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RESUMO

As plantas do género Croton destacam-se por sua riqueza e diversidade em metabolitos
secundarios, sendo alvo de muitos estudos. A planta Croton antisyphiliticus Mart (Pé-de-
perdiz), na medicina ¢ usada popularmente para o tratamento de algumas doencgas
sexualmente transmissiveis e de infecgdes do sistema reprodutor feminino e masculino.
Sabendo que o potencial terapéutico de uma planta pode estar relacionado a presenga de
metabolitos secundarios, o presente trabalho visou quantificar o conteudo de metabolitos
secundario tais como flavonoides, antocianinas, € compostos fendlicos totais, além da
atividade antioxidante, no extrato bruto obtido tanto pela extracdo em banho ultrassonico,
quanto por maceragao dindmica da planta C antisyphiliticus Mart oriunda de duas localidades
distintas. O método de extracio por maceracdo dindmica apresentou resultados
estatisticamente significativos sendo mais eficiente que o método de banho ultrassonico.
Embora houve oscilacdo das médias para as duas localidades diferentes, estatisticamente nao
houve interferéncia nos resultados considerando o local de coleta. A planta C. antisyphiliticus
Mart apresentou teor de compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas em seu extrato bruto
e também demostrou ter capacidade antioxidante em todas as partes analisadas. Durante todo
o trabalho o extrato bruto das folhas demostrou-se mais promissor do que as outras partes e
em sua maioria os extratos obtido pelo processo de maceragdo dindmica obteve medias
maiores. . Desta forma, diante de todas as andlises realizadas, sugere-se que a planta
medicinal C. antisyphiliticus Mart deva continuar a ser investigada para uma futura utilizagao
para obtencdo de novos farmacos e também ser utilizada na industria alimenticia devido ao
seu potencial antioxidante.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Medicina tradicional. Bioprospecgdo. Farmacognosia.



ABSTRACT

Plants of the genus Croton stand out for their richness and diversity in secondary metabolites
being the target of many studies. The Croton antisyphiliticus Mart (Pé-de-perdiz) plant, in
medicine, is popularly used for the treatment of some sexually transmitted diseases and
infections of the female and male reproductive system. Knowing that the therapeutic potential
of a plant may be related to the presence of secondary metabolites, the present work aimed to
quantify the content of secondary metabolites such as flavonoids, anthocyanins, and total
phenolic compounds, in addition to the antioxidant activity, in the crude extract obtained by
both extraction in ultrasonic bath, or by dynamic maceration of the C antisyphiliticus Mart
plant from two different locations. The method of extraction by dynamic maceration showed
statistically significant results, being more efficient than the ultrasonic bath method. Although
the means fluctuated for the two different locations, there was no statistical interference in the
results considering the collection site. The C. antisyphiliticus Mart plant had a content of
phenolic compounds, flavonoids and anthocyanins in its crude extract and also demonstrated
to have antioxidant capacity in all parts analyzed. Throughout the work, the raw extract of the
leaves showed to be more promising than the other parts and in its majority the extracts
obtained by the process of dynamic maceration obtained greater averages. . Thus, in view of
all the analyzes carried out, it is suggested that the medicinal plant C. antisyphiliticus Mart
should continue to be investigated for future use to obtain new drugs and also be used in the

food industry due to its antioxidant potential.

Keywords: Medicinal plants. Traditional medicine. Bioprospecting. Pharmacognosy.



SUMARIO

TINTRODUGAO ...ttt sen e eeees e, 8
OBUJETIVOS ...ttt ettt e ettt et e e st e s e e st e e st e sseenseeseenseenseeneenes 12
ODJELIVO ZETAL ...eiiiiiiiiie ettt et e st e e et e e e baeeesbeeessbeeessseeesseeensseeennseeennneas 12
ODbjJEtIVOS ESPECITICOS ...vvieiiiiieiiiieciiee et ettt e e et e et e e st e e ssbeeesabeeesseeenseeenaseeensneas 12
2 MATERIAL E METODOS ..o 12
2.1 Obtencao dos MAtETIAIS VEZETAIS ... .eeeiuveeererieeiieeeieeeeieeeeieeeeteeesaeeesereeessreeessseeenaseeenneas 12
2.2 Preparacao dos eXtratos MetanOliCoS .......c.ueeevieeeiiieeeiieeeiieeeieeeeieeeeree e e e ereeeearee e 13
2.3 MEtOAO DPPH ..ottt sttt et 14
2.4 Determinacao do teor dos fenolicos tOtaIS..........ccuvreecuieeeiiieeeiieeciee et e 14
2.5 Determinacao do teor das antocianinas € flavonoides totais ...........ccceeevveeeeieeeeneeennne.. 15
2.6 ANALISE EStAtISTICA . ...cuuiruietieiieiieitieie ettt ettt sttt et 15
3 RESULTADOS E DISCUSSAQ ......ccooouiimriieieiieeiiesisesisesissssesssessssesssss s sssssenes 16
3.1 Atividade antioXIdante.........coc.eeiieiiiiiiiiiiieeee e 17
3.2 Compostos FENOIICOS TOLAIS .....ccuiieriiieiiieeiiieeiie ettt eree e etee e e e eeaeesaseeens 22
3.3 FIaVONOIAES TOLAIS ..ecuvvieuiieiiieiieeiteeite sttt ettt ettt ettt et e b e et e st esaeesnbe e seeenseesneeenne 27
3.4 ANtOCIANINGS TOTATIS....vteutieiiietieriteette ettt et ee sttt et teeteebeesiteebeeeaseesseesnseesseesnseeseesnseenneeenne 30
4 CONCLUSAO.........ooiiieietiee ettt 32

REFERENCIAS ..o e, 33



1 INTRODUCAO

A fitoterapia, que ¢ a utilizagdo das plantas para prevencao e cura de doengas ¢ uma
pratica antiga da medicina popular. Segundo Cardoso e Amaral (2019), desde a sua origem, a
humanidade tem buscado nas plantas a cura de diversas doengas. Ainda hoje, apesar da
grande variedade de medicamentos disponiveis, a fitoterapia permanece bastante popular em
todo o mundo e tem tido a sua demanda aumentada em muitas regioes.

O aumento da popularidade da fitoterapia nos diferentes estratos da populagdo
mundial ¢, em muitos casos, encorajado pela crenca popular de que as preparagdes
fitoterapéuticas sdo de origem natural e, portanto, sdo mais seguras € menos toxicas
(CARDOSO; AMARAL, 2019). No entanto, o carater "natural" de tais produtos nao ¢
garantia da isencdo de reagdes adversas e outros problemas decorrentes de tal pratica
(LANINI et al., 2009), dependendo da dose administrada o efeito deixa de ser terap€utico e
passa a ser toxico (REZENDE et al., 2016).

Nas plantas existe um conjunto de reagdes quimicas que ocorrem constantemente
dentro das células denominado metabolismo. Todos os vegetais possuem um metabolismo
geral, que ¢ chamado metabolismo primario. Ele ¢é responsavel pela produgdo dos
componentes essenciais para o funcionamento e sobrevivéncia do organismo (WINK, 2015).
Enquanto isso, o metabolismo secundario atua na producdo de compostos que sdo 0s
chamados principios ativos vegetais, gracas as substancias ativas com atividade
farmacoldgica. Esses compostos apresentam valor comercial, tanto para a industria
farmacéutica, como para a industria alimentar (REZENDE et al., 2016; SIMOES et al., 2010).
Eles tém origem no processo de conversao da energia luminosa em energia quimica,
permitindo que a planta responda aos diferentes fatores ambientais, fisicos e biologicos,
possibilitando-a comunicar e interagir com diferentes organismos aumentando a probabilidade
de sobrevivéncia de uma espécie, devido a diversidade de atividades bioldgicas como, por
exemplo, atuando como antibidticos, antifungicos e antivirais para proteger as plantas dos
patogenos (ALMEIDA, 2017). Os compostos secundarios de plantas sdo usualmente
classificados de acordo com a sua rota biossintética (HARBONE, 1999).

Embora os produtos secundarios possuam uma variedade de fungdes nos vegetais, €
provavel que a sua importancia ecoldgica tenha alguma relacdo com potencial efeito
medicinal para os seres humanos (VIZZOTTO et al., 2010). Essas moléculas podem ser
divididas em trés grandes grupos: compostos fenolicos, terpenos e componentes que contem

nitrogénio (SIMOES et al., 2007; VIZZOTTO et al., 2010).



Os compostos fenolicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
quimicamente sdo definidos como substancias que possuem anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Possuem estrutura variavel e com
isso, sao multifuncionais (ANGELO, 2007; MALACRIDA; MOTTA, 2005). Dentre as suas
subclasses, destacam-se os flavonoides e os acidos fendlicos (LUTHRIA, 2006).

Os flavonoides representam um dos grupos de compostos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de metabolitos secundarios €
notavel por suas diversificadas a¢des biologicas, dentre elas a capacidade de agir sobre a
inflamagdo e sobre o sistema imunoloégico, o que lhes confere um enorme potencial
farmacolégico (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Outro importante composto fendlico dentro da classe dos flavonoides sdo as
antocianinas, um grupo de pigmentos naturais amplamente distribuidos no reino vegetal. Sao
responsaveis por atribuir uma diversidade de cores nos vegetais, frutos, flores e raizes que
variam do vermelho ao violeta e azul (LIMA et al., 2002). Possuem diversas fungdes
demonstradas nas plantas, como atividade antioxidante, protecdo a acao da luz, mecanismo de
defesa e funcdo biologica (LOPES et al., 2007).

Foi demonstrado que compostos fendlicos de origem vegetal, tais como, flavonoides,
antocianinas e terpenos agem como antioxidantes inibindo e/ou reduzindo os efeitos dos
radicais livres. Esses compostos secundarios podem ser oxidados no lugar de componentes
importantes para a célula, prevenindo assim o dano celular (MARKS et al., 2007). Os
compostos fendlicos sdo incluidos na categoria de interruptores de radicais livres, sendo muito
eficientes na prevencao da autoxidagao (ANGELO, 2007).

Esses metabolitos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que
impedem a oxidacdo (BRANDWILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Portanto, os
compostos antioxidantes sdo de grande interesse para a industria farmacéutica e alimenticia,
pela sua capacidade de preservar alimentos e cosméticos através do retardamento da
deterioragdo decorrentes da autoxidagdo por isso, muitos estudos sdo desenvolvidos a fim de
encontrar essas substancias em espécies vegetais (VANDAMME; REVUELTA, 2016).

Muitas plantas dos biomas brasileiros, tais como o Cerrado, a Floresta Amazonica e a
Mata Atlantica tém sido utilizadas como farmacos naturais pelas populacdes locais no
tratamento de varias doengas tropicais, incluindo infec¢des fingicas e bacterianas (DUARTE,
2006). O bioma Cerrado tem extensdo aproximada de 2.036.448 quilometros quadrados e

dettm 5% da biodiversidade do planeta (BRASIL, 2009; MINISTERIO DO MEIO
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AMBIENTE, 2012). Abrange aproximadamente 22% do territdrio nacional, apresentando-se
como o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado apenas pela Amazonia. E
considerada a savana mais rica do mundo, abrigando mais de 11.000 espécies vegetais, das
quais 4.400 sdo endémicas (MEDEIROS, 2011), porém um dos biomas mais ameacados do
pais (BRASIL, 2009; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2012).

Um exemplo de planta medicinal do Cerrado ¢ a Croton antisyphiliticus Mart,

representada na Figura 1.

FIGURA 1 - Fotografia da planta Croton antisyphiliticus Mart

Fonte: Disponivel em https://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/15724085687/in/photostream/

Esta espécie é pertencente a familia Euphorbiaceae e é popularmente conhecida como
P¢é de Perdiz, Alcanforeira ou Curraleira (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Ha diversos

relatos de uso na medicina popular da C. antisyphiliticus Mart através do preparo de chés,


https://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/15724085687/in/photostream/

11

garrafadas das folhas e raizes (extrato hidroalcodlico) para tratamento de colicas,
reumatismos, contra sifilis, fungos, ulceras e inflamagdes, em especial das vias urogenitais e
infec¢des do sistema reprodutor feminino ¢ masculino (LIMA, 2016; VILA VERDE et al.,
2003).

O género Croton ¢ um dos maiores da familia Euphorbiaceae. As espécies da familia
Euphorbiaceae tém destaque na atividade econdmica e, segundo o conhecimento popular, ela
também demonstra notoriedade na medicina. Diante da necessidade da descoberta de novos
agentes terapéuticos e prototipos para que, futuramente, novos farmacos sejam desenvolvidos,
atualmente as plantas da familia Euphorbiaceae tem sido alvo de estudo do seu contetido de
produtos bioativos (TRINDADE, 2015). Apesar de esta familia ser amplamente distribuida no
Brasil, algumas de suas espécies nunca foram estudadas quanto a sua utilizagdo e devido a
1sso muitas plantas medicinais ndo estdo classificadas.

Trindade (2015) elaborou uma revisdo sobre o uso das espécies da familia
Euphorbiaceae a fim de pontuar quais foram mais usadas no periodo de 1824 a 2012. Para
isso, foram pesquisados livros, sites, artigos cientificos e diferentes bases de dados. Foram
apresentadas 149 espécies, distribuidas em 35 géneros. O género Croton foi o mais citado, 58
citagdes com indicacdo de uso na area de perfumaria, reflorestamento, extragdo de 6leos,
latex, madeira, inseticida e principalmente o uso medicinal. Além disso, a planta C.
antisyphiliticus Mart foi citada como uso medicinal sendo ela de ocorréncia em varios estados
incluindo Minas Gerais. Justificando assim, a importancia do presente estudo utilizando essa
espécie para a producdo dos extratos brutos. O grande leque de atividades descritas para
plantas do género Croton ¢ reflexo da alta diversidade dos compostos quimicos produzidos
por esse grupo particularmente rico em metabolitos secundarios (LOPES et. al, 2012).
Considerando a grande quantidade de espécies de Crofon existente, a quantidade estudada
ainda ¢ muito pequena.

Segundo Maciel et al. (2013) o portal capes realizou um amplo levantamento sobre o
género Croton durante o periodo de 1970 a 2006 com objetivo de verificar quais espécies
foram alvos de pesquisas multidisciplinares documentadas envolvendo estudos etnobotanicos,
quimico e farmacolégico. No estudo Croton cajucara Benth, que ¢ de origem Brasileira, se
destacou com 60 artigos publicados seguido de Croton tiglium Klotzsch (20 artigos
publicados), Croton lechleri Muell. Arg. (17 artigos), Croton zehntneri Pax e Hoffm. (15
artigos), Croton sonderianus Miill Arg. (11 artigos), Croton zambesicus Muell Arg. (11
artigos), Croton nepetaefolius Baill (10 artigos), Croton sublyratus Kurz (9 artigos),
Croton schiedeanus Schltdl (8 artigos), Croton eluteria Bennett (7 artigos), Croton
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urucurana Baillon (8 artigos), Croton megalocarpus Hutch (5 artigos). Tendo em vista
que muitas espécies do género Crofon ainda nao foram estudadas, como consequéncia, o
numero de substancias ja isoladas neste género também ¢ muito pequeno. A planta C.
antisyphiliticus Mart ja foi estudada anteriormente por outros autores. Alguns trabalhos
envolvendo essa planta foram usados para comparar com os resultados obtidos neste presente
estudo. Muitos deles realizaram apenas a prospec¢do quimica da planta, ndo dosando a
quantidade de metabolito presente na mesma. Diante desses dados fica claro a importancia da
quantificagdo de metabolitos secundarios na planta C. antisyphiliticus Mart e também salienta

a importancia de que novos estudos em diversas outras plantas do género sejam efetuado.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas ¢ a
atividade antioxidante do extrato bruto obtidos pelos métodos de banho ultrassonico e
maceragdo dinamica da planta C. antisyphiliticus Mart (pé-de-perdiz) oriunda de duas

localidades diferentes.

Objetivos especificos

I.  Realizar a coleta e produgdo da exsicata da espécie vegetal C. antisyphiliticus Mart
para o estudo;
II.  Preparar os extratos brutos das folhas, caule e flor da planta selecionada por banho
ultrassonico € maceragao dinamica;
III.  Determinar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas
totais nos extratos brutos produzidos;
IV.  Determinar a atividade antioxidante nos extratos brutos produzidos;
V.  Comparar os resultados obtidos nos extratos a fim de avaliar a influéncia do método

de extracao e do local de coleta.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obteng¢ao dos materiais vegetais
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As folhas, flores e caule de C. antisyphiliticus Mart foram coletados manualmente em
duas localidades distintas no més de outubro de 2019 sendo uma na Fazenda Paulista, no
municipio de Patos de Minas - MG (18°30'06.1"S e 46°31'36.3"W) denominada ao longo
deste presente estudo como Localidade 1 (L1). E a outra em um sitio no municipio de
Patrocinio — MG cujas coordenadas sao 19°03'05.477"S
47°09'40.783"W sendo denominada Localidade 2 (L2).

A planta foi identificada baseada em suas caracteristicas morfoldgicas pela Profa. Dra.
Terezinha Aparecida Teixeira, Engenheira Agronoma e docente do Instituto de Biotecnologia
(IBTEC) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) - Campus Patos de Minas. Uma
amostra representativa foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Uberlandia-
UFU, sob o registro HUFU79879.

Apos a coleta, os materiais vegetais foram levados para o Laboratorio de Bioquimica e
Biologia Molecular (LBBM) da UFU - Campus Patos de Minas. Os materiais vegetais tanto
de L1 como L2 foram devidamente higienizadas em dgua corrente. As partes da planta
coletadas em L1 (folhas, caule e flores) e L2 (caule e folha) foram separadas e armazenadas
em ultrafreezer (Marca: Cold Lab Modelo: CL 520-86V) a temperatura de -80°C para
posterior liofilizacdo. Posteriormente, as amostras da planta foram retiradas rapidamente do
ultrafreezer e seguiram para o liofilizador (Marca: LioTop Modelo: L101) onde
permaneceram por 48 horas. Por fim, os 6rgaos liofilizados foram triturados no moinho de
facas (marca: Fortinox, modelo: Willye Star FT 50) para obtencao do pé fino que foi utilizado

para a preparagao dos extratos brutos.

2.2 Preparacao dos extratos metandlicos

Separadamente, foram pesados 1,8 g do pd de caule, 2,5 g do po6 de flor e 3,0 g do po
de folha que posteriormente foram misturados com metanol (Marca: Exodo Cientifica) na
propor¢ao de 1:50 (planta/metanol). As solugdes para cada 6rgdo foram preparadas em
duplicata, uma foi levada ao banho ultrassdnico e a outra para maceragao dinamica.

As solugdes contendo cada um dos pos e o solvente foram submetidas a extragdo por
banho ultrassonico, a temperatura fixa de 40°C. A extracao foi realizada em trés ciclos de 15
minutos sob agitagdo constante, com intervalo de 5 minutos entre cada ciclo. Apos a extracao,
a solugdo obtida foi filtrada a vacuo e levada ao evaporador rotativo (Marca: Fisatom Modelo:
802) para a retirada do solvente a temperatura de 55°C. As outras trés solugdes idénticas

foram colocadas separadamente em Erlenmeyers revestidos com papel aluminio e deixadas
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em um agitador magnético (Marca: Marconi Modelo: MA-085/5L) por 24 horas a temperatura
ambiente. Apds esse tempo, as solucdes obtidas foram filtradas a vacuo, uma de cada vez, e
levadas ao evaporador rotativo a temperatura de 55°C.

Para a retirada de cada extrato do balao do evaporador rotativo, foram adicionados 15
ml de agua destilada para retirar o maximo do extrato aderido nas paredes do baldo apds o
processo de evaporacdo. Entdo, cada um dos extratos foi colocado separadamente dentro de
tubos tipo falcons revestido de papel aluminio e armazenados no ultrafreezer a temperatura de
—80°C. Apds 24 horas os extratos foram liofilizados durante 24 horas. Por fim, os extratos

brutos secos devidamente tampados foram colocados na geladeira até o momento do uso.

2.3 Método DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro dos radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizada de acordo com as metodologias de
Lopes-Lutz et al. (2008) e Guimaraes et al. (2011), seguidas de pequenas modifica¢des. Uma
solugdo etanolica de DPPH foi preparada na concentracdo de 40 pg mL™!. Para a avaliacgdo,
2,7 mL da solucdo de DPPH foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adi¢do de 0,3
mL de cada dilui¢do do extrato (500; 250; 125 e 62,5 ug mL ™). Em paralelo, o controle
negativo foi preparado contendo todos os reagentes, exceto o extrato. Apdés 60 minutos,
leituras foram realizadas utilizando o espectrofotdometro (Marca: Gehaka Modelo: UV —
340G) 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 a amostra.
Acn = Absorbancia do DPPH com o etanol.

100 = Fator de conversao para porcentagem.

2.4 Determinacao do teor dos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu
(Marca: Exodo Cientifica) de acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi
(1965). Reagiu-se 0,50 mL do extrato diluido (1000 ng mL ') com 2,5 mL de 0,2 mol L-1 do

reagente Folin-Ciocalteu. Posteriormente, 2 mL de solugdo saturada de carbonato de sodio (75
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g L!) foram adicionados a mistura reacional. As leituras de absorbancia no espectrofotometro
foram realizadas no comprimento de onda de 760 nm apds incubagdo a temperatura ambiente
durante 2 h. O 4cido galico (16,125; 31,25; 62,5; 125; 250 ug mL™!) foi utilizado como padrio
de referéncia e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de acido galico
(mg EAG) por grama de peso seco de material vegetal. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

2.5 Determinacio do teor das antocianinas e flavonoides totais

O teor de antocianinas e flavonoides totais foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Lees e Francis (1972), seguidas de pequenas modificacdes.
Preparou-se a solucdo extratora que continha 15 ml de solu¢do de HCI diluido (1,5 M) mais
85 ml de etanol 96%. O extrato foi diluido nessa solu¢do extratora na concentragdao de 1000
ug mL™!, deixado over night (12 horas no escuro). Foi realizada a leitura da absorbancia do
teor de antocianinas a 535 nm e do teor de flavonoides totais a 374 nm. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

2.6 Analise Estatistica

Para a avaliag@o dos dados da atividade antioxidante, os experimentos foram dispostos
em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (6 x 4), sendo 6
extratos (folha ultrassonico, folha agitador magnético, caule ultrassonico, caule agitador
magnético, flor ultrassonico e flor agitador magnético) e 4 concentragdes (500; 250; 125 e
62,5 ug mL"), com 3 repetigdes cada. Ja para o teor de fendlicos totais, flavonoides totais e
antocianinas totais o experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) para 6 tipos de extratos, considerando 3 repeti¢cdes para cada ensaio.

O programa estatistico utilizado foi o Sistema de Analise de Variancia para Dados
Balanceados - Sisvar (FERREIRA, 2011), sendo os dados submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados foram plotados em graficos de barras com os valores de porcentagem de
atividade antioxidante em relacdo as concentragdes analisadas (DPPH). Para o teste de
quantifica¢do do teor de fendlicos totais, os resultados foram plotados em graficos de barras
com a dosagem de compostos fendlicos totais expressos em miligramas de equivalente de
acido galico (mg EAG) por grama de material. Para o teor de flavonoides totais e antocianinas

totais, os resultados foram plotados em graficos de barras com a quantidade destes expressos
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em miligramas de flavonoides ou antocianinas por 100 gramas de material. O software

empregado para a construgdo dos graficos foi o GraphPad Prism versao 5.01.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As metodologias para a preparagdo de extratos vegetais sdo utilizadas a fim de obter
metabolitos secundarios das plantas de forma eficiente, rentavel e sem que estes sejam
degradados. Neste presente trabalho, que se propde a dosar os produtos secundarios da C.
antisyphiliticus Mart foi usado dois métodos de extragdo, a maceragdo dinamica e o banho
ultrassonico. A maceracao dindmica ¢ um método simples, porém eficiente no qual ha uma
difusdo do solvente, que nesse caso foi o metanol, através das partes do vegetal. O extrato ¢
mantido em agitacdo durante um periodo prolongado, no presente estudo foi por 24h. A
extracao por banho ultrassonico ¢ baseada na acdo de ondas mecanicas de baixa frequéncia as
quais resultam na cavitagdo, fendmeno responsavel pela formagao e colapso de bolhas de
cavitagao, facilitando o processo de extragdo dos elementos (FREITAS, 2015).

Os dois métodos distintos foram empregados com o proposito de comparar qual deles
obtém maior sucesso de extragdo com o solvente metanol. De acordo com Pandey e Tripathi
(2014) a escolha dos solventes para realizar uma determinada extracdo depende dos
conhecimentos quimicos relacionados principalmente com a polaridade dos metabdlitos
secundarios. Ainda segundo eles, o metanol ¢ um dos solventes mais utilizados, considerando
que este pode ser empregado para extrair uma gama de metabolitos secundarios como
Antocianinas, Terpenos, Saponinas, Taninos, Flavones, Polifenois, dentre outros.

Além da disparidade em que diferentes métodos de extragdo podem causar nos
extratos produzidos de uma mesma planta, a coleta do material vegetal em locais diferentes
pode afetar a quantidade de metabolitos secundarios que essa planta possui. Isso porque os
metabolitos secundérios estdo correlacionados a adaptagdo das plantas e a defesa que ela tem
que desenvolver para a sobrevivéncia no local onde ela esta inserida. Sendo assim, a
quantidade de metabolito secundario esta vinculada a necessidade de cada planta de acordo
com o ambiente em que esta situada. Segundo Gobbo-Neto (2007) os metabolitos secundérios
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante, portanto, sua
sintese € frequentemente afetada por condi¢des ambientais, tais como a €poca em que €
coletado, o ciclo do dia/noite, a idade e o desenvolvimento da planta. Geralmente, tecidos

mais novos possuem maior taxa biossintética de metabolitos.
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3.1 Atividade antioxidante

Um antioxidante pode ser amplamente definido como qualquer substancia que atrasa
ou inibe o dano oxidativo a uma molécula alvo (MAHDI-POUR; JOTHY; LATHA; CHEN;
SASIDHARAN, 2012). H4 um crescente interesse pelos antioxidantes naturais provenientes
dos extratos vegetais, principalmente a partir de plantas aromaticas e medicinais, consideradas
fontes de antioxidantes naturais (SILVA; RAPOSO; CAMPOS; CONCEICAO; OLIVEIRA;
MOURAO, 2018). Antioxidantes sio compostos envolvidos no mecanismo de defesa do
organismo contra patologias associadas ao ataque de radicais livres (DIMITROVA, 2017).
Uma vez que as propriedades antioxidantes de uma espécie vegetal podem ser provenientes de
compostos fenodlicos, ¢ importante avaliar o conteido de compostos fendlicos e flavonoides,
além de sua atividade antioxidante (TOHMA, 2016).

Desta forma, uma das técnicas atualmente utilizada para detectar a capacidade
antioxidante de compostos, ¢ o método baseado na eliminagao do radical livre estavel 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil popularmente conhecido como DPPH (OLIVEIRA, 2015). A solugdo
de DPPH possui a cor violeta quando o radical possui um elétron livre. Quando uma
substancia como, por exemplo, um antioxidante doa um elétron para o radical DPPH, ela o
recebe para adquirir uma conformagdo estavel. Esse processo faz com que a coloragdo seja
alterada para cores mais claras, de violeta claro até amarelo. A mudanga da cor, que resulta na
diminuic¢do da absorbancia do radical DPPH, pode ser monitorada por um espectrofotometro
UV/visivel para a determinacdo da capacidade antioxidante da amostra analisada
(OLIVEIRA, 2015). A mudanca de cor no ensaio utilizando o DPPH no presente estudo pode

ser observada através da Figura 2.

Figura2 - Ensaio utilizando o radical DPPH com o extrato metandlico bruto produzido por banho
ultrassonico do caule da Croton antisyphiliticus Mart. A seta maior (lilas) indica o controle negativo do teste

(sem amostra). As setas menores indicam o extrato metanolico de CAUS nas concentragdes de 62,5 (preta), 125

(vermelha), 250 (amarela) € 500 (verde) ug mL™!. CAUS: Caule por banho ultrassonico.



18

|

|

I

.

Os testes DPPH realizados nas diferentes partes da planta de C. antisyphiliticus Mart
no presente estudo estdo representados nas Figuras 3 ¢ 4. A Figura 3 apresenta os resultados

da planta coletada em L1.

Figura 3 - Atividade antioxidante dos extratos de C. antisyphiliticus Mart determinada pelo método de
DPPH coletadas em L1. As letras maitisculas sdo usadas para comparar a concentragdo entre os extratos e as
letras mindsculas para comparar a concentragdo dentre de cada extratos. As médias seguidas por letras
diferentes, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. L1: Localidade de
coleta 1 FOUS: Folha por banho ultrassonico. FOAM: Folha por maceragdo dinamica. FLUS: Flor por banho
ultrassonico. FLAM: Flor por maceragdo dindmica. CAUS: Caule por banho ultrassonico. CAAM: Caule por

maceracdo dindmica.
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Através do gréafico da Figura 3 ¢ possivel observar que na concentragdo de 62,5 e 125

ug mL™! houve um aumento proporcional, ou seja, aumentou a concentragio do extrato
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ocasionando o aumento da atividade antioxidante. FOAM mesmo na concentra¢ao mais baixa
de 62,5 pg mL! ja apresentou atividade com média de 87,93+2,56 %, mantendo nas demais
concentragdes testadas. Observando os valores a partir de 125 pug mL™!, os extratos que
mostraram maior atividade foram as folhas seguido das flores e caule, respectivamente.

Foram escolhidos os dois métodos de extragdo para evidenciar qual deles possui a
capacidade de extrair melhor os compostos, porém, de acordo com os resultados obtidos nao ¢
possivel afirmar estatisticamente que o método de extragdo interferiu nos resultados. No
entanto, através do método de maceracao dinamica todos os extratos alcancaram a saturagao
em 125 pg mL™!, enquanto pelo método de ultrassom a saturagio sé ocorreu a saturagdo para
os extratos de flores e caule em 250 pg mL ™.

Na Figura 4, estd demonstrada graficamente a capacidade antioxidante de C.
antisyphiliticus Mart colhida na L2. E possivel ressaltar a semelhanga entre a atividade

antioxidante das plantas de ambas as localidades de coleta.

Figura 4. Atividade antioxidante dos extratos de C. antisyphiliticus Mart pelo método de DPPH colhida
em L2. As letras maitsculas foram usadas para comparar a concentragdo entre os extratos. As letras mintisculas
para comparar a concentracdo dentro de cada extrato. As médias seguidas por letras diferentes, ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. L2: Localidade de coleta 2. FOUS: Folha
por banho ultrassonico. FOAM: Folha por macerag@o dinamica. CAUS: Caule por banho ultrassonico. CAAM:
Caule por maceragdo dinamica.

1009 A Aa o
a Aa Aa Aa Aa Aa a Aa Aa ﬁ? fﬁ? T B3 FOUS
& Bb 3 FOAM
] Cb B CAUS
I 0D CAAM

Atividade antioxidante (%)

1 ] 1 1 I I ]
o) L) ) LA )

Concentracdo pug mL’

Os extratos da planta oriunda da localidade L2 foram produzidos apenas das folhas e
caule, a quantidade de flores obtidas ndo era suficiente para a extragao.

Assim, verifica-se que a partir da concentragio de 125 pg mL™' todos os extratos
apresentaram saturacdo da capacidade antioxidante. O extrato FOUS obteve capacidade total

observada mesmo na concentragio mais baixa de 62,5 ng mL ™! com média de 92+0,194 %,
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apresentando um melhor resultado seguido por CAUS (74,8+2,53 %), FOAM (73,9+5,50 %)),
e por ultimo CAAM (53,5+9,79 %), todos na concentracdo de 62,5 pg mL™".,

A partir dos dados da Figura 4, assim como na Figura 3, ndo houve diferengas
significativas em relacao ao método de extracao ou o local de coleta. Em comparagao dos dois
graficos, os extratos obtidos das folhas foram os que demonstraram maior atividade
antioxidante.

Ha relato na literatura cientifica de testes para verificar a capacidade antioxidante de
plantas do género Croton. Aquino et al., em 2017, demonstrou a presenga de metabolitos
secundarios e acao antioxidante nas folhas de Croton heliotripifolius e Croton blanchetianus.
Os extratos etandlicos das folhas foram obtidos pelo método de extragdo exaustiva a frio onde
as folhas frescas das duas espécies foram trituradas e deixadas 72 horas para extracdo com
etanol e apos esse periodo, o solvente foi destilado em evaporador rotatorio a 80°C. Nos
extratos etanolicos brutos foram realizadas as anélises do sequestro de radicais livres, usando
também o método do DPPH. Os extratos foram diluidos nas concentracdes de 5, 10, 25, 50,
125 pg mL~. Mesmo na concentragdo mais baixa, de 5 ug mL™! os extratos das duas plantas
apresentaram atividade antioxidante, sendo Croton blanchetianus apresentando 34,42+2,38%
e Croton heliotripifolius 9,35+3,78 %. Nos extratos obtidos das folhas na concentragdo de 50
ug mL™! obteve média de 98,12+1,85% para C. blanchetianus e 48,43£8,15% para C.
heliotropiifolius. No presente estudo, na concentragio de 62,5 ug mL™! para FOAM e FOUS
de L1 (Figura 3) foi obtido, respectivamente, 87,93+2,56% e 68,9+7,79%. Na localidade L2
(Figura 4) FOAM teve média de 73,9+5,50% e FOUS 92,0+0,19%. Nota-se semelhanca entre
a atividade antioxidante nas trés espécies de Crofon. Essa semelhanga ainda prevalece quando
comparadas as médias na concentragio de 125 pg mL! para C. blanchetianus
(93,29+£0,96%), C. heliotropiifolius (92,06+£0,5%), FOAM-L1 (92,3+£0,1%), FOUS-L1
(91,5+0,26%), FOAM-L2 (89,9+0,5%) e FOUS-L2 (90,8+1,16%). Assim sendo, os resultados
deste trabalho corroboram com os achados de Aquino et. al (2017).

Santos et al. (2018) testou a capacidade antioxidante de caules do Croton linearifolius
que foram previamente secos em estufa de circulagdo de ar por um periodo de 72 horas na
temperatura de 40°C e a extracdo aconteceu por percolacdo exaustiva com solucio
hidroalcoodlica a 70%. O método do sequestro de radicais livres (DPPH) foi realizado para
monitorar a capacidade antioxidante das amostras. Observou-se que para o extrato bruto na
concentragdo de 10000 pg mL™' (10 mg mL™!) a média da atividade antioxidante foi de
74,85+0,36%. Sendo assim, demonstra-se a presenca de substancias antioxidantes no caule de

C. linearifolius. Em comparacao com o estudo de Santos ef al. (2018) observa-se que mesmo
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em concentragdo menores (250 e 500 pg mL7!), tanto CAUS-L1 (91,26+1,73% e
93,2+0,30%), CAAM-L1 (92,9+0,55% e 92,46+0,30%), quanto CAUS-L2 (93,1£1,19% e
91,7+0,22%), CAAM-L2 (91,9+£0,29% e 94,8+4,53%) apresentaram atividades antioxidantes
maiores. Esse fato pode ser explicado devido aos métodos de secagem, extracdo e pelo
solvente utilizado.

Em um estudo realizado por Galvao (2016), ficou claro a interferéncia do tempo e
também a temperatura da estufa de circulacao de ar para obtengdo de metabolitos secundarios.
A autora em seu trabalho testou e discutiu o efeito da secagem no rendimento de flavonoides
na planta Plectranthus amboinicus lour, provando que na temperatura de 50°C a 45 minutos
promoveu um melhor rendimento do teor de flavonoides. J& em uma temperatura mais
elevada e deixando a um maior tempo, houve perda expressiva de compostos, possivelmente
por se tratar de compostos sensiveis a temperatura. Embora os testes de Galvao (2016) nao
foram para uma planta do género estudado neste trabalho e no de Santos et al. (2018), a
observagdo feita pela autora ainda sim se aplica pois em todos os trabalhos se trata de
metabolitos secundarios. Segundo Almeida et al. (2006) a temperatura do ar ¢ um dos
parametros de maior influencia na taxa de secagem sendo assim ¢ fundamental explorar as
temperaturas ideais neste processo quando se trata de amostras vegetais, principalmente
quando leva em consideragdo a troca de ar no interior da estufa. O uso da temperatura pode
ser favoravel para extragdo de fendlicos. O calor pode tornar as paredes celulares permeaveis,
aumentando a solubilidade e a difusdo dos compostos a serem extraidos e diminuindo a
viscosidade dos solventes, facilitando dessa forma a extracdo. No entanto temperaturas
extremas podem degradar os compostos fenolicos (Oliveira, 2014). O calor ndo foi uma
influencia para este presente trabalho ja que todo o material foi seco em liofilizador. A
liofilizagdo ¢ um processo de sublimagdo que consiste, em retirar a 4gua contida nos produtos
que estdo sendo liofilizados. Toda 4gua do material passa diretamente do estado sélido para o
gasoso - sem passar pelo estado liquido. A principal vantagem de liofilizar sobre outros tipos
de desidratagdo como a por aquecimento, ¢ a manutencdo de todas as caracteristicas e
propriedades da amostra. Neste processo, apenas a agua ¢ retirada.

O solvente utilizado e a polaridade dele podem afetar a transferéncia de elétrons e de
atomos de hidrogénio, que € aspecto-chave na extragdo de polifendis e consequentemente na
capacidade antioxidante (Rockenbach et al., 2008). Segundo Andreo e Jorge (2006), a
extracdo dos compostos fendlicos, o rendimento e a determinacdo da atividade antioxidante
dependem do tipo de solvente e depende também da polaridade do solvente empregado. Isso ¢

devido a diferenca nos potenciais antioxidantes e a polaridade dos compostos. A utilizacao de
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diferentes solventes para se extrair um mesmo composto antioxidante, por exemplo, vem
sendo realizada frequentemente por varios autores (Barbi, 2016; Mattos, 2013; Rockenbach et
al., 2008 ) com o intuito de apontar qual ¢ o melhor solvente para realizar de forma mais
eficaz a extracdo de algum composto fenolico. Essa variacdo de solvente se torna necessario
porque a natureza quimica de cada composto também muda de uma planta para outra. Muitas
pesquisas tem utilizado metanol, etanol e outros para comparar o melhor em termos de
extracdo e o metanol tem se destacado muito positivamente. O metanol ¢ um dos solventes
mais utilizados, considerando que ele pode ser ttil na extragdo de varios tipos de metabolitos
secundarios (PANDEY E TRIPATHI, 2014). No entanto, o uso do metanol ndo deve ser
aplicado em analises de alimentos, tendo em vista a toxicidade do mesmo sendo necessaria
uma substituicdo pelo etanol ou outro menos toéxico (MARCO et al., 2008). Embora a
polaridade dos alcoois ndo se altere tanto, o metanol possui uma polaridade um pouco
superior ao etanol, por exemplo, pois a sua cadeia hidrocarbonica ¢ menor que a do etanol,
tornando assim um solvente mais eficiente para extrair um nimero maior de compostos
antioxidantes com polaridade elevada (ANDREO E JORGE, 2006).

Sabendo que as substincias com nucleo fendlico, como por exemplo, os flavonoides e
acidos fenodlicos, apresentam fungdo antioxidantes (LIMA NETO et al., 2015), é possivel
atribuir o potencial antioxidante a presenga destes compostos. A diferenca das médias de
atividade antioxidante entre os extratos brutos pode ser relativa a diferenga de concentragao
de compostos fendlicos e/ou flavonoides nos diferentes locais coletados, levando em
consideracdo que a divergéncia de concentragdo pode ser devido a necessidade de cada planta
ao local em que ela se encontra inserida. Analisando estatisticamente, ¢ possivel declarar
divergéncia na atividade antioxidante entre os extratos brutos vegetais das diferentes partes da

planta, mas ndo quanto a localidade onde foram realizadas as coletas.

3.2 Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos sdo definidos como substdncias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais
(MALACRIDA; MOTTA, 2005). Estes podem agir como antioxidante e ¢ devido a seus
radicais intermedidrios estaveis, e também em virtude da sua habilidade em doar hidrogénio
ou elétrons (SOARES et al., 2008). Um dos métodos comumente utilizado para dosar e
quantificar compostos fenolicos € o ensaio com o reagente Folin-Ciocalteu. O método baseia-

se na intera¢do entre o reagente Folin-Ciocalteu com as substancias redutoras presentes na
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amostra, mudando assim a colorac¢do da solu¢dao de amarelo para a azul (PIRES et al., 2020),

como ilustrado na Figura 5.

Figura 5. Foto tirada do teste de folin-ciocalteu de extratos metanélicos bruto produzido por maceracio
dinimica e banho ultrassonico do caule da Croton antisyphiliticus Mart. A seta maior (azul) indica o
controle negativo do teste (sem amostra). As setas rosa e laranja indicam o extrato metanélico de CAAM nas
concentragdes de 62,5 (rosa) e 250 pug mL ! (laranja) respectivamente. As setas das cores vermelha e verde
indicam o extrato metanélico de CAUS também nas concentragdes de 62,5 (vermelha) e 250 ug mL™! (verde)
respectivamente. CAUS: Caule de C. antisyphiliticus Mart por banho ultrassénico. CAAM Caule de C.
antisyphiliticus Mart por maceragdo dinamica.

A coloragdo da reacdo vai de um tom azul claro para azul escuro, sendo impossivel
identificar o limite na qual a concentragdo de fenolicos pode atingir. Devido a isso, a
quantidade de fendlicos totais ¢ relativa a um padrdo conhecido em concentragdes definidas,
que neste caso ¢ o acido galico. Os valores sdo expressos em miligramas de equivalentes de
4cido gélico (mg EAG g!). As Figuras 6 e 7 apresentam os resultados encontrados da planta

oriundade L1 e L2.

Figura 6 — Teor de compostos fendlicos totais de C. antisyphiliticus Mart coletado na Localidade 1 (L1)
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5%
de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. FOUS: Folha por banho ultrassénico. FOAM: Folha por maceragéo
dindmica. FLUS: Flor por banho ultrassénico. FLAM: Flor por maceracdo dindmica. CAUS: Caule por banho
ultrassonico. CAAM: Caule por maceragdo dindmica.
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Na planta coletada em L1 (Figura 6) FOAM foi o extrato que apresentou a maior
concentracio de fendlicos, com média de 257,35+4,48 mg EAG g, seguido de FOUS e
FLAM (208,97+2,23 e 215,12+12,05 mg EAG g’!, respectivamente). Nos extratos das folhas
produzidos por macera¢do dindmica utilizando o agitador magnético houve maior quantidade
de fendlicos totais. Nos extratos das flores produzidos por maceragdo dindmica também
apresentou um conteudo elevado de compostos fenélicos (215,12 + 12,05 mg EAG g') em
comparagdo ao método de extragdo por ultrassom utilizando o banho ultrassénico com média
de 134,44 + 1,29 mg EAG g''. J4 no extrato do caule, o método que se mostrou mais eficiente
foi utilizando o banho ultrassonico (201,11 + 1,64 mg EAG g!) em comparacdo ao método de

maceracdo dinidmica (108,80 + 4,65 mg EAG g™).

Figura 7 — Teor de compostos fenolicos totais de C. antisyphiliticus Mart coletada na Localidade 2 (L2)
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5%
de probabilidade pelo teste de Scott-Knott FOUS: Folha por banho ultrassonico. FOAM: Folha por maceragéo
dindmica. CAUS: Caule por banho ultrassonico. CAAM: Caule por maceragdo dinamica.
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Na mesma espécie, porém coletada em L2 (Figura 7) observa-se assim como na
coletada em L1 (Figura 6) que o extrato FOAM apresenta a maior média de fenolicos totais
(445,04 £ 9,34 mg EAG g!). Observa-se ainda que a média do extrato FOAM encontrada em
L2 praticamente dobrou quando comparada com a L1 (257,35+4,48 mg EAG g!). Ao
contrario do ocorrido para o caule de C. antisyphiliticus Mart coletado em L1, onde o banho
ultrassonico mostrou ser mais eficaz em comparagdo a maceragdo dinadmica, nos caules da
mesma planta recolhidos em L2 a maceracdo dindmica mostrou mais eficiéncia. Considerando
todos os extratos avaliados para essa espécie foi possivel perceber que, o método de extracao
por maceragdo dindmica mostrou-se melhor do que a extragao por uso do banho ultrassonico,
exceto no caule de L1, assim como as folhas obtidas por macerag¢do dindmica apresentou uma
concentragdo mais elevada de compostos fendlicos quando confrontada com as flores ¢ o
caule.

Estudos para dosar compostos fendlicos em folhas de espécies do género Croton ja
foram realizados anteriormente, como no trabalho realizado por Morais et al. (2013) que
coletou partes aéreas de 18 espécies de plantas medicinais incluindo a Croton zenhtneri. Os
materiais vegetais secos foram submetidos a maceragdo com etanol 95% por 7 dias. O teor de
compostos fenolicos, dosados através do reagente Folin-Ciocalteau, encontrado para C.
zenhtneri foi de 120,27 mg EAG g - ! de extrato. No presente estudo, as médias obtidas folhas
e flores (partes aéreas) sdo superiores, independente da localidade, as encontradas no estudo
de Morais e colaboradores (2013). Portanto, a espécie C. antisyphiliticus Mart apresenta teor
de compostos fenolicos totais maiores que a espécie C. zenhtneri, fato este

independentemente do método de extracdo e do local de coleta.
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Costa e colaboradores (2017) analisou o teor de fenolicos totais em extrato etanolico
de caule de Croton argyrophyllus. O extrato foi produzido por percolagdo com uma solugao
hidroetanolica 95% e entdo fracionado por parti¢do liquido-liquido. O teor de fendlicos totais
presentes no extrato foi determinado utilizando o método de Folin-Ciocalteau. O extrato
etandlico apresentou um teor de fenolicos totais de 269,72 + 6,25 mg EAG g- ' de extrato.
Enquanto que no presente estudo o CAAM e CAUS de L1 obtiveram 108,80+4,65 ¢
201,11+1,64 mg EAG g- !, respectivamente. Para L2, CAAM apresentou 349,66+8,49 mg
EAG g- ' e CAUS 218,89£15,00 mg EAG g- '. Assim, considerando o extrato bruto de caule
ha diferencas entre as localidades e métodos, sendo que o caule da planta proveniente de L2
apresentou teor de fenolicos totais maiores que a L1 ¢ o método de maceragdo dinamica foi
mais eficiente na extragdo destes compostos. Diferentemente da maceragdo dinamica, no
processo de percolagdao, o solvente, denominado extrator, passa continuamente no extrato
fazendo com que o principio ativo seja arrastado. A percolacdo normalmente é escolhida para
extrair substancias com pouca solubilidade (Costa et al. 2017). Além disso, o solvente
utilizado foi diferente e sabe-se que o metanol, que foi utilizado no presente trabalho ¢
frequentemente mais utilizado para extracdo de compostos fenolicos possuindo maior
eficiéncia de extragdo devido a sua polaridade (TSAO; DENG, 2004).

No estudo de Alves (2017), a quantidade de fendlicos totais foi dosada em cascas do
caule Croton cordiifolius Bail. O extrato das cascas do caule foi obtido por meio da
maceracdo em etanol por um periodo de 24 horas. O teor de fendlicos totais do extrato das
cascas de C. cordiifolius Bail revelou a presenga de 135,8 + 7,62 mg EAG g de extrato.
Assim, considerando o método de extracdo utilizado por Alves (2017) e o método de
maceragdo dinamica utilizado no presente estudo, pode-se concluir que permitir a agitacao
durante o processo extrativo possibilitou maior extracdo dos compostos fenolicos em relagao
ao local de coleta L2 (CAAM 349,66+8,49 mg EAG g- '). Provavelmente, esse achado deve-
se a agitacdo durante a maceragdo e ndo ao uso do solvente metanol porque na planta
proveniente de L1 o teor de fenolicos totais (CAAM 108,80+4,65 mg EAG g- ') € menor em
relacdo ao apresentado por Alves (2017). E também, demonstra-se que a extracdo por
utilizacdo do banho ultrassonico ¢ mais eficiente considerando a localidade L1 (CAUS
201,11+1,64 mg EAG g- ') e com valor muito proximo para L2 (CAUS 218,89+15,00 mg
EAG g- ).

Por fim, considerando os resultados obtidos em relagdo a dosagem de compostos

fenodlicos totais no presente estudo e comparando com os achados na literatura cientifica, ¢
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possivel demonstrar que o extrato metanolico bruto das folhas produzido por maceracao

dinamica ¢ mais promissor, independente da localidade.

3.3 Flavonoides totais

Dentre os compostos fenolicos, estd a classe de flavonoides que sao moléculas
encontradas em diversas espécies do reino vegetal e possuem varias atividades bioldgicas
(OLIVEIRA et al., 2016). Possuem estrutura marcada pela presenca de um esqueleto com 15
atomos de carbono na forma C¢-C3-Cs. (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). E
considerado componente indispensdvel em uma variedade de aplicagdes nutricionais,
farmacéuticas, medicinais e cosméticas, e isso € atribuido as suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, anti-mutagénicas e anti-carcinogénicas (PANCHE, 2016).

Diante das inimeras atividades bioldgicas destes compostos, torna se imprescindivel
quantificar sua presenga na planta em estudo. Assim, os teores de flavonoides encontrados

estdo demostrados na Figura 8 e Figura 9.

Figura 8 — Teor de flavonoides totais de C. antisyphiliticus Mart coletadas na Localidade 1 (L1). Médias
seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
FOUS: Folha por banho ultrassonico. FOAM: Folha por maceracdo dindmica. FLUS: Flor por banho
ultrassonico. FLAM: Flor por maceragdo dindmica. CAUS: Caule por banho ultrassonico. CAAM: Caule por
maceracdo dindmica.
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Figura 9 — Teor de flavonoides totais de C. antisyphiliticus Mart coletadas na Localidade 2 (L2). Médias
seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
FOUS: Folha por banho ultrassonico. FOAM: Folha por macera¢do dinamica. CAUS: Caule por banho
ultrassonico. CAAM: Caule por macerag@o dinamica.
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E possivel identificar através dos graficos demonstrados nas Figuras 8 ¢ 9 que todas
as partes da planta C. antisyphiliticus das duas localidades demostraram a presenca de
flavonoides. Ha um grande leque de atividades descritas para plantas do género Croton € isso
¢ reflexo da alta diversidade quimica produzida por esse grupo, particularmente rico em
metabolitos secundarios, especialmente terpenoides, alcaloides e flavonoides (LOPES, 2012).

Na planta oriunda da localidade L1, o maior teor médio de flavonoides totais foi
achado no extrato bruto das folhas obtidos por macerag¢ao dindmica (FOAM 1907,33+28,8 mg
100 g') seguido pelo extrato bruto das folhas obtido por banho ultrassonico (FOUS
1822,81+£12,96 mg 100 g!). O mesmo ocorreu para a espécie de L2 cujo FOAM exibiu teor
de flavonoides totais de 1969,96+12,24 mg 100 g seguido por FOUS 1936,35+10,80 mg 100
gl. O extrato bruto das flores de C. antisyphiliticus Mart coletadas em L1 apresentou
quantidade média de flavonoides totais préxima das folhas, sendo FLAM 1822,81+12,96 mg
100 g!' e FLUS 1760,69+86,40 mg 100 g'. Por fim, para o extrato bruto do caule os
resultados para a espécie coletada em L1 foram maiores do que de L2, sendo o teor médio de
flavonoides totais de CAUS-L1 1272,40+219,62 mg 100 ¢!, CAAM-L1 1431,26+130,33 mg
100 g! em oposigdo a CAUS-L2 990,84+51,84 mg 100 g' e CAAM-L2 103157+31,68 mg
100 g'!. Portanto, o local de coleta ndo interferiu no contetido de flavonoides totais das folhas
e flores, mas para o caule houve discreta discrepancia. A Tabela 1 sumariza as médias da
concentragdo de flavonoides totais nos extratos brutos de cada um dos 6rgaos da planta das
duas localidades de coleta divididas por 100, pois os resultados nos graficos (Figuras 8 para
L1 e 9 para L2) foram mostrados em mg de flavonoides em 100g-' de extrato, essa divisdo

foi feita para melhor comparagao, principalmente com resultado de outros autores.



29

Tabela 1 — Teor médio de flavonoides da planta C. antisyphiliticus Mart considerando os diferentes
métodos de extraciio e o local de coleta da planta. As médias encontradas no grafico foram divididas por 100,
apresentando assim o resultado em mg/g-! de extrato. FOUS: Folha por banho ultrassonico. FOAM: Folha por
maceracdo dindmica. FLUS: Flor por banho ultrassonico. FLAM: Flor por maceragdo dindmica. CAUS: Caule
por banho ultrassénico. CAAM: Caule por maceragdo dindmica. L1: Localidade de coleta 1. L2: Localidade
coleta 2

EXTRATOS L1 L2

FOUS 18,22+0,12 mgg-' de extrato 19,36+0,10 mgg-' de extrato
FOAM 19,07+0,28 mgg-' de extrato 19,69+0,12 mgg-' de extrato
CAUS 12,72+2,19 mgg-' de extrato 9,90+0,51 mgg-! de extrato
CAAM 14,31+1,30 mgg-' de extrato 10,31+0,31 mgg-' de extrato
FLUS 17,60+0,86 mgg-' de extrato ---

FLAM 18,22+0,12 mgg-' de extrato ---

Portanto, em relacao ao método e diante dos resultados apresentados para esse ensaio,
ndo ¢ possivel afirmar que houve interferéncia no teor de flavonoides totais, ou seja,
considerando a mesma parte da planta, as médias tanto em um método quanto em outro foram
muito proximas, porém os extratos oriundos das folhas mostraram resultados mais
promissores em comparagao as outras partes da planta C. antisyphiliticus Mart.

SANTOS et al. (2018) quantificou o teor de flavonoides totais em caule de Croton
linearifolius. A extragdo do material vegetal acorreu por meio da percolagdo exaustiva com
solugdo hidroalcodlica a 70%. O extrato bruto (EB) apresentou teor de flavonoides de 15,67
mg de Equivalentes de Quercetina (EQ) / g extrato. Embora os métodos de extragdo e de
dosagem de flavonoides sejam diferentes em relagdo ao presente estudo, para ambos os
trabalhos os resultados para caule (CAAM-L1 14,31+1,30 mg/g! ; CAUS-L1 12,72+2,19
mg/g! e CAAM-L2 10,31+0,31 mg/g' ; CAUS-L2 9,90+0,51 mg/g' ) e os resultados
encontrados por SANTOS et al. (2018) foram préximos.

Alves (2017) além de dosar a quantidade de fenolicos totais na espécie croton
cordiifolius Bail, também dosou a quantidade de flavonoides. O teor de flavonoides
apresentado foi de 21,24 + 0,37 mg de EQ por g de extrato. Assim, tanto nos trabalhos de
Santos et al. (2018) e Alves (2017) como no presente estudo, os resultados para teor de
flavonoides totais no caule nas diferentes plantas do género Croton avaliadas foram préximos.

NUNES ef a.l (2018) em um estudo para analisar o potencial fotoprotetor de plantas
medicinais do bioma Cerrado em relagdo a alguns metabolitos secundarios dosou o conteudo

de flavonoides presentes em folhas da espécie Croton sonderianus Mull. Arg. Para isso, os
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materiais vegetais secos foram macerados com etanol por 7 dias. Foi encontrado o teor de
7,944+0,09 mg EQ/g de extrato das folhas. Quando comparados com o presente trabalho
(FOAM-L1 19,07+0,28 mgg™! ; FOUS-L1 18,22+0,12 mgg! e FOAM-L2 19,69+0,12 mgg™ ;
FOUS-L2 19,36+0,10 mgg™'), considerando a Tabela 1 , verifica-se que Nunes e
colaboradores encontrou menos da metade do teor de flavonoides, o que pode ser devido a
diferenca nos métodos de extragdo e solventes utilizados. Portanto, para as folhas a extracao
com metanol utilizando os métodos de macera¢ao dinamica ou banho ultrassom obteve-se

maior teor de flavonoides totais do que o relatado na literatura cientifica.

3.4 Antocianinas totais

As antocianinas se encontram largamente distribuidas na natureza e sdo responsaveis
pela maioria das cores azul, violeta e todas as tonalidades de vermelho que aparecem em
flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas (MALACRIDA; MOTTA, 2005). As
funcdes desempenhadas por elas nas plantas sdo variadas como antioxidantes, prote¢do a a¢ao
da luz, mecanismo de defesa e funcdo bioldgica. As cores vivas e intensas que elas produzem
tétm um papel importante em varios mecanismos reprodutores das plantas, tais como a
polinizacdo e a dispersdo de sementes, j4 que suas cores sdo atrativas aos polinizadores e
passaros (LOPES et al., 2007). Além de conferir coloragdo caracteristica a diversos vegetais,
as antocianinas apresentam propriedades que vinculam sua ingestdo a habitos saudaveis de
alimentagdo. Segundo Narayan (1999), as antocianinas sao amplamente utilizadas na industria
de alimentos como corante natural j& que existem evidéncias que indicam que as antocianinas
ndo sdo toxicas € nem mutagénicas e, além disso, possuem muitas propriedades terapéuticas
positivas. O maior limitante para a substitui¢do dos corantes sintéticos pelas antocianinas ¢ a
sua menor estabilidade.

No presente estudo, foi possivel identificar a presenca de antocianinas nos extratos
metandlicos de caule, folhas e flores C. antisyphiliticus Mart das duas diferentes localidades

de coleta, como demostrado nas Figura 10 e 11.

Figura 10 — Teor de antocianinas totais da planta C. antisyphiliticus Mart coletada na Localidade 1 (L1).
Meédias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott. FOUS: Folha por banho ultrassonico. FOAM: Folha por maceragdo dindmica. FLUS: Flor por banho
ultrassonico. FLAM: Flor por maceragdo dindmica. CAUS: Caule por banho ultrassénico. CAAM: Caule por
maceracdo dindmica.
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Figura 11 — Teor de antocianinas totais da planta C. antisyphiliticum Mart coletada na Localidade 2 (L2).
Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott. FOUS: Folha por banho ultrassénico. FOAM: Folha por maceragdo dindmica. CAUS: Caule por banho
ultrassonico. CAAM: Caule por maceragdo dinamica.
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Todos os extratos das partes analisadas da planta apresentaram antocianinas em sua
composi¢do. Porém, os extratos das folhas de C. antisyphiliticus Mart, obtido pela maceragao
dinamica, tanto de L1 (144,60+30,24 mg 100 g™!) quanto de L2 (218,94+23,04 mg 100 g™),
foram os que apresentaram maior teor de antocianinas. Assim, ¢ possivel observar, que os
extratos das folhas obtidos por maceracdo dindmica, demonstraram melhores resultados
quando comparados com os extratos da mesma parte da planta obtido por banho ultrassonico.
Para as flores de L1 (FLAM 70,26+4,32 mg 100 g' e FLUS 62,63+23,76 mg 100 g'!) o

método ndo interferiu no teor encontrado. J& para o caule de L1 o valor da média encontrado
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para o extrato obtido por maceracdo dindmica dobrou em relacdo ao obtido por banho
ultrassénico (CAAM: 107,94+0,00 mg 100 g'' e CAUS: 56,01+1,40 mg 100 g!). Contudo, em
L2 os resultados para o caule foram menos discrepantes do que L1, porém seguiram a mesma
tendéncia, o extrato produzido pelo método de maceracao dindmica (CAAM 115,58+6,48 mg
100 g!) se mostrou superior ao método ultrassonico (CAUS 91,65+2,88 mg 100 g'!), porém
sem diferenca estatisticamente.

Alguns trabalhos que realizaram a prospec¢ao fitoquimica de espécies do género
Croton, ndo apresentam dados da dosagem ou detec¢ao de antocianinas (COSTA, et. al 2017,
AQUINO et. al,. 2017). No presente trabalho, pela primeira vez, a presenca ¢ o teor de
antocianinas foram demostrados em todos os extratos de todas as partes analisadas da planta
C. antisyphiliticus Mart. Além disso, pode-se concluir que o método de maceracido dindmica
se mostrou mais eficiente, quando comparado ao método de banho ultrassonico,
principalmente para o extrato das folhas de ambos os locais de coleta uma vez que essa
diferenca ¢ estatisticamente significativa. Os extratos das folhas sdo os que apresentaram o

maior teor de antocianinas.

4 CONCLUSAO

Em uma abordagem geral, diante dos resultados apresentados desse estudo, a planta C.
antisyphiliticus Mart € uma espécie que possui compostos fenolicos, antocianinas, flavonoides
e apresenta atividade antioxidante. Os extratos das folhas foram os que demostraram maiores
médias dos compostos avaliados, assim como atividade antioxidante. Quanto ao método de
extragdo, na maioria dos testes, a maceracdo dinamica demonstrou ser mais eficiente na
extracdo dos compostos que o uso do ultrassom pelo banho ultrassonico. Embora o local de
extracdo das plantas também ¢ uma variavel que pode interferir no conteudo de metabolitos
secundarios de plantas, no presente trabalho, estatisticamente o local da coleta ndo foi uma
variavel importante na maioria dos resultados encontrados. Assim, o extrato das folhas
produzido por maceracdo dindmica (FOAM) foi o que apresentou, de forma geral, os
melhores resultados. Portanto, a planta medicinal C. antisyphiliticus Mart ¢ uma candidata
potencial para estudos futuros para analise destes extratos contra microrganismos € outros
modelos, como por exemplo, a utilizagdo em industrias alimenticias devido ao seu potencial
antioxidante. Por fim, mais estudos sdo necessarios para validar e provar que esta espécie
possa ser utilizada para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e também na

preservacao da integridade dos alimentos prevenindo a oxidagao.
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