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RESUMO

Estudos apontam que os antioxidantes sintéticos, como o 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT)
e o ferc-butilidroquinona (--BHQ), sdo prejudicais a saide humana, sendo capazes de promover
danos ao DNA. Portanto, a busca por novas substancias bioativas se faz necessaria e os produtos
naturais tém sido grandes fontes de novos medicamentos. O Brasil ¢ um pais com uma
biodiversidade rica, o que lhe promove grande importancia para os estudos dos produtos
naturais. Dentre os biomas destaca-se o Cerrado, devido sua fauna, flora e cultura popular. A
Banisteriopsis argyrophylla (Malpighiaceae) ¢ uma planta nativa do Cerrado, popularmente
conhecida como cipo-prata, sendo utilizada na medicina popular no tratamento de problemas
renais, inflamagdes e hemorragias. Até o presente momento, ndo se encontram registros de
estudo da atividade antioxidante desta planta. Todavia, espécies do género Banisteriopsis e da
familia Malpighiaceae apresentaram potencial antioxidante. Assim, este trabalho teve como
objetivo medir os teores de fenois, flavonoides e proantocianidinas e avaliar a atividade
antioxidante pelo método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) do
extrato etanolico das folhas da B. argyrophylla e de suas fragdes, obtidas por extragdo liquido-
liquido. Os teores de fenois totais, flavonoides e proantocianidinas foram quantificados pelos
métodos do reagente de Folin-Ciocalteau, do reagente cloreto de aluminio e por meio da técnica
com a vanilina sulfurica, respectivamente. Os resultados obtidos para os teores de fendis totais,
flavonoides e proantoacianidinas foram expressos em equivalente de acido gélico (EAG),
quercetina (EQ) e catequina (EC). O extrato etanolico apresentou maior quantidade de fenois
totais (337,13+1,44 mg EAG/gexiato). Dentre as fra¢des, a fracdo acetato de etila (FAE)
apresentou o maior teor de fenois totais (405,464+3,20 mg EAG/gextrato) € flavonoides
(211,85+2,89 mg EQ/gextrato), enquanto a fragdo n-butanol (FB) apresentou maior teor de
proantocianidinas (226,59+2,86 mg EC/gexirato). O resultado da atividade antioxidante foi
expresso em concentragdo eficiente (CEso). A FAE (CEso-4,10+0,1 uyg mL™") e a FB (CEso -
4,80+0,1 ug mL™") apresentaram melhores atividades antioxidante, com valores menores que o
controle positivo BHT (CEso = 4,90 ug mL™). Portanto, a B. argyrophylla ¢ uma espécie

importante que contém compostos com potencial antioxidante.

Palavras-chave: Banisteriopsis argyrophylla, fendis, flavonoides, proantocianidinas, atividade

antioxidante.



ABSTRACT

Studies have reported that synthetic antioxidants, such as 2,6-di-fer#-butyl-4-methylphenol
(BHT) and fert-butylhydroquinone (-BHQ) are harmful to human health and are capable of
promoting DNA damage. Therefore, the search for new bioactive molecules is a trend and the
natural products have been a great source of new ones. Brazil is a country with a rich
biodiversity, which enhances the importance of studies on natural products. Among the biomes,
Cerrado stands out for its fauna, flora and folk knowledge. The species Banisteriopsis
argyrophylla (Malpighiaceae) is Cerrado’s native plant, known as “cipo-prata”, and is used in
folk medicine to treat kidney problems, inflammations and hemorrhages. Until the moment,
there are no studies about the antioxidant activity of this plant. However, species of the genus
Banisteriopsis and family Malpighiaceae presented antioxidant potential. The objective of this
work was to measure the levels of total phenolics, flavonoids and proanthocyanidins and to
evaluate the antioxidant activity by the scavenging free radical method of 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) from the ethanolic extract of leaves of B. argyrophylla and its fractions,
obtained by liquid-liquid extraction. The levels of total phenolics, flavonoids and
proanthocyanidins were quantified by the Folin-Ciocalteau reagent, the aluminum chloride
reagent and by sulfuric vanillin technique, respectively. Results for the levels of total phenolic,
flavonoids and proanthocyanidins were expressed in gallic acid equivalent (EAG), quercetin
(EQ) and catechin (EC), respectively. The ethanolic extract showed higher amount of total
phenolics (337.13+1.44 mg EAG/gextract). Among the fractions, the ethyl acetate fraction (FAE)
had the higher content of phenolics (405.46 +3.20 mg EAG/gextract) and flavonoids (211.854+2.89
mg EQ/gextract), and m-butanol fraction (FB) presented higher proanthocyanidins content
(226.59+2.86 mg EC/ gextract). The result of antioxidant activity was expressed in effective
concentration (ECso). The FAE (CEso=4.10+ 0.1 pg mL!) and the FB (CEso=4.80 + 0.1pg mL})
had higher antioxidant activities with values lower than the positive control BHT (ECs0=4.90
ug mL1). Thus, B. argyrophylla is an important species with compounds with high antioxidant

potential.

Keywords: Banisteriopsis argyrophylla, phenolics compounds, flavonoids, proanthocyanidins,

antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

A importancia dos produtos naturais € relatada desde os tempos antigos, estando
associada a busca por alivio e a cura de doengas pelo uso de extratos obtidos, sendo em sua
maioria de plantas. Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) 85% das pessoas do
mundo utilizam extratos vegetais para fins medicinais e 80% das pessoas dos paises em
desenvolvimento dependem da medicina tradicional (SOLER, 2000). Newman e Gragg (2016)
apontaram que entre 1981 a 2014 dos 1562 novos farmacos que foram produzidos, 73%

apresentam sua origem em produtos naturais (Figura 1).

Figura 1 - Origem dos farmacos desenvolvidos de 1981-2014

V,101,6%

S*/NM, 162, 10% B 250, 10%

$* 61,4%

NB, 9, 1%

S/NM,172,11% ND, 320, 21%

S$,420,27%

MB mN mNB WND =S S/NM mS* mS*/NM mV

Fonte: Newman; Cragg (2016). N - produto natural; B - macromolécula bioldgica; NB - produto natural
“botanico” (fitoterapicos); ND - derivado semissintético de produto natural; NM - desenvolvidos a partir
do conhecimento adquirido de produto natural; S - sintético; S* - sintético com grupo farmacoforico de
produto natural e V - vacina.

Neste contexto, a quimica se une a medicina e a farmacéutica para propor novos arranjos
moleculares baseados nos principios ativos presentes nas plantas que sdo responsaveis pelas
atividades bioldgicas. Segundo a Farmacopeia Brasileira, principio ativo € toda substincia
quimica ativa que tenha propriedades farmacoldgicas e que seja utilizada para diagnostico,
alivio ou tratamento de doengas (ANVISA, 2017).

Um marco para o desenvolvimento da quimica de produtos naturais foi a descoberta dos
salicilatos obtidos das cascas do salgueiro (Salix alba), em 1757 por Edward Stone. Anos mais

tarde foram isolados em pequena quantidade a salicina (em 1828 por Johann A. Buchner),
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sintetizado o acido salicilico (em 1860 por Hermann Kolbe) e descoberto o acido acetilsalicilico
(AAS, em 1898 por Felix Hofmann) (Figura 2). Tais compostos apresentam propriedades
analgésicas e antipiréticas (VIEGAS; BOLZANI, 2006).

Figura 2 - Formulas estruturais dos salicilatos que se destacaram no periodo de 1800 — 1900

HO

COOH COOH
O-glicose l OH 0COCHy
Salicina Acido salicilico Acido acetilsalicilico

Fonte: o autor.

Embora a quimica de produtos naturais seja antiga, a sua modernizagio se deu de forma
lenta, pois dependia do desenvolvimento e acoplamento de técnicas cromatograficas,
espectroscopicas e espectrométricas que fornecem informagdes adicionais sobre a estrutura
molecular dos componentes da amostra. Foram criados métodos eficientes de separagdo, como
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia gasosa (CG), além de
técnicas para deteccdo, como espectrofotometria de UV-Visivel (UV), espectrometria de
massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (LIANG; XIE; CHAN, 2004).

As estruturas moleculares presentes nas plantas podem apresentam uma diversidade de
fungdes bioldgicas, sendo classificados como metabolitos primarios ou secundarios
(SRIVASTAVA; PANDEY, 2015). Os metabdlitos primarios sdo os agucares, aminoacidos,
acidos graxos, nucleotideos e polimeros (polissacarideos, proteinas, lipideos, RNA e DNA etc.)
e tém por fungdo o crescimento e a sobrevivéncia da planta (CASTRO et al., 2004). Ja os
metabolitos secundarios (MS) estdo associados ao meio ambiente no qual o vegetal se encontra,
assim a sua concentragdo dependera de fatores como a sazonalidade, ritmo circadiano,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluig¢do
atmosférica, e indu¢do por estimulos mecanicos ou ataques patogénicos (GOBBO-NETO,;
LOPES, 2007). Os MS possuem diversas aplica¢gdes, como agroquimicos, fragrancias, agentes
colorantes, aditivos alimentares, e principio ativo de farmacos com atividades diversas como a
antioxidante (BALASUNDRAM,; SUNDRAM,; SAMMAN, 2006, RAMALHO,; JORGE,
2006, BUTLER; ROBERTSON; COOPER, 2014).
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Alguns destes compostos com propriedades antioxidantes, como o 2,6-di-terc-butil-4-
metilfenol (BHT) e o ferc-butilidroquinona (--BHQ) (Figura 3), demostraram efeitos colaterais
ao organismo humano, animal e sobre o meio ambiente, assim, uma alternativa seria buscar nas

plantas por novas moléculas bioativas (SASAKI et al., 2002, NEWMAN; CRAGG, 2016).

Figura 3 - Formulas estruturais do BHT e do #~-BHT

aH

OH

BHT -BHQ

Fonte: o autor.

Antioxidantes sdo substancias que bloqueiam os danos oxidativos ao DNA, proteinas e
lipideos (DIPLOCK et al., 1998). O processo de oxidagdo ocorre por meio da transferéncia de
um ou mais elétrons para outra substancia. O processo de transferéncia de elétrons tem como
efeito colateral a producdo de radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (ERO).
Embora naturalmente presentes no organismo e atuando em diversas fungdes, o excesso de
radicais livres pode conduzir a diversas patologias cronicas e degenerativas, como cancer,
envelhecimento precoce, doengas cardiovasculares, choque hemorragico, catarata e disfung¢des
cognitivas (ALVES et al., 2010).

Estudos clinicos e epidemiologicos evidenciam que populagdes cujas dietas alimentares
sdo ricas na ingestdo de cereais, frutas e vegetais, contribuem para a redugdo da incidéncia
dessas doencas (ROESLER et al., 2007). Tais alimentos possuem em sua composi¢do
compostos que possuem atividade antioxidante, como fenois, dcidos fendlicos e seus derivados
(flavonoides, tocoferois, fosfolipidios, aminoacidos, acido fitico, acido ascorbico, pigmentos €
esterois) (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002, CASTRO et al., 2004, SINGH; RAJINI,
2004). Atrelado a isto, o Brasil apresenta uma rica diversidade de espécies que biossintetizam
antioxidantes naturais que podem vim substituir os tradicionais (BHT e o #~-BHT).

Segundo estimativas o Brasil hospeda entre 15 € 20% de toda a biodiversidade mundial,
sendo considerado o maior do planeta em numero de espécies endémicas. Contudo, o impacto
dos fitoprodutos na economia brasileira ndo € significativa (BRASIL, 2006, 2014)

Devido a sua grande flora e fauna, € possivel identificar seis biomas no Brasil, entre eles

o Cerrado, que € o segundo maior em extensdo, ocupando aproximadamente 24% do territorio
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brasileiro, cerca de 2.036.448 km?2. O Cerrado apresenta elevada biodiversidade, e ligada a ela
uma rica sociobiodiversidade. Devido a crescente perda de vegetagdo nativa, e dos efeitos sobre
o meio ambiente e recursos hidricos, sdo necessarias a¢des de preservacdo, visto que nos
ultimos anos houve um enorme desmatamento deste bioma (Figura 4) (IBGE, 2016). Assim,
estudos das plantas nativas do Cerrado em busca novas substincias ativas ¢ de grande

importancia para valorizagdo do mesmo.

Figura 4 - Area total de area desmatada e remanescente em 2010 no Cerrado

@& Cerrado remanescente até 2010
@@ Area desmatada até 2010
Corpos d'agua

~ ] Estados

Fonte: Brasil (2014).

A familia Malpighiaceae ¢ um exemplo de grupo de plantas que se destacam no Cerrado,
devido ao grande numero de espécies que apresentam propriedades bioldgicas e quimicas, que
estdo relacionadas a presenga dos metabolitos secundarios. Compreende 77 géneros e cerca de
1.300 espécies, com a maior diversidade nas Américas (DAVIS; ANDERSON, 2010). No
Brasil, existem 45 géneros e aproximadamente 572 espécies, das quais 345 sdo endémicas
(MAMEDE et al., 2015). A acerola (Malpighia glabra) taz parte desta familia, sendo uma fonte
rica de vitamina C e apresenta atividade antioxidante, uma vez que flavonoides, como a
quercetina e kaempferol (Figura 5) foram isolados de suas frutas (HOFFMANN-RIBANI,
HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2009).



Figura 5 - Formulas estruturais dos flavonoides isolados de Malpighia glabra
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Fonte: Hoffmann-Ribani, Huber e Rodriguez-Amaya (2009).
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Dentro da familia Malpighiaceae, o género Banisteriopsis se destaca devido ao grande

numero de espécies. Sao conhecidas 92 espécies distribuidas principalmente na Bolivia,

Coldmbia, Equador, Peru e no Brasil (WANG et al., 2010). Muitas espécies de Banisteriospsis

sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de doengas, dentre elas podemos citar B. caapi

(popularmente conhecida por cip6-miriri), que € amplamente citada na literatura por apresentar,

além de atividades bioldgicas, a atividade antioxidante. Nesta planta foram isolados alcaloides

e taninos (HASHIMOTO; KAWANISHI, 1976, SAMOYLENKO et al.,, 2010). Também

podemos citar a B. anisandra (popularmente conhecida por perinha), que apresenta atividade

antifungica contra Candida spp. e também antioxidante (FREITAS, 2010). Em ensaios de

prospeccdo fitoquimica foram identificados a presenga de flavonoides, alcaloides, taninos e

antraquinonas em extratos de folhas destas espécies (Tabela 1) (FRIAS; COSTA;

TAKAHASHI, 2011).

Tabela 1 - Alguns metabolitos secundarios isolados das Banisteriospsis: caapi e da B.

anisandra
Espécies Parte da planta Taninos Referéncias
OH
OH
OH
OH
Folhas o
B. caapi Caules procyanidina B2 Samoylenko et al. (2010)
OH
Ramos

(-)-epicatequina
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Tabela 1 - Alguns metabolitos secundarios isolados das Banisteriospsis: caapi e da B. anisandra

(continuagdo)
Espécies Parte da planta Alcaloides Referéncias
[o]
N OH
> 5
o e G Samoylenko et al.
wOH
. j@ (2010)
OH
banistencside B
N
Folhas /@Q
CO.H
Caules H,CO N 2
Ramos acido harmalinico Hashimoto; kawanishi
—\ (1975)
N\_%
B. caapi H,CO N CO,CH,
4cido harmico metil éster
NH
A\
H,CO N ©
Folhas ceto tetrahidroharmina Hashimoto; kawanishi
Caules - (1976)
N
Y/
H3CO N
norharmina
Raizes .
B. anisandra Freitas et al. (2015)
Folhas

CH
CH; °

glochidonol
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Tabela 1 - Alguns metabolitos secundarios isolados das Banisteriospsis: caapi e da B.anisandra

(conclus@o)

Espécies

Parte da planta

Terpenos

Referéncias

CHs CH;,

CH,

HO

beta-sitosterol

CHs, CH,
CH
ﬂ,}(\/ngHa
W1 we
A
=

Cc
—~J P
O
HO”

oleato de beta-sitosterol

B. anisandra Raizes Freitas et al. (2015)
Folhas
acido oleandlico
H,C=,
HO™ 2
HsC CHj
lupenone
Raizes .
B. anisandra . Freitas et al. (2015)
Folhas

quercetrina (quercetrina-3-0-Rha)

Outra espécie desse género € a Banisteriopsis argyrophylla (Figura 6), encontrada no

Brasil principalmente em Sio Paulo e em Minas Gerais. E conhecida popularmente como cipo-

prata ou cipo-folha-de-prata, sendo usada na medicina popular no tratamento de problemas

renais (calculos renais e diuréticos), anti-inflamatério, para dores relacionadas a bexiga,
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blenorragias, clareamento da pele e manchas, hemorragias ovarianas, na gonorreia e em nefrites

(RODRIGUES; CARVALHO, 2007, PLANTAMED, 2014).

Figura 6 - Fotografias das folhas de Banisteriopsis argyrophylla

Fonte: o autor.

Neste contexto, este trabalho decorre da quantificagdo de teores de fenois totais,
flavonoides e proantocianidinas, ¢ da avaliagdo da atividade antioxidante de folhas da

Banisteriopsis argyrophylla.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi realizar a avaliagdo antioxidante das folhas de uma

planta nativa do Cerrado, a Banisteriopsis argyrophylla.

Os objetivos especificos foram:
e Preparar o extrato etanolico 95% das folhas de B. argyrophylia;
e Fracionar o extrato etanolico utilizando solventes de polaridade crescente;
e Avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico e fragdes, pelo método do
sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH);
e Avaliar os teores de fendis, proantocianidinas e flavonoides do extrato etanolico

e fragdes;
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3. MATERIAIS E METODOS INSTRUMENTAIS

3.1 Coleta e identificacdo do material botinico

As folhas de Banisteriopsis argyrophylla foram coletadas em novembro de 2014 na
fazenda Passa Trés localizada no municipio de Monte Alegre de Minas (MG), Brasil
(18°34'56.85"S € 49°2'52.61"0), mediante ao aceite de acesso ao patrimdnio genético que esta
em vigéncia com o numero de registro 010738/2014-2 (Figura 7). A planta foi identificada pela
Professora Dr. Maria Candida Henrique Mamede do Instituto de Botadnica de Sdo Paulo e
depositada no herbario da UFU, com o nuimero de registro 67.076. Foi obtido o termo de

responsabilidade para o transporte de amostra.

Figura 7 - Autorizag@o de acesso e de remessa de componente do patrimdnio genético

Fonte: o autor.

3.2 Preparo do extrato etandlico

As folhas foram coletadas e deixadas em estufa a 40°C por 48h. As folhas secas, tiveram
seu teor de umidade medido e posteriormente foram trituradas utilizando um multiprocessador
e 0 po resultante (746,1 g) foi submetido a extragdo com etanol 95% (7 x 2,5 L), mantendo um
intervalo de 7 dias entre as extragdes. O extrato foi filtrado e o solvente removido em
evaporador rotatorio a pressdo reduzida e banho a 40°C, sendo obtido o extrato etandlico (86,7

g). O rendimento da extrag@o foi de 11,55% (Tabela 2).
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Tabela 2 - Rendimento das extragdes em etanol 95% com folhas de B. argyrophylla

Extracao

Massa do extrato (g)

Rendimento (%)

1* Extracado
2% Extragdo
3% Extragao
4* Extragdo
5* Extracao

Total

3438 4,61
21,25 2,85
13,78 1,85
10,77 1,36
6,60 0,88
86,78 11,55

3.3 Extracio liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de B. argyrophylla

O extrato etanolico (EE) (75, 5 g) foi solubilizado em 300,0 mL de CH30H:H20 (9:1),

filtrado e submetido ao fracionamento via extrag¢do liquido-liquido com hexano (H) (5 x

300,0 mL), diclorometano (DCM) (5 x 300,0 mL), acetato de etila (AE) (5 x 300,0 mL) e n-

butanol (B) (5 x 300,0 mL), sucessivamente, restando a fragdo aquosa. A Tabela 3 mostra as

massas e os rendimentos obtidos destas extrac¢des.

Tabela 3 - Rendimentos obtidos na extragdo liquido/liquido do extrato etandlico de folhas de

B. argyrophylla

Extracées (g)

Fracoes Massa(g) Rendimento (%)
1? 27 3 4* 5°
FH 887 353 1,81 036 0,27 14,84 19,66
FDCM 3,60 257 085 062 0,13 7,77 10,29
FAE 574 336 235 152 1,60 14,57 19,30
FB 924 503 146 199 0,75 18,47 24,47
FH2O 7,33 - - - - 7,33 9,71
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3.4 Determinacao do teor de fenois totais

Foi preparada uma mistura com 0,5 mL de solugdo metanodlica da amostra (as
concentragdes estdo na Tabela 4, foi considerado a Lei de Beer-Lambert); 2,5 mL de solugdo
aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v v'!) e 2,0 mL de uma solugfo recém-preparada
de carbonato de sodio 7,5% (m v'!). A mistura foi mantida por 5 minutos, em banho a 50 °C, e
em seguida foi realizada a leitura da absorbéancia a 760 nm. Para obtenc¢io do branco, o mesmo
procedimento foi realizado substituindo a solugdo de amostra por CH3OH. As amostras foram
preparadas em triplicata. Foi utilizada uma solugdo de acido galico, nas concentragdes de 10;
20; 30; 40; 50; 60; 70 e 80 pg mL!, para obtencdio de uma curva analitica do grafico de
concentragdo versus absorbancia. O teor de fenois totais foi expresso em miligramas de

equivalente de acido galico (EAG) por grama de extrato (MORALIS et al., 2008).

Tabela 4 - Concentra¢des de extrato e fra¢des utilizados na determinagéo do teor de fendis

totais, proantocianidinas e flavonoides

Amostras Concentracio (ng mL™)
EE 100
FH 200
FDCM 500
FAE 100
FB 100
FH20 500

3.5 Determinacio do teor de flavonoides

Foi preparada uma mistura com 2,0 mL de solu¢do em metanol de amostra (Tabela 4),
1,0 mL de solugdio em metanol de cloreto de aluminio 5% (m v'!) e 2,0 mL de CH;0H. A
mistura foi mantida por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida foi realizada a leitura da
absorbancia a 425 nm. Para a obteng¢do do branco, o mesmo procedimento foi realizado,
substituindo a solug@o de amostra por metanol. As amostras foram preparadas em triplicata. Foi
utilizada uma soluc¢do de quercetina, nas concentragdes de 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 e 80 ug

mL !, para obtengiio de uma curva analitica do grafico de concentragdio versus absorbancia. O
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teor de flavonoides foi expresso em miligramas de equivalente de quercetina (EQ) por grama

de extrato (WOISKY; SALATINO, 1998).

3.6 Determinacio do teor de proantocianidinas

Foi preparada uma mistura com 2,0 mL de solu¢do metandlica das amostras (Tabela 4)
e 3,0 mL solugdio de vanilina (5,0 mg mL ™) em 4cido sulfurico 70% (m/m). A mistura foi
mantida por 15 minutos em banho a 50 °C. Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia a 500
nm. Para obten¢do do branco, o mesmo procedimento foi realizado substituindo a solugdo de
amostra por CH3OH. As amostras foram preparadas em triplicata. Foi utilizada uma solugéo de
catequina, nas concentragdes de 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 e 80 ug mL !, para obtenc¢io de uma
curva analitica do grafico de concentragdo versus absorbancia. O teor de proantocianidinas foi
expresso em miligramas de equivalente de catequina (EC) por grama de extrato (MORALIS et

al., 2008).

3.7 Determinac¢ao da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical 2,2-

difenil-1-picrilidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante foi determinada usando o método de sequestro do radical 2,2-
difenil-1-picrilidrazil (DPPH), considerando o método de Morais (2008) com algumas
modifica¢des. Foi preparada uma solugdo metandlica de DPPH de 35 ug mL™! (a absorbancia
deve ser no maximo 0,99) e uma solu¢do metanolica para o extrato etandlico/fragdes, cujas
concentragdes estdo na Tabela 5. Estas solu¢des, denominadas de 100%, foram diluidas para
83, 66, 49, 32 e 15%. Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,1 mL da solug¢do do extrato
etanolico da solug@o 100% e 2,9 mL da solugdo de DPPH. A solugdo foi deixada em repouso
no escuro durante 1 hora, e posteriormente o decréscimo da absorbancia registrado no
comprimento de onda de 517 nm durante. O mesmo procedimento foi realizado para as demais
dilui¢des.

O branco foi realizado substituindo o extrato/fragdes por metanol. A atividade
antioxidante (AA) que corresponde a porcentagem de DPPH sequestrado foi determinada

usando a equagdo:

Abscontrole — (Abs amostra Abs branco) x 100

% de radical DPPH sequestrado =
Abs

controle
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Onde A controle € @ absorbancia inicial da solu¢do metanolica de DPPH e A amostra € a
absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra).

A medida da concentragdo eficiente (CEso), que corresponde a concentragdo da amostra
necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH foi calculada através da equagdo de
regressdo linear obtida através do grafico das atividades antioxidantes versus as concentragdes

de extrato/fragdes.

Tabela 5 - Faixa de concentragdo de extrato etandlico e fra¢des na analise no ensaio do DPPH

Amostras Concentrag¢iio das amostras (ng mL™)

EE 19 - 127
FH 78 — 520
FDCM 75 - 520
FAE 17-121
FB 17 -127
FH20 75 — 546
BHT 46 — 320

BHT: Controle positivo.

3.8 Analise estatistica

Para avaliar estatisticamente os resultados foi utilizado o programa Sigma Plot 11.0. Foi
aplicado o método de Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de Turkey para analisar a
semelhanga entre os dados, sendo considerados os valores com nivel de significancia menor ou
igual 5% para denotar diferenga estatistica significativa.

Foi calculado também o coeficiente de correlagdo ou grau de relacionamento para dados

amostrais pelo método de linear de Pearson.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise dos teores de fendis totais, flavonoides e proantocinidinas

Metabolitos secundarios, como os compostos fendlicos, sdo responsaveis por inibir 0s
radicais livres e espécies reativas de oxigénio, uma vez que sdo substincias antioxidantes
(BABA; MALIK, 2015). Os compostos fenolicos sdo caracterizados pela presenca de um anel
aromatico com um ou mais grupamentos hidroxilicos. As propriedades antioxidantes dos
compostos fenolicos devem-se principalmente a sua estrutura quimica e as suas propriedades
redutoras (FATTAHI et al., 2014).

O método utilizado neste trabalho para quantificagdo do teor de fendis totais utiliza do
reagente Folin-Ciocalteau, uma mistura de coloracdo amarela composta por acidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico. Com adi¢do de um agente redutor, ocorre a redugdo do
molibdénio e tungsténio, observado pela mudanga de coloragdo para azul, com absorbancia
intensa proxima a 760 nm (Figura 8) (SA et al., 2012). O reagente Folin-Ciocalteu pode
interagir com outros compostos ndo fendlicos, o que pode levar a resultados superestimados

dos fendis totais (ROESLER et al., 2007).

Figura 8 - Reacdo do acido gélico com molibdénio

COOH el coo
Na,CO
2¥3 + 2Mo*6 + 2Mo*® + 2H*
HO OH HO OH HO 0
OH OH 0
acido galico anion fenolato

Fonte: Oliveira (2009).

De acordo com Malbert (2015), os compostos fendlicos distribuem-se nas seguintes
categorias: fenodis simples, acidos fenolicos (derivados do acido benzoico e cindmico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas.

Os flavonoides sdo compostos fendlicos de baixo peso molecular que sdo caracterizados
pelo nucleo flavilium, que diferem pelo seu estado de oxi-redugao, estrutura do anel C, no grau
de hidroxilagdo, nas posi¢des dos grupos hidroxila e diferenga na derivatizagdo dos mesmos

(Figura 9). Sao divididos em nove classes: chalconas, flavonois, flavan-3-6is, dihidroflavonois,
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antocianinas, auronas, flavanonas, isoflavonas e flavonas (HEIM; TAGLIAFERRO;,

BOBILYA, 2002, MALBERT, 2015).

Figura 9 - Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: o autor.

Esses compostos tém sido utilizados na industria alimentar visando melhorar a
qualidade dos alimentos, inibindo ou reduzindo a oxidagdo lipidica dos mesmos, assim como
na industria de cosméticos, onde atuam em reagdes oxidativas (RAMALHO; JORGE, 2006,
FATTAHI et al., 2014). Os flavonoides ainda apresentam efeitos benéficos a saude, devido a
sua natureza antioxidante, protegendo contra doengas cardiovasculares (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Para a quantificagdo do teor de flavonoides foi considerado a reagdo de complexacgio

com o aluminio (AI*

), do cloreto de aluminio (AlCl3), com os flavonoides presentes no extrato
etanolico e fragdes (Figura 10). O complexo apresenta absor¢do em comprimento de onda maior
que o flavonoide ndo complexado o que possibilitou o monitoramento a 425 nm dos
descolamentos quimicos provenientes da formagio complexo AI*" com os flavonoides

(WOISKY; SALATINO, 1998).

Figura 10 - Reagido de complexagdo do cloreto de aluminio com os flavonoides

Fonte: Woisky e Salatino (1998).
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Os taninos sdo compostos fenolicos de alto peso molecular, que podem ser divididos de
acordo com seu tipo estrutural em taninos hidrolisaveis e taninos condensados ou
proantocianidinas. Os taninos apresentam diversas atividades bioldgicas, dentre elas a
antioxidante (ROCHA et al., 2011, QUIJADA et al., 2015). Para quantificacdo do teor de
proantocianidinas foi considerado a reacdo de substituigdo eletrofilica aromatica da vanilina no

tanino condensado, formando um composto de coloragdo vermelha (Figura 11).

Figura 11 - Reagdo entre a vanilina sulfurica e um tanino

+ H,O

composto vermelho

Fonte: Schofield, Mbugua e Pell (2001).

O teores de fenois totais, proantocianidinas e flavonoides foram determinados através
das regressdes lineares da curva analitica de graficos da absorbancia, das rea¢des entre o acido
galico e o Folin; entre a catequina e a vanilina e entre quercetina e o AlCI3 versus as
concentragdes de acido galico, catequina e de quercetina, respectivamente.

As equagdes da reta e os valores do coeficiente linear considerados na quantifica¢io
estdo na Tabela 6. Os resultados obtidos foram dados em mg de equivalente de acido galico
(EAG), catequina (EC) ou quercetina (EQ) por g de extrato e por g de material vegetal seco
(considera o rendimento de extra¢do). Quanto maior este valor, maior o teor de compostos

presentes nas amostras.

Tabela 6 - Teores de fendis totais, flavonoides e de proantocianidinas do EE das folhas de B.

argyrophylla
Equacio Linear R? mg EAGL, EQ*> mg EAG!, EQ?
y=ax+b ou EC%/ gvegetat ~ ou EC3/ gextrato
Fendis totais! v=0,015x-0,0019  0,9998  39,90+0,17 337.13+1.44
Flavonoides? y=0,0769x+0,0524  0,9975 8.50+0,05 71.82+0,30
Proantocianidinas’  y=0,0274x+0,011  0,9971  32,25+0,04 272.48+0.31

Y= absorbancia, x= concentra¢io de acido galico, quercetina ou catequina (mg mL ™)
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Embora os teores das folhas da B. argyrophylla sejam inferiores, quando comparados
aos das folhas da B. argyrophylla em gramas de vegetal (542,3£2,10 mg EAG gyegetal .,
274,6+3,00 mg EC gvegetarl e 61,24+0,43 mg EQ gvegetal_l ), a mesma apresenta bons teores
em questdo de gramas de extrato (NUNES,2016).

Uma vez que o EE de folhas da B. argyrophylla apresentou acentuada quantidade desses

compostos, foi realizado o ensaio com as fragdes obtidas na extragio liquido-liquido (Tabela

7).

Tabela 7 - Teores de fendis totais, flavonoides e de proantocianidinas das fragdes das folhas

de B. argyrophylla

Fendéis Flavonoides Proantocianidinas
Amostras
(mg EAG gextrato_l) (mg EQ gextrato_l) (mg EC gextrato_l)
FH 174,91£1,93°¢ 71,00+1,92°¢ 99,08+2,49¢
FDCM 73,10+1,12¢ 59,27+0,98* 51,83+1,14°
FAE 405,46+3,20* 211,85+2,89¢ 208,79+1,14°
FB 229,46 +1,07° 21,40+0,64%¢ 226,59+2,86°
FHO 67,48+0,45° n.i. 36,01+0,65%

n.i.= ndo identificado. Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre

si pelo teste de Tukey (o = 5%).

O EE apresentou um alto teor de fenois totais, assim como FAE. As FAE e FB
apresentaram alto teor de proantocianidinas. A FAE foi a que apresentou maior concentragio
de flavonoides. Estes resultados podem ser explicados pela polaridade dos solventes utilizados,
visto que os flavonoides sdo substancias polares, estes ficaram mais concentrados nas fragdes
provenientes de solventes mais polares. (SOUSA et al., 2014, JUSTINO et al., 2016, NUNES
etal., 2016).

4.2. Analise da atividade antioxidante

Os ensaios de determinag@o da atividade antioxidante sdo importantes para auxiliar na
escolha de substancias que possam ser utilizadas como farmacos. Na sua avaliagdo sdo

consideradas analises in vifro, que podem ser classificadas de acordo com o tipo de reagdo de
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conversdo do radical por meio da transferéncia do atomo de hidrogénio, da transferéncia de
elétrons, entre outras (ALVES et al., 2010, PRIOR, 2015).
No mecanismo de transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT- hydrogen atom

transfer), o hidrogénio ¢ transferido para o radical alvo. Conforme as reagdes abaixo:

ROO + AH/PheOH — ROOH + A /Phe — O
ROO + A - ROOA
No mecanismo de transferéncia de elétrons (SET- single eléctron transfer), um ou mais

elétrons sdo transferidos para reduzir o radical alvo:

ROO  + AH/PheOH — ROO~ + AH* /PheOH™* iZOA'/Phe -0 + H;0%
ROO~ + H;0* - ROOH + H,0
M(III) + AH/ArOH —» AH* JArOH™* + M(I])

Onde: ROO ¢ o radical livre, AH ¢ qualquer antioxidante com hidrogénio doavel,
PheOH ¢ fenol ou polifenol, e M € o metal redox-ativo. O mecanismo como o radical sera
convertido depende das condi¢des do sistema, como o solvente e o pH (SCHAICH; TIAN; XIE,
2015).

Apesar da sua importancia, as analises de atividade antioxidante in vifro apresentam
limitagdes conceituais e técnicas. Dentre as conceituais se pode citar:

e Resultados ndo replicaveis in vivo, devido a ma absor¢do das substancias ou sua
conjugacdo e excre¢io na urina;

e Alvos em andlise in vifro sdo irrelevantes para condi¢des in vivo, pois requerem muito
tempo para sua redugio;

e Nio ¢ analisada a reacdo dos radicais com lipidios.

As limitagdes técnicas sdo geradas pela falta de monitoramento de fatores que afetam
os resultados obtidos, tais como oxigénio dissolvido e atmosférico, luz, temperatura, efeitos do
solvente, pH e cinética (SCHAICH; TTIAN; XIE, 2015).

O método do DPPH se baseia em uma reagdo de transferéncia de hidrogénio,
sobressaindo-se sobre as demais técnicas por ser simples, rapido e sensitivo. O DPPH ¢ um
radical livre estavel em virtude da deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a
molécula. Quando uma substancia que age como doador de 4&tomos de hidrogénio ¢ adicionada
a uma solugdo de DPPH, o mesmo € reduzido, obtendo-se a hidrazina (2,2-difenil-1-
pierilhidrazina). Tal reagdo ¢ observada pela mudanga na coloragdo de violeta para amarelo

palido, e pode ser monitorada em 517 nm, comprimento de onda no qual esse radical apresenta
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maximo de absor¢do e a hidrazina apresenta minimo de absor¢do (Figura 12) (ALVES et al,,

2010, FOTL 2015).

Figura 12- Reacdo DPPH e monitoramento da absor¢ao.
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Fonte: Abuin (2002).

O método do DPPH ¢ sensivel ao meio, tendo como interferentes o solvente, pH,
oxigénio e exposi¢ao aluz. Em solvente com fortes ligagdes de hidrogénio, como por exemplo,
o metanol (solvente ionizante), ha interferéncia para a liberagdo de atomos de hidrogénio, e,
portanto, o mecanismo da reagdo ocorre por SET ao invés de HAT. Ja em solventes nédo
ionizantes ou na presenca de acidos, o mecanismo sera preferencialmente por HAT
(LITWINIENKO; INGOLD, 2004, SCHAICH; TIAN; XIE, 2015).

A interagdo da espécie com o DPPH depende de sua conformacgdo estrutural, que
interfere na sua acessibilidade ao sitio do radical, assim como o namero de grupos hidroxilicos
disponiveis em sua estrutura (ALVES et al., 2010).

O ensaio do potencial antioxidante foi expresso em CEso. O CEso foi calculado através
da regressdo linear da curva analitica do grafico da porcentagem de DPPH sequestrado apos 1

hora de reagdo versus as concentragdes de extrato/fracdes (Tabela 8).
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Tabela 8 - Valores de concentragao eficiente (CEso) da analise da atividade antioxidante pelo
método de sequestro do DPPH do extrato etandlico (EE) e fragdes das folhas de B. argyrophylla

Amostras CEso (ug mL ™)
EE 4,27+0,8%
FH 12,02+2.0°

FDCM 17,03+0,4°
FAE 4,1040,12
FB 4,80+0,1*

FH,O 23,07+2,3¢
BHT 5,31+0,2

BHT = contole positivo. Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (o = 5%).

Segundo Reynertson, Basile e Kennelly (2005), quanto menor o valor de CEso melhor €
o potencial antioxidante (Tabela 9). Assim, o extrato e as fra¢des apresentaram elevada
atividade antioxidante. Dentre as fragdes, as que apresentaram resultados mais promissores

foram a FAE e FB, apresentando inclusive valores menores que o controle positivo (BHT).

Tabela 9 - Relagdo entre as intensidades de CEso com a atividade antioxidante

CEso (ug mL™) Intensidade do potencial antioxidante
<50 Elevada
50 —-100 Moderada
100 — 200 Baixa
> 200 Inativa

Fonte: Reynertson, Basile e Kennelly (2005).

As FH, FB e o EE apresentam melhores intensidade de CEso, quando comparadas com
as da B. Laevifolia, respectivamente 58,17+1,46; 8,39+1,07 e 4,53+0,92. O mesmo ndo ¢
observado para FDCM e FAE, que apresentam intensidade de CEso inferiores, quando

comparadas com as da B. Laevifolia, respectivamente 9,1440,79 e 4,07+0,46 (NUNES,2016).
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4.3 Correlacio entre a atividade antioxidante e os compostos fendlicos

A fim de confirmar a correlagdo dos resultados obtidos no ensaio com o DPPH com os
teores de fenois totais, flavonoides e proantocianidinas, foi feito um estudo estatistico
considerando o ensaio proposto por Pearson (CALLEGARI-JACQUES, 2003). Neste método
sdo avaliadas se duas ou mais variaveis variam concomitantemente. Para isto, um parametro
considerado € a correlagdo ou regressdo multipla (#). O valor de r estd sempre entre —1 e 1,

sendo que sua intensidade ¢ classificada em modulo como mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Avaliagdo qualitativa do grau de correlac@o entre duas variaveis

| r | A correlacao é dita
0 Nula
0— 0,3 Fraca
0,3—0,6 Regular
0,6—0,9 Forte
0,9—1 Muito forte
1 Plena ou perfeita

Fonte: Callegari-Jacques (2003).

Os valores da atividade antioxidante obtidos pelo método do método de sequestro do
radical DPPH (1/CEso) foram correlacionados com o teor de fendis totais, proantocianidinas e

flavonoides, através do coeficiente de correlag@o de Pearson (Tabela 11).

Tabela 11 - Correlagdes () entre a capacidade antioxidante analisada pelo método do DPPH
(1/CEso) com o teor de fenodis totais, flavonoides, proantocianidinas do extrato etanolico e
fracdes

1/CEso
Fendéis 0,922
Flavonoides 0,534
Proantocianidinas 0,952

Os valores de CEso foram expressos em 1/CEsg, visto que quanto menor o valor de CEso melhor
¢ a atividade. A correlagdo foi realizada pelo método de Pearson através do Programa Sigma
Plot 11.0. Para todas as correlagdes se obteve p<0,01.
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Os resultados obtidos estdo relacionados com a presenga de compostos fenolicos nas
amostras. Fato que confirma a correlag@o entre essas substancias com a atividade antioxidante
(Tabela 8). A FAE e a FB, foram as que apresentaram maiores teores de fenois e
proantocianidinas respectivamente, e também foram as que apresentaram melhores potenciais
antioxidantes, apresentando assim correlagdo muito forte entre os ensaios. Com relagdo ao teor
de flavonoides, foi observado correlagdo regular com a atividade antioxidante, sendo que a FAE
se destacou nos ensaios.

Vale ressaltar que, um alto conteudo de fenois esta diretamente relacionado a um bom
potencial antioxidante, porém depende do método escolhido e também das caracteristicas

hidrofobicas/hidrofilicas do sistema teste e do antioxidante testado (ROESLER et al., 2007).

5. CONCLUSAO

A atividade antioxidante foi medida pelo método do DPPH, mostrando que a FAE e a
FB obtiveram melhores potenciais antioxidantes, sugerindo que os resultados estdo
relacionados com a alta presenca de fenois, flavonoides e proantocianidinas, metabdlitos
secundarios que atuam como antioxidantes devido a sua estrutura quimica.

Desta forma, ¢ importante dar continuidade aos estudos com estas fragdes, afim de
melhorar os resultados, como por exemplo melhorando a extragdo dos compostos do extrato
etanolico e avaliando o efeito que fatores como oxigénio dissolvido e atmosférico, temperatura,
pH e cinética; assim como identificag@o dos metabolitos secundarios presentes.

As folhas da B. argyriphylla se mostram promissora a produgdo de novos farmacos, que
podem vir a substituir os antioxidantes sintéticos que sdo utilizados atualmente que podem ser

prejudiciais ao ser humano.
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