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APRESENTAGAO

A proposta da obra “As Ciéncias Biolégicas e a Construcdo de Novos
Paradigmas de Conhecimento 2” € uma e-book que tem como objetivo principal
a apresentacdo de um conjunto de artigos cientificos sobre diversos areas do
conhecimento em Ciéncias Biologicas, onde cada um dos artigos compde um
capitulo, sendo no total 32 capitulos, do volume 2 dessa obra. Essa coletanea de
artigos foi organizada considerando uma sequéncia l6gica de assuntos abordados
nos trabalhos de pesquisas e revisao da literatura, mostrando a construcao
do pensamento e do conhecimento do homem nas diversas areas das Ciéncias
Bioldgicas.

O objetivo primario da obra consistiu em apresentar de forma clara as
pesquisas realizadas em diferentes em instituicbes de ensino e pesquisa do pais
como: Centros de Ensino Técnico e Superior, Colégios, Escolas Técnicas de Ensino
Superior, Centro Universitarios, Fundacéo de Ensino Médio e Superior, Instituto
Federal, Faculdades de Ensino Superior Privado e Universidades Federais. Nos
diferentes artigos foram apresentados aspecto relacionado a doencas causadas
por Bactérias, Fungos, Parasitos, Virus, Genética, Farmacologia, Fitoterapia,
Biotecnologia, Nutricdo, Vetores biolégicos, Educacéo e outras areas correlatas.

Os temas sé&o diversos e muito interessantes e foram elaborados com o intuito
de fundamentar o conhecimento de discentes, docentes de ensino fundamental,
médio, mestres, doutores, e as demais pessoas que em algum momento de suas
vidas almejam obter conhecimentos sobre a saude abrangendo agentes etiol6gicos
das doencas, uso de substancias para higienizacao bucal, aspectos nutricionais
de alimentos, atividade de organismos na producdo de alimentos, degradacao de
material organica e ciclo de nutrientes no meio ambiente, como capturar e controlar
vetores de doencas, uso de plantas medicinais para cura de enfermidades, e sobre
metodologias que podem ser usadas nas escolas para favorecer a aprendizagem
dos estudantes.

Assim, essa obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Constru¢cao de Novos Paradigmas
de Conhecimento 2” apresenta teorias fundamentadas em dados obtidas de
pesquisas e praticas realizados por professores e académicos de diversas areas
do conhecimento biolégico, e que realizaram seus trabalhos com muita forca de
vontade, as vezes, com muitos poucos recursos financeiros, e organizaram e
apresentaram os resultados alcangados de maneira objetiva e didatica. Todos nos
sabemos o quanto € importante a pesquisa em um pais e a divulgacgao cientifica dos
resultados obtidos para a sociedade. Dessa forma, a Athena Editora oferece uma
plataforma consolidada e confidvel para os pesquisadores divulguem os resultados
de suas pesquisas.

Eleuza Rodrigues Machado
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CAPITULO 20

ESTUDO FITOQUIMICO E POTENCIAL BIOLOGICO
DE FOLHAS DE Schinus molle L. (ANACARDIACEAE)
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e antimicrobiana. Os objetivos foram investigar a composi¢céo quimica, o doseamento
de polifendis e flavonoides totais e a analise do potencial antioxidante dos extratos
alcodlico e hidroalcoodlico 70% bem como das fracbes de S. molle. O extrato alcodlico e
hidroalcodlico 70% contém alcaloides, antraderivados O e C heterosidicos, flavonoides,
taninos e saponinas. O doseamento de polifenois (21,96% +0,0217) foi maior no extrato
hidroalcodlico 70% e flavonoides no extrato alcodlico (34,607 mEqQ.g" + 0,1045). A
fragdo hidroalcoolica diclorometano apresentou maior atividade antioxidante.
PALAVRAS-CHAVE: Aroeira, atividade antioxidante, saponinas, Screening
fitoquimico, polifenois.

PHYTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL POTENTIAL STUDY OF LEAVES FROM
Schinus molle L. (ANACARDIACEAE)

ABSTRACT: Schinus molle L. (Anacardiaceae) is popularly known as aroeira-salsa
or aroeirinha and it is used in the tradicional medicine as antispasmodic, healing
and antimicrobial. The objectives were to investigate the chemical composition,
the polyphenols and total flavonoids assay and the analysis of antioxidant potential
from alcoholic and hydroalcoholic 70% extract as well as the fractions from S. molle.
The alcoholic and hydroalcoholic 70% extract have alkaloids, O and C heterosidic
antraderivatives, flavonoids, tannins and saponins. The dosing of polyphenols (21,96%
+ 0,0217) is higher in hydroalcoholic 70% extract and flavonoids in alcoholic extract
(34,607 mEgQ.g' + 0,1045). The dichloromethane hydroalcoholic fraction showed
higher antioxidant activity.

KEYWORDS: Aroeira, Phytochemical screening, antioxidant activity, polyphenols,
saponins.

11 INTRODUCAO

A familia Anacardiaceae R.Br. compreende 72 géneros e aproximadamente
550 espécies usadas como ornamentais, alimentos e medicamentos. Dentre os
importantes géneros dessa familia estd Schinus L. que é formado por 29 espécies
que habitam a América do Sul e Central (LORENZI; MATOS, 2002; MACHADO et
al., 2019; THE PLANT LIST, 2019).

Schinus molle L. € uma planta aromatica, conhecida como aroeira-salsa ou
aroeira-periquita, anacauita e molho (MACHADO et al., 2019). E uma arvore perene
que atinge de 3 a 15 m de altura e que possui casca marrom escura, tardia e
intensamente fissurada. As folhas sdo imparipenadas com raquis aladas e 20 a
40 foliolos. Os foliolos sdo de linear a lanceolados, apresentam margens inteira a
pouco denteadas e medem 2-5cm x 0,4-0,8cm (MARTINEZ-MILLAN; CEVALLOS-
FERRIZ, 2005).
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E utilizada na medicina tradicional como analgésico, antifungico, antitumoral,
antiespasmaédico, diurético, antisséptico topico e para tratar hipertensao, feridas,
infeccdes bacterianas e asma (GOLDSTEIN; COLEMAN, 2004; MAEMA et al.,
2016; DO ROSARIO MARTINS et al,, 2014). Estudos farmacologicos relataram
varias propriedades como anti-inflamatério (YUEQIN et al., 2003), antimicrobiano
(GUERRA-BOONE et al., 2015), cicatrizante (SANTOS et al.,, 2013), sedativo
(TAYLOR et al., 2016), tripanocida (MOLINA-GARZA et al., 2014) e repelentes e
inseticidas (FERRERO et al., 2006; MACHADO et al., 2019).

Quimicamente S. molle possui flavonoides (MARZOUK et al., 2006), taninos,
alcaloides, saponinas, terpenos e 6leos essenciais (FERRERO et al., 2007). Em
relacdo ao 6leo essencial, os componentes majoritarios foram B-pineno (14.7%),
a-pineno (14.1%), limoneno (9.4%) e muurolol (11.8%) (MACHADO et al., 2019).

O valor terapéutico das plantas medicinais € atribuido aos metabdlitos
secundarios, sendo que constituintes quimicos que sdo denominados de marcadores
quimicos caracterizam o vegetal (MIGLIATO et al., 2007). Portanto, o conhecimento
da composicdo quimica das espécies vegetais € de suma importéncia para
a identificacdo do material vegetal. O potencial antioxidante de um vegetal tem
importancia medicinal para a prevencao de doencas degenerativas (NASCIMENTO
et al., 2011). Os objetivos do trabalho foram investigar a composicao quimica de S.
molle L., quantificar polifenois e flavonoides totais e avaliar o potencial antioxidante
do extrato alcodlico e hidroalcodlico 70%.

2| MATERIAL E METODOS

Material botanico

As folhas de S. molle L. (Anacardiaceae) foram coletadas no Horto Medicinal
do curso de Farmacia da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (latitude
25°5’23” S e longitude 50°6°23” W) Brasil, em marco de 2017. O material contendo
inflorescéncias foi identificado por um taxonomista e depositado no Herbario da
UEPG, sob os numeros de registro 20048, 22240 e 22239. O acesso ao material
boténico foi registrado pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob numero AD57C57, como
requer a Legislacéo Brasileira.

Preparacao dos Extratos e Fracoes

Folhas de S. molle secas (500g) foram utilizadas na preparacédo do extrato
alcodlico (EABSM) e hidroalcodlico 70% (EHABSM) por turbélise, com etanol e

maceracao por 3 dias. Os extratos foram fracionados por parti¢céo liquido-liquido com
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hexano (H), diclorometano (DCM) e acetato de etila (AE) e obteve-se as fracdes:
FHBEASM, FDCMBEASM e FAEBEASM do EABSM e FHBEHASM, FDCMBEHASM
e FAEBEHASM do EHABSM.

Screening fitoquimico

Identificacdo dos metabdlitos secundarios: alcaloides (Draggendorf, Mayer
e Bourchardat), heter6sidos cardiotonicos (Lafon, Liebermann-Buchard, Keller-
Killiani), antraquinonas (Borntraéger), flavonoides (Shinoda, AICI,, Taubouk, Pew,
NaOH e HCI), taninos (gelatina, acetato de cobre e de chumbo, FeCl,), cumarina e
saponina.

Doseamento de polifenois totais pelo método de Folin-Ciocalteau

Preparacédo de trés diluicbes sucessivas de 6/1,2/0,096 mg/mL de extrato
alcodlico e hidroalcodlico 70% (0,015 g). Adicionou-se 1 mL do reativo Folin-
Ciocalteau. Solugdes ficaram em repouso por 30 min. ao abrigo da luz. Leitura em
espectrofotdmetro (760 nm). O padrédo de &cido pirogalico em 0,5/0,025/0,002 mg/
mL. Para fins de calculos: TT (%) = [62,5 (A1 — A2) x m2] + (A3 — m1), [m1: massa
(g) da amostra; m2: massa do acido pirogalico (g)]. Resultados expressos pela
média/desvio padrao do teor de polifenois totais em % de ac. pirogalico.

Doseamento de flavonoides totais pelo método AICI, 2%

O extrato alcodlico e hidroalcodlico 70% e as fracbes acetato de etila foram
diluidas em metanol (1000 pug/mL) e 2 mL de AICI, 2% e 2 mL das amostras. Apds
1 h foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro 420 nm por meio da curva
de calibracao do padrdo de quercetina 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL. Resultados
expressos em mEQQ.g , de quercetina/g do extrato e fragbes, usando a equagao
com base na curva de calibracdo: y = 0,1012x — 0,5032; R2 = 0,9984.

Determinacao da atividade antioxidante pelo complexo fosfomolibdénio

Solucbes padrdes de rutina (200 pug/mL) e ac. galico (200 pg/mL). EBASM,
EBHASM, FHBEASM, FHBEHASM, FDCMBEASM, FDCMBEHASM, FAEBEASM e
FAEBEHASM foram testados na concentracdo de 200 ug/mL em etanol. Misturou-
se 3 ml do reativo (molibdato de aménio 4mM, fosfato de sddio 28 mM, acido
sulfurico 3 M) e 300 pL de cada extrato. Este mesmo procedimento foi feito para os
padrdes e o branco (etanol). Os tubos foram incubados por 90 min a 95°C e depois
resfriados. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (695nm). Para efeito de
célculo, a vitamina C e o acido galico foram considerados como 100% de atividade
antioxidante.
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Atividade antioxidante pela reducao do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)

A atividade antioxidante foi avaliada de acordo com a metodologia descrita
por Rufino et al. (2007). Utilizou-se 100 pL da solugédo de DPPH (0,8 mg/mL) e 20
yL de metanol para o controle. Padrbes de ac. géalico (1mg/mL) e vitamina C (1
mg/mL). Estes padrdes sofreram dilui¢cdes seriadas (500/25/12,5/6,25/3,125/1,5 pg/
mL). EABSM, EHABSM, FHBEASM, FHEBHASM, FDCMBEASM, FDCMBEHASM,
FAEBEASM e FAEBEHASM sofreram diluicbes seriadas nas mesmas concentragoes
dos padrdes. Misturou-se 20 pL de cada amostra e 100 yL da solucdo de DPPH. A
absorbancia foi medida em espectrofotébmetro (517nm). Resultados foram expressos
pela IC 50 (formula: % inibicdo = [(Ac — Aa)/Ac)] x 100. Ac: absorbéncia da solug¢ao
controle; Aa: absorbancia dos extratos no tempo de 30 min.

Atividade antioxidante pelas espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Retirou-se 500 pL da solucdo de gema de ovo (5% m/v) e 100 uL de sol.
de EABSM, EHABSM, HBEASM, FHBEHASM, FDCMBEASM, FDCMBEHASM
FAEBEASM e FAEBEHASM, foram dissolvidos em 1 mL de etanol (95%).
Determinagdes foram feitas na concentracdo de 1000 ppm (m/v). A peroxidagao
lipidica foi induzida pela adicédo de 50 uL de ABAP a 0,035%. Foi adicionado 1500
ML de sol. de &c. acético (20%) e 1500 uL de sol. de TBA a 0,035% (m/v) em
sol. de SDS a 0,55% (m/v). O grupo controle foi preparado com os reagentes. As
reacoes foram realizadas durante 1 h a 95°C. ApOs o resfriamento, as amostras
foram centrifugadas com 1500 pL de butanol a 1200 rpm por 3 min. A absorbéncia
do sobrenadante foi realizada em 532 nm em espectrofotdmetro. Os resultados
foram expressos pelo indice Antioxidante da amostra em percentual (1A%). 1A% =
(1-A/C) x 100, (C: absorbéancia do controle totalmente oxidado; A: média aritmética

das absorbancias dos extratos testados).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Screening fitoquimico

Foi detectado a presenca de alcaloides, antraderivados O e C — heterosidicos,
flavonoides, taninos e saponinas na sua composicao quimica. Taninos, alcaloides,
flavonoides, saponinas, e além da presenca de O6leo essencial, esteroides e
triterpenoides foram encontrados em S. molle (LORENZI, 2002).
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Doseamento de polifenois totais pelo método de Folin-Ciocalteau

O doseamento de polifenois no EABSM foi de 16,9 + 0,064 % e no EHABSM
70% foi de 21,96 + 0,0217 %. O EHABSM 70% extraiu melhor os polifenois.

Polifenois € uma classe de metabdlitos secundarios que divide-se em diversas
sub-classes, como antocianinas, proantocianinas, taninos, catequinas, flavonoides,
flavononas, dentre outras. Essa classe de compostos € a grande responsavel em
garantir propriedades antioxidantes, sendo que previnem o desenvolvimento de
véarias patologias em organismos humanos (PERRON; BRUMAGHIM, 2009).

Os polifenois ainda conferem outras atividades como antitumoral, bactericida,
fungicida e antiviral (SIMOES et al., 2017).

Doseamento de flavonoides totais pelo método AICI, 2%

O doseamento de flavonoides totais (mEqQ.g-1) resultaram nos seguintes
valores: EABSM (34,607 +0,1045), EHABSM (24,073 + 0,089), FAEBEASM (20,911
+ 0,04) e FAEBEHASM (10,674 + 0,017). Verificou-se que o teor de flavonoides
€ maior no EABSM, seguido do EHABSM, FAEBEASM e FAEBEHASM. O teor
maior de flavonoides em EABSM pode ser explicada pela presenca majoritaria do
flavonoide rutina, sendo que outros estudos comprovaram esse composto fendlico
em extratos etandlicos de S. molle (MACHADO et al., 2008).

Compostos fendlicos foram encontrados anatomicamente em folhas de S.
molle em células epidérmicas e subepidérmicas, no epitélio de ductos secretores e
ao redor de feixes vasculares. Esses compostos reagiram com solu¢des de cloreto
férrico e dicromato de potassio, no estudo histoquimico de Machado et al (2019).

A maior concentracdo de compostos fendlicos foi determinada em extratos
aquosos da madeira de S. molle, entretanto a maior concentracao de flavonoides
totais foi encontrada em extratos metandlicos (SALEM et al., 2016).

Os resultados obtidos no presente trabalho também confirmam que a polaridade
do solvente extrator influencia diretamente no processo extrativo, baseado no
principio da polaridade, sendo que semelhante dissolve semelhante.

Garzoli et al. (2019) ainda sugere que o uso de diferentes solventes com
diferentes polaridades, interferem na extracdo dos metabdlitos secundarios ou
dos compostos majoritarios presentes em extratos de S. molle, principalmente em
extratos de plantas machos ou fémeas, ou de plantas floridas ou nao-floridas.

Determinacao da atividade antioxidante pelo complexo fosfomolibdénio

Aatividade antioxidante (%) emrelacéo a vitamina C demonstra FDCMBEHASM
(81,38 + 0,1107), FAEBEASM (49,87 = 0,0609), FAEBEHASM (37,29 + 0,0540),
FHBEHASM (36,49 + 0,082), FHBEASM (14,29 + 0,0175), EABSM (11,68 + 0,035),
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EHABSM (10,17 +0,015) e FDCMBEASM (0,70 + 0,001). FDCMBEHASM (138,95 +
0,1107), FAEBEASM (85,16 + 0,0609), FHBEHASM (62,30 + 0,082), FAEBEHASM
(63,68 + 0,0540), FHBEASM (24,40 + 0,0175), EABSM (19,94 + 0,035), EHABSM
(17,36 + 0,015) e FDCMBEASM (1,20 + 0,0010). Os resultados demonstram que a
FDCMBEHASM apresentou a maior atividade antioxidante e FDCMBEASM o menor
potencial antioxidante, Tabela 1.

Extratos de Schinus molle L. | AA% em relacao a vitamina C AA% em r;;a;ig;::)o ao acido
EABSM 11,68 + 0,035 19,94 + 0,035
EHABSM 10,17 £ 0,015 17,36 £ 0,015
FHBEASM 14,29 +0,0175 24,40 +0,0175
FDCMBEASM 0,70 + 0,001 1,20 + 0,001
FAEBEASM 49,87 +0,0609 85,16 + 00,0609
FHBEHASM 36,49 + 0,082 62,30 + 0,082
FDCMBEHASM 81,38 +0,1107 138,95 +0,1107
FAEBEHASM 37,29 +0,0540 63,68 + 0,0540

TABELA 1 - Atividade antioxidante dos extratos e fra¢cdes de S. molle L

Atividade antioxidante pela reducao do radical DPPH

O resultado revela que a fracdo hidroalcodlica diclorometano apresentou
maior potencial antioxidante (6,25 pug/mL) (Grafico 1). FHBEASM, FDCMBEASM e
FHBEHASM nao tem acdo antioxidante. Estudos realizados com o 6leo essencial
extraido dos frutos de S. molle evidenciaram baixa atividade antioxidante por meio
da reducdo do radical DPPH, em comparagdo a Schinus terebinthifolia Raddi
(BENDAOUD et al., 2010). Entretanto, a atividade antioxidante é maior para o 6leo
extraido das folhas do que dos frutos de S. molle (DO ROSARIO MARTINS et al.,
2014).

Em outros estudos demonstraram a atividade antioxidante para o ensaio com
DPPH, sendo que Salem et al. (2019) também confirmou a efetividade da atividade

antioxidante para o 6leo essencial e para os extratos aquosos.
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Atividade antioxidante - DPPH

120

% de inibigao

Concentragdo dos extratos (pg/mL)

@ Alcoolico @ Hidroalcoolico
E Fracdo hidroalcodlica acetato de etila O Fracdo hidroalcodlica diclorometano

B Fracdo hidroalcodlica acetato de etila

GRAFICO 1 - Atividade antioxidante (Reducéo do radical DPPH)

Atividade antioxidante pelas espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

As analises por TBARS nos revelou que o potencial antioxidante de FHBEHASM
€ 143,072+ 0,0176 e FDCMBEHASM ¢ 108,511 £ 0,0072, conforme Tabela 2 abaixo.

Extratos de Schinus molle L. indice Antioxidante %
EABSM 31,127 £ 0,0169
EHABSM 39,410 +0,0152
FHBEASM 39,628 +0,0113
FDCMBEASM 44634 +0,0167
FAEBEASM 88,889 + 0,0293
FHBEHASM 143,072 = 0,0176
FDCMBEHASM 108,511 £ 0,0072
FAEBEHASM 88,272 +0,0787

TABELA 2 - Atividade antioxidante TBARS das folhas de S. molle L

Ao analisar os testes antioxidantes de Fosfomolibdénio, DPPH e TBARS,
conclui-se que FDCMBEHASM possui melhor potencial antioxidante (108,511 +
0,0072) por TBARS. FDCMBEHASM extraiu melhor os flavonoides metoxilados,
responsaveis pela atividade antioxidante (SA et al., 2012). Portanto, a atividade
antioxidante dos extratos de S. molle é garantida pela a presenca de polifenois,
principalmente os flavonoides, dos quais s&o compostos que previnem o surgimento
de espécies reativas de oxigénio, sendo esses 0s responsaveis pelo surgimento de
diversas doencas (PERRON; BRUMAGHIM, 2009).
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41 CONCLUSAO

Extrato alcodlico e hidroalcoodlico 70% contém taninos, flavonoides, alcaloides,
saponinas e antraderivados O e C heterosidicos. O extrato hidroalco6lico 70% tem
maior teor de polifenois e o extrato alcodlico maior teor de flavonoides. A fragdo
diclorometano do extrato hidroalcodlico 70% tem melhor acdo antioxidante.
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