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RESUMO

Os metabdlitos secundarios tem sido alvo de pesquisas com plantas medicinais desde os
primordios, devido as suas propriedades benéficas a saude, destacando-se agdes antioxidante e
antimicrobiana. A Richardia brasiliensis Gomes ¢ uma planta ambientada no Cerrado,
popularmente conhecida como Poaia-branca. E uma planta medicinal de uso popular e possui
efeitos expectorante, emética, diaforética, vermifuga e para o tratamento de hemorroidas, sendo
possivel alvo para pesquisas com fins farmacolédgicos. O presente trabalho objetivou a extracao
etanolica dos compostos naturais da R. brasiliensis através de dois métodos de extragdo, a
maceragdo dindmica e o banho ultrassonico e a quantificagdo de compostos fenolicos totais,
flavonoides, antocianina e atividade antioxidante. Os métodos extrativos utilizados interferiram
nos resultados obtidos. Observou-se maior quantidade de compostos fendlicos totais através do
método de extragdo por maceragdo dinamica em relagdo ao banho ultrassonico. Porém, em
relacdo aos flavonoides totais e antocianinas observou-se maior quantidade no extrato bruto
produzido pelo método do banho ultrassonico em relagdo a maceragao dinamica. A atividade
antioxidante foi igual nos extratos brutos obtidos pelos dois métodos. Dessa forma, a R.
brasiliensis demonstra ser uma planta medicinal com perfil fitoquimico que deve ser
investigado mais profundamente para aplicagdo farmacologica futura.

Palavras-chave: Planta medicinal. Metabolitos secundarios. Etnofarmacologia. Medicina

tradicional.



ABSTRACT

Secondary metabolites have been the target of research with medicinal plants since the early
days, due to their beneficial health properties, highlighting antioxidant and antimicrobial
actions. Richardia brasiliensis Gomes is a plant set in the Cerrado, popularly known as Poaia-
Branca. It is a medicinal plant of popular use and has expectorant, emetic, diaphoretic,
vermifuge effects and for the treatment of hemorrhoids, being possible target for research for
pharmacological purposes. The present work aimed the ethanolic extraction of R. brasiliensis
natural compounds through two extraction methods, the dynamic maceration and the ultrasonic
bath and the quantification of total phenolic compounds, flavonoids, anthocyanin and
antioxidant activity. The extractive methods used interfered in the obtained results. Higher total
phenolic compounds were observed through the dynamic maceration extraction method in
relation to the ultrasonic bath. However, in relation to the total flavonoids and anthocyanins, it
was observed a higher amount in the crude extract produced by the ultrasonic bath method in
relation to the dynamic maceration. The antioxidant activity was equal in the crude extracts
obtained by both methods. Thus, R. brasiliensis proves to be a phytochemical profile medicinal
plant that should be further investigated for future pharmacological application

Keywords: Medicinal plant. Secondary metabolites. Ethnopharmacology. Traditional medicine
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1 INTRODUCAO

O Cerrado, cuja extensao brasileira esta localizada principalmente na regido centro-
oeste do pais, constitui o segundo maior bioma da América Latina e ¢ considerado rico em
diversidade de flora, conhecido como a savana mais rica do planeta (BANDEIRA,2018).
Destacando-se as plantas com propriedades terapéuticas, que tem chamado a atengdo para
possiveis estudos como espécies medicinais € agentes medicamentosos, muito embora ainda
pouco estudadas.

Os produtos naturais tém sido utilizados desde os primordios na busca por alivio e cura
e para diversas doencgas. Dentre estes, destacam-se os metabodlitos secundarios que sao
compostos organicos ndo essenciais as plantas, porém sdo biologicamente importantes para sua
defesa, desenvolvimento ou crescimento.

Existem trés grandes grupos de metabolitos secundarios que sdo os compostos fenolicos,
os terpenos ¢ os alcaloides. O foco deste estudo foi nos compostos fendlicos que sdo alvo de
grande interesse na ciéncia, porque além de estarem presentes no dia-a-dia, alguns possuem
propriedades antioxidantes, o que ¢ de suma importancia para avango de estudos contra o
estresse oxidativo. Além disso, alguns possuem atividade antimicrobiana, sendo importante no
atual cendrio farmacéutico de falta de antimicrobianos efetivos.

Nas pesquisas com produtos naturais ¢ importante a escolha da metodologia para a
extracdo dos metabolitos de interesse. Para a retirada dos compostos fendlicos sdo utilizadas
inimeras técnicas, porém a eficiéncia do processo deve ser primordial. No presente trabalho
foram utilizados os métodos extrativos por maceracao dinamica e de banho ultrassonico, ambos
empregados com o proposito de uma extragdo superior, visto que possuem uma melhor
capacidade de transferéncia de massa, em que se tem o maior proveito dos compostos na
passagem para o solvente, garantindo eficiéncia na quantificagdo dos compostos (TOMA et al.,

2001).

REFERENCIAL TEORICO

Etnofarmacologia: uso de recursos naturais aplicados contra doencas

O homem busca no meio ambiente, desde a antiguidade, meios para melhorar a

qualidade de vida, destacando-se o uso de medicamentos a partir de plantas, contudo nao



existem estudos suficientemente aprofundados da eficiéncia dos vegetais empregados
(ANDRADE et al., 2018).

A etnofarmacologia ¢ considerada o estudo dos farmacos tradicionais a partir das plantas
medicinais (SASSAKI et al., 2016). E considerada a ciéncia que associa os conhecimentos
populares referentes a essas espécies vegetais com os aprendizados quimicos e farmacologicos
das mesmas (VASCONCELOS et al., 2016). Para mais, pode-se classificar também como a
investigacao cientifica interdisciplinar de fontes biologicamente ativas, aplicadas e observadas
pelo homem (SASSAKI et al., 2016).

Conforme defini¢do da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004), a
etnofarmacologia esta relacionada com a combinacgdo de informagdes obtidas de usudrios de
plantas medicinais juntamente com os estudos quimicos e farmacologicos, podendo estimular
as pesquisas ¢ aumentar a produ¢ao de novos medicamentos a partir da descoberta de
determinadas estruturas e principios ativos vegetais (SASSAKI et al., 2016).

Atualmente, no Brasil, considera-se ampla a diversidade de espécies vegetais, ¢ a
utilizagdo de plantas medicinais ¢ bastante expressiva (SASSAKI et al, 2016).
Aproximadamente 20% do total de espécies vegetais do mundo, se encontram no Brasil e
destes, em torno de 55 mil espécies tem potencial medicinal (SASSAKI et al., 2016). A partir
do estudo das plantas medicinais nota-se que a ligagdo do saber popular ao meio ambiente sao
essenciais para o desenvolvimento sustentavel (VASCONCELOS et al., 2016).

As plantas medicinais compreendem todas as espécies vegetais que exibem
determinadas particularidades quimicas, como a de antioxidante, por exemplo, além de um
relato de aplicacdo tradicional como agente terapéutico. Sendo que para uma planta ser
qualificada como medicinal ela ndo pode somente dispor de precursores quimicos de farmacos
entre seus componentes, precisa também ter sido relatada com usos populares (MENEGUELLI
etal., 2017).

As mesmas sdo amplamente utilizadas na medicina popular e s3o consideradas
medicamentos tradicionais, uma vez que vem desempenhando um papel fundamental na satude
ha milhares de anos. Elas tém sido empregadas no tratamento de diversos problemas de satide
e esse vasto consumo ¢ feito através de 6leos, pos, gomas, chas e demais formas associadas. A
pesquisa cientifica envolvendo plantas medicinais aumentou significantemente como
alternativa terapéutica para diversas patologias (CARDOZO et al., 2018).

Embora haja um progresso na ciéncia e na produgdo de farmacos comercializados, a
utilizacdo de plantas medicinais como tratamento para afeccdes ainda ¢ habitualmente

empregada popularmente. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), recentemente, estimou
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que cerca de 80% da populagdo mundial fazia uso de produtos naturais e medicinais (KOZERA
et al.,, 2018). As plantas medicinais, bem como as pesquisas cientificas envolvendo suas
aplicagoes, utilizagdes e principios ativos, tém sido alvo de investimento de paises fortemente
produtivos, nos quais, os meios de comunicacao enfatizam o emprego de produtos naturais,
baseados no argumento de que esses compostos oferecem uma vida mais saudavel e
conveniente (KOZERA et al., 2018).

Nessa perspectiva, o uso de compostos ativos biologicos isolados de plantas medicinais,
tem atraido enorme ateng¢do, na profilaxia e tratamento de doencas infecciosas (GIBBONS,
2008). Frequentemente, tem sido relatada na literatura cientifica a acdo inibitoria de
determinados extratos vegetais contra microrganismos, € como possiveis agentes de controle

alternativo para a reducdo de cepas resistentes (RIBEIRO et al., 2018).

Richardia brasiliensis Gomes

A Richardia brasiliensis Gomes ¢ uma espécie vegetal popularmente conhecida como
poaia-branca (TORRES-LEITE et al., 2018). E uma planta ambientada no bioma brasileiro do
Cerrado, daninha, anual e herbacea, nativa da América do Sul e no Brasil ocorre com
predominancia em regides do Centro-Oeste, Sudeste e Sul, sendo corriqueira em solos de
textura média, com boa umidade (FIGUEIREDO et al., 2009).

Pertence a familia Rubiaceae, que por compreender aproximadamente 620 géneros e
13.200 espécies, ¢ considerada a quarta maior familia dentre as angiospermas (TORRES-
LEITE et al., 2018). Ocorrendo predominantemente em regides tropicais do Brasil, salientando
enorme relevancia para as induastrias alimenticia, ornamental e farmacéutica (PINTO et al.,
2008).

E notavel a importancia desta familia no Brasil, para as industrias alimenticias,
ornamentais e farmacéuticas. Além da producdo de diversos metabolitos secundarios como
alcaloides, taninos, saponinas, esteroides, terpenos e flavonoides. Dentre eles ressaltam-se os
terpenodides e os flavandides que sdo encontrados nas espécies do género Richardia (BADOC;
PATOUILLE; LACOMBLEZ, 2005).

Os triterpenos sao considerados o grupo mais importante dos terpenoides, dentre suas
propriedades medicinais se destacam os efeitos anti-inflamatorios, analgésicos,
cardiovasculares e antitumorais. Ademais, os flavonoides sdo compostos fendlicos que dispdem

dentre diversos efeitos a acao antioxidante (PINTO et al., 2008).
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Na medicina popular, a poaia-branca ¢ empregada como planta medicinal através do uso
de sua folha com efeitos antieméticos e para tratamento do diabetes. Além disso, dispdem de
utilizacao por meio de infusdo ou decocgao da raiz, como expectorante, emética, diaforética,
vermifuga, para o tratamento de hemorroidas e propriedades antimicrobianas (FIGUEIREDO
et al., 2009).

As folhas de R. brasiliensis apresentam diversos compostos isolados a partir de
maceracao dinamica como alcaloides, flavonoides, esterdides, triterpenodides, cumarinas, resina
(FIGUEIREDO et al., 2009) e compostos fendlicos (CANALE, 2012). Destacando os
flavonoides que foram os mais encontrados nos trabalhos de Figueiredo (2009) e Canale (2012),
assim como Souza (2009) que encontrou pela primeira vez o flavonoide canferol nessa espécie.

Dessa forma, pode-se perceber o amplo potencial do género da Richardia brasiliensis

associado com a riqueza de metabdlitos apresentados pela familia Rubiaceae.

Métodos de extracao

Nos trabalhos de Figueiredo et al (2009) e Canale (2012) utilizou-se o método de
maceragdo dindmica, no qual o solvente fica em contato com a espécie vegetal seca pulverizada
com agitacdo constante. O uso deste método propicia condigdes consideradas eficazes, no que
se diz respeito a relagdo da razdo massa de solvente/massa de alimentagdo, demonstrando uma
transferéncia do extrato da matriz vegetal para o solvente, aumentando a eficiéncia da extragao
(VEGGI, 2013).

A maceragdo dinamica consiste em uma técnica de extragdo dos compostos da planta,
em recipiente fechado e temperatura ambiente durante um periodo que pode ser de horas ou
mais longo, o qual passa por agitacdo sem a renovagao do solvente extrator, utilizando solventes
em funcdo da polaridade (JACQUES, 2005);

J& a extragdo com ultrassom, caracteriza-se pelo processo que usa energia de ondas
sonoras transmitidas em frequéncias maior que a capacidade auditiva humana, provocando
cavitagdes e estresse mecanico das células, aumentando a capacidade de transferéncia de massa
e ruptura celular para melhor resultado de extracdo, devido a passagem dos compostos para o
solvente (TOMA et al., 2000).

Visto que os métodos extrativos citados sdo eficazes para a melhor transferéncia dos

compostos de interesse para o solvente (GRAY et al., 2006), os mesmos foram utilizados.
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Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sao metabolitos secundarios vegetais, que compreendem um
grupo extenso de moléculas que sdo produzidas em resposta a estresses bidticos e abioticos.
Frequentemente sdo identificados em fontes vegetais e considerados substancias que possuem
a0 menos um anel benzénico hidroxilado (BRANDAO et al., 2019).

Sao originados no metabolismo secundario dos vegetais, derivados da fenilalanina e
tirosina. Além disso, sdo fundamentais para o crescimento e reproducao das plantas e
encontram-se na forma livre ou de glicosideos e proteinas (ROCKENBACH, 2008).

Ha uma diversidade de efeitos biologicos relacionada aos compostos fenolicos, entre
elas, a atividade antioxidante, a qual acarreta um grande impacto nos setores industriais
(BRANDAO et al., 2019). Tal atividade, deve-se a capacidade dos compostos fenolicos de doar
hidrogénio ou elétrons e em arranjar elétrons desemparelhados nos anéis aromaticos; em relagdo
a acidos fenolicos, a atividade antioxidante tem relagdo direta ao nimero de hidroxilas livres
no anel aromatico (MORALIS, 2017).

A prevencao da auto-oxidagao esta relacionada com a inclusdo dos compostos fenolicos
na classe de neutralizadores de radicais livres. A maior ocorréncia natural desses compostos ¢é
como um ou mais grupos fendlicos, em conjugados com mono e polissacarideos, intercorrendo
também como ésteres e metil ésteres (BALASUNDRAM, 2006).

Ha aproximadamente 8.000 compostos fenolicos diferentes, e sdo divididos de acordo
com a sua estrutura quimica, dentre eles encontramos os 4cidos fendlicos, flavonoides,

estilbenos e taninos (NEVES, 2015).

Flavonoides

A maior classe de compostos fendlicos de plantas é composta por flavonoides, os quais
sdo polifendis, encontrados naturalmente em diversas espécies vegetais. Advém principalmente
de plantas superiores e originam a coloracdo das flores e dos frutos. Além disso, podem
encontrar-se em algumas algas e também em fungos (PETERS, 2008).

Dispdem de baixo peso molecular, resumindo-se a 15 atomos de carbono arranjados em
uma configuracdo C6-C3-C6 e sua estrutura consiste de dois anéis aromaticos ligados por uma

ponte de trés carbonos, na forma de anel heterociclico (Figura 1) (HAVSTEEN, 2002).
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Figura 1. Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: ROCKENBACH, 2008

Algumas variagdes de configuragdes da estrutura dos flavonoides podem gerar
subclasses, como ¢ caso da permuta do anel C, gerando: flavonas, flavanonas, isoflavonas,
flavonais, flavanois e antocianinas (MERKEN; BEECHER, 2000). A pluralidade estrutural dos
flavanoides esta diretamente relacionada com o nivel de oxidagdo e as alteragdes no esqueleto
carbonico basico, propiciada por reagdes de glicosilagdo, oligomerizacdo e alquilacio
(COUTINHO et al., 2009).

Sdo compostos importantes, dentre os compostos fendlicos, pois possuem diversas
funcdes farmacologicas, como atividade antioxidante e no tratamento de doengas degenerativas
mediadas por estresse oxidativo (ALVES; FERREIRA, 2019). Dentre essas se destacam a
atividade antitumoral, antioxidante, antiviral e anti-inflamatéria, conferindo-lhe significativa

importancia farmacoldgica (CAZAROLLI et al., 2008).

Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos responsaveis por atribuir uma diversidade de cores nos
vegetais, frutos, flores e raizes que variam do vermelho ao violeta e azul. Quimicamente esses
pigmentos sdo considerados compostos fenolicos pertencentes aos flavonoides (LIMA et al.,
2002).

Apresentam-se na natureza, na maioria das vezes, glicosadas com agtcares que possuem
a capacidade de estabilizacdo da molécula, além de serem soliveis em dgua e sensiveis ao calor
(TEIXEIRA et al., 2008). Estdo localizadas proximas a superficie das plantas e podem ser
extraidas através de materiais vegetais por solventes organicos (HOWARD, 2003). Ademais,
retratam diversas func¢des nas plantas, como atividade antioxidante, prote¢do a acdo da luz,
mecanismo de defesa e funcdo biologica. (LOPES et al., 2007).

As antocianinas tém despertado interesse nas industrias alimenticia, farmacéutica e

cosmética, nas quais podem ser aplicadas como corantes, principalmente de cor vermelha,
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sendo uma das cores mais dificil de ser encontrada na natureza. Em relacdo ao seu potencial
farmacéutico, apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatodrias, inibi¢ao da oxidagao
do LDL, diminui¢do dos riscos de doengas cardiovasculares e de cancer (CARDOSO et al.,
2011).

A atividade antioxidante das antocianinas se caracteriza desde a capacidade de doagdo
de elétrons e atomos de hidrogénio, até¢ a de quelar cations metalicos e de capturar radicais
livres, bem como ¢ dependente do nimero e da posi¢ao dos grupos de hidrogénio e da sua
propria configuragdo (BALASUNDRAM, 2006).

Pode-se explicar a atividade antioxidante das antocianinas através de sua estrutura
quimica. Em sua constitui¢@o ha trés anéis que possuem ligacdes duplas conjugadas juntamente
com hidroxilas ao longo da estrutura, essas hidroxilas provocam o sequestro de radicais livres,

que estdo relacionados aos danos celulares (CANELHAS, 2012).

Figura 2. Estrutura geral das antocianinas

OH

o®

HO

OR,
OR

Fonte: FREITAS et al., 2013.

Antioxidantes

Todo atomo ou molécula que possui elétrons ndo pareados na sua camada externa ¢
considerado um radical livre, os quais sdo substancias relativamente instaveis que fazem
multiplicagdo em cascata e podem ter uma vida curta, podendo ser interrompidos pelos
antioxidantes ou por meio de oxirredu¢do, quando dois radicais sdo interligados. A constituigao
de radicais livres € equilibrada pela acdo dos antioxidantes, cujo impedem o efeito lesivo dos

radicais livres (JUNQUEIRA; CARDOSO, 2012).
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Os antioxidantes s3o essenciais para neutralizar a acdo oxidante dos radicais livres
(RODRIGUES et al., 2017), e sdo classificados como compostos quimicos que possuem
eficacia de contrapor-se aos radicais livres e dessa forma delimitar os seus efeitos negativos ao
organismo. S3o compostos que detém a velocidade de oxidacdo, por meio de diversos
mecanismos, como a complexacdo de metais e inibicdo de radicais livres (PIMENTEL;
FRANCKI; BOIAGO, 2005).

A competéncia de estabilizar a agdo dos radicais livres ¢ o que garante a eficiéncia de
um antioxidante, os compostos fendlicos sao incumbidos da transferéncia de hidrogénio que
elimina a acdo desses radicais (SOETHE; STEFFENS; VIDAL, 2016).

Em relacdo a classificacdo dos antioxidantes, eles podem ser primdrios, que impedem o
procedimento de iniciagdo provocado pelos radicais livres, nessa organizagdo encontram-se 0s
compostos fenolicos. Os flavonoides, por exemplo, podem efetuar fungdes antioxidantes no
organismo. Ou podem ser classificados como secundarios, quando atuam no bloqueio da
decomposicdo de perdxidos e hidroperoxidos, impedindo a reagdo em cadeia, encontram-se
nessa classe os antioxidantes, como as vitaminas A, C ¢ E (DONNELLY; ROBINSON, 1995).

Os compostos antioxidantes sdo amplamente estudados por serem além de importante
para a satide humana, também serem muito presentes em fontes vegetais (RODRIGUES, et al.,

2017).

OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides, antocianinas e a atividade
antioxidante do extrato bruto etandlico

da planta Richardia brasiliensis Gomes (poaia-branca) produzidos pelos métodos de banho
ultrassonico ou maceragdo dindmica, visando a descoberta de novos agentes terapéuticos e/ou

prototipo para o desenvolvimento futuro de novos farmacos.

Objetivos especificos

I.  Realizar a coleta e produgdo da exsicata da espécie vegetal Richardia brasiliensis

Gomes para o estudo;
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II.  preparar os extratos brutos das folhas da planta selecionada por banho ultrassonico ou
maceragdo dinamica;
III.  determinar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas nos
dois extratos brutos produzidos;
IV.  determinar a atividade antioxidante nos dois extratos brutos produzidos;

V.  comparar os resultados obtidos nos dois extratos a fim de avaliar o método de extragdo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta, identificacido e obtenciao dos materiais vegetais

Os materiais vegetais da espécie selecionada, Richardia brasiliensias Gomes, foram
coletados no municipio de Patos de Minas - Minas Gerais — Brasil (latitude -18.584573 S,
longitude -46.511545 W) e a identificacdo da planta foi feita com o auxilio da Professora
Doutora Terezinha Aparecida Teixeira. As exsicatas do vegetal foram confeccionadas e
depositadas no Herbario da Universidade Federal de Uberlandia (Uberlandia, MG). Apos a
coleta, as folhas foram separadas, higienizadas e congeladas no ultrafreezer a -80°C por 48
horas. Em seguida, foram secas no liofilizador por 48 horas. Apods, as folhas secas foram

armazenadas em sacos limpos devidamente identificados e ao abrigo da luz até a proxima etapa.

2.2 Obtencao dos extratos brutos dos materiais vegetais de Richardia brasiliensis Gomes

por banho ultrassonico.

Para a producgdo dos extratos brutos, por banho ultrassonico, as folhas secas de R.
brasiliensis Gomes foram pulverizadas em moinho de facas para obtengao dos pds. As 2 gramas
do po6 obtido foram submetidos a extragcdo por banho ultrassonico, a temperatura fixa de 40°C,
utilizando 100 mL de etanol 96% como solvente. A extragao foi realizada em trés ciclos de 15
minutos, com intervalo de 2 minutos entre cada ciclo. Apds a extragdo, a solugdo obtida foi
filtrada a vacuo e levada ao rotoevaporador para a retirada do solvente a temperatura de 55°C.

Por fim, o extrato foi levado ao liofilizador para obten¢ao do extrato bruto final.
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2.3 Obtencao dos extratos brutos dos materiais vegetais de Richardia brasiliensis

Gomes por maceracio dinimica

Para a producdo dos extratos brutos, por maceragdo dinamica, folhas de R. brasiliensis
Gomes secas foram pulverizadas em moinho de facas para obten¢do do pd. As 2 gramas do po
obtido foram submetidos a maceragao dindmica, a temperatura ambiente, utilizando 100 mL de
etanol 96% como solvente liquido extrator. A extragdo aconteceu no agitador magnético, o
frasco envolto em papel aluminio, pelo periodo de 24 horas. Apds esse tempo, a solugdo obtida
foi filtrada a vacuo e levada ao rotaevaporador a temperatura de 55°C. Por fim, o extrato foi

levado ao liofilizador para obtengao do extrato bruto final.

2.4 Determinacio de Compostos Fenolicos nos extratos brutos

O teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu de
acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu- se 5 mg da amostra
diluida (5 mg L") com 0,5 mL de 0,2 mol L' do reagente Folin-Ciocalteu. Posteriormente, 0,4
mL de solugdo saturada de carbonato de sédio foram adicionados a mistura reacional. Apos
incubagdo a temperatura ambiente durante 2 h, as leituras de absorbancia foram realizadas a
760 nm. O teor de fenois totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras
contra uma curva de calibracdo utilizando o acido gélico como padrdo de referéncia (16,125;
31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg mL ") e expressos em miligramas de equivalente de acido galico
(mg EAG) por grama de extrato bruto de folhas de R. brasiliensis. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

2.5 Determinacio de Antocianinas e Flavonoides

O teor de Antocianinas e Flavonoides foi determinado através do método descrito por Lima
e Melo (2003). Foi utilizada uma solugdo extratora que continha 15 mL de solugdo de HCI (1,5
M) diluido mais 85 mL de etanol 96%. Foi realizada uma diluigdo de 1000 ug mL ! e foram
utilizados 600 pL da amostra (extrato de R. Brasiliensis) para 2400 pL de solugdo extratora,
considerando a concentragdo inicial do extrato utilizada de 5 mg mL "!. As leituras de
absorbancia foram realizadas a 535 nm para antocianinas e a 374 nm para Flavonoides. As

determinagdes foram efetuadas em triplicata.
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2.6 Determinacio da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método do sequestro dos radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), foi realizada de acordo com a metodologia proposta
por Lopes-Lutz et al. (2008), seguida de pequenas modificagcdes. Uma solucao etandlica de
DPPH foi preparada na concentragio de 40 pg mL™!. Para o ensaio, 0,9 mL da solu¢io de DPPH
foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adi¢do de 0,1 mL de cada dilui¢do (1000
pug mL™!, 100 ug mL°1, 50 pg mL™!, 25 pgmL"'e 12,5 pg mL™!), de cada extrato bruto de folhas
de R. brasiliensis, preparado por maceragao dinamica ou por banho ultrassénico. Em paralelo,
o controle negativo foi preparado contendo todos os reagentes, exceto o extrato. Apos 90
minutos de reacdo no escuro, as leituras foram realizadas utilizando o espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 517 nm.

A atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a seguinte equagao:

AA% =[(Acn — Aamo ) / Acn ] * 100
Em que:
Aamo = Absorbancia do DPPH com o extrato bruto.

Acn = Absorbancia do DPPH com o etanol.

2.7 Analises estatisticas

Os resultados para os metabolitos secundarios avaliados (fendlicos totais, antocianinas e
flavonoides totais), assim como a atividade antioxidante pelo método de DPPH, foram
analisados estatisticamente. Realizaram-se andlises de variincia, seguida pelo teste F, para
verificar a existéncia de diferenca entre as amostras, de acordo com a aplicacdo de cada
metodologia utilizada. As andlises foram realizadas utilizando o programa SISVAR
(FERREIRA, 2011) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Os resultados foram plotados em graficos de barras e o software empregado foi

o GraphPad Prism versao 5.01.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Compostos fenolicos

Os polifendis representam um grupo com uma enorme disparidade quimica e
abundancia de fungdes. Sao divididos de acordo com o seu esqueleto principal, se em seu anel
aromatico ha uma ou mais hidroxilas, uma de suas principais fungdes ¢ sua capacidade
antioxidante, que esta relacionada a capacidade redutora do grupo hidroxila aroméatico que pode
reduzir os radicais livres (DORNELLES, 2015).

Os compostos fendlicos tém uma gama muito elevada de atividade biologica, como a
acdo antimicrobiana, por exemplo, por isso ¢ de extrema importancia para esse estudo, devido
ao fato de ser voltados a estudos farmacoldgico. Os resultados obtidos na determinagdo de
fenois totais pelo método de Folin-Ciocalteu, expresso em miligramas de equivalente de acido
galico (mg EAG g-1) por grama de matéria seca peso do material vegetal, sdo apresentados na
Figura 3.

Os ensaios com o reagente Folin-Ciocalteu baseiam-se em um método
espectrofotométrico ocorrido através da interagdo de substancias redutoras com o reagente. Sua
composicdo quimica ¢ constituida de acido fosfotingstico e de acido fosfomolibdico, que
depois de reduzidos, na presenca de substancias redutoras. No caso compostos fenolicos, fazem
com que a coloracdo passe de amarelo tipica para azul, o qual ¢ detectdvel no comprimento de
onda de 760 nm, permitindo a quantificagdo dos compostos do presente estudo (PIRES et al.,

2017).

Figura 3. Dosagem de fendis totais nos extratos em estudo por meio do reagente Folin-Ciocalteu. Médias dos
teores de compostos fenodlicos totais dos extratos de Richardia brasiliensis pelo método de agitador magnético
(AM) e banho ultrassoénico (Ultra). Médias seguidas por letras diferentes, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Foi observado que o extrato bruto das folhas de R. brasiliensis preparado pelo método
de maceragio dinAmica apresentou um teor de 37,6 + 0,1 mg EAG g'!, superior ao apresentado
pelo extrato preparado pelo método de banho ultrassonico (26 = 1,2 mg EAG g™).

Os dois métodos empregados nas extracdes, maceracao dindmica e o banho ultrassonico,
foram utilizados com intuito de melhorar a extracdo dos compostos pelo solvente. Em relagao
ao banho ultrassénico, sdo empregadas, ondas ultrassonicas por rotacdo, que fazem com que
haja a transferéncia dos compostos ativos desejaveis para o solvente utilizado de uma forma
mais eficaz. Apesar do extrato produzido por maceragcdo dindmica apresentar dosagem de
compostos fendlicos maior que o outro método empregado, ¢ sabido que ambos os métodos
garantem a eficacia de transferéncia de massa e energia (SOUSA, 2018).

Ao comparar os resultados, o método de maceragdo dinamica demonstrou melhores
resultados do que o de banho ultrassénico, sendo estatisticamente diferente. Demonstrando que
para esse tipo de composto ativo, o melhor método a ser utilizado ¢ a maceracao dinamica. O
agitador magnético garante uma grande transferéncia de massa, onde os analitos ndo-carregados
sdo extraidos da fase doadora para a fase orgénica, e simultaneamente a fase receptora extrai os
compostos da fase orgénica, garantindo desse modo uma melhor passagem dos compostos para

o solvente (QUEIROZ; COLLINS, 2001).

A deteccao de compostos fenolicos no presente estudo ¢ diferente do encontrado na
literatura cientifica. Segundo Canale (2012), no extrato etandlico produzido por banho
ultrassonico foi possivel encontrar a presenga de compostos fendlicos (0,69 mg/g) nas partes
areas (folhas e caules) de R. brasiliensis. Figueiredo (2010) encontrou diversos compostos
fendlicos no extrato etanodlico produzido por maceracdo dindmica das partes areas de R.
Brasiliensis, como os flavonoides e cumarinas, por exemplo. Ambos os trabalhos citados
anteriormente utilizaram os métodos extrativos discutidos no presente trabalho. Porém, ainda
nao foi descrito na literatura a comparagdao dos métodos para compostos fendlicos. Assim, no
presente trabalho, evidencia-se que para a extragdo de compostos fenolicos, a melhor
metodologia ¢ a de maceracdo dindmica, visto os resultados superiores do teor destes
metabolitos. O fato de utilizar temperatura ambiente também € uma vantagem da maceracao
dinamica, sendo menos provavel a degradacdao dos metabolitos termolabeis (GREY, 2006).

Além disso, um fator importante descrito por Cardoso et al (2017) € a reprodutibilidade,
que ¢ medida através do desvio padrdo, em que se verifica a dispersdo entre os dados amostrais.
Segundo o autor, o método de maceracdo dindmica ¢ mais reprodutivel que o método de

extracdo por ultrassom. Neste trabalho o desvio padrao do método por maceracao dinamica foi
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maior ¢ mesmo assim o teor de compostos fendlicos foi superior estatisticamente ao outro
método. Assim, reafirma-se que para a extragdo desta classe de compostos o método extrativo

por maceracao dinamica ¢ o melhor.

3.2 Atividade antioxidante

Os antioxidantes possuem a capacidade de retardar ou inibir a oxidagdo de algumas
moléculas, impedindo que haja a disseminagao das reacdes em cadeia de oxidagdo. A atividade
antioxidante dos compostos fenolicos €, sobretudo proveniente dessa capacidade de oxido-
redugdo, propriedade essa que pode exercer uma fungao importante na absor¢ao e neutralizagao
de radicais livres, fazendo com que o oxigénio seja quelado ou permitindo a decomposi¢ado de
peréxidos (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

O ensaio de DPPH ¢ comumente utilizado para avaliacdo da capacidade que os
compostos considerados antioxidantes tém de eliminacdo de radicais livres, os quais sao
caracterizados como um fator de importancia nos danos causados por estresse oxidativo. Esse
ensaio ¢ empregado por permitir a confiabilidade das informagdes sobre a competéncia
antioxidante dos compostos testados. Seu principio baseia-se na mudanga de cor da solugdo
DPPH de roxo para amarelo conforme o radical € neutralizado pelo antioxidante, demonstrando
sua presenga (PARTHASARATHY et al., 2009).

O ensaio de atividade antioxidante dos extratos avaliada pelo método do sequestro dos
radicais livres pelo DPPH apresentou resultados significativos como observados na Figura 4.
Os resultados de ambos os métodos de extracdo utilizados sdo muito semelhantes,
demonstrando que para esse tipo de ensaio, a agitagdo magnética ou o banho ultrassénico, nao
influencia na sua atividade. Nas concentragdes de 1000 pg mL!, ambos os extratos
apresentaram em torno de 30% de atividade antioxidante, demonstrando que embora seja baixa,

a atividade antioxidante estd presente nos extratos de R. brasiliensis.

Figura 4. Atividade antioxidante dos extratos de Richardia brasiliensis, produzidos por Agitacdo Magnética (AM)
ou Banho Ultrassonico (Ultra) pelo método de DPPH. Médias seguidas por letras diferentes, maitisculas para
comparar a concentrag@o entre os extratos e minusculas para comparar a concentragio dentro de cada extrato, ndo
diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Os resultados da atividade antioxidante coincidem com os resultados de Barros et al.
(2008), em que através de maceragdo com o solvente metanol, avaliaram os extratos de
Chomelia obtusa Cham. & Schltdl., planta da familia Rubiaceae, seguindo o mesmo método de
DPPH, demonstrando atividade antioxidante da espécie avaliada.

Os metabolitos responsaveis pela atividade antioxidante identificados por Barros et al
(2008) sao flavonoides e 4cidos clorogénicos. Foi encontrado um numero relevante de

flavonoides que pode estar associados a atividade antioxidante.

3.3 Flavonoides

Os compostos fendlicos de fontes vegetais sdo divididos em dois grupos classificados
como flavonoides e ndo flavonoides, sendo ambos os metabolitos secundarios presentes em
frutas e vegetais. Os flavonoides apresentam a estrutura quimica descrita como C6-C3-C6 e de
acordo com possiveis alteragdes no terceiro anel podem adquirir diversas outras formas como
flavonas, flavonois, flavononas e isoflavonas (DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J, 2004).

Os flavonoides sdo considerados compostos polifenodlicos produzidos a partir da via dos
fenilpropanoides e do acetato, responsaveis por preceder diversos grupos de substancias, como
terpendides e acidos graxos. Estdo envolvidos em processos de crescimento, progresso €
protecdo dos vegetais contra patdogenos. Além disso, possuem atividade antioxidante quando
relacioanados a fungdo de defesa e no tratamento de doengas resultantes de estresse oxidativo

(OLIVEIRA et al., 2008).
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O teor de flavonoides dos extratos estudados esta demonstrado na Figura 5. Ambos os
extratos preparados pelos dois métodos empregados possuem resultados estatisticamente

diferentes.

Figura 5. Teor de flavonoides totais utilizando os extratos de Richardia brasiliensis por método de Agitador
Magnético (AM) e Banho Ultrassonico (Ultra), respectivamente. Médias seguidas por letras diferentes, nao

diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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O extrato produzido por uso do banho ultrassonico significativamente extraiu melhor os
flavonoides desta espécie (2098,778 + 47,5354 mg flavonoide/100 g), enquanto que o extrato
produzido por maceragdo dinamica apresentou 1849 =+ 58,2 mg flavonoide/100g.
Demonstrando assim, que o método de extra¢do influenciou nos resultados obtidos, com o
banho ultrassonico demonstrando ser mais eficaz.

Porém, o resultado de teor de flavonoides apresentou-se de forma oposta ao encontrado
com compostos fenolicos totais. Isso pode ser devido ao fato de que o método utilizado, o banho
ultrassOnico, apresenta muitas vantagens para extracdo de compostos, como o aumento da
permeabilidade das paredes celulares e do estresse mecanico das células, facilitando a extracao
dos compostos. A maior transferéncia de massa e uma melhor distribuicdo de energia nas
paredes celulares facilita o rompimento das mesmas e transfere de forma mais eficaz os
compostos de interesse para o solvente (JACQUES, 2005).

Além disso, o método de maceracao dinamica possui desvantagem em relagao ao uso
do banho ultrassénico, a solubilidade dos compostos a temperatura ambiente influencia no

processo de extragdao (GRAY et al., 20006).
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O teor expressivo de flavonoides presentes nos extratos de R. brasiliensis coincidem
com os achados de Ramalho (2013), cujo estudo realizado com extrato das folhas de Psychotria
carthagenensis ¢ Psychotria leiocarpa, ambas pertencentes a familia Rubiaceae, demonstrou a
presenca de flavonoides (2300 mg/g amostra e 8300 mg/g amostra, respectivamente). Nesse
estudo os extratos foram produzidos através de maceracdo com metanol. Demonstrando que o

mesmo método utilizado ¢ eficaz para a extracao de flavonoides.

3.4 Antocianinas

As antocianinas sdo consideradas pigmentos vegetais que sdo responsaveis pela grande
variedade de cores presentes em flores, frutos, algumas folhas, raizes e caules de plantas, podem
variar do violeta/azul ao vermelho. Sua coloracdo depende de diversos fatores como pH,
luminosidade, presenca de ions e de agucares. Sua molécula ¢ composta por trés grupos, uma
aglicona (antocianidina), o grupo de agticares e um grupo de 4cido organico (CASTANEDA,
2009).

No presente estudo, podemos observar que a presenca de antocianinas no extrato obtido
pelo método de banho ultrassonico (1186,3 + 180,8 mg antocianina/100g) foi estatisticamente
maior que a presenca de antocianinas no extrato obtido por agitacdo magnética (634,7 + 48,4
mg antocianina/100g) (Figura 6). Demonstrando que o método utilizando ultrassom para esse
tipo de composto ¢ bem mais eficaz, visto que encontrou praticamente o dobro de quantidade

de antocianinas, isso pode ser devido a algumas propriedades do ultrassom.

Figura 6. Teor de antocianinas totais utilizando os extratos de Richardia brasiliensis produzidos pelo método de
Agitador Magnético (AM) e Banho Ultrassonico (Ultra). Médias seguidas por letras diferentes, ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Segundo Meregalli (2017) foi demonstrado que o banho ultrassonico possui capacidade
de intensificar a extracao por meio de um processo denominado cavitagdo, pelo qual as ondas
ultrassonicas geram ciclos de bolhas de gas juntamente com cavidades no solvente liquido.
Quando a cavitagcdo ocorre proxima a parede celular da matriz vegetal, a energia que foi
formada faz com que haja um impacto grande sobre a superficie solida, consequentemente,
aumenta a permeabilidade celular e favorece a entrada do solvente, bem como o calor liberado
pelas bolhas aumenta a solubilidade e ambos evidenciam maior eficiéncia na extragdo. Esses
fatores podem justificar a diferenca dos resultados no teor de antocianinas, visto que o banho
ultrassonico demonstrou ser superior a macera¢ao dindmica.

Embora o processo de maceracao dinamica seja eficiente para a extragdo de metabolitos
secundarios, nesse caso, o processo utilizando o ultrassom demonstrou ser melhor para extragao
dos de flavonoides e antocianinas, isso pode se justificar também devido ao fato do auxilio das
ondas ultrassonicas em lisar a célula, aumentando consequentemente a solubilizagdo dos
metabdlitos no solvente (GRAY, et al, 20006).

Considerando a difereng¢a dos resultados utilizando o método de extracao por maceracao
dindmica, os quais foram maiores em compostos fenolicos, comparados com flavonoides e
antocianinas, sendo que ambos sdo classificados como compostos fendlicos. Isso pode ser
explicado pelo fato de que na quantificagdo de compostos fendlicos, estarem presentes outras
substancias fenolicas, além de flavanoides e antocianinas, como as cumarinas ¢ acidos
fenolicos. Souza (2009) isolou do extrato etanolico de folhas, caules e raizes de R. brasiliensis,
através de maceragdo, dentre seus compostos, grande presenca das cumarinas (cedrelopsina,
norbraylina, braylina e cumarineletefina). J4 Dornelles (2015) verificou a presenga de acido

clorogénico, rutina, taninos e cumarinas em extrato etanolico de folhas de R. brasiliensis.
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4 CONCLUSAO

Concluem-se através dos resultados obtidos que os métodos de maceragdo dindmica e de
banho ultrassdnico, apesar de diferirem entre si, sdo ambos eficazes para extragdo de
metabolitos secundarios. A Richardia brasiliensis Gomes se apresentou como uma planta com
a presenga de compostos fenodlicos, flavonoides, antocianinas e antioxidantes, demonstrando

ser um possivel alvo de estudos farmacologicos futuros.
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