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Resumo 

 

 Aroeira salsa (Schinus molle L) é uma planta nativa da América do Sul da família 

Anacardiaceae, com ampla dispersão e diversas aplicações.  A planta possui propriedades 

medicinais, como antiespasmódicas, antirreumáticas, emenagogas, anti-inflamatórias e 

cicatrizantes, sendo alvo de nosso estudo para análise fitoquímica, potencial antioxidante 

e avaliação de suas propriedades de inibição das enzimas α-amilase e tirosinase. No 

presente estudo foi realizado a coleta das folhas e galhos da S.molle L no município de 

Uberlândia, Minas Gerais, para obtenção do extrato etanólico (EE) e a quantificação do 

teor total de fénois, flavonoides e taninos condensados foi realizada. Para avaliar o 

potencial antioxidante utilizou-se os métodos DPPH e FRAP.  Também foi realizado 

ensaios de inibição das enzimas α-amilase e tirosinase, que são relacionadas ao diabetes 

mellitus e ao melasma, respectivamente. De maneira geral, o EE dos galhos demonstrou 

grande potencial antioxidante (34,01 ± 0,02mol trolox eq/g), com baixo valor de EC50 

(3,58 ± 1,37g/mL) e com alta atividade  inibitória das enzimas α-amilase (EC50 = 1,67 

± 0,45g/mL)  e tirosinase (73,02 ± 0,37%), enquanto o EE das folhas não apresentou 

potencial satisfatório em nenhum dos testes. Estas atividades provavelmente estão 

associadas ao maior conteúdo dos compostos fenólicos no extrato dos galhos e serão alvos 

de estudos futuro para melhor elucidar estas aplicações terapêuticas.  

 

Palavras Chaves.: Schinus molle, antioxidante, compostos fenólicos, inibição da enzima 

α-amilase, inibição da enzima tirosinase, diabetes mellitus, melasma.    
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Uso de Plantas Medicinais  

O uso de plantas, com fins profiláticos ou terapêuticos, está presente desde os tempos 

antigos na civilização humana, servindo como importante fonte de compostos bioativos 

(ANDRADE et al., 2007). Nos primórdios, seu uso era instintivo, através de experiências 

empíricas. Com o passar do tempo as razões para o uso específico de certas plantas 

medicinais para determinada doença, tornou-se fundamentada em fatos explicativos 

(PETROVSKA, 2012).  

Até os dias de hoje, as plantas medicinais têm sido utilizadas por uma parcela 

considerável da população brasileira, bem como por mais de 2/3 da população mundial 

com a finalidade terapêutica. No entanto, é evidente, que os usos populares e mesmo 

tradicionais não são suficientes para validar a eficácia e segurança do uso medicinal das 

plantas (ARGENTA, 2011).   

Dessa forma, as pesquisas científicas com as plantas medicinais, por sua vez, suprem 

essa necessidade, tendo como base a identificação e comprovação da espécie botânica; 

composição química; obtenção, identificação, análise de princípios ativos; ação 

farmacológica e toxicidade (DEVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004). 

Hoje em dia há um interesse renovado nas plantas medicinais, por apresentarem 

menores efeitos nocivos na saúde humana a longo prazo e a natureza. Quando 

comparados às drogas sintética, suas vantagens são sua acessibilidade econômica, sua 

fácil disponibilidade e um menor ou nenhum efeito colateral (CHANDA, 2014)., 
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1.2. Schinus molle e seu potencial medicinal 

 A Schinus molle (S.M), popularmente conhecida como aroeira salsa é uma espécie 

nativa da América do Sul, pertencente a família Anacardiacae. Devido sua grande 

dispersão, apresenta diversas aplicações, como: a extração de taninos a partir da madeira, 

paisagismo, ou uso medicinal, apresentando propriedades antiespasmódica, 

antirreumática, emenagoga, anti-inflamatória e cicatrizante (SANTOS, 2008).  

 A espécie ocorre naturalmente no norte e nordeste da Argentina, Bolívia, Chile, 

Colômbia, Equador, Paraguai, Peru e no Uruguai. Essa espécie foi introduzida e 

naturalizada no Egito, México, América Central e no sul dos Estados Unidos. No Brasil 

ela ocorre nos Estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e São Paulo. 

(CARVALHO, 2014). 

 A aroeira salsa tem um amplo uso na medicina popular: das folhas se prepara um 

extrato para preparações farmacêuticas com ação antibacteriana (CARVALHO, 2014). O 

decoto das folhas serve para dissolver a secreção purulenta dos olhos (HOLDRIDGE et 

al., 1975). A infusão das folhas, normalmente misturada com folhas de eucalipto, é usada 

em inalações para aliviar afecções brônquias. A casca é usada internamente como 

adstringente, tônica, emenagoga, diuretica e antidiarréica (LOPES, 1986), e externamente 

como anti-séptica, cicatrizante e antiinflamatória (SIMÕES et al., 1998).  O extrato 

preparado dos frutos causa direta dilatação dos vasos sanguíneos e depressão do 

miocárdio, causando queda da pressão arterial (FLEIG, 1979). As folhas e flores são 

utilizadas em cataplasmas quentes contra dores musculares e o reumatismo (MOLLE, 

1990). 

 As pesquisas sobre suas propriedades antioxidantes são recentes e pouco 

numerosas. Estudos de Herrera-Calderon (2022), demonstraram que os óleos essenciais 
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das folhas não apresentaram uma boa atividade antioxidante. Porém um estudo realizado 

por Garzoli (2019), foi identificado no extrato de etér de petroleo das folhas, a presença 

de terpenos, como β-tujeno, que tem sido identificado na literatura por seu poder 

antioxidante. Testes realizados por Salazar-Aranda (2011), detectaram uma boa atividade 

antioxidante do extrato metanólico bruto das cascas, enquanto que o extrato metanólico 

bruto das flores apresentaram uma baixa atividade.  

A partir de uma prospecção fitoquímica dos frutos e cascas de S.M foi possível 

identificar a presença de vários flavonoides como quercetina-3-O-glucuronídeo e 

catequina, assim como a presença de taninos hidrolisáveis (BVENURA, 2022). Em 

muitas frutas, esses grupos de compostos são capazes de capturar radicais livres 

causadores de estresse oxidativo, reduzindo a probabilidade de aparecimento de doenças 

crônicas (ZAPATA, 2013). O único estudo disponível na literatura que avaliou o 

potencial antioxidante presente especificamente nos galhos de S.M foi o de Salem (2016), 

que apontaram resultados promissores.  

 Dessa forma, se faz necessário mais estudos sobre o potencial antioxidante da 

S.M, elucidando quais partes específicas apresentam essa atividade, qual método de 

extração podemos obtê-la, abrindo um leque de possibilidade para tratamento de doenças 

cujo estresse oxidativo tenha um papel central.  

1.3. Espécies reativas e sistema antioxidante  

O termo radical livre refere-se ao átomo ou molécula altamente reativo, que contêm 

número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica. É este não-emparelhamento 

de elétrons da última camada que confere alta reatividade a esses átomos ou moléculas, 

que podem inativar enzimas e provocar danos à membranas celulares, provocando uma 

série de processos inflamatórios no organismo (FERREIRA, 1997).  
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A fosforilação oxidativa é a etapa final do metabolismo em organismos aeróbios, onde 

a energia gerada pela oxidação de moléculas como carboidratos, gorduras e lipídeos vão 

promover a síntese de adenosina trifosfato (ATP). Essa etapa pode promover a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ERO), os chamados radicais livres. Diversas etapas da 

fosforilação oxidativa na mitocôndria tem a capacidade de reduzir a molécula de oxigênio 

e produzir radicais livres altamente reativos (NELSON e COX, 2013).  

ERO é um termo coletivo que inclui tanto os radicais de oxigênio, como os radicais 

superóxido (O2·−), hidroxila (OH·), peroxila (RO2·) e hidroperoxila (HO2·), quanto 

certos agentes oxidantes não radicais como: peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido 

hipocloroso (HOCl) e ozônio (O3), que podem ser facilmente convertidos em radicais. 

(BAYR, 2005). Níveis excessivos de ERO no organismo geram modificações de 

estruturas e funções proteicas e lipídicas à nível celular, levando a disfunções no 

metabolismo energético, no sistema de sinalização celular, no controle do ciclo celular, 

nos mecanismos de transporte celular e uma atividade biológica disfuncional de maneira 

geral, levando a ativação imune e processos inflamatórios (NEWSHOLME, 2016).  

Cerca de 95% dos átomos de oxigênio advindos da respiração são neutralizados pela 

cadeia respiratória celular, terminando seu ciclo em água. Porém, os 5% restantes são 

transformados em radicais livres, cujo excesso é prejudicial ao organismo. A oxidação 

acontece quando um átomo está a procura de um elétron para preencher a perda anterior 

(OLIVEIRA et al., 2016).  

Além das mitocôndrias, várias enzimas, incluindo a fosfato de nicotinamida-adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (NOX), xantina oxidase, óxido nítrico sintase e 

constituintes peroxissomais geram ERO. As espécies reativas também são geradas no 
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retículo endoplasmático durante o processo de dobramento de proteína e formação de 

ligação dissulfeto (WINTERBOURN, 2008).  

ERO são produzidas durante o funcionamento normal do metabolismo, sendo 

envolvidas em reações enzimáticas, transporte de elétrons mitocondriais, sinalização de 

transdução, ativação de fatores de transcrição celular, expressão gênica e ação 

antimicrobiana dos neutrófilos e macrófagos (BAYR, 2005). 

Organismos aeróbicos possuem sistemas antioxidantes integrados que incluem 

processos enzimáticos e não enzimáticos, que geralmente são eficazes no bloqueio dos 

efeitos nocivos de ERO. As principais enzimas antioxidantes são as superóxido 

desmutases (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GSH-Px). Além delas tem-se a 

oxigenasse-1 e proteínas redox como as tiorredoxinas, peroxiredoxinas e as 

glutarredoxinas. No sistema antioxidante não enzimático, tem-se: vitamina C e E, 

glutationa, polifenóis e carotenoides (BIRDEN, 2012).  Nosso sistema de defesa 

antioxidante endógeno é incompleto sem a presença de compostos redutores de origem 

exógena (BOUAYED, 2010).Quando há um desequilíbrio nesse sistema, no qual há uma 

maior produção de oxidantes e uma sobrecarga no sistema antioxidante, tem-se uma 

condição chamada estresse oxidativo, que contribui para muitas condições patológicas, 

como o câncer, distúrbios neurológicos, aterosclerose, hipertensão, isquemia, diabetes, 

síndrome do desconforto respiratório agudo, fibrose pulmonar idiopática, doença 

pulmonar obstrutiva crônica e a asma (BIRDEN, 2012).  

1.4. Composição fitoquímica e atividade antioxidante  

É bem estabelecido na literatura o poder antioxidante presente em frutas, vegetais, 

grãos e plantas medicinais, agindo na prevenção de doenças crônicas. Esse papel protetor 
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é conferido principalmente aos fitoquímicos neles presentes, que são compostos bioativos 

não nutritivos (ZHANG, 2015). 

Os polifenóis são os antioxidantes mais abundantes na dieta humana e sua atividade 

de eliminação de radicais livres está relacionada com a substituição do grupo hidroxila 

nos anéis aromáticos fenólicos. Eles podem ser classificados em 5 classes: flavonoides, 

ácidos fenólicos, estilbenos, taninos e cumarinas. Vários estudos demonstram uma 

relação direta entre o teor fenólico total e o poder antioxidante de um alimento ou planta. 

(ZHANG, 2015). Dessa forma, a quantificação desses compostos é uma etapa importante 

para se traçar um perfil antioxidante de uma determinada planta medicinal.  

Diversos estudos de nosso laboratório têm demonstrado esse potencial com espécies 

da biodiversidade brasileira ou adaptadas ao nosso bioma Cerrado. Entre estes destacam-

se os estudos com plantas medicinais com indicação etnofamacológica para tratamento 

do diabetes (FRANCO et al. 2018) e com frutos do bioma Cerrado (JUSTINO et al. 2019).  

1.5. Diabetes mellitus, o controle da hiperglicemia pós-prandial e do estresse oxidativo 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crônica caracterizada pela falta 

relativa ou absoluta de insulina, resultando em hiperglicemia. Uma variedade de 

complicações surge da hiperglicemia crônica, como neuropatia, nefropatia, retinopatia e 

aumento do risco de doenças cardiovasculares (AL-AWAR, 2016).   

Os dois tipos mais comuns de DM são do tipo 1 e do tipo 2. Geralmente, o tipo 1 é 

associada a um fator autoimune direto ou indireto que causa a destruição das células 𝛽 do 

pâncreas, produtoras de insulina. Ocorre geralmente em crianças e jovens adultos (AL-

AWAR, 2016).  O DM do tipo 2 é responsável por 90% de todos os casos de diabetes, 

sendo mais comumente visto em pessoas acima de 45 anos, porém está cada vez mais 
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recorrente em crianças, adolescentes e jovens adultos, devido ao aumento dos níveis de 

obesidade, sedentarismo e dietas com alta densidade energética (GOYAL, 2018). O DM 

tipo 2 é caracterizado por uma deficiência relativa na produção de insulina, resistência à 

insulina envolvendo miócitos e adipócitos e resistência hepática à insulina (BEDEKAR 

et al., 2010).  

É crescente a prevalência global de DM, resultado do envelhecimento da população, 

da urbanização e mudança de estilo de vida associada. O número de pessoas com diabetes 

mellitus em todo mundo mais que dobrou nas últimas três décadas. Em 2010, cerca de 

285 milhões de pessoas em todo mundo tinham DM. A projeção é que até 2030 o número 

de diabéticos aumentará para 439 milhões, o que representa 7,7% da população adulta 

total do mundo com idade entre 20 e 79 anos. (CHEN et al., 2012).  

A patogênese de DM e seu tratamento via oral pela administração de agentes 

hipoglicemiantes têm despertado grande interesse nos últimos anos. O controle da 

hiperglicemia pode ser alcançado por diferentes mecanismos: pelo aumento na secreção 

de insulina; pela diminuição na ingestão de nutrientes; pelo aumento periférico na 

captação de glicose ou pela diminuição na produção hepática de glicose. Além dos 

fármacos já disponíveis no mercado, vários extratos de plantas estão sendo usados como 

opção terapêutica ao DM, por apresentarem atividade hipoglicemiante, antiobesidade e 

propriedades antioxidantes (BEDEKAR et al., 2010).  

Estudos de nosso laboratório utilizando modelo de Diabetes induzido por 

estreptozotocina revelaram um potencial insulina mimético do extrato aquoso da 

Vochysia rufa (GOUVEIA et al. 2017) e de reduzir o estresse oxidativo no fígado de ratos 

diabéticos tratados com a fração rica em polifenóis da casca do fruto da Annona 

crassiflora (JUSTINO et al. 2017).  
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 Embora tenha sido demonstrado que a produção de espécies reativas é aumentada 

em células expostas a altas concentrações de glicose em vários tecidos cardiovasculares 

originários de estados diabéticos e resistentes a insulina, ainda é relativamente 

desconhecido o quão significativo é o papel que o estresse oxidativo desempenha na 

patogênese da diabetes (SCOTT et al., 2004). No que diz respeito a progressão do DM 

tipo 2, é bem elucidado o papel central do estresse oxidativo em disfunções à nível celular, 

como as ilhotas pancreáticas, músculos, tecido adiposo e fígado (NEWSHOLME, 2016).  

 A duração e a gravidade da hiperglicemia são os principais fatores causadores de 

danos aos órgãos. A incidência média de nefropatia diabética é alta (3% ao ano) durante 

os primeiros 10 a 20 anos após o início do DM. Normalmente levam 15 anos para 

pequenos vasos sanguíneos em órgãos como rins, olhos e nervos serem afetados. Estima-

se que 20 a 40% dos pacientes diabéticos desenvolverão nefropatia diabética. 

(SULAIMAN, 2019). Várias evidências demonstram que a superprodução de ERO como 

fator em comum que liga as vias metabólicas alteradas nos rins com a hemodinâmica 

renal interrompida, associada a nefropatia diabética. Essas vias acabam levando a 

inflamação, fibrose e disfunção endotelial. (JHA, 2016).  

1.6. Enzima α-amilase  

A enzima α-amilase é o principal produto de secreção das glândulas salivares e do 

pâncreas. É uma proteína monomérica cálcio dependente, responsável pela catálise da 

hidrólise inicial de amido em oligossacarídeos mais curtos através da clivagem de 

ligações α-D-(1-4) glicosídicas do amido, amilopectina, amilose, glicogênio e numerosas 

maltodextrinas (JUSTINO, 2016; AGAWAL et al, 2016). 
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As moléculas grandes, como o amido, não conseguem atravessar a barreira 

hematoencefálica. Para que a glicose possa chegar ao cérebro, a α-amilase cliva as 

grandes moléculas de amido em fragmentos menores de açúcares, aumentando o nível de 

açúcar no sangue, fazendo com que a insulina entre em ação, ordenando que as células 

metabolizem o excesso de açúcar e armazenem como fonte de energia. Esse ciclo está 

acontecendo incessantemente em uma pessoa saudável. Em pessoas diabéticas ou que 

esta enzima esteja ativada em excesso, o aumento de glicose no sangue resultará em 

hiperglicemia (AGAWAL et al, 2016). 

Uma abordagem terapêutica para o tratamento do DM tipo 2 é diminuir os níveis de 

glicose pós-prandial. Enzimas como a α-amilase, presentes no intestino delgado, são 

responsáveis pela quebra de oligossacarídeos e dissacarídeos em monossacarídeos 

adequados para absorção. Com a inibição dessas enzimas, há o retardamento na digestão 

de carboidratos, causando uma redução na taxa de absorção de glicose, atenuando a 

glicemia pós-prandial. Logo, inibidores de α-amilase demonstram ser uma estratégia 

promissora para o tratamento de diabetes e suas complicações (SALES et al, 2012; RIOS 

et al, 2015). 

Estudos do nosso laboratório com enfoque na inibição das enzimas hidrolases 

digestivas de carboidratos, α-amilase e α-glicosidase, revelaram o rico potencial de 

algumas plantas estudas para serem exploradas com esse objetivo. Desataca-se entre 

estas, o extrato de Kielmeyera coriacea Mart (JUSTINO et al., 2021) na inibição da α-

amilase e o extrato da Eugenia dysetenrica na inibição da α-glicosidase, a enzima que 

completa a digestão de carboidratos (JUSTINO et al., 2022). 

A maioria dos inibidores de α-amilase disponíveis no mercado são de origem 

microbiana. Por retardar a quebra de amidos, o uso dessas drogas pode gerar a 
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fermentação de açúcares não absorvidos no intestino, causando efeitos colaterais como 

diarreia e flatulência. Inibidores de menor peso molecular tem gerado grande interesse, 

por apresentarem melhor absorção do intestino para a corrente sanguínea (ALAGESAN, 

2012). 

Fibras dietéticas, flavonoides, alcaloides, saponinas, aminoácidos e peptídeos 

isolados de plantas medicinais têm sido relatados por apresentarem atividade 

hipoglicemiante, por estimular a liberação de insulina pelas células 𝛽-pancreáticas, 

inibir a absorção de glicose no intestino ou melhorar o aproveitamento de glicose 

pelo organismo. No entanto o foco das pesquisas tem sido nas flavonas e 

triterpenóides, por apresentarem baixo peso molecular (ALAGESAN, 2012). Assim, 

o estudo de inibidores de α-amilase presentes em plantas medicinais encontradas no 

Brasil, apresenta grande potencial para o desenvolvimento de novas estratégias para 

auxiliar no tratamento de pacientes diabéticos e contribuir com a saúde pública do país.  

1.7. Melasma, inibição da enzima tirosinase e o estresse oxidativo 

Melasma é uma doença crônica de pele que causa hipermelanose de áreas expostas ao 

sol, especialmente na face (BABBUSH, 2020). Distúrbios pigmentares tem um impacto 

significativo na qualidade de vida do paciente, sendo uma causa comum de procura por 

ajuda dermatológica (BABBUSH, 2021).  

A patogênese do melasma é multifatorial e pouco compreendida, o que representa um 

desafio para o tratamento da doença. Fatores que desempenham uma influência da doença 

são: exposição à luz ultravioleta, que induz a formação de ERO, a vasculatura cutânea 

alterada, histórico familiar e influências hormonais. Há também evidências de aumento 
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da atividade das enzimas melanogênicas na pele e aumento da deposição de melanina na 

epiderme e na derme (BABBUSH, 2020). 

Há muitas terapias já em uso, como hidroquinona, tretioína, ácido azeláico, ácido 

retinóico, ácido glicólico, ácido kójico, ácido ascórbico, corticoides tópicos, tazaroteno, 

adapaleno, crioterapia, peeling químico e tratamento a laser são utilizados isoladamente 

ou em combinação, visto que não há um tratamento universalmente eficaz. Os 

antioxidantes são também uma opção complementar, visto que o estresse oxidativo está 

ligado ao envelhecimento da pele e distúrbios de pigmentação (BABBUSH, 2020). 

A irradiação UV causa estresse oxidativo e atua como fator chave para muitos 

problemas de pele. A hiperpigmentação pode ser dependente do aumento do número de 

melanócitos ou atividade da enzima tirosinase melanogênica (GEORGIEV, 2013). A via 

biossíntetica para formação da melanina é iniciada com a etapa da oxidação da tirosina 

para dopaquinona, catalisada pela enzima tirosinase. Esta é uma etapa limitante na síntese 

de melanina, pois a partir dela o restante das reações acontecem espontaneamente em pH 

fisiológico (CHANG, 2009). Assim, compostos naturais com a capacidade antioxidante 

e de inibição da enzima tirosinase possuem alto potencial para servirem de opção 

terapêutica para o tratamento de melasma e outras disfunções de pele ligadas ao estresse 

oxidativo.   
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2.OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral: 

Produzir extratos etanólicos brutos das folhas e dos galhos da planta, com o intuito 

de comparar os perfis entre as duas amostras. Para isso foi realizado a prospecção 

fitoquímica e análise da capacidade antioxidante, bem como a atividade inibitória das 

enzimas α-amilase e tirosinase. 

2.2. Objetivos específicos  

 Realizar maceração, produzir e quantificar o rendimento dos extratos etanólico 

bruto das folhas e dos galhos da Schinus molle L. 

 Determinar o teor de fénois totais, flavonoides, taninos condensados 

(proantocianinas) e comparar entre os dois extratos. 

 Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos brutos pelos métodos DPPH 

(sequestro do radical livro 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e FRAP (capacidade de 

redução do ferro). 

 Avaliar a atividade de inibição das enzimas α-amilase e tirosinase dos extratos 

brutos. 

 

3.MATERIAL E MÉTODOS  

3.1. Coleta e identificação amostras  

 Foi realizada a coleta de amostras de folhas, em diferentes etapas de 

amadurecimento, e galhos novos, que ainda não havia formação de ritidoma (porções 

mais velhas do súber que se destacando da superfície dos troncos) da espécie Schinus 
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molle L. As amostras foram coletadas de diferentes espécimes localizados nos bairros: 

Umuarama; Tibery; Santa Mônica; Custódio Pereira; em Uberlândia-Minas Gerais. Foi 

realizado a exsicata das folhas, juntamente com suas flores e frutos, e identificadas no 

Herbarium Uberlandese, sob o código de registro: 82689.  

3.2. Preparação das amostras 

 A água fornece meio que possibilita reações enzimáticas que podem decompor os 

metabólitos durante a preparação das amostras (KIM; VERPOORTE, 2010). Em razão 

disso, as folhas juntamente com os galhos, passaram pelo processo de secagem em 

ambiente ventilado e abrigado da luz, durante 22 dias. Após esse período, os galhos foram 

serrados em finos fragmentos, para que pudessem ser macerados.  

3.3. Maceração  

 O processo geral de maceração em pequena escala consiste em colocar o material 

vegetal adequadamente triturado em um recipiente fechado e adicionar um solvente 

selecionado. O sistema é deixado em repouso por 7 dias, com eventuais agitações. O 

líquido então é filtrado. Como o sistema é estático, exceto pelas agitações ocasionais, a 

extração ocorre através de difusão celular (SINGH, 2008). Portanto, esse foi o sistema 

extrativo escolhido para obtenção dos extratos brutos de interesse neste trabalho, no qual 

foram selecionados 200 gramas de folhas desidratadas e trituradas em um recipiente de 

vidro, devidamente lacrado e protegido dos raios solares juntamente com 1 litro de etanol 

95% (solvente).  O mesmo processo foi feito para com os galhos. 
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3.4. Separação extrato etanólico (EE)  

 Após os 7 dias de maceração, a solução foi filtrada e submetida ao processo de 

rotaevaporação, a fim de remover parcialmente o solvente. Em seguida, essa solução 

concentrada foi deixada em uma capela de exaustão de gases. Após 7 dias, o material 

remanescente (extrato etanólico ou bruto sólido) foi recuperado através de raspagem, a 

quantidade foi pesada (para cálculos de rendimento) e encaminhada para um processo de 

liofilização durante 24 horas, para remoção completa do solvente e obtenção dos EEs das 

folhas e dos galhos.  

3.5. Prospecção fitoquímica 

3.5.1 Determinação de Fenóis Totais  

Em uma microplaca de 96 poços, foi adicionado 5μL dos EEs (1mg/mL) (em triplicata 

para cada extrato). Em seguida, adicionou-se 25μL de reagente Folin-Ciocalteu e 195μL 

de água ultrapura em todos os poços com pipeta multicanal e, a placa foi incubada por 6 

min à 25°C. Após a incubação, adicionou-se 75μL solução de carbonato de sódio Na2CO3 

(7%) e incubou-se no escuro por 2h à 25°C. Dado esse tempo, a placa foi lida em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 760nm. 

A curva padrão foi preparada com ácido gálico nas concentrações de 7,5; 15,62; 31, 

25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 e 2000 μg/mL. O branco foi feito com etanol, substituindo 

o volume dos extratos testados. Os resultados foram expressos como miligramas de 

equivalentes de ácido gálico por grama de material vegetal (mg GAE/g). O teor de fenóis 

foi dado pela equação da reta da curva feita em GAE.  
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3.5.2 Determinação de Taninos Condensados  

 Em uma microplaca de 96 poços, foi adicionado 10 μL dos EEs (1mg/ml, em 

triplicata para cada extrato). Em seguida, adicionou-se 200 μL de solução 4% vanilina 

(em metanol) e 100 μL de ácido clorídrico (HCl) concentrado em todos os poços com 

pipeta multicanal e foi incubado por 15 min à 25°C.  

A curva padrão foi preparada com catequina nas concentrações de 7,5; 15,62; 31, 

25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 e 2000 μg/mL. O branco foi feito com etanol, substituindo 

o volume dos extratos testados. Os resultados foram expressos como miligramas de 

equivalentes de catequina por grama de material vegetal (mg CE/g). O teor de taninos 

condensados será dado pela equação da reta da curva feita em CE.  

3.5.3 Determinação de Flavonoides  

 É possível definir o teor de flavonoides utilizando cloreto de alumínio. Neste 

método, o Al3+ forma complexos estáveis com os flavonoides presentes na amostra, de 

forma a apresentar uma absorção em comprimento de onda maior que o flavonoide não 

complexado, permitindo sua quantificação (WOISKY; SALATINO, 1998). 

Em uma microplaca de 96 poços, foi adicionado 30 μL de EEs (1mg/mL, em 

triplicata para cada extrato). Sequencialmente, adicionou-se 180 μL de água ultrapura e 

10 μL de solução 5% de NaNO2 (em água ultrapura) em todos os poços com pipeta 

multicanal e foi incubado por 6 minutos à 25°C. Posteriormente, foi adicionado 20 μL de 

solução de AlCl3 à 10% (em água ultrapura) e foi deixado em repouso durante 6 minutos, 

depois foi adicionado à mistura 60 μL de solução a 4% de hidróxido de sódio (NaOH) 

(em água ultrapura) e incubado durante mais 15 min. Em seguida, a placa foi lida em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 425nm.  
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A curva padrão foi preparada com quercetina nas concentrações de 7,81; 15,62; 

31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 e 2000 μg/mL. O branco foi feito com etanol, 

substituindo o volume dos extratos testados. As medidas foram expressas como 

miligramas de equivalentes de quercetina por grama de material vegetal (mg QE / g). O 

teor de flavonoides foi dado pela equação da reta da curva feita com QE.  

 

3.6. Testes Antioxidantes  

3.6.1. Ensaio de eliminação de radicais livres de 2,2 –difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 

 A metodologia DPPH tem por objetivo quantificar a capacidade antioxidante de 

uma determinada amostra através de sua capacidade em sequestrar o radical estável 

DPPH, reduzindo-o a hidrazina (ALVES e colab., 2010). Inicialmente a solução de DPPH 

é de cor roxa e desvanece para cor amarela da difenilpicril hidrazina quando componentes 

antioxidantes doam radicais de hidrogênio. (JUSTINO e colab, 2016). 

 Preparou-se o radical DPPH numa concentração de 0,10144mmol/L, solubilizado 

em metanol e adicionou-se em seus respectivos poços na microplaca das amostras em 

duplicata na seguinte ordem: Branco do DPPH em metanol, Mistura da reação das 

amostras: 75 uL do EE+ 225 uL de solução de DPPH. O controle foi realizado 

substituindo o EE por metanol. O branco do ensaio foi realizado através da substituição 

da solução de DPPH por etanol. Quercetina foi utilizada como controle positivo. 

A mistura de reação adicionada na microplaca foi agitada pela colocação da 

microplaca num incubador/agitador a 30°C por 30 minutos. A redução da absorbância da 

mistura é medida em 517nm. Sequestro de radicais DPPH pela amostra foi calculado 

através da equação 1:  
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Percentual de inibição (E%) = [(Abs controle – (Abs amostra- Abs branco) /Abs controle] x100,       

Equação 1 

Onde: E% é a capacidade de eliminação de radicais é expressa como efeito em 

percentual, Abs amostra é a absorbância da mistura (DPPH + EE), Abs branco é a 

absorbância da amostra em etanol. 

Para realização do teste, o EE das folhas e dos galhos foram diluídos em etanol, 

em triplicatas, nas concentrações de: 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 

μg/mL; para determinar o valor de concentração de amostra que induz metade do efeito 

máximo (EC50). 

3.6.2. Potencial antioxidante redutor férrico (FRAP)  

 Nesse método é possível determinar a capacidade antioxidante de uma amostra 

por meio do potencial antioxidante redutor férrico. Os compostos antioxidantes presentes 

nas amostras reduzem Fe3+ em Fe2+, o qual é quelado pela 2,4,6-tri (2 piridil)-s-triazina 

(TPTZ) para formar o complexo Fe 2+- TPTZ, de coloração azul intensa (BENZIE; 

STRAIN, 1996). 

 Inicialmente, foi diluído os extratos brutos em etanol na concentração de 1000 

μg/mL. Para preparação das microplacas, utilizou-se: 250 µL do reagente de FRAP (10 

vol. Tampão Acetato + 1 vol. TPTZ +1 vol. de Fe3+) em 10 µL de cada amostra e adição 

de 25 µL de água ultrapura. A microplaca foi incubada por 6 minutos a 37°C antes da 

realização da leitura. As absorbâncias foram medidas em espectrofotômetro a 593nm e a 

atividade antioxidante foi determinada utilizando uma curva analítica a partir de 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox). O resultado foi expresso em 

equivalente de Trolox, conforme a Equação 2: 
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TE (μmol TE/g) = Trolox (μmol/L)/ amostra (g/L)] x100,       Equação 2 

Onde: TE é equivalente de trolox. 

3.7. Teste de inibição da enzima alfa amilase  

O método quantifica a inibição da enzima α-amilase com o uso de 2-cloro-4-

nitrofenil-4-b-Dgalactopiranosilmaltosídeo (GalG2CNP) como substrato e uma fração de 

saliva enriquecida com α-amilase (HSA-f).  

 Os extratos brutos foram preparados em soluções de etanol, em triplicatas, nas 

concentrações de: 78,125; 156,25; 312,5; 625; 1250; 2500; 5000; 10000 μg/mL. 

 Primeiramente foi preparado o tampão de ácido 2-morfolinoetanossulfônico 

monoidratado (MES) de pH 6,2 e concentração de 50mM, diluindo MES (50mM), cloreto 

de sódio (NaCl) (300mM), (cloreto de cálcio) CaCl2 (5mM), Tiocinato de Potássio 

(140mM) em água milli-Q. Em seguida diluiu-se GalG02CNP 12mM em tampão MES, 

solução esta que ficou em repouso por 10 minutos em exposição UV. Foi diluído 1μL de 

HSA-f para 59μL de tampão MES. Para produção do mix, foi incubado 5μL do extrato 

com 45μL da solução de α-amilase por 10 minutos a 37°C. Em seguida, foi colocado em 

cada poço da microplaca 8μL do mix + 300μL do substrato GAL para leitura no 

espectrofotômetro a 407nm. A leitura foi feita de forma cinética de 1 em 1 minuto, durante 

3 minutos.   

3.8.  Teste de Inibição da enzima tirosinase 

 Para iniciar o teste, foi preparado um tampão a partir de fosfato de sódio 

monobásico, diluído em água ultrapura, com o pH de 6,5 e concentração de 50mM. Em 

seguida foi preparado uma solução de L-DOPA 8mM, a partir da diluição de L-DOPA no 

tampão de sódio monobásico 50mM. Também foi preparado uma solução de ácido Kójico 
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em concentração 10 mM (1,4mg/mL), a partir da diluição do ácido no tampão de fosfato 

de sódio. A solução de ácido Kójico servirá como controle positivo de inibição. Os 

extratos brutos foram preparados em soluções de etanol, em triplicatas, na concentração 

de 1,25 mg/mL.  

 Em uma microplaca transparente de 96 poços, foi adicionado 20 µL de tirosinase 

e 20 µL dos EE e foi incubado durante 5 minutos a 37ºC na ausência de luz.  Em seguida 

foi adicionado 160 μL de L-DOPA e foi iniciado a leitura imediatamente a 490 nm, com 

leituras de 2 em 2 minutos durante 20 minutos.  O branco foi realizado substituindo os 

EE por etanol. Para o controle positivo, os EE foram substituídos por ácido Kójico. 

3.9. Análises Estatísticas 

 As análises estatísticas e os histogramas foram realizados com auxílio do software 

GraphPad Prism versão 7.0. Os dados foram expressos como média ± erro padrão da 

média e a análise da variância foi realizada pelo teste One-Way ANOVA com pós teste 

de Tukey para comparações múltiplas. Valores de p < 0,05 foram considerados 

significativos. 

 

 

4. RESULTADOS  

4.1. Rendimento da produção dos EE  

 Foram realizadas duas extrações etanólicas por maceração para cada uma das 

amostras: folhas e galhos de S.M. As tabelas 1 e 2 mostram quantitativamente o 
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rendimento obtido. As folhas apresentaram um maior rendimento quando comparadas aos 

galhos.  

Tabela 1. Rendimento do processo de extração etanólica por maceração à temperatura ambiente das folhas 

de S.M. 

 

 

Tabela 2. Rendimento do processo de extração etanólica por maceração à temperatura ambiente dos galhos 

de S.M.  

 

4.2. Prospecção Fitoquímica  

 A prospecção fitoquímica do EE das folhas, apresentou os valores de 4,18 ± 

0,29mg GAE/g; 202,66 ± 0,27 mg QE/g e 0mg CE/g, para fenóis totais, flavonoides e 

taninos condensados, respectivamente. No EE dos galhos, foi detectado 224,35 ± 0,03mg 

GAE/g; 428,03 ± 0,04 mg QE/g e 205,85 ± 0,01mg CE/g de fenóis totais, flavonoides e 

taninos condensados, respectivamente. Os dados estão apresentados de forma 

esquemática na tabela 3.   
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Tabela 3. Teor de fenóis totais, flavonoides e taninos condensados dos extratos brutos das folhas e dos 

galhos de S.M. Valores expressos como média ± erro padrão.  

 

4.3. DPPH 

 Na Figura 1  é possível observar que o maior valor de EC50  foram do EE das 

folhas de S.M (82,54 ± 20,46 g/mL) seguidos dos valores do EE dos galhos (3,58 ± 1,37 

g/mL) e quercetina (0,39 ± 0,15 g/mL) (p< 0,05).  

Figura 1. Gráfico comparativo da capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 

em diferentes concentrações de quercetina e dos extratos brutos dos galhos e das folhas de S.M. As letras 

iguais correspondem as amostras que não apresentaram diferença estatística significante entre si. A 

análise estatística foi realizada com confecção de Anova e pelo pós teste de Tukey (p < 0.05). 
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4.4. FRAP  

 Na Figura 2 é possível visualizar que os maiores valores de TE foram observados 

na QE (55,99 ± 0,02mol trolox eq/g), no EE dos galhos (34,01 ± 0,02mol trolox eq/g) 

e no EE das folhas (5,13 ± 0,002mol trolox eq/g) (p< 0,05), respectivamente.  

Figura 2. Histograma comparativo da capacidade de redução de Fe3+ em Fe2+ entre quercetina (controle 

positivo) e os EE dos galhos e das folhas de S.M a 35 µg/mL, considerando o fator de diluição das placas. 

As letras iguais correspondem as amostras que não apresentaram diferença estatística significante entre si. 

A análise estatística foi realizada com confecção de Anova e pelo pós teste de Tukey (p < 0.05). 

 

 

 

 

4.5. Inibição da enzima alfa-amilase 

 Na Figura 3 encontra-se os resultados do teste de inibição da enzima alfa-amilase, 

expressos pelos valores de EC50. O maior valor foi do EE dos galhos (1,67 ± 0,45g/mL), 

seguido pela acarbose (0,32 ± 0,06g/mL). Não foi possível determinar o valor de EC50 

do EE das folhas.  
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Figura 3. Gráfico comparativo da capacidade de inibição da enzima alfa-amilase entre acarbose(controle 

positivo) e os extratos brutos dos galhos e das folhas de S.M. Valores expressos em porcentagem de inibição 

enzimática e concentração capaz de inibir 50% da atividade da enzima (IC50). As letras iguais 

correspondem as amostras que não apresentaram diferença estatística significante entre si. A análise 

estatística foi realizada com confecção de Anova e pelo pós teste de Tukey (p < 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6. Inibição da enzima tirosinase 

 O histograma da Figura 5 mostra a capacidade de inibição da enzima tirosinase 

em porcentagem. O EE dos galhos apresentou um valor de inibição de 73,02 ± 0,37%, 

enquanto o ácido kójico apresentou um valor de 78,83 ± 1,50%.  
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Figura 4. Histograma comparativo da capacidade de inibição da enzima tirosinase entre ácido kójico a 

140µg/mL (controle positivo) e os extrato bruto dos galhos de S.M a 125µg/mL, considerando o fator 

de diluição nas placas. As letras iguais correspondem as amostras que não apresentaram diferença 

estatística significante entre si. A análise estatística foi realizada com confecção de Anova e pelo pós 

teste de Tukey (p < 0.05). 

 

 

5. DISCUSSÃO 

 A partir dos resultados obtidos na prospecção fitoquímica, representados na 

Tabela 3, foi possível observar uma diferença significativa entre a concentração do teor 

de fenóis totais, flavonoides e taninos condensados do extrato etanólico (EE) das folhas 

quando comparadas ao EE dos galhos, sendo que este último apresentou melhores 

resultados, o que possibilita inferir que resultados heterogêneos podem ser encontrados, 

ou seja, a depender da parte da planta estudada. Este estudo corrobora com os achados de 

Hmed (2020), que referiram que a quantidade total de fenóis, flavonoides e taninos 

condensados variava de acordo com a parte da S.M analisada. Em seus testes, os 

resultados apontaram que o extrato aquoso das folhas de S.M apresentaram um baixo 

resultado quando comparadas ao extrato aquoso das raízes, apresentando um padrão 
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similar aos resultados encontrados na comparação entre os galhos e as folhas. No entanto, 

este estudo apresenta um diferencial, quando comparado ao estudo supracitado, no que 

concerne ao fato do extrato estudado ser o etanólico, por apresentar a possibilidade de 

abranger maiores grupos de compostos orgânicos (polares e apolares). Além disso, 

estudos de Khedher (2020) apontaram que a quantidade de polifénois totais presentes no 

EE das folhas de S.M foram inferiores a 15 mg GAE/g, reforçando assim, os resultados 

apresentados neste trabalho (4,18 ± 0,29 mg GAE/g).   

 No que diz respeito aos testes de potencial antioxidante das amostras, os 

resultados da metodologia DPPH (Figura 2) demonstraram um maior potencial 

antioxidante do EE dos galhos, quando comparado as folhas, que apresentou um alto valor 

de EC50, logo uma baixa capacidade antioxidante. Nos resultados obtidos por Do Rosário 

Martins (2014), utilizando o mesmo método, o EE das folhas de S.M também 

apresentaram uma atividade muito inferior ao composto antioxidante de referência 

utilizado como controle positivo. 

 O EE dos galhos expressou um alto potencial antioxidante, não tendo apresentado 

diferença estatística significativa comparadas à quercetina, que é um flavonoide dietético 

com potencial de neutralização de radicais livres bem conhecidas, sendo frequentemente 

utilizada como composto referência em testes antioxidantes. (SAK, 2014). Nos estudos 

realizados por Salem (2016), também utilizando o método DPPH, foi observado que esse 

potencial antioxidante contido nos galhos de S.M é ainda maior por outros métodos de 

extração, como a hidrodestilação dos óleos essenciais e a extração aquosa, o que 

demonstra que o método extrativo pode influenciar o carreamento de compostos bioativos 

com ação antioxidante. Porém, neste trabalho optou-se pelo uso do etanol por ser um 

solvente de amplo espectro e por se tratar de boa alternativa para ensaios preliminares.  
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 Analisando os resultados obtidos pelo método FRAP, é possível identificar 

consistência nesse padrão comparativo: o EE dos galhos (34,01 ± 0,02 mol trolox eq/g 

EE) apresentou uma maior capacidade antioxidante quando comparadas às folhas (5,13 ± 

0,002 mol trolox eq/g EE).  Apesar do EE dos galhos ter apresentado um menor 

resultado, com diferença estatística significativa (p<0,05) com relação ao controle 

positivo, fica evidente a presença de moléculas com alta capacidade antioxidante, visto 

que essas moléculas não estavam isoladas, como no caso da quercetina. Nos resultados 

obtidos por Hmed (2020), utilizando o mesmo método, foi observado que o extrato 

aquoso das folhas apresentou um maior valor de EC50, logo uma menor capacidade 

antioxidante quando comparadas ao extrato aquoso das raízes e frutos, corroborando ao 

padrão inferido. 

 Referente à capacidade de inibição da enzima alfa-amilase, o EE das folhas 

apresentou uma baixa capacidade inibitória, não tendo sido possível definir seu valor de 

EC50. Por sua vez, o EE dos galhos apresentou baixos níveis de EC50, o que demonstra 

uma ação inibitória de alfa amilase maior que as folhas (Figura 4), diferindo apenas do 

controle positivo. Tal fato demonstra que essa ação é promissora por se tratar de 

moléculas não isoladas e por não ser tão difundido na literatura científica, no que tange 

aos extratos de galhos e folhas, objeto de estudo deste trabalho. Nesse contexto, Ranilla 

(2010) demonstrou uma baixa capacidade de inibição pelo extrato aquoso do fruto e 

Feriani (2021) apresentou uma alta capacidade inibitória pelo extrato metanólico do fruto. 

Além disso, evidências apontam que antes de descartar o potencial antioxidante de uma 

determinada planta, é necessário se estudar separadamente cada parte dessa planta e seus 

diferentes métodos de extração, visto que o rendimento do extrato e sua atividade 
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antioxidante é fortemente dependente da natureza do solvente de extração (SULTANA, 

2009).    

 Os resultados obtidos pelo ensaio preliminar de inibição da enzima tirosinase 

reforça o padrão observado até então: o EE das folhas não apresentou ação inibitória dessa 

enzima, enquanto o EE dos galhos apresentou um alto potencial de inibição, não diferindo 

do controle positivo (ácido kójico).  O ácido kójico atua como um agente inibidor da 

tirosinase, enzima responsável pela produção de melanina, o pigmento que confere cor à 

nossa pele, cabelo e olhos. Isso é especialmente relevante no tratamento do melasma, uma 

condição de hiperpigmentação da pele, pois o ácido kojico pode ajudar a clarear as áreas 

afetadas, diminuindo a hiperprodução de melanina nessas regiões específicas. Porém por 

apresentar citotoxicidade e uma instabilidade de armazenagem, há uma busca do mercado 

de cosméticos por novos inibidores (NOH, 2009). Considerando que o EE dos galhos foi 

testado em uma menor concentração (125 µg/mL), comparado ao ácido kójico (140 

µg/mL), e que suas moléculas com atividade inibitória não estavam isoladas, esse foi um 

resultado promissor. Até o então, não há disponível nenhum trabalho na literatura que 

tenha sido testado a capacidade de inibição da enzima tirosinase pela S.M. 

 Ao analisar todas essas informações em conjunto, pode-se observar um maior 

poder antioxidante presente no EE dos galhos, quando comparadas à das folhas, 

evidenciando uma relação direta do teor de substâncias fenólicas com a inibição do dano 

oxidativo resultante do estresse oxidativo (FERGUSON, 2001). Com a manutenção desse 

padrão durante os testes, foi possível perceber uma relação entre o teor fenólico, potencial 

antioxidante; capacidade de inibição das enzimas alfa-amilase e tirosinase, sendo que o 

EE dos galhos apresentou consistentemente os melhores resultados em todos os testes, 

comparado às folhas.  
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6. CONCLUSÃO 

 A partir dos resultados apresentados pode-se concluir que o EE dos galhos de S.M 

contém uma alta capacidade antioxidante e uma alta capacidade de inibição das enzimas 

alfa-amilase e tirosinase, sendo uma matéria prima promissora para o desenvolvimento 

de estudos no tratamento de DM e de melasma, assim como tantas outras disfunções cujo 

o estresse oxidativo seja um fator de risco.  Por outro lado, o EE das folhas não apresentou 

nenhum resultado satisfatório no que diz respeito à capacidade antioxidante e inibição das 

enzimas alfa-amilase e tirosinase. Este trabalho apresentou como limitação o fato de os 

extratos estudados serem apenas os extratos brutos etanólicos. Sugere-se, portanto, que 

estudos complementares (estudos com as frações ou com solventes extratores 

diferenciados, por exemplo) a este sejam realizados novos estudo com o objetivo de maior 

conhecimento das capacidades antioxidantes e inibitória para enzimas α-amilase e 

tirosinase. 
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