES 2015
Atividade anti- Extrato metanolico CORDEIRO et
inflamatoria e das cascas al., 2016
antinociceptiva
Croton urucurana Atividade Extrato etanodlico
antibacteriana das folhas
Atividade _ Extrato SILVA et dl.,
antioxidante hidroalcodlico das
2017
folhas
Croton cordiifolius | Antioxidante e | Extrato etanolico do ALVES, 2017
anti-inflamatoria caule
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Croton laui

Atividade anti-
inflamatoria por
redugdo de NO»
em macrofagos

Fracao de acetato de
etila do extrato
metanolico das

folhas

Lletal., 2019

Croton
echinocarpus

Atividade
antioxidante e
antibacteriana

contra bactérias
Gram- negativas

Extrato etanolico
das folhas e caule

ATHAYDE, 2013

Croton vulnerarius

Atividade
antioxidante e
antibacteriana

contra bactérias
Gram- negativas

Extrato etanolico
das folhas e caule

ATHAYDE, 2013

Croton Atividade Extrato hexanico MOTTA et al.,
macrobothrys citotoxica contra das folhas 2011
as linhagens NCI-
H460
(Pulmao) e K562
(Leucemia)
Croton Atividade Extrato etanolico
citotoxica contra das folhas
sphaerogynus

linhagem MCF-7
(Cancer de

mama)
SANTOS et al.,
2015
Atividade Fragdo hexanica do
citotoxica contra | extrato etandlico das
linhagem U251 folhas
(Glioma)
Croton cajucara Atividade Oleo essencial AZEVEDO et al.,
antibacteriana e extraido das folhas 2013
antioxidante
Croton lechleri Cicatrizacao de Pomada feita a base SILVA et al.,
ulceras em do latex 2019

diabéticos
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Atividade Latex do tronco TORREJON &
antiflingica contra HONORES, 2016
Candida albicans
Croton dichogamus Atividade Diterpenos ALDHAHER et
citotoxica contra | extraidos das raizes al., 2017
linhagem Caco-2
(adenocarcinoma
colorretal)
Croton linearis Atividade Extrato etandlico | DIAZ et al., 2019
antibacteriana das folhas
Atividade Extrato metanolico
antibacteriana das folhas e extrato
contra diclorometanico da
Pseudomonas casca
aeruginosa e
antifingico contra
MOTA et al.,
2015
Atividade contra | Extrato metandlico
as formas das cascas e folhas e
promastigotas de extrato
Leishmania diclorometanico das
amazonenses folhas e cascas

3.7.2 Croton antisyphiliticus

Croton antisyphiliticus ¢ uma planta arbustiva encontrada no cerrado brasileiro
principalmente em Minas Gerais. E amplamente utilizada na medicina popular para o
tratamento de sifilis e inflamagdes uterinas principalmente, mas também ¢ utilizada como
sudorifica, antirreumatica, diurética, cicatrizante, para ulceras e para picadas de cobra. E
conhecida popularmente como curraleira, pé-de-perdiz, alcanforeira, canela-de-perdiz. Seu uso
se da por meio de chas e garrafadas das folhas e raizes. A figura 8 apresenta um espécimen de

C. antisyphiliticus. (REIS, 2013; SIQUEIRA, 2019)
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Figura 8: Croton antisyphiliticus

Fonte: Site < https://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/15724085687>

Os estudos realizados com a C. antisyphiliticus sdo restritos a atividade
antimicrobiana, citotoxica e anti-inflamatdria. Braga e colaboradores (2000) avaliaram o efeito
do extrato (extracao foi realizada com diclorometano e metanol na propor¢ao [1:1]) das folhas
de C. antisyphiliticus sobre a inibi¢do da 5-lipoxigenase e observaram que houve uma inibi¢ao
de aproximadamente 25 % da enzima.

Serra et al., 2005 demonstraram que o extrato etanolico das folhas de C.
antisyphiliticus teve a capacidade de inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA) em 32%
aproximadamente.

Pereira et al., (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato cloroférmico
das raizes de C. antisyphiliticus, das fracdes e do diterpeno (acido ent-kaur-16-em-18-6ico) que
foi isolado. A atividade antimicrobiana foi realizada contra as cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 6538. Observou-se uma CIM (Concentragado inibitoéria minima) de 0,250 mg/mL para o
acido ent-kaur-16-en-18- dico frente a S. aureus, em comparagdo com seu epimero, o acido
caurendico (4cido ent-kaur-16-en-19-6ico), que apresentou uma CIM de 0,125 mg/ mL

Fernandes e colaboradores (2013) isolaram um epimero caurenodico do extrato

cloroformico das raizes de C. antisyphiliticus e testaram sua citotoxicidade contra as linhagens


https://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/15724085687
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de células B-16 (melanoma de murinho), Hela (carcinoma cervical humano) e 3T3
(fibroblastos normais de embrides de camundongos), observaram que houve inducdo da
apoptose em todas as trés linhagens celulares, porém observaram também que o epimero
caurendico ndo era seletivo entre as células tumorais e células normais.

Um estudo utilizando fragdes do extrato hidroalcodlico (hexanica, acetato de etila
e aquosa) das folhas avaliou o efeito anti-inflamatério em camundongos que foram submetidos
a pleurisia pela carragenina. Foi observado que houve uma reducdo dos mediadores pro-
inflamatérios como o Oxido nitrico (NOx), Fator de necrose tumoral alfa (TNF-0), e a
Interleucina- 17 (IL-17), e ainda inibiu leucocitos ativados. (REIS et al, 2014)

Lima (2016) avaliou a atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas e caule
da C. antisyphiliticus pelo método de captura do radical DPPHe e do radical ABTSe". Os
resultados obtidos demonstraram que os extratos apresentaram um forte potencial antioxidante
quando comparado ao padrdo acido galico. Para o DPPHe 0 ECso do extrato do caule foi de
238,32 ng/ mL e o das folhas, 374, 85 pg/ mL. Para o ABTS+" o resultado obtido foi de 903,27
ng/ mL para o extrato do caule e de 1042,65ug/ mL para o extrato das folhas. E possivel
observar com esses dados que o extrato do caule apresenta um potencial antioxidante maior que
o extrato das folhas.

Também foram encontrados metabolitos secundarios promissores nessa espécie
como alcaloides, terpenoides, protoantocianos (PIZZOLATTI et al, 2013; REIS et al, 2013),
flavonoides, flavanonas, fénois, esteroides, xantonas (MAGALHAES et al, 2010).

Devido ao uso popular bastante difundido e dos metabolitos encontrados na C.

antisyphiliticus, essa espécie tem se tornado um alvo para pesquisas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Equipamentos
Para preparo dos extratos, fragdes, reagentes e solugdes necessarios nos

experimentos, foram utilizados equipamentos e microplacas, como:

Agitador de Placas; Balanca analitica (Shimadzu® AW220); Banho Maria (BM);
Dessecador de Vidro; Multileitora de microplacas (SpectraMax® Paradigm® Multi-Mode
Detection Platform); Microplaca 96 cavidades com Tampa, Fundo Chato, Poliestireno
(PS),(GLOBAL PLAST®); Moinho de facas; pHmetro (HANNA® - HI 3221 pH/ORP/ISE
Meter); Rotaevaporador (Fisatom® 802); Cromatografo a Gas acoplado a Espectrometro de
Massas modelo: Shimadzu® modelo QP2010 equipado com coluna capilar de silica fundida
RTx-5ms (Restek Co. Bellefonte, PA, USA), apresentando 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 pm de espessura do filme) ; Cromatdgrafo liquido (modelo LCMS2020
SHIMADZU®) com detector de arranjo de diodos (modelo SPD-M20A SHIMADZU®),
equipado com coluna analitica Agilent® 5-HC LC-18 (250 x 4,6 mm) com filme de
revestimento de 5 um de espessura, com sistema de pré-coluna Amalical Guard Cartridge

Systen modelo KJO-4282 (Phenomenex®).

4.2 Preparo de Reagentes e Solu¢des para ensaios antioxidantes, teor de fendlicos totais e
teor de flavonoides

Os reagentes e solucdes foram preparados de acordo com as especificagdes técnicas
dos fabricantes e armazenados de acordo com a estabilidade de cada um.
Extratos: Solucao estoque — 2000 pg/mL

Foram pesados 0,2g dos extratos brutos e diluidos em 100 mL de &lcool metilico
(PA). O volume foi aferido em baldo volumétrico de 100 mL. A solugdo estoque foi armazenada
em geladeira, ao abrigo da luz. A partir da solucao estoque foram preparadas as dilui¢cdes do
extrato.
Acido Gilico (AG) - Solugio estoque — 2000 pg/mL

Foram pesados 0,1g do AG e diluidos em 50 mL de 4gua Mili-Q (pH 7,0). O volume
foi aferido em balao volumétrico de 50 mL. A solugdo foi armazenada em frasco ambar, em
geladeira. As diluicdes do AG para a realizagao dos ensaios foram preparadas apenas no dia do
experimento.
Solucio estoque de Quercetina- 2000 pg/mL

Foram pesados 0,2 g da quercetina e diluidos em 100 mL de metanol grau analitico

O volume foi aferido em baldo volumétrico de 100 mL. A solucdo foi armazenada em
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refrigeracdo e ao abrigo da luz. As dilui¢des para a realizagdo dos ensaios foram preparadas
apenas no dia do experimento.
Soluc¢ao de Cloreto de Aluminio- 2%

Foram pesados 2g de cloreto de aluminio e diluidos em 100 mL de metanol grau
analitico. O volume foi aferido em baldo volumétrico de 100 mL. A solu¢do foi armazenada a
temperatura ambiente, em frasco ambar e ao abrigo da luz.
Solucio do radical DPPH — 60 pM

Foram pesados 0,0012 g de DPPH e diluidos em 50 mL de alcool metilico (PA). O
volume foi aferido em baldo volumétrico de 50 mL. A solugdo foi preparada apenas no dia do
experimento e armazenada ao abrigo da luz até a sua utilizagdo.
Soluc¢ao Estoque de ABTS TmM

Foram dissolvidos 0,096 g de ABTS em agua Milli-Q (pH 7,0) e o volume final foi
aferido em baldo volumétrico de 50 mL. A soluc¢do foi armazenada em frasco de vidro ambar
devidamente identificado, sob refrigeragao.
Preparo do Radical ABTS

Pipetou-se 5 mL da solucdo estoque de ABTS 7 mM e adicionou-se 88 uL da
solugdo de K»S>0s (140 mM). A mistura foi mantida ao abrigo da luz e a temperatura ambiente
por 16 horas. Em seguida, a mistura foi diluida em élcool etilico (PA) até obter uma absorbancia
de 0,7+ 0,001 nm no comprimento de onda de 734 nm. O radical foi incubado por 16 horas

antes do experimento e a dilui¢cdo foi feita apenas no momento do experimento.

4.3 Coleta e Identificacido do Material Botanico

As plantas utilizadas no estudo sdo nativas do Cerrado e foram obtidas na regido de
Diamantina, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais, Brasil. Os vegetais foram coletados e
georreferenciados e as exsicatas estdo depositadas no Herbario Dendrolégico Jeanine Felfili

(HDJF).

Acosmiun dasycarpum

Coletado em Sitio Gangorras, no municipio de Planalto de Minas, Minas Gerais, Brasil.
Coodenadas: Lat: 17°39°00” Sul, Long: 43°20°00” Oeste

Data da coleta: 12/10/2010

Numero de Registro: HDJF1147
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Croton antisyphiliticus

Coletado no municipio de S@o Gongalo do Rio Preto, Minas Gerais, Brasil
Coodenadas: Lat: 18°00°46” Sul, Long: 43°38°06” Oeste

Altitude: 787 m

Data da coleta: 27/11/2016

Numero de registro: HDJF4639

4.4 Preparo dos extratos Vegetais

Apoés a coleta e identificacdo taxondmica, o material vegetal foi submetido a
dessecacdo em estufa de ar quente circulante com temperatura de 40°C, até que fosse atingido
peso constante. Foi entdo realizada a pulverizagdo em moinho de facas.

As folhas secas e pulverizadas foram utilizadas para a preparagdo do extrato. O
método utilizado foi a maceracdo em alcool etilico absoluto (PA), na propor¢ao de 2:1 (droga
bruta: alcool), o material vegetal foi deixado em maceragdo por 7 dias e posteriormente foi feita
a filtracao do extrato e o material vegetal foi colocado em contato novamente com alcool etilico
para uma nova maceragao e esse procedimento foi repetido até exaustdo. Todo o extrato filtrado
foi entdo concentrado em evaporador rotativo a temperatura de 40-42°C (Fisatom® 802). O
extrato foi entdo transferido para frasco de vidro previamente tarado para término da secagem
a temperatura ambiente. Foram preparados 2 extratos: Extrato etanolico das folhas de

Acosmium dasycarpum e extrato etanolico das folhas de Croton antisyphiliticus.

4.5 Estudo Fitoquimico

4.5.1 Triagem Fitoquimica

Os extratos etanolicos brutos foram submetidos a triagem fitoquimica classica,
utilizando-se métodos convencionais, cujo desenvolvimento de colora¢do especifica ou
formag¢do de precipitado indicam a presenca de determinadas classes de metabolitos
secundarios. Os ensaios foram realizados seguindo metodologias consagradas (COSTA, 1982;
FARNSWORTH, 1966; MATOS, 1988). A Figura 9 esquematiza os testes de triagem

fitoquimica realizados com os extratos etanolicos de 4. dasycarpum e C. antisyphiliticus
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Figura 9. Esquema de testes de triagem fitoquimica realizados com os extratos etanolicos das

folhas de Acosmium dasycarpum e Croton antisyphiliticus
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4.5.2 Quantificacdo de Compostos Fendlicos

Para o ensaio da quantificagdo de fendlicos os reagentes Folin- Ciocalteau e
Carbonato de Sodio (1M) foram previamente preparados, assim como as dilui¢des dos extratos
e do acido gélico (AG) que foi utilizado como padrdo. As concentragdes utilizadas foram 80,
200, 400,600, 800 e 1000 pg/mL para os extratos e para o padrao. (LIMA, 2016)

Pipetou-se 12,5 pL das diluigdes dos extratos e do padrao (AG) nos pogos da
microplaca de 96 pogos de fundo chato (Globo Plast®). Em seguida, foram adicionados 12,5
uL do reagente de Folin- Ciocalteau e 100 uL de dgua Mili-Q (pH=7,0). A microplaca foi

submetida a agitacdo seguida de repouso por 5 min. Posteriormente foram adicionados 125 uLL
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de carbonato de sodio (1M). As microplacas foram incubadas ao abrigo da luz por 90 minutos.
(LIMA, 2016)

Foi feito um controle dos extratos: pipetou-se 250 uL de cada concentra¢do do
extrato na microplaca, para observacdo da absorbancia dos extratos, no comprimento de onda
utilizado para a leitura. (LIMA, 2016)

A leitura da absorbancia foi realizada a 750 nm em leitor de microplacas
SpectraMax®. O metanol foi utilizado como branco para zerar o leitor. A partir das
concentragdes do padrdo foi elaborada a curva analitica e a partir da equacdo da reta obtida
foram convertidas as absorbancias dos extratos em concentracdo de acido galico. O ensaio foi
realizado em triplicata (n=3). A figura 10 mostra uma foto da microplaca em uma etapa do

ensaio realizado para determinar o teor de compostos feno6licos nas amostras dos extratos.

Figura 10: Microplaca de 96 pocos utilizada no ensaio para determinar o teor

de compostos fendlicos nos extratos etanolicos das folhas de Acosmium dasycarpum e de

Croton antisyphiliticus

Fonte: Autor

4.5.3 Quantificacio de Flavonoides

Para o ensaio de quantificagdo de flavonoides foi utilizado como padrio a
Quercetina. A solu¢do de quercetina foi previamente diluida em metanol nas concentragdes: 5,
10, 25,50, 100 e 150 pg/mL. As concentragdes dos extratos foram: 50, 100, 250, 350, 450, 550,
650.
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Pipetou-se 125 pL das solugdes dos extratos e do padrao (quercetina) nos pogos da
microplaca de 96 pocos, e adicionou-se 125 pL de cloreto de aluminio a 2%; em seguida
incubou-se por 10 minutos. A leitura foi realizada em leitor de microplacas SpectraMax® no
comprimento de onda de 420 nm. O metanol foi utilizado como branco para zerar o leitor. A
partir das concentragdes do padrao foi elaborada a curva analitica e a partir da equacdo da reta
obtida foram convertidas as absorbancias dos extratos em concentracio de quercetina. O ensaio
foi realizado em triplicata (n=3).( SOBRINHO et al., 2012) A figura 11 mostra como ocorre a
complexacgdo entre a quercetina e o cloreto de aluminio. A figura 12 mostra uma foto da

microplaca durante a realizagdo do ensaio.

Figura 11: Complexacio entre o flavonoide quercetina e o cloreto de aluminio,

formando um complexo estavel

—Cl
— Al
OH oA

(ol e i

Quercetina Quercetina-AF "
Fonte: SOBRINHO et al., 2012
Figura 12 : Microplaca de 96 pocos utilizada no ensaio para quantificar flavondides
totais nos extratos etanolicos das folhas de Acosmium dasycarpum e de Croton

antisyphiliticus

Fonte: Autor
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4.5.4 Fracionamento dos extratos etandlicos

Os extratos etanolicos brutos foram ressuspensos em metanol e dgua, proporcao
(3:1), e foram posteriormente fracionados através de particao liquido- liquido. Os solventes
utilizados na parti¢do foram o hexano e o diclorometano. Foram entdo obtidas, para cada
extrato, trés fracdes: hexanica, diclorometanica e hidroalcodlica. As fragdes hexanicas e
diclorometanicas foram submetidas rotaevaporagdo e, entdo, foram armazenadas em dessecador
para que os solventes organicos evaporassem por completo, sendo, posteriormente analisadas
por CG/EM. As fragdes hidroalcodlicas foram submetidas a evaporagdao utilizando o
rotaevaporador rotativo para que fosse retirado o alcool e depois as fragdes hidroalcoodlicas

foram liofilizadas e utilizadas para os ensaios de CLAE/DAD.

4.5.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

As andlises cromatograficas das fases hexanica e diclometanica obtidas a partir do
extrato etanolico de cada planta foram feitas no Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e
Sintéticos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo (FCFRP/USP). Essas andlises foram conduzidas em cromatdgrafo Shimadzu® modelo
QP2010 equipado com coluna capilar de silica fundida RTx-5ms (Restek Co. Bellefonte, PA,
USA), apresentando 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno ¢ 0,25 pm de
espessura do filme).

Cada amostra foi submetida as seguintes condi¢des analiticas: o gas de arraste
utilizado foi o gas Hélio, com velocidade linear de 43,2cm/s; a pressdo empregada foi de 86,7
kPa; a injegdo foi feita no modo split (1:5), com temperatura do injetor a 260°C; a temperatura
inicial de analise foi de 60°C, aumentando 4°C/min e permanecendo a 320°C por 25 minutos.
O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizagao eletronica a 70 eV com varredura
de m/z de 35 a 600 Da. A interface foi mantida a 320°C e a fonte de ions a 250°C.

A quantificagdo dos componentes das amostras foi determinada pela area relativa
dos picos (%). A analise qualitativa resultou em proposta de identificacdo de componentes das
amostras. Para as propostas de identificagdo foram realizados: estudos dos espectros de massas
obtidos experimentalmente e comparacao destes com os espectros das espectrotecas NIST11,
WILEY7 e FFNSC1.3; e foi calculado o IRR (Indice de Retengio Relativo), de acordo com a
equagdo (1). Para se conseguir o IRR de componentes das amostras foi obtido, nas mesmas
condi¢des cromatograficas utilizadas nas andlises das fases hexanicas e diclorometanicas, um
cromatograma com uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos (Co-Cao).

® IRR = 1 OO.H + 1 00 (tx'ta)/(ta+] 'ta) (1)
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Onde:
IRR = numero do Indice de Retengio Relativa (IRR)

n = numero de atomos de carbono do hidrocarboneto eluido imediatamente
antes do composto “x” de interesse

ta € ta+1 = tempos de retencdo dos hidrocarbonetos eluidos imediatamente antes
(ta) e apos (tat1) o composto “x” de interesse, respectivamente.

tx= tempo de retencao do composto “x”

4.5.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE/DAD)

As fragdes hidroalcoolicas liofiolizadas obtidas a partir da parti¢cao liquido-liquido
do extrato etandlico das folhas de Acosmium dasycarpum e do extrato de Croton antisyphiliticus
foram analisadas em cromatografo liquido (LCMS2020 SHIMADZU®) com Detector de
Arranjo de Diodos (SPD-M20A SHIMADZU®). Foi utilizada para analise coluna analitica
Agilent® 5-HC LC-18 (250 x 4,6 mm) com filme de revestimento de 5 um de espessura, com
sistema de pré-coluna equipado Analitical Guard Cartridge System modelo KJO-4282
(Phenomenex®).

A fase movel foi composta por acetonitrila (grau HPLC) e a agua deionizada foi
purificada por um sistema Milli-Q (Millipore Corporation®). Os solventes e as fases
hidroalcodlicas dos extratos foram filtrados previamente ao experimento. Para as fases
hidroalcodlicas dos extratos foram utilizados filtros de seringa Millipore com 13mm de
diametro com membrana de Nylon HN 0.45um Millex®. As condi¢des analiticas foram: fluxo
de 1 mL/min, temperatura ambiente, deteccdo UV-Vis 200~700 nm, o volume de injecao foi
de 20 pL. Nas tabelas 6 e 7 estdo os gradientes utilizados no desenvolvimento cromatografico.

Tabela 6 — Gradiente de eluicio da fase mével utilizada na andlise em CLAE/DAD da

fracao hidroalcodlica do extrato etandlico das folhas de Acosmium dasycarpum

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase movel B (%)
0 10 90
5 30 70
10 50 50
15 90 10

20 0 100
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Fase Movel A: dgua Milli-Q

Fase Modvel B: acetonitrila

Tabela 7 — Gradiente de eluicio da fase mével utilizada na analise em CLAE/DAD da

fracao hidroalcodlica do extrato etandlico das folhas de Croton antisyphiliticus

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase movel B (%)
0 100 0
2 90 10
5 70 30
10 50 50
15 10 90
20 0 100

Fase Movel A: agua Milli-Q
Fase Movel B: acetonitrila

4.6 Ensaio Antioxidantes

4.6.1 Ensaio para a captura do Radical DPPHe

O ensaio foi realizado em um ambiente escuro, por causa da reatividade do radical
em presenca de luz. Pipetou-se 6 uL de cada diluicdo dos extratos e do padrao (AG) para os
pogos da microplaca. Foram entdo adicionados 244 uL do radical DPPH® (60uM). A placa foi
incubada por 30 minutos ao abrigo da luz. (DUARTE & ALMEIDA, 2006)

As leituras das absorbancias foram realizadas a 515 nm. O metanol foi utilizado
como branco para zerar o equipamento. A leitura foi realizada em leitor de microplacas
SpectraMax®. (DUARTE & ALMEIDA, 2006)

Foi feito um controle dos extratos, pipetou-se 250 uL de cada concentragcdo do
extrato na microplaca, para observacdo da absorbancia dos extratos, no comprimento de onda
utilizado para a leitura. Realizou-se também um controle contendo somente o reagente DPPH*®
. As concentracdes do padrdo utilizadas foram: 5, 10, 18, 25, 50 pg/mL. As concentragdes dos
extratos de A. dasycarpum e de C. antisyphiliticus foram: 50, 100, 350, 550 e 650 pg/mL. As
concentragdes do extrato de A figura 13 mostra a microplaca utilizada durante o experimento

realizado.
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Figura 13: Microplaca de 96 pocos utilizada no ensaio para verificar a

capacidade dos extratos etandlicos das folhas de Acosmium dasycarpum e de Croton

antisyphiliticus em capturar o radical DPPH

Fonte: Autor

Os resultados da absorbancia foram convertidos em Porcentagem de Inibigao pela

equacdo 2 e foi calculada a Concentragao Eficiente (ECso) para captura de 50% do radical.
Inibicdo (%) = ((Ac — Aam)/ Ac) x 100 Equaciio 2

Onde Ac = Absorbancia do controle
Aam = Absorbancia amostra

4.6.2 Ensaio para a captura do Radical ABTS**

O ensaio foi realizado em um ambiente escuro, devido a reatividade do radical em
presenga de luz. Pipetou-se 2,5uL de cada dilui¢do dos extratos e do padrao (AG) para os pogos
da microplaca, sendo entdo adicionados 247,5 uL do radical ABTS®*". A placa foi incubada por
6 minutos ao abrigo da luz. As concentrac¢des do padrao utilizadas foram: 25, 50, 100, 150, 450
png/mL. As concentragdes dos extratos foram: 50, 100, 250, 350, 450, 550 pg/mL.

As leituras das absorbancias foram realizadas a 734 nm, sendo o etanol utilizado
como branco para zerar o equipamento. A leitura foi realizada em leitor de microplacas
SpectraMax®.

Foi feito um controle dos extratos: pipetou-se 250 puL de cada concentracdo do

extrato na microplaca, para observar se a absorbancia dos extratos, no comprimento de onda
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utilizado para a leitura ndo interferiria nos resultados. Realizou-se também um controle
contendo somente o radical ABTS®**

Os resultados da absorbancia foram convertidos em Porcentagem de Inibigao pela
equacao 2.

A figura 14 mostra uma foto obtida durante a realiza¢do do experimento.

Figura 14: Microplaca de 96 pocos utilizada no ensaio para verificar a capacidade dos
extratos etanolicos das folhas de Acosmium dasycarpum e de Croton antisyphiliticus em

capturar o radical ABTS ** -

Fonte: Autor

4.6.3 Absorc¢ao dos extratos

Foi realizada uma varredura (A = 230 a 1000 nm) com a maior concentragdo dos
extratos (2000 pg/ mL), assim como com as suas dilui¢des, para se verificar o comportamento
de absor¢do dos extratos nos comprimentos de onda utilizados nos ensaios, certificar que a
absorc¢ao dos extratos ndo inferiria nos ensaios. Foi observado que a absor¢ao dos extratos era
quase nula, garantindo que os componentes do extrato ndo infeririam nas analises.
4.6.4 Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicatas (n=3) e os resultados foram
apresentados como a média + desvio padrdo da média das repetigdes. Para avaliar as diferencas
entre as médias foi utilizada anélise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. As
diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05. O software utilizado foi o

Graphpad Prism versao 8.0.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Triagem Fitoquimica

A triagem ou prospeccao fitoquimica ¢ uma série de experimentos qualitativos que
detectam as principais classes de metabolitos secundarios contribuindo assim para o
conhecimento do perfil quimico dos extratos vegetais, além de servir como base para o
direcionamento de futuros experimentos. Os ensaios da triagem fitoquimica consistem em
reacdes cromogénicas e de precipitagdo (realizadas em solugdes dos extratos contidos em tubos
de ensaio) e de cromatografia em camada delgada.

Os resultados foram considerados positivos quando houve o aparecimento da
coloracdo especifica ou quando houve formacao de precipitado nas reagdes desenvolvidas em
tubos de ensaio, ou ainda, quando houve surgimento de mancha carateristica frente a um agente
revelador especifico na CCDC, indicando a deteccdo do metabolito pesquisado. O resultado
negativo indica que possa haver a auséncia do metabdlito pesquisado para aquele extrato ou
que o metabolito esteja em baixa concentracao (por isso ndo houve detecgao).

As tabelas 8 e 9 apresentam os resultados dos extratos etanolicos brutos de A.

dasycarpum e C. antisyphiliticus para a triagem fitoquimica.

Tabela 8: Resultados da triagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de

Acosmium dasycarpum

Classe de Metabdlitos Reaciao Resultado
Secundarios
Alcaloides Mayer )
Dragendorff )
Cumarinas CCDC — agente )
revelador: KOH +
radiagao UV
Derivados Antracénicos Borntrager (+)
Flavonoides Shinoda ()
Antocianidina Elevagado do pH até 9 ()
Nucleo esteroidal ou Liebermann- Buchard )
triterpénico
Saponinas Teste Afrogénico )
Taninos Cloreto Férrico (+)
(Coloragao azul)
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Precipitagdo com )
gelatina

Tabela 9: Resultados da triagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Croton

antisyphiliticus
Classe de M(?tzolbolltos Reacdo Resultado
Secundarios
Mayer )
Alcaloides
Dragendorff ()
CCDC — agente
Cumarinas revelador: KOH + )
radiagcdo UV
Derivados Antracénicos Borntrager )
Flavonoides Shinoda (+)
Antocianidina Elevagdo do pH até 9 (+)
Nucleg estezr(?ldal ou Liebermann- Buchard ()
triterpénico
Saponinas Teste Afrogénico (-)
Cloreto Férrico
5 ()
Taninos (Coloragao verde)
Precipitacdo com )
gelatina

Como mostrado nas tabelas, foram detectados para a A. dasycarpum: antocianidina,
derivados antracénicos, flavonoides, esteroides/triterpenos e taninos. Rodrigues e
colaboradores (2019) detectaram a presenca de antocianinas, flavonoides e taninos para o
extrato etanolico das folhas de 4. dasycarpum. Portanto, os dados obtidos corroboram com os
dados da literatura em parte, pois ainda foram detectados constituintes esteroidais e
antracénicos, essa diferenga pode ocorrer devido a procedéncia diferentes entre os vegetais o
que influencia na composi¢ao quimica deles.

A A. dasycarpum ¢é conhecidamente por apresentar alcaloides quinolizidinicos
(TREVISAN, 2002), porém, na triagem fitoquimica nao foi detectada a presenca de alcaloides.

Isso pode ocorrer por varios fatores, como a baixa concentragcdo do alcaloide no extrato, assim
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como a época de coleta do material vegetal, tipo de solo no qual o vegetal se encontra,
pluviosidade, entre outros.

Para a C. antisyphiliticus foram detectados alcaloides, antocianidina, flavonoides,
taninos e esteroides/triterpenos. Magalhaes e colaboradores (2010) identificaram a presenca de
alcaloides, esteroides e flavonoides para o extrato etandlico das raizes de C. antisyphiliticus,
corroborando, em parte, com os dados obtidos no presente experimento. Algumas diferencas
nos resultados sdo explicadas porque o material trabalhado por Magalhaes e colaboradores

(2010) difere do material desta pesquisa, por se tratar de extrato das raizes.
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5.2 Quantificacdo de Compostos Fenolicos

A quantificacdo de compostos fendlicos totais ¢ uma analise fitoquimica importante
para entender a atividade antioxidante dos extratos. Isso porque, muitas vezes, a atividade
antioxidante pode ocorrer pela presenca de compostos fendlicos totais (taninos,
fenilpropanoides, antocianos, ...) e em especial, por flavonoides.

O éacido galico ¢ um tanino muito utilizado como padrao neste ensaio. O grafico 1
apresenta a curva analitica obtida a partir dos resultados de absorbancia do acido gélico; essa
curva foi utilizada para obter a quantificagao dos compostos fendlicos dos extratos vegetais em

estudo.

Grifico 1: Curva analitica do padrao acido galico ( n=3)

Curva Analitica do Acido Galico
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Concentracio do Padrao de acido galico ( ng/mL)

E possivel observar pelo grafico que a medida que a concentragdo do padrdo
aumenta, verifica-se um aumento também na leitura da absorbancia, demonstrando linearidade.
O coeficiente de correlagdo linear obtido foi de 0,9990 o que confirma essa linearidade, pois
foi proximo de 1.

A equacdo 3 ¢ a equagdo da curva analitica do padrdo, obtida pela leitura das
concentragdes conhecidas do padrdo de 4cido galico a 750 nm (o experimento foi realizado em
triplicata).

Equagio 3: 'y = 0,0032x + 0,0319
Onde: y= absorbancia da amostra e x= concentracdo de equivalentes de acido

galico. A curva analitica foi utilizada para o calculo do teor de fenolicos nos extratos etanolicos
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brutos de 4. dasycarpum e C. antisyphiliticus expressos em EAG/g de extrato e estdo
representados no grafico 2
Grafico 2: Teor de Fendlicos Totais (FT) (DP) em EAG/g (equivalente em
acido galico por grama de extrato) Etanolico das folhas de Acosmium dasycarpum e de

extrato etanolico das folhas de Croton antisyphiliticus (n=3).

150+ 114.85

101,82
100+

FT (EAG/ g de extrato)
n
o
|
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Legenda: AG- acido galico; AD — 4. dasycarpum,; CA- C. antisyphiliticus. Extratos na concentragao de 600 pg/mL
—Teste de T, com n <0,05 (n=3, média + DP da média)

Estudos tem demonstrado uma relacdo direta entre a composicdo qualitativa e
quantitativa de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante. (KONGNOU et al., 2016) O
teor de fenolicos totais € importante, pois os compostos fenodlicos em geral t€m caracteristicas
estruturais especificas, que vao permitir um maior potencial de captura e estabilidade da energia
proveniente dos radicais.

Séa et al., (2012) realizaram um experimento com extrato etandlico de Selaginella
convoluta (nas concentragdes de 0 a 1000 pg/mL) tendo um resultado de teor de compostos
fendlicos de aproximadamente 64 EAG/ g de extrato e a atividade antioxidante foi mensurada
utilizando o teste de DPPH e obtiveram um resultado de ECso de aproximadamente 53pg/mL e
uma porcentagem de inibi¢ao de 76% do radical DPPHe mostrando uma atividade antioxidante
satisfatoria.

Costa et al., (2017) fizeram estudo com extrato etandlico de Croton argyrophyllus,

nas concentragdes de 3,9 a 250 pg/mL. Obtiveram um resultado de 269,72 EAG/g de extrato e
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um resultado de DPPHe expresso pelo ECso de 9,75 pg/mL com uma porcentagem de inibi¢ao
de 92,96 %.

Neto et al., (2018) estudaram 5 plantas Abarema cochliacarpos (Fabaceae), Croton
corchoropsis  (Euphorbiaceae), Myroxylum peruiferum (Fabaceae), Stryphnodendron
pulcherrimum (Fabaceae), Tanaecium cyrtanthum ( Bignoniaceae), quantificando compostos
fenolicos com o extrato metanolico das folhas. Esse estudo demonstrou um resultado de teor de
fendlicos de: 4. cochliacarpus 120,39 EAG/ g de extrato; C. corchoropsis 28,84 EAG/ g de
extrato; M. peruiferum 42,18 EAG/g de extrato; S. pulcherrimum 86,67 EAG/ g de extrato; T.
cyrtanthum 30,16 EAG/g de extrato.

Esses exemplos sdo para mostrar o qudo usual € esse ensaio fitoquimico de
quantificagdo e sua relagdo com ensaios antioxidantes.

Nao ha dados na literatura, até o presente momento, sobre ensaios realizados para
a quantifica¢do de compostos fenolicos em 4. dasycarpum. Para C. antisyphiliticus ha alguns
dados publicados. Um experimento realizado por Lima (2016) com o extrato etandlico das
folhas de Croton antisyphiliticus demonstrou um teor de fendlicos de 280,04 EAG/g de extrato
e um resultado de DPPHe expresso pelo ECso de 374,85 pg/mL (ndo foi relatado a porcentagem
de inibicdo do radical referente a esse valor de ECso).

Observa-se que, o resultado de teor de fendlicos obtido para C. antisyphiliticus
difere do resultado apresentado por Lima (2016), apesar dos dois estudos utilizarem extrato
etanolico das folhas da espécie em questdo. Todavia os materiais utilizados nos dois estudos
sdo de procedéncias diversas (individuos diferentes, épocas distintas de coleta, os locais de
obtencdo dos vegetais ndo sdo os mesmos). Sabe-se que varios fatores (ambientais bidticos e
abioticos, genéticos e ontogénicos) interferem qualitativa e quantitativamente no teor de
metabolitos secundarios (GOBBO NETO & LOPES, 2007), o que pode justificar as diferencas
observadas entre pesquisas distintas.

Considerando os dados obtidos de teor de fenolicos totais para A. dasycarpum
(114,85 EAG/g de extrato) e para C. antisyphiliticus (101,82 EAG/g de extrato) e comparando
com dados na literatura para a quantificacdo de fenolicos € possivel inferir que os resultados

foram de teores moderados de compostos fenolicos.

5. 3 Quantificacao de Flavonoides
Os flavonoides representam uma das classes de metabodlitos secundarios com

evidente atividade antioxidante. Normalmente sua quantificacdo ¢ associada aos ensaios
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antioxidantes. O grafico 3 apresenta a curva analitica obtida a partir dos resultados de
absorbancia do padrao Quercetina (flavonoide). Essa curva foi utilizada para quantificar os
flavonoides dos extratos vegetais em estudo.

Grafico 3: Curva analitica do padrao de Quercetina (n=3)

Quantificacio de Flavonoides
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O Coeficiente de correlagdo linear obtido foi de 0,9999 garantindo a linearidade,
por ser proximo de um. E possivel observar pelo grafico que a medida que a concentragdo do
padrao de quercetina aumenta, também ha um aumento na absorbancia, indicando que sdo
grandezas proporcionais, e mantendo- se a linearidade.

A equagdo 4 ¢ a equagdo da curva analitica do padrdo, obtida pela leitura das concentragdes
conhecidas do padrao de Quercetina a 420 nm (o experimento foi realizado em triplicata). A
curva analitica foi utilizada para o célculo do teor de flavonoides nos extratos de 4. dasycarpum

e C. antisyphiliticus expressos em EQ/g de extrato e estdo representados no grafico 4

Equacio 4: 'y =0,0156x + 0,0023

Onde: y= absorbancia da amostra e x= concentra¢ao de equivelente em quercetina (EQ) .
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Grafico 4: Teor de Flavonoides Totais (QT) expresso em EQ/g (equivalente de acido
galico por grama) de Extrato Etanolico das folhas de Acosmium dasycarpum e de extrato

etandlico das folhas de Croton antisyphiliticus (n=3).

15+

10,31
9,28

-
o
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Legenda: Teste de T, com n <0,05 (n=3, média = DP da média); AD- 4. dasycarpum; CA- C. antisyphiliticus.

Os flavonoides sdo um tipo de composto muito importante presente em vegetais,
que tem um alto poder antioxidante, pois tem a capacidade de agir como quelante de metais de
trasingdo (que sdo pro-oxidantes). Quando doam hidrogénio para estabilizarem um radical e
conseguem se estabilizar por ressonadncia, garantindo assim a ndo propagacao das reacdes de
oxidagdo. Além disso, devido a sua grande densidade eletronica, conseguem absorver a energia
da radiagdo ultravioleta e, portanto, diminui a formacao de novos radicais.

Sao muito comuns em alimentos consumidos pelo ser humano como a maca,
cebola, hortaligas, cha verde, uva.

Santos et al., (2018) realizaram um estudo com extrato hidroetanolico do caule de
Croton linearifolius que mostrou um teor de flavonoides de 15,67 EQ/ g de extrato para o
extrato hidroalcoodlico e para a fragdo de acetado de etila mostrou um teor de 73,62 EQ/g de
extrato.

Neto et al., (2018) estudaram o extrato metandlico das folhas de Abarema
cochliacarpos (Fabaceae), Croton corchoropsis (Euphorbiaceae), Myroxylum peruiferum

(Fabaceae)  Stryphnodendron  pulcherrimum  (Fabaceae), Tanaecium  cyrtanthum
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(Bignoniaceae). Esse estudo demonstrou um resultado de teor de flavondides de: A.
cochliacarpus 5,55 EQ/ g de extrato; C. corchoropsis 4,11 EQ/ g de extrato; M. peruiferum
10,52 EQ/g de extrato; S. pulcherrimum 6,04 EQ/ g de extrato; 7. cyrtanthum 3,84 EQ/g de
extrato.

A triagem fitoquimica cléassica realizada no presente trabalho detectou a presenca
de flavonoides tanto em A. dasycarpum como em C. antisyphiliticus. A quantificacdo de
flavonoides confirmou a presenca dessa classe de metabodlitos em ambos os extratos, com teor

de 9,28 EQ/g de extrato para A. dasycarpum ¢ 10,31 EQ/g de extrato para C. antisyphiliticus
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5.4 Cromatografia Gasosa das fases Diclorometanicas

As fases diclorometanicas do extrato etanolico das folhas de 4. dasycarpum e do
extrato de C. antisyphiliticus foram analisadas por CG-EM. Alguns constituintes da fase
diclorometanica ndo puderam ser identificados, devido a ndo existéncia de semelhangas
espectrais e de indice de retencao relativa (IRR), mediante comparacao dos espectros e dos IRR
experimentais com a literatura e com espectrose informagdes de IRR de espectrotecas.
5.4.1 Fase diclorometanica de Acosmium dasycarpum

O cromatograma obtido estd na figura 15. Na Tabela 10 se encontram as propostas
referentes as substancias presentes na fase diclorometéanica a qual foi obtida a partir do extrato
etanolico da planta. Foram detectados 19 constituintes, porém foi proposta a identificagao de 5
constituintes, dentre eles encontram-se fitona, lupeol e acetato de lupeol, um éster de acido
graxo e um flavonoéide do tipo flavona. A deteccdo dos terpendides (lupeol e seu acetato) e da
genkivanina (flavonoide) estao de acordo com o que foi detectado para a triagem fitoquimica.
Nas Figuras 16, 17 e 19 estdo representados os espectros dos dois triterpenos e do flavonoide,

respectivamente e na figura 18 ¢ apresentada a proposta de fragmentagdo dos triterpenos.

Figura 15: Cromatograma obtido por cromatografia gasosa da fase diclorometanica

obtida do extrato etandlico das folhas de Acosmium dasycarpum
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Tabela 10— Proposta de dados qualitativos e quantitativos dos compostos presentes na

fase diclorometanica obtida por particio do extrato etanélico das folhas de Acosmium

dasycarpum

Pico Tempo Area Indice de Substancia Indice de Indice de

Retencdo do  Similaridade retencao Retencao

Pico Relativa Relativa

(%) Literatura experimental
1 21,61 0,2 * - -
2 25,51 0,41 * - -
3 28,75 0,24 * - -
4 29,51 0,44 * - -
5 30,66 0,12 85 Fitona 1846,7 1841
6 34,45 0,13 * - -
7 39,84 12,07 * - -
8 42,73 58,32 * - -
9 43,14 1,84 91 acido hexanodiodico, bis(2- 2398,2 2414
etil-hexil) ester
10 44,39 0,42 * - -
11 46,06 4,32 - -
12 46,27 0,21 * - -
13 48,79 2,21 * - -
14 49,66 0,57 * - -
%

15 51,70 9,29 - -
16 51,97 0,94 81 4H-1-Benzopiran-4-ona, 5- 2682 2602
hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-
metoxi ou Genkivanina

17 55,99 0,47 * - -
18 59,79 0,44 85 Lupeol 3270 2848
19 60,14 7,36 89 Acetato de lupeol 3525 2987

*pico ndo identificado
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Figura 16: Espectro do Lupeol obtido a partir de analise por Cromatografia Gasosa-

Espectrometria de massas da fase diclorometinica resultante da particao do extrato

etandlico das folhas de Acosmium dasycarpum
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Figural7 : Espectro do Acetato de Lupeol obtido a partir de analise por Cromatografia

Gasosa-Espectrometria de massas da fase diclorometinica resultante da particdo do

extrato etanolico das folhas de Acosmium dasycarpum
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Figura 18 : Proposta de fragmentacio do Lupeol
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E possivel observar o pico do ion molecular do lupeol em 426 na Figura 16, assim
como os fragmentos [ M'- 219] devido a migragdo de um hidrogénio dando origem a dois
fragmentos, o fragmento m/z =207 e o fragmento resultante m/z =218. Assim também ¢
possivel observar no espectro do lupeol com seus fragmentos caracteristicos m/z= 426, m/z=
205, m/z=218 e m/z= 189.

O lupeol ¢ um triterpeno antigamente conhecido como fagarsterol, encontrado em
repolho, pimenta verde, azeitona, manga, morando, uva. Possui muitos efeitos benéficos, tanto
terap€uticos como na reducdo de risco de diversas doencas. (SALEEM, 2009) O lupeol mostrou
ter capacidade de inibir o benzopireno (hidrocarboneto aromatico policiclico com capacidade
mutagénica e altamente cancerigeno) em modelos murinos (PRASAD et al., 2008 apud
SALEEM, 2009)

Um estudo realizado na Universidade de Winsconsin- Madison mostrou o efeito do
lupeol sobre o cancer de pele (ensaio foi realizado com ratos). A aplicacao tdpica de lupeol na
dose de 40mg/kg, 3 vezes/semana, durante 28 semanas, demonstrou a diminui¢ao do tumor, a
reducdo na multiplicidade e aumento no periodo de laténcia do tumor. (SALEEM et al., 2004)

Em um ensaio realizado com o extrato da casca de Acosmium dasycarpum foi
isolado o lupeol que foi utilizado em um experimento com camundogos o qual obteve um
resultado de acdo depressora do sistema nervoso central. (ROCHA et al., 1980 apud SOUSA-
JUNIOR et al., 2009)
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Fernandes et al., (2001) demonstraram que o lupeol e seus derivados (assim como
o acetato de lupeol) tem uma alta capacidade anti-inflamatoria. O estudo indicou que a
aplicacdo topica de lupeol diminuiu os niveis de mieloperoxidase, reducao da infiltragdo celular,
redugdo da prostaglandina E2, além de que o extrato de Pimenta racemosa que € rico em lupeol
teve um comportamento anti-inflamatério semelhante a Indometacina. Os experimentos foram

realizados em modelos murinos.

Figura 19- Espectro Genkivanina obtido a partir de analise por
Cromatografia Gasosa-Espectrometria de massas da fase diclorometanica resultante da

particdo do extrato etanolico das folhas de Acosmium dasycarpum
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A genkvanina ¢ uma flavona foi isolada primeiramente em Daphne genkwa (umas
das 50 ervas fundamentais utilizadas na medicina tradicional chinesa). A genkvanina
demonstrou ter um alto potencial anti-inflamatorio, por inibir os mediadores pro-iflamatorios,
além de aumentar a das células Natural-killer e atividade citotoxica dos linfécitos T. (NASR-
BOUZAIENE et al.,, 2016)

Apresentou atividade antitumoral para algumas linhagens de células (LI et al.,
2017), antibacteriana (LUCARINI et al., 2015), antiviral quanto ao virus da febre africana suina
(HAKOBAYAN et al., 2019), antitussigeno, expectorante, antioxidante (PORRAS et al.,2019)

Um estudo avaliou o efeito da genkivanina em ratos que foram induzidos a
apresentarem artrite, a genkivanina diminuiu significativamente o edema da pata, e
consequentemente a inflamacdo causada pela artrite, reduziu a destruicdo Ossea nos tecidos
articulares, além de diminuir as concentragoes séricas de TNF-a (Fator de Necrose tumoral o),
IL-6 (Interleucina 6) e NO (6xido nitrico), e aumentou os niveis de IL-10 (Interleucina 10).

(BAO et al., 2019)
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E possivel observar o pico base com m/z= 284, caracteristico da genkvanina, assim

como [ M'- C;H,0] que forma o fragmento m/z= 241, e [ M'- CO] que forma o fragmento

m/z= 255.

5.4.2 Fase diclorometanica de Croton antisyphiliticus

O cromatograma da fase diclorometanica do extrato etandlico da planta obtido por

cromatografia gasosa esta representado na figura 20. Na Tabela 11 se encontram as propostas

referentes as substancias presentes na fase diclorometanica. Foram detectados 18 constituintes,

porém foi proposta a identificacdo de 7 constituintes, dentre eles encontram-se fitona, (-)

espatulenol, y- sitosterol.

A seguir sdo discutidas as interpretagdes de alguns espectros de massas obtidos

experimentalmente.

Figura 20: Cromatograma obtido por cromatografia gasosa da fase diclorometianica

obtida do extrato etandlico das folhas de Croton antisyphiliticus
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Tabela 11— Proposta de dados qualitativos e quantitativos dos compostos presentes na

fase diclorometianica obtida por particio do extrato etandlico das folhas de Croton

antisyphiliticus
Pico Tempo Area  Indice de Substincia Indice de Indice de
Retencao do Similaridade Retencio Retencao
Pico Relativa Relativa
(%) Literatura  Experimental
1 26,98 1,55 78 Epodxido de - 1565
dihidroisocariofileno
2 27,30 1,05 96 Etanol, 2-(dodeciloxi) - 1731
3 27,44 1,86 85 (-)-Espatulenol 1572 1536
4 28,76 1,33 * -




Continuacao

5 30,65 6,03 97 Fitona 1846,7 1841

6 34,32 1,30 * -

7 34,39 0,75 * -

8 42,21 1,19 93 4,8,12,16- 2364,2 2258
Tetrametilheptadecan-4-olido

9 43,15 17,25 97 acido hexanedioico, bis(2- 2398,2 2414

etilhexil) ester
10 46,09 56,73 -

11 55,13 1,34 82 * - 2579
12 55,47 1,12 *

13 58,93 1,75 87 y-Sitosterol 3290 2731
14 59,07 2,26 * -

15 59,43 1,30
16 60,12 1,41
17 60.35 1,04 - 2562
18 60,72 0,75 -

* % ¥ %

*pico ndo identificado
Nao foram detectadas, na andlise cromatografica, classes de metabolitos

secundarios que foram observadas na triagem fitoquimica, exceto esteroide (sitosterol). Na
analise cromatografica foram observados terpendides (di e sesquiterpenos) e éster de acido
graxo. A fitona, por exemplo, ¢ um terpendide e pode ser encontrado em diversos organismos
que realizam a fotossintese. E uma cetona derivada do fitol, um diterpeno oxigenado formado
por 4 isoprenos, constituinte da clorofila e percussor da vitamina A. (Torres ,2017). As outras
classes de metabolitos secundarios que nao foram identificadas pelo CG-EM sao classes de
metabolitos mais polares, portanto ndo apareceriam nos espectros de CG-EM, seria possivel
identifica-las por CLAE-DAD.

Espatulenol e y-Sitosterol sdo constituintes da planta que tem atividades bioldgicas
farmacologicamente interessantes € que foram relatadas na literatura, merecendo destaque.
Assim, as Figuras 21, 22, 23 e 24 representam respectivamente o espectro do espatulenol,
proposta de fragmentacdo do espatulenol, y- sitosterol, proposta de fragmentagdo do v-

sitosterol.
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Figura 21: Espectro do (-) - Espatulenol obtido a partir de analise por Cromatografia
Gasosa-Espectrometria de massas da fase diclorometinica resultante da particao do

extrato etanolico das folhas de Croton antisyphiliticus
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Ziaei e colaboradores (2011) isolaram do extrato metanolico de Salvia mirzavanni
o espatulenol e demonstraram o seu efeito como imunomodulador, tendo a capacidade de inibir
a proliferacdo dos linfécitos e induzir a apoptose dos linfocitos.

O sesquiterpeno espatulenol possui um aroma amadeirado e ¢ utilizado em
formulacdes aromatizantes de alimentos, perfumes, medicamentos, cosméticos, entre outros.
Apresenta uma importante atividade bioldgica tendo propriedades antibacterianas, e uma
moderada atividade citotoxica. (SANTANA, 2013)

O espatulenol tem diversas atribuigdes bioldgicas relatadas como repelente contra
o Triatoma infestans (vetor da doenca de chagas), Aedes aegypti (vetor da dengue, febre
amarela, zika, entre outros) e Anopheles stephensi (vetor da malaria). Possui atividade
antioxidante, anti-inflamtoria, antifingica, antibacteriana, imunomoduladora, antiproliferativa.
(NASCIMENTO, 2017)

Pelo espectro ¢ possivel observar o pico do ion molecular m/z = 220 e o fragmento

m/z = 205 identificado por perda de uma metila [ M" - CH3], caracteristicos para a molécula.

Figura 22 : Proposta de fragmentacio do espatulenol
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Fonte: SILVA, 2018
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Figura 23: Espectro do y- Sitosterol obtido a partir de analise por Cromatografia
Gasosa-Espectrometria de massas da fase diclorometinica resultante da particio do

extrato etanolico das folhas de Croton antisyphiliticus
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O vy-Sitosterol foi identificado pela primeira vez nas folhas de Girardinia
heterophylla, e apos realizado ensaio em ratos diabéticos (Diabetes induzida por
estreptozotocina) pode-se observar que o y-Sitosterol foi capaz de reduzir a hiperglicemia e
aumentar a secre¢ao de insulina além de inibir a glicogénese. (TRIPATHI et al., 2013)

O v-Sitosterol apresenta atividade anti-inflamatdria, anti-diabética, pesticida,
antioxidante, antifiingica, anti-aging, antibacteriana. (MAHATO & SHARMA, 2019)

A anélise do espectro permitiu identificar o pico do ion molecular do y-Sitosterol
m/z = 414 e alguns fragmentos como o ion m/z= 329 podem ser justificados pela perda da
cadeia lateral [ M" - (C¢Hi3) ]. O ion m/z= 396 € m/z= 381 oriundos da perda de uma molécula
de 4gua [M" - H20] e da perda de uma molécula de 4gua e mais uma metila [ M" - (H,O + CH3)
] respectivamente. Os fragmentos m/z = 255 e m/z = 213, sdo provenientes da perda de uma

molecula de agua dos fons m/z = 273 e m/z= 231, respectivamente.
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Figura 24: Proposta de fragmentacio do y- Sitosterol
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Na triagem fitoquimica do extrato etanolico bruto do vegetal foi detectada a presenga
de estruturas esteroidais ou terpénicas. Dessa forma, a proposi¢ao da presenga do y-Sitosterol

na fase diclorometanica do extrato etandlico das folhas da C. antisyphiliticus vem reforgar o

dado encontrado na triagem classica.
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5.5 Cromatografia Gasosa das fases Hexanicas

As fases hexanicas dos extratos etandlicos das folhas de 4. dasycarpum e de C.
antisyphiliticus foram analisadas por CG-EM. Alguns constituintes das fases hexanicas nao
puderam ser identificados, devido a ndo existéncia de semelhangas espectrais e de
incompatibilidades de indice de retencdo relativa (IRR), mediante comparagdo com espectros

das espectrotecas e com a literatura.

5.5.1 Fase Hexanica de Acosmium dasycarpum

O cromatograma da fase hexanica do extrato etanolico das folhas de A. dasycarpum
estana figura 25. Na Tabela 12 se encontram as propostas referentes as substancias constituintes
da amostra analisada por CG-EM. Foram detectados 9 constituintes, porém foi proposta a
identificacdo de 5 constituintes, dentre eles encontram-se acidos graxos e o triterpeno lupeol.
Este ultimo pertence a classe de metabolito especial que foi detectado no extrato durante a
triagem fitoquimica classica. Na figura 26 ha a representacao do espectro de massas de um dos

acidos graxos detectados no material analisado.

Figura 25: Cromatograma obtido por cromatografia gasosa da fase hexéanica obtida do

extrato etanolico das folhas de Acosmium dasycarpum
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Fonte: Autor
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Tabela 12— Proposta de dados qualitativos e quantitativos dos constituintes presentes na

fase hexénica obtida por particio do extrato etanélico das folhas de Acosmium

dasycarpum
Pico  Tempo Area Indice de Substancia Indice de Indice de
Retencio do Similaridade Retencio Retencio
Pico Relativa Relativa
(%) Literatura  Experimental
1 19,22 1,11 88 * - -
2 20,71 0,67 84 Acido pentanédico 920 875
3 21,61 0,71 * - -
4 24,22 1,8 75 Acido Heptanéico 1080 1073
5 26,1 80,12 * - -
6 43,14 2,01 89 Acido hexaneditico 2398,2 2414
bis(2-ethylhexyl) ester
7 46,07 6,65 - -
8 60,14 5,52 90 Lupeol 3270 2848
9 63,73 1,39 * - -

*pico nao identificado
Figura 26: Espectro do Acido pentanéico obtido a partir de anilise por Cromatografia
Gasosa-Espectrometria de massas da fase hexénica resultante da particao do extrato

etandlico das folhas de Acosmium dasycarpum
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Fonte: Autor

O 4cido pentanodico ¢ também conhecido como acido valérico e € encontrado na
Valeriana officinalis, sendo um dos constituintes de seu 6leo essencial, além de ser encontrado
também em suas raizes e folhas. (SODATELLI et al., 2010).

O 4cido pentandico tem a estrutura parecida com a do acido y- aminobutirico
(GABA), e um ensaio realizado com o 4cido pentandico isolado de Valeriana wallichii

verificou o efeito gabaérgico deste acido. O experimento foi realizado em ratos que tiveram
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estreptozotocina ( € um antineoplasico de ocorréncia natural utilizado para canceres nas ilhotas
de Langerhans) injetada nos ventriculos cerebrais, os pesquisadores observaram que o acido
valérico tem um efeito gabaérgico significativo e obtiveram uma melhora na deméncia dos
ratos, além de reduzir os niveis de peroxidagao lipidica e restaurar os niveis de glutationa no
cérebro. (VISHWAKARMA et al., 2016)

No espectro de massas € possivel observar o pico base caracteristico de acidos m/z
= 60, que corresponde também ao rearranjo de McLafferty; assim como o fragmento m/z = 43
correspondentes a molécula neutra resultante do rearranjo, a figura 27 mostras como ocorre o

rearranjo de McLafferty.

Figura 27: Esquema do Rearranjo de McLafferty
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Fonte: SILVERTEIN et al., 2007

5.5.2 Fase Hexanica de Croton antisyphiliticus

O cromatograma obtido a partir da analise da fase hexanica do extrato etanolico de
C.antisyphiliticus esta representado na figura 28. Na Tabela 13 se encontram as propostas
referentes as substancias presentesna amostra analisada. Foram detectados 4 constituintes,
porém foi possivel propor a identicagdo de dois: um éster de dcido graxo comum em seres vivos
e o acetato de lupeol, um triterpeno. A classe de terpenoides ja foi detectada na triagem
fitoquimica cléssica realizada com o extrato bruto. O espectro de massas do acetato de lupeol

esta representado na Figura 29.
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Figura 28: Cromatograma obtido por cromatografia gasosa da fase hexanica obtida do

extrato etanolico das folhas de Croton antisyphiliticus
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Tabela 13— Proposta de dados qualitativos e quantitativos dos constituintes presentes na

fase hexanica obtida por particao do extrato etanolico das folhas de Croton

antisyphiliticus
Pico Tempo Area Indice de Substincia Indice de Indice de
Retencdo do  Similaridade Retencao Retencao
Pico Relativa Relativa
(%) Literatura Experimental
1 43,15 7,19 94 Acido Hexanodiobico bis(2- 2398,2 2414
ethylhexyl) ester
2 46,07 28,65 97 * - 2704
3 70,03 35,14 * -
4 71,63 29,02 73 Acetato de Lupeol 3525 2987

*pico ndo identificado
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Figura 29: Espectro do Acetato de Lupeol obtido a partir de analise por Cromatografia
Gasosa-Espectrometria de massas da fase hexénica resultante da particao do extrato

etandlico das folhas de Croton antisyphiliticus
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Fonte: Autor
O acetato de lupeol ja foi isolado de outros vegetais e demonstrou capacidade anti-
inflamatoria em experimentos realizados em camundongos. (LUCETTI et al., 2010) E possivel
observar no espectro a presenga de picos caracteristicos como o m/z= 189, mz=205, ¢ o pico do

acetil em m/z=43.



&9

5.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a Detector por arranjo de diodos
(CLAE/DAD) das fracoes hidroalcodlicas

As fragdes hidroalcodlicas dos extratos etanolicos das folhas de 4. dasycarpum e
de C. antisyphiliticus foram avaliadas por CLAE/DAD, obtendo-se os cromatogramas
representados nas Figuras 30 e 32, respectivamente. Espectros UV-DAD de um constituinte de
cada amostra estdo representados respectivamente nas Figuras 31 e 33.

Figura 30: Cromatograma obtido pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD) para a fracao hidroalcodlica

do extrato etanolico das folhas de Acosmium dasycarpum
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Fonte: Autor

Figura 31: Espectro Ultravioleta obtido pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD) do componente eluido no
tempo 3,19 min, presente na fracio hidroalcoolica do extrato etanoélico das folhas de

Acosmium dasycarpum
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O espectro de UV obtido permite observar duas bandas de absor¢do em A =272 nm
e A =329 nm, sendo essas bandas caracteristicas de flavonoides. Os espectros desses metabolitos
obtidos na regidao do UV apresentam uma banda entre A =250 — 295nm e outra entre 300-
360nm. (CAMPIDELI, 2017) A absor¢do nestas regides do espectro de UV pode estar
relacionada a derivados flavonicos (240-285 — banda II e 300-400 nm — banda I) de ntcleo
benzopirona. (SANTI et al.,2014). Os perfis dos demais espectros obtidos a partir da analise da
amostra em CLAE-DAD apresentaram um perfil semelhante a este espectro apresentado na
Figura 31 e devido a auséncia de padrdes para compostos fenolicos, ndo foi realizada a
compara¢do para obter mais informacgdes a respeito dos dados obtidos. Tanto na triagem
fitoquimica quanto na quantificagdo de compostos fenolicos e flavonoides foram obtidos

resultados que confirmam a presenca de compostos fenolicos e flavonoides no extrato.

Figura 32: Cromatograma obtido pela Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD) para a fracao

hidroalcooélica do extrato etandlico das folhas de Croton antisyphiliticus
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Figura 33: Espectro Ultravioleta obtido pela Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD) do componente
eluido no tempo 5,23 min, presente na fracao hidroalcodlica do extrato etandlico das

folhas de Croton antisyphiliticus
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No espectro anterior ¢ possivel observar um pico que apresentou absor¢do em
A=255 nm, caracteristico de grupo carbonila a, B insaturado. (SANTI et al.,2014) E possivel
observar dois picos com maximos de absor¢do em A= 255 nm e 349 nm, podendo estar
relacionado com a presenga de flavonas que apresentam a absorc¢do da banda II entre 250- 280
nm e absor¢do da banda I entre 310-350nm, sendo que as flavonas fazem parte do grupo dos
flavonoides.( CAMPIDELI, 2017) Os pertfis dos demais espectros obtidos a partir da amostra
do extrato de C. antisyphiliticus apresentaram um perfil semelhante e devido a auséncia de
padrdes para compostos fenolicos, ndo foi realizada a comparagdo para obter mais informagdes
a respeito dos dados obtidos. Com a triagem fitoquimica foi possivel detectar a presenga de
flavonoides e antocianidina, além de ser realizada a quantificagdo de compostos fendlicos e
flavonoides, obtendo-se resultados satisfatorios e corroborando com os dados encontrados no

espectro ultravioleta (Figura 34).
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5.7 Ensaios antioxidantes

5.7.1 Avaliacao da captura do radical DPPH-

O ensaio para a captura do radical DPPHe« foi realizado como descrito por Duarte e
Almeida (2006). As absorbancias foram medidas em 515 nm e posteriormente convertidas em
porcentagem de inibigao utilizando a Equagdo 2, descrita na metodologia.

Através dos graficos de porcentagem de inibicdo versus concentragao, foi obtido a
Concentracdo Eficiente para captura de 50% do radical DPPH+ (ECs¢) dos extratos e do padrao
de referéncia acido galico. (GRAFICO 5). Portanto, quanto menor o valor do ECso, maior sera
a atividade antioxidante do extrato analisado.

Grafico 5: Atividade antioxidante dos extratos etandlicos das folhas de Acosmium
dasycarpum e de Croton antisyphiliticus medida através do valor da Concentracio

Eficiente para captura de 50% do radical DPPHe (ECso)
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Legenda: AG- acido galico . Letras iguais correspondem a valores que ndo possuem diferenca estatisticamente
significativa, letras diferentes indicam valores que obtiveram diferenca estatisticamente significativa,
ANOVA, Tukey com n <0,05 (n=3, média = dp da média).AG- acido galico AD- 4. dasycarpum; CA- C.
antisyphiliticus

Os extratos analisados apresentaram diferenca estatisticamente significativa
quando comparados ao padrdo. O extrato de C. antisyphiliticus apresentou um valor maior de
ECso quando comparado ao padrdo. O extrato de 4. dasycarpum também apresentou um valor

de ECso muito alto quando comparado ao padrao, porém foi mais baixo que o de C.
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antisyphiliticus, portanto ele apresentou um poder antioxidante um maior que o do extrato de
C. antisyphiliticus.

Melo e colaboradores (2008), avaliando a capacidade antioxidante de frutas in
natura pelo método de captura de radicais DPPHe, classificou como forte poder antioxidante,
quando capturavam acima de 70% dos radicais DPPH+; moderado poder antioxidante, quando
capturavam entre 50 e 70% e de fraca atividade antioxidante, quando capturavam menos de
50% dos radicais.

No presente estudo, o extrato de 4. dasycarpum apresentou 52,64% de inibicdo do
radical DPPHe caracterizando como um poder antioxidante moderado. O extrato de C.
antisyphiliticus apresentou uma porcentagem de inibicdo para o radical DPPHe de 29,25%
caracterizando-se por uma fraca atividade antioxidante. (Tabela 14)

Um estudo realizado com o extrato de 4. dasycarpum para avaliar a atividade de
captura do radical DPPHe indicou uma inibicdo de 90,76% do radical na concentragdo de
50pg/mL (TREVISAN, 2002 apud SOUSA- JUNIOR et al., 2009). Comparando com os dados
obtidos no presente estudo em que 4. dasycarpum teve uma inibi¢do maxima de 52,64%
(Tabela 14), a atividade sobre a captura do radical foi moderada.

Em um estudo realizado por Costa e colaboradores (2017) com o extrato etanolico
e fracdes do caule de outra espécie de Croton, a Croton argyrophyllus, obtiveram um resultado
de 269,72 EAG/ g de extrato; 98,43 EQ/g de extrato; 92,96% de inibi¢do do radical DPPHe e
um ECso de 9,75 pg/mL mostrando um alto poder antioxidante. A porcentagem de inibigdo
maxima obtida por C. antisyphiliticus para o presente estudo foi de 29,25, sendo um valor baixo.

Lima, (2016) avaliou o extrato etanolico das folhas de C. antisyphiliticus e o
resultado obtido para o radical DPPHe foi um ECso de 374,85 pg/mL. Enquanto que no presente
estudo o valor encontrado para o ECso foi de 1110,93 pg/mL.

Pelos dados apresentados na literatura, comparando-os aos dados obtidos € possivel
inferir que os extratos de A. dasycarpum e de C. antisyphiliticus tiveram uma baixa capacidade
de capturar o radical DPPHe, mesmo apresentando um teor moderado de compostos fenolicos
e de flavonoides. Os resultados discrepantes entre os estudos podem ser explicados pois,
diversos fatores interferem na composi¢do quimica dos vegetais de mesma espécie, mas com
procedéncias diferentes. Além dos fatores ambientais, genéticos e ontog€nicos também
interferem na composicao de extratos vegetais: a época de coleta do exemplar e os processos

utilizados na secagem do material e no preparo dos extratos.
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5.7.2 Avaliacdo da captura do radical ABTS+"

Os resultados para a atividade de captura do radical ABTS+" foi apresentado como
porcentagem de inibi¢do para cada um dos extratos e do padrao de &cido galico, calculada a
partir da conversao dos valores de absorbancia utilizando a equagao 2, descrita na metodologia.

Através dos graficos de porcentagem de inibi¢do versus concentragdo do extrato ou
do padrio, foi obtida a Concentragdo Eficiente para captura de 50% do radical ABTS+" (ECso)
dos extratos e do padrdo de referéncia 4cido galico. (GRAFICO 6)

Grafico 6: Atividade antioxidante dos extratos etanolicos das folhas de Acosmium
dasycarpum e de Croton antisyphiliticus medida através do valor da Concentracio

Eficiente para captura de 50% do radical ABTS " (ECso)

C
8919,57

10000-

8000+

6000
b

4000+ 3097,03

ECso (ng/mL)

2000+

AG AD CA

Legenda: AG- acido gélico; AD- A. dasycarpum; CA- C. antisyphiliticus. Letras iguais correspondem a valores
que ndo possuem diferenca estatisticamente significativa, letras diferentes indicam valores que obtiveram

diferenca estatisticamente significativa, ANOVA, Tukey com n <0,05 (n=3, média + dp da média)..

Os extratos analisados apresentaram diferenca estatisticamente significativa
quando comparados ao padrdo e entre si. Assim como para a captura do radical DPPHe, os
extratos de 4. dasycarpum e C. antisyphiliticus apresentaram um valor alto de ECso quando

comparado ao padrao de &cido galico. O extrato de A dasycarpum apresentou um valor mais
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baixo de ECso quando comparado ao da C. antisyphiliticus, porém ainda assim os valores altos
quando comparados ao do padrao.

Em um estudo realizado por Santos ef al., 2016 com o extratato etandlico e fragdes
do extrato etandlico das folhas de planta do mesmo género da C. antisyphiliticus, a Croton
sphaerogynus, o resultado obtido para o radical ABTS«" foi um ECso de 13,92 pg/mL.

No estudo realizado por Neto et al., (2018) com trés vegetais da familia Fabaceae,
a qual a 4. dasycarpum pertence: a Abarema cochliacarpos obteve 75,69% para a % inibi¢ao
do radical ABTSe"; Myroxylum peruiferum apresentou 20,92% para a % inibigdo do radical
ABTSe"; e Stryphnodendron pulcherrimum 69,65% para a % inibi¢do do radical ABTSe".
Também foi realizado o experimento com Croton corchoropsis, vegetal de mesmo género que
a C. antisyphiliticus 33,66% de inibi¢do do radical ABTSe".

Lima (2016) avaliou o extrato etanolico das folhas de C. antisyphiliticus e o
resultado obtido para o radical ABTSe" foi um ECso de 1042,65 pug/mL. Sendo o valor
encontrado no presente estudo para a mesma espécie, muito superior. Indicando baixo poder
redutor do radical ABTSe".

Castro (2012), avaliando a capacidade antioxidante de frutas brasileiras, encontrou
resultados de ECso para a captura do radical ABTSe+ variando de 100 a 3000 pg/mL. Vellosa
(2005) encontrou melhores resultados quando utilizou fracdes de extratos. No presente estudo
e no estudo conduzido por Castro (2012) foram utilizados extratos brutos, o que parece interferir
na atividade de captura dos radicais.

No presente trabalho 4. dasycarpum apresentou um ECso de 3097,03 pg/mL e uma
porcentagem de inibicdo do ABTSe" de 11,77%. C. antisyphiliticus apresentou um ECso de
8919,57 ug/mL e uma porcentagem de inibi¢do do ABTS+" de 8,98%, como observado na
Tabela 14.

Tabela 14: Relacio entre os resultados obtidos para a captura dos Radicais DPPH e
ABTS, teores de compostos fendlicos e flavonoides dos extratos etandlicos das folhas de

Acosmium dasycarpum e de Croton antisyphiliticus.

Extrato Fenolicos Flavonoides % ECso %inibicao ECso
EAG/g de EQ/g de inibicdo  radical Radical Radical
extrato extrato radical DPPH( ABTS ABTS (
DPPH pg/mL) pg/mL)
A.dasycarpum 114,85 9,28 52,64 619,14 11,77 3097,03

C.antisyphiliticus 102,82 10,31 29,25 1110,93 8,98 8919,57
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Acido galico - - 84,49 34,21 72,03 273,05

Legenda: EAG/g- Equivalente em acido Galico/g de extrato; EQ/g de extrato- Equivalente em quercetina/ g de

extrato; EC50- Concentragdo Eficiente para a captura de 50% do radical.

Existem poucos estudos relacionados a atividade antioxidante para os vegetais
utilizados no presente estudo.

Ao verificar todos os resultados obtidos para avaliacdo do potencial antioxidante e
comparando com os teores de flavonoides e fendlicos (Tabela 14), € possivel perceber que a
correlagdo existente entre o conteudo de flavonoides e fenolicos e atividade antioxidante nao
foi satisfatoria. Também foi possivel identificar a presengca de compostos conhecidamente
antioxidante nos dois vegetais avaliados no presente estudo como o flavondide genkivanina, o
triterpeno lupeol .

O conteudo de fenolicos encontrados foi moderado comparando-se os dados da
literatura (os quais ndo apresentam um parametro para comparagdo, porém relacionando a
quantidade de fendlicos e a atividade antioxidante o valor foi considerado moderado).
Esperava-se que o potencial antioxidante fosse moderado, porém apenas a 4. dasycarpum
obteve um potencial antioxidante moderado para a captura do radical DPPHe o que nao foi visto
na captura do radical ABTS+" ja que o extrato obtive um valor muito alto para o ECsy € uma
porcentagem de captura do radical ABTS+" baixa.

Os extratos apresentaram um percentual de fenolicos totais de 11,48% (4.
dasycarpum) e de 10,28% (C. antisyphiliticus). Desses fenolicos totais, a maioria ndo se trata
de flavonoides, uma vez que os percentuais para flavonoides foram de 0,92% e de 1,03%,
respectivamente. Dessa forma, outros compostos fendlicos, como taninos, por exemplo, que
foram detectados na triagem fitoquimica devem contribuir para a atividade antioxidante
observada, mesmo que nao seja uma atividade significativa (como evidenciado pelos ECs).

Quantidades significativas de fendlicos sdo importantes para se detectar atividade
antioxidante de um extrato, mas ndo ¢ o Unico fator determinante, pois a atividade
antioxidantedos compostos fenolicos depende da sua estrutura: (1) reatividade como agente
doador de hidrogénio radicalar He e de elétrons. O flavonodide radical (A¢) se auto-estabiliza,
pois, o elétron desemparelhado entra em ressonancia com a nuvem eletronica do anel aromatico.
Quanto maior o nimero de hidroxilas aromaticas do flavonoide (ou de outro fenolico), maior a
atividade como agente doador de He e de elétrons — assim, flavonoides monoidroxilados
apresentam atividade muito baixa; (2) no caso especifico de flavonoides, a estabilidade do

radical flavanoil formado, depende da habilidade do flavonoide em deslocalizar o elétron
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desemparelhado - A presenca de hidroxilas em orfo é o principal fator que auxilia nessa
deslocalizagdo (isso ¢ verdade também para outros fendlicos, como taninos); (3) reatividade
frente a outros antioxidantes; (4) capacidade de quelar metais de transicdo: a remogao de metais
de transi¢ao livres no meio bioldgico ¢ fundamental para a protecao antioxidante do organismo,
visto que esses catalisam as reagdes de Haber-Weiss e de Fenton; (5) solubilidade e interagao

com as membranas biologicas. (LIMA e BEZERRA, 2012).

As duas plantas estudadas tém aplicacdo na medicina popular. A 4. dasycarpum apresentou,
dentre outras substancias, taninos, terpenos (como o lupeol), flavonoides (como a genkivanina), que
com certeza contribuem para suas atividades medicinais relatadas pela populagiao que faz uso. No
caso de C. antisyphiliticus, um de seus usos ¢ como anti-inflamatoério e, neste estudo, foram
detectados o acetato de lupeol, que tem potencial anti-inflamatdrio; dessa forma, essa substancia,
dentre outras, pode contribuir para a atividade medicinal da planta. Como foi citado anteriormente,
as espécies radicalares estdo presentes em diversos processos patoldgicos (como a inflamacgdo);
neste estudo, ndo foi detectada atividade significativa de captura de radicais, pelo menos nas
concentragdes avaliadas e com as metodologias empregadas. Dessa forma, outros estudos com esses
extratos, utilizando metodologias diferentes devem ser conduzidos para se verificar se, ha ou nao

uma agdo antioxidante das plantas atuando paralelamente no tratamento de patologias.
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6 CONCLUSAO

No estudo fitoquimico foi possivel detectar a presenca de compostos fenolicos
comoderivados antracénicos, flavonoides (incluindo antocianos) e taninos além de terpendides
(esteroides e triterpenos) no extrato de 4. dasycarpum, e alcaloides, esteroides e triterpenos e
copostos fendlicos (flavonoides (como os antocianos) e taninos) no extrato de C.
antisyphiliticus. Os fendlicos totais foram quantificados, bem como os flavonoides. Os teores
de compostos fendlicos foram considerados moderados, comparando-se com dados da
literatura, e os teores de flavonoides comparando-se com valores encontrados na literatura sao
considerados satisfatorios. No caso dos flavonoides, foi possivel, através de GC-EM identificar
a Genkivanina no extrato de 4. dasycarpum. Nos extratos das duas espécies vegetais foi
possivel verificar a presenca de flavonoides, através de espectros de UV caracteristicos obtidos
nas analises CLAE-DAD. Através do CG-EM também foi possivel identificar os triterpenos
Lupeol e Acetato de Lupeol e o esteroide B-Sitosterol. Esses dados fitoquimicos corroboram
com os dados presentes na literatura sobre essas espécies e seus géneros e familias botanicas e
podem explicar alguns efeitos obtidos quando esses vegetais sdo utilizados pela populacao,
principalmente quando utilizados para o combate a alguma inflamacao.

Quanto a porcentagem de captura dos radicais DPPH e ABTS, os extratos
analisados ndo demonstraram uma atividade efetiva e os valores de ECso indicam baixa
atividade, quando comparados aos valores de ECso do padrao 4cido gélico. Esses resultados
antioxidantes obtidos com as duas espécies vegetais diferem de outros previamente publicados
com as mesmas espécies, no entanto, isso € possivel devido a diferengas dos materiais utilizados
(procedéncia e preparo, por exemplo) em estudos distintos.

Conclui-se que os resultados confirmam a presenca de compostos antioxidantes nos
dois extratos. Porém, os resultados dos ensaios antioxidantes ndo foram significativos. Portanto
devem ser realizados ensaios utilizando outras metodologias ( FRAP, ORAC, sequestro do
anion superoxido, captura de acido hipocloroso ...) para a avaliagdo do potencial antioxidante

dos compostos bioativos presentes nos extratos.
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