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APRESENTAÇÃO

“[...] Animais agem, plantas produzem.”
Swain (1974)

A biodiversidade brasileira é vista nacional e mundialmente como uma 
moeda de poder e riqueza, mas isso é preocupante para aqueles que pensam 
na preservação e devido esta inquietude, os pesquisadores envolvidos com 
esta publicação buscaram por meio dos estudos químicos e biológicos até então 
conhecidos, valorizar os Cerrados Piauienses por intermédio de algumas de suas 
espécies de relevância.

As espécies de Combretaceae são de interesse ímpar devido ao histórico 
de potencialidades farmacológicas, já conhecido, em especial dos gêneros 
Combretum Loeft. e Terminalia L. O presente trabalho teve como objetivo investigar 
a quimiodiversidade e o possível potencial biológico dos extratos das folhas de 
Combretum duarteanum Cambess, C. mellifluum Eichler e Terminalia actinophylla 
Mart. coletadas nos Cerrados Setentrional e Meridional do estado do Piauí, 
principalmente por conta das suas amplas e significativas distribuições geográficas. 

Considerando que os metabólitos secundários de plantas são ferramentas 
valiosas para a compreensão da biossíntese e desenvolvimento de novos fármacos 
e, em face das atividades descritas para plantas da família Combretaceae, faz-se 
necessário o seu estudo fitoquímico nos Cerrados do Piauí, procurando fornecer 
dados que contribuam para a amplitude fitogeográfica daquelas espécies, vantajosa 
ou não, além de atualizar suas performances quanto ao caráter se dominantes, 
intermediárias ou raras em termos de padrões de abundância e evidenciar 
características fitoquímicas importantes para o conhecimento associado.

As espécies estão distribuídas nos Cerrados Setentrional (norte) e Meridional 
(sul), mas de forma espaçadas, em áreas devolutas (áreas não preservadas). 
Combretum duarteanum e C. mellifluum, por serem espécies de pequeno porte, 
arbustivas, frequentemente sofrem com ações antrópicas (desmatamentos, 
queimadas etc.) e Terminalia actinophylla, embora apresente um porte arbóreo 
frondoso, simplesmente é valorizada pela qualidade de sua madeira, passando por 
um constante processo de desbaste para utilização em construção civil.

Outras espécies dos cerrados piauienses e outras escalas de distribuição 
precisam dar continuidade, fortalecendo, ou não, nossa hipótese de partida, que 
além de inédita e, apoiada por este trabalho, chama a atenção sobre o fato de que as 
condições abióticas influenciam, podendo até mascarar, os resultados fitoquímicos 
que se quer pesquisar, ou, erradamente, sustentar alguma ‘falta de importância 



econômica e social, dependendo da distribuição geográfica de alguma espécie da 
flora dos cerrados piauienses.

Após a divulgação desses estudos, espera-se de um lado que um maior 
número de ensaios sejam desenvolvidos tanto em in vitro como in vivo, que os 
mesmos contribuam para a descoberta de novas substâncias biologicamente ativas 
favorecendo P&D&I, fornecendo subsídios para o desenvolvimento de pesquisas 
na perspectiva de cada vez mais agregar valor à biodiversidade por meio do 
conhecimento químico para uma utilização sustentável dessas plantas e que os 
cerrados marginais e ecótonos associados sejam cada vez mais valorizados, por 
biólogos, químicos etc..

Ruth Raquel Soares de Farias
Antonio Alberto Jorge Farias Castro
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BioTEN

RESUMO: A espécie Combretum duarteanum 
Cambess. é de relevante interesse devido ao 
histórico de potencialidades farmacológicas, 
já conhecida na família Combretaceae e no 
gênero Combretum. O presente trabalho teve 
como objetivo investigar a quimiodiversidade 
e o potencial biológico dos extratos hexânico, 
etanólico e aquoso das folhas de C. duarteanum 
coletadas no Cerrado Setentrional e Meridional 
do estado do Piauí. O perfil químico dos 
extratos foi obtido por cromatografia líquida 
de alta eficiência. A atividade antioxidante 
foi avaliada pelos ensaios dos radicais 
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), hidroxila e 
óxido nítrico, substâncias reagentes ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) e redução do íon Fe3+ 
à Fe2+. A determinação do teor de fenóis totais 
foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu e 
de flavonoides totais por redução com cloreto 
de alumínio. A atividade anticolinesterásica 
foi investigada pelo método de Ellman e 
citotoxicidade  pelo método de brometo de 
3-(4,5dimetildiazol-2-il)-2,5difeniltretrazolium 
(MTT), frente as linhagens de células tumorais 
humanas (cólon, ovário e glioblastoma). O 
extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado 
Setentrional apresentou o maior potencial 
antioxidante nos ensaios testados. Os extratos 
etanólicos de C. duarteanum do Cerrado 
Setentrional e Meridional apresentaram 
atividade citotóxica frente as três linhagens. 
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Todos os extratos de C. duarteanum do Cerrado Setentrional e o extrato etanólico de 
C. duarteanum do Cerrado Meridional demonstraram atividade anticolinesterásica. Os 
ensaios realizados demonstram que há uma diferença no perfil químico e biológico dos 
espécimes, sugerindo que as relações ecológicas devem ser levadas em consideração 
em estudos químico/farmacológico.
PALAVRAS-CHAVE: Atividade antioxidante. Atividade anticolinesterásica. Atividade 
citotóxica. Fitogeografia. Fitoquímica. 

COMPARATIVE CHEMODIVERSITY AND BIOLOGICAL POTENTIAL OF Combretum 
duarteanum CAMBESS. FROM TWO REGIONS OF CERRADO OF PIAUÍ STATE

ABSTRACT: The species Combretum duarteanum Cambess. is of relevant interest due 
to its history of pharmacological potential, already known in the family Combretaceae 
and in the genus Combretum. This study aimed to investigate the chemodiversity 
and the biological potential of hexane, ethanolic and aqueous extracts of the leaves 
of C. duarteanum collected in the northern and southern cerrados at the state of 
Piauí. The chemical profile of the extracts was obtained by high-performance liquid 
chromatography (HPLC). The antioxidant activity was evaluated by the test of the radicals 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), hydroxyl and nitric oxide, reactive substances to 
thiobarbituric acid (TBARS), and reduction of Fe3+ to Fe2+. The determination of total 
phenolic and flavonoid content was performed by the method of Folin-Ciocalteu and 
by reduction with aluminum chloride, respectively. The anticholinesterase activity was 
performed by Ellman’s method. The cytotoxicity activity was tested by MTT assay (3- 
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5 difeniltretrazolium) against human tumor cell lines (colon, 
ovary and glioblastoma). The aqueous extract of C. duarteanum from northern cerrado 
presented the highest antioxidant potential in the test trials. The ethanol extracts of C. 
duarteanum from northern and southern cerrado exhibited cytotoxic activity against the 
three cell lines. All extracts of C. duarteanum from northern cerrado and the ethanol 
extract of C. duarteanum from southern cerrado showed acetylcholinesterase activity. 
The tests demonstrated that there is a difference in the chemical and biological potential 
among the species studied. This may suggest that the ecological relationships should 
be taken into consideration in chemical and pharmacological studies.
KEYWORDS: Antioxidant Activity. Anticholinesterase Activity. Cytotoxic Activity. 
Phytogeography. Phytochemistry.

1 | 	INTRODUÇÃO

Os cerrados do Piauí distribuem-se entre as latitudes de 03°58’ a 08°51’’ S, 
longitudes 41°43’ a 04°15’’ W e altitudes de 70 a 430 m.n.m. Na região norte do 
Estado, encontram-se os Cerrados Setentrionais e, na região sul, os Cerrados 
Meridionais, denominados assim por Castro et al. (2010).

Combretaceae e Combretum têm ampla distribuição geográfica tanto nos 
Cerrados Setentrional como no Meridional, inclusive em termos de representação 
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populacional (FARIAS et al., 2014).
É importante destacar que as espécies do gênero Combretum Loefl. possuem 

diversas atividades biológicas comprovadas, como: atividade anticolinesterásica 
para Combretum hartmannianum Schweinf. (ELDEEN; VAS STADEN, 2007), 
antioxidante para C. decandrum Jacq. (PANNANGPETCH; TAEJARERNWIRIYAKUL; 
KONGYINGYOES, 2008) e citotóxica para as espécies C. apiculatum Sond., C. 
fragrans F. Hoffm., C. hereroense Schinz, C. padoides, Engl. & Diels, C. psidioides 
Welw., C. zeyheri Sond., C. collinun Fresen. (FYHRQUIST et al., 2006) e C. comosum 
G. Don. (LAMIDI et al., 2005).

Com isso as potencialidades farmacológicas já conhecidas para Combretaceae 
e Combretum, associadas às características ecológicas peculiares do estado do Piauí 
e à ampla distribuição geográfica da espécie Combretum duarteanum Cambess., 
inclusive, em áreas de transição, suportam a ideia de quimiodiversidade.

Na medicina popular C. duarteanum é utilizada como expectorante 
(ALBUQUERQUE et al., 2007) e no tratamento de dor e como sedativo (GOUVEIA 
et al., 2011). Estudos relatam que o extrato etanólico das folhas desta espécie C. 
duarteanum possui atividade antinociceptiva (QUINTANS et al., 2014), antioxidante, 
anti-inflamatória (GOUVEIA et al., 2011), gastroprotetora (LIMA et al., 2013) e 
antimicrobiana (NASCIMENTO; CHIAPPETA; LIMA, 1990) e a fração hexânica do 
extrato etanólico das folhas possui atividade antinociceptiva (QUINTANS et al., 2014) 
e gastroprotetora (LIMA et al., 2013).

Diante do exposto o objetivo do estudo foi investigar a quimiodiversidade e 
o potencial biológico dos extratos hexânico, etanólico e aquoso das folhas de C. 
duarteanum coletadas em áreas de Cerrado Setentrional e Meridional do estado do 
Piauí.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado foram folhas de Combretum duarteanum Cambess., 
coletadas no estado do Piauí, Brasil, em janeiro de 2012 nos municípios de Jatobá 
do Piauí (área de Cerrado Setentrional), nas coordenadas 04º 51’ 48.5” S, 42º 04’ 
21.0” W e 90 m.n.m. e de Floriano (área Cerrado Meridional), nas coordenadas 07º 
04’ 34.3” S, 43º 08’ 46.2” W e 198 m.n.m. Os exemplares testemunhos (vouchers) 
foram incorporados ao acervo do Herbário Graziela Barroso (TEPB) da Universidade 
Federal do Piauí, sob os números TEPB 27.960 e TEPB 30.118, respectivamente. 
A determinação botânica ao nível de espécie foi realizada pela Dra. Maria Iracema 
Bezerra Loiola da Universidade Federal do Ceará - UFC, especialista na Família 
Combretaceae.
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2.2 Preparação dos extratos

As folhas foram desidratadas à temperatura ambiente em local arejado, em 
seguida moídas, em moinho de facas e submetidas ao procedimento de extração 
por maceração por três vezes, com hexano, etanol e água sucessivamente. Cada 
extração teve a duração de 72 horas. Após o solvente ser removido por destilação 
em rotaevaporador, a água residual foi removida por liofilização. Foram obtidos 
os seguintes extratos: Extrato hexânico de Combretum duarteanum do cerrado 
Setentrional (EHCduaS 19,76 g; 2,30%), Extrato etanólico de C. duarteanum do 
cerrado Setentrional (EECduaS 72,05 g; 8,40%), Extrato aquoso de C. duarteanum 
do cerrado Setentrional (EACduaS 49,30 g; 4,93%), Extrato hexânico de Combretum 
duarteanum do cerrado Meridional (EHCduaM 3,71 g; 0,43%), Extrato etanólico de 
C. duarteanum do cerrado Meridional EECduaM (44,04 g; 5,15%), Extrato aquoso de 
C. duarteanum do cerrado Meridional EACduaM (49,44 g; 5,78%).

2.3 Atividade antioxidante pelo ensaio de DPPH 

A atividade antioxidante (AA) foi realizada pelo ensaio do radical DPPH• como 
descrito por Sousa et al. (2007), em triplicata, tendo como controle positivo a Rutina. 
As amostras foram realizadas nas concentrações de 25, 50, 100, 150, 200 e 250 
µg/mL, no comprimento de onda de 516 nm. Os valores da AA foram expressos em 
porcentagem de atividade antioxidante. A concentração eficiente capaz de reduzir 
em 50% o DPPH•, foi calculada com o auxílio do programa IBM SPSS Statistic 20, 
por meio de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se no eixo 
x as concentrações da amostra (µg/mL) e no eixo y, a porcentagem de atividade 
antioxidante.

2.4 Determinação do nível de peroxidação lipídica (TBARS)

A atividade antioxidante in vitro por substâncias reagentes ao ácido tiobarbitúrico 
método de TBARS foi avaliada como descrita por Silva et al. (2007). As amostras 
foram analisadas nas concentrações 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 µg/mL. O veículo (tween 
80 a 0,05%, dissolvido em salina 0,9%), foi utilizado como controle negativo e o Trolox, 
nas mesmas concentrações da amostra, como controle positivo. As absorbâncias 
foram lidas à 532 nm em um espectrofotômetro UV-Vis e os resultados expressos 
como percentagem de TBARS formada a partir do AAPH (controle induzido).

2.5 Determinação do nível de inibição da produção do radical hidroxila

A atividade antioxidante no ensaio do radical hidroxila (OH•) foi avaliada a 
partir da reação de Feton como descrito na metodologia de Lopes, Schulman e 
Hermes-Lima (1999). O método consiste em quantificar o malondialdeído, produto 
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da degradação oxidativa do açúcar 2-desoxiribose, por sua condensação com o 
ácido tiobarbitúrico. As amostras foram analisadas nas concentrações 0,9; 1,8; 3,6; 
5,4 e 7,2 µg/mL e as absorbâncias foram medidas à 532 nm. O Trolox, nas mesmas 
concentrações da amostra, foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram 
expressos como equivalentes do malondialdeído formado por Fe2+ e H2O2. 

2.6 Determinação do potencial sequestrador do radical óxido nítrico

A quantificação do óxido nítrico (NO•) produzido foi realizada a partir da 
decomposição espontânea do nitroprussiato de sódio (NPS) em tampão fosfato 
20 mM (pH 7,4) de acordo com a metodologia descrita por Nogueira Neto, Sousa 
e Freitas (2013) utilizando reagente de Griess (GREEN et al., 1982). As amostras 
foram analisadas nas concentrações de 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 µg/mL. A absorbância 
do cromóforo foi medida a 540 nm. A percentagem de inibição do óxido nítrico gerado 
foi medida por meio da comparação dos valores de absorbância do controle negativo 
(NPS 10 mM e veículo) e das amostras. O Trolox, nas mesmas concentrações da 
amostra, foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos em 
percentagem de nitrito formado por NPS isoladamente.

2.7 Avaliação do potencial redutor

O potencial redutor dos extratos foi avaliado pela redução direta do ferricianeto 
de potássio (III) [K3Fe(CN)6] à ferrocianeto de potássio (II) [K4Fe(CN)6], conforme 
metodologia descrita por Singhal, Paul e Singh (2014), com algumas modificações. 
As amostras foram testadas nas concentrações de 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 µg/mL, 
com 1 mL de ferrocianeto de potássio 1% e 1 mL de tampão fosfato de sódio (0,2 
M, pH 6,6). A mistura reacional foi incubada a 50°C durante 20 minutos, e em 
seguida adicionou-se 1 mL de ácido tricloroacético 10%. A mistura resultante foi 
centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos. Ao sobrenadante da mistura reacional 
foi acrescentado 1 mL de água destilada e 0,5 mL de cloreto férrico (FeCl3) 0,1%. As 
absorbâncias foram medidas a 700 nm contra o branco que continha apenas tampão 
fosfato. O mesmo procedimento experimental foi utilizado com o controle positivo 
Trolox.

2.8 Teor de fenóis totais

O teor de fenóis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu de 
acordo com Sousa et al. (2007). As medidas de absorbância das soluções (1 µg/
mL) foram medidas no comprimento de onda de 750 nm. O resultado foi definido 
pela interpolação da absorbância das amostras contra uma curva de calibração 
construída com padrões de ácido gálico e expressa por A = 0,1185c – 0,0453, com 
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coeficiente de correlação linear igual a 0,999, em que “c” é a concentração do ácido 
gálico e “A” é absorbância. O resultado é apresentado em miligramas de equivalente 
de ácido gálico por grama de extrato (mg de EAG/g).

2.9 Determinação do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado conforme Peixoto Sobrinho et 
al. (2010) e Ferreira et al. (2014). As medidas de absorbâncias das soluções das 
amostras (1µg/mL) foram feitas no comprimento de onda de 420 nm. O resultado 
foi calculado por interpolação da absorbância das amostras contra uma curva de 
calibração construída com o padrão rutina. A curva de calibração é expressa por A 
= 0,02618c – 0,00717, em que “A” é a absorbância da amostra e “c” a concentração 
da rutina, com um coeficiente de correlação linear igual a 0,999. O resultado foi 
expresso em miligrama de equivalente de rutina (mg ER/g de extrato).

2.10 Atividade anticolinesterásica

A detecção do poder de inibição qualitativa da enzima acetilcolinesterase foi 
verificada pelo teste de Ellman et al. (1961), modificado por Rhee et al. (2001). 
Alíquotas de 1,5-2,5 µL das soluções metanólicas das amostras (10 mg/mL) foram 
aplicadas em placa gel de sílica e eluída em clorofórmio/metanol 9:1. A placa foi 
revelada com reagente de Ellman sendo borrifada com DTNB (ácido 5,5’-ditiobis-[2-
nitrobenzóico])/ATCI (Iodeto de acetiltiocolina) (1 mM DTNB e 1 mM ATCI em tampão) 
até a saturação. Após um repouso de 3 a 5 minutos, para que a placa secasse, 
5 units/mL da enzima acetilcolinesterase foi borrifada sobre a placa. Aguardou-se 
aproximadamente 5 minutos para a observação dos resultados. A resposta positiva 
do teste foi a observação de manchas brancas semelhantes ao padrão, cafeína.

2.11 Atividade citotóxica

A avaliação da citotoxicidade foi realizada a partir do método brometo de 
3-(4,5dimetildiazol-2-il)-2,5difeniltretrazolium (MTT) descrito por Mosmann (1983) 
seguindo Almeida et al. (2014), com o controle positivo dexorrubicina. Para a 
análise foi utilizado as linhagens de células tumorais humanas HCT-116 (colorretal), 
OVCAR-8 (ovário) e SF-295 (glioblastoma), cedidas pelo Instituto Nacional do 
Câncer (EUA) e cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro 
fetal bovino e 1% de antibióticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 
5% de CO2. As amostras foram diluídas em DMSO PA estéril. Os extratos foram 
testados na concentração de 50 μg/mL. As linhagens celulares utilizadas foram 
plaqueadas nas concentrações de 0,1 x 106 células/mL (HCT-116 e OVCAR-8) e 0,7 
x 105 células/mL (SF-295). A absorbância foi medida em espectrofotômetro de placa 



Quimiodiversidade de Plantas dos Cerrados Piauienses Capítulo 1 7

a um comprimento de onda de 595 nm.

2.12 Análise estatística

As análises foram realizadas utilizando os programas Microcal Origin 8.0, 
ou IBM SPSS Statistic 20 para o cálculo das CE50. A comparação estatística dos 
resultados obtidos foi realizada aplicando-se ANOVA e comparações múltiplas pelo 
teste de Tukey (p<0,01 e p<0,05). Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.13 Cromatografia líquida de alta eficiência

Os perfis cromatográficos dos extratos foram obtidos por meio de análise em 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em escala analítica, com equipamento 
Shimadzu Prominence System com sistema binário de bombas LC-6AD, detector UV 
SPD-20A e injetor manual. A coluna utilizada foi a C18 Shim-pack CLCODS(M) de 
250 x 4,6 mm e partícula de 5 µm. As amostras analisadas foram submetidas a um 
tratamento, utilizando membrana filtrante de 0,45 µm. A eluição foi realizada com 
MeOH/H2O, em modo gradiente modo (5 → 100% em 60 min), em vazão de 1,0 mL/
min, a temperatura ambiente (25 °C) e uma injeção de 20 µL de solução do extrato 
em uma concentração de 5,0 mg/mL. Os cromatogramas foram monitorados a 254 
nm.

2.14 Análise multivariada

A análise multivariada foi aplicada sobre a tabela contendo os resultados dos 
ensaios antioxidantes e das atividades biológicas estudadas, devido às diferentes 
escalas de grandeza das variáveis, os dados foram centrados na média e escalonadas 
segundo os seus respectivos desvios padrão. 

A Análise de Componentes Principais (Principal Components Analysis - PCA) foi 
realizada com 6 Componentes Principais (Principal Components - PC), peso 1 para 
todas as variáveis e amostras, validação cruzada com uma amostra por segmento e 
sem rotação, o programa Unscrambler® X 10.2 (Camo, Noruega) foi utilizado para a 
realização da análise multivariada e o programa Excel foi utilizado para a construção 
das tabelas. Nenhuma amostra ou variável foi considerada discrepante.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

O extrato etanólico de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional 
(EECduaS) apresentou o maior rendimento (8,4%). Os extratos hexânico e aquoso 
de maior rendimento foram para o C. duarteanum do Cerrado Meridional, com 3,71% 
e 5,78% respectivamente.
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3.1 Atividade antioxidante

No ensaio de DPPH a espécie C. duarteanum coletada no Cerrado Setentrional 
é mais ativa que a coletada no Cerrado Meridional, como pode ser observado 
pelos valores de CE50 (µg/mL), uma vez que quanto menor a CE50, maior a atividade 
antioxidante (Tabela 1). Esta distinção pode ser atribuída à diferença de concentração 
e/ou de substâncias antioxidantes. 

Dentre os extratos testados o aquoso de C. duarteanum do Cerrado Setentrional 
(EACduaS) exibiu a maior atividade antioxidante (CE50 = 68,98±065 µg/mL), contudo 
inferior ao controle positivo, rutina, (CE50 = 47,08±4,65 µg/mL). Para os EHCduaS, 
EHCduaM e EECduaM não foi possível calcular a CE50, pois a maior concentração 
testada (250 µg/mL) não foi capaz de reduzir os radicais DPPH em 50%. 

No ensaio de inibição do radical hidroxila (OH•) na ordem de atividade 
antioxidante observada foi EACduaS > EECduaS > EHCduaM > EACduaM > 
EECduaM > EHCduaS. A maior atividade antioxidante foi verificada para o EACduaS 
(CE50 = 1,58 µg/mL), porém é menor quando comparado do controle positivo (CE50 

= 0,76 µg/mL). A comparação entre os, valores de CE50 para o extrato da espécie 
coletada nos dois cerrados indica que as amostras possuem potencial antioxidante 
significativamente diferentes.

Na avalição da atividade sequestratora do radical óxido nítrico, os extratos 
etanólico (EECduaS CE50=5,04 µg/mL) e aquoso (EACduaS CE50=1,94 µg/mL ) foram 
os mais ativos, sendo que EACduaS apresentou maior atividade sequestradora 
que o controle positivo (trolox, CE50=3,23 µg/mL). Os extratos de C. duarteanum do 
Cerrado Setentrional apresentaram maior potencial antioxidante que os extratos de 
C. duarteanum do Cerrado Meridional. 

A ordem de atividade antioxidante no ensaio TBARS foi EACduaS > EECduaS 
> EACduaM > EECduaM > EHCduaM > EHCduaS. O EECduaS (CE50 = 4,52 µg/
mL) e EACduaS (CE50 = 2,10 µg/mL) exibiram os maiores potenciais antioxidantes, 
porém menor que o observado para o Trolox (CE50 = 0,23 µg/mL). Gouveia et al. 
(2011) relataram atividade antioxidante pelo ensaio TBARS, para as folhas de C. 
duarteanum coletada em uma região da caatinga (Serra Branca-PB, Brasil), sendo 
que os percentuais de AA foram menores que do controle, trolox, em concordância 
com os obtidos para a espécie das duas regiões de cerrado do Piauí.

Para o ensaio de redução do ferricianeto de potássio à ferrocianeto de potássio 
os EECduaS (CE50 = 0,49 µg/mL) e EACduaS (CE50 = 1,50 µg/mL) apresentaram 
potencial antioxidante maior que o controle positivo (CE50 = 2,13 µg/mL). Observou-se 
uma acentuada diferença entre os extratos de C. duarteanum do Cerrado Meridional 
e Setentrional, sobretudo para o aquoso, uma vez que a CE50 do EACduaM foi 167,27 
µg/mL enquanto que a de EACduaS foi 1,5 µg/mL. Os resultados obtidos mostram 
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que a espécie C. duarteanum coletada no Cerrado Setentrional é mais ativa que a 
coletada no Cerrado Meridional, exceto para os extratos hexânicos.

Extrato/ Ensaio antioxidante DPPH Hidroxila Oxido nítrico TBARS Fe3+/Fe2+

EHCduaS ND 19,55 9,46 19,04 43,13

EECduaS 267,541 5,24 5,04 4,52 0,49

EACduaS 68,98 1,58 1,94 2,10 1,50

EHCduaM ND 16,08 15,51 13,01 6,26

EECduaM ND 17,82 19,15 9,67 4,89

EACduaM 160,93 17,51 19,15 7,82 167,27

Rutina 47,08 - - - -

Trolox 0,76 3,23 0,23 2,13

Tabela 1 – Atividade antioxidante (CE50, µg/mL) dos extratos hexânicos, etanólicos e aquosos 
de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional e Meridional do estado do Piauí

EHCduaS: Extrato hexânico de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional; EECduaS: 
Extrato etanólico de C. duarteanum do Cerrado Setentrional; EACduaS: Extrato aquoso de C. 
duarteanum do Cerrado Setentrional; EHCduaM: Extrato hexânico de Combretum duarteanum 
do Cerrado Meridional; EECduaM: Extrato etanólico de C. duarteanum do Cerrado Meridional; 

EACduaM: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Meridional; TBARS: substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico; ND: não determinada.

3.2 Teor de fenóis e flavonoides totais

O EECduaS (117,61±0,97 mg EAG/g) apresentou maior teor do que EECduaM 
(88,69±0,25 mg EAG/g), o mesmo acontece para o EACduaS (243,35±4,71 mg 
EAG/g) e EACduaM (221,04±5,95 mg EAG/g) (Tabela 2). 

Os maiores teores de fenóis totais foram para os extratos de C. duarteanum 
do Cerrado Setentrional, demonstrando uma correlação positiva com a atividade 
antioxidante nos ensaios com os radicais de DPPH, hidroxila, óxido nítrico e frente a 
TBARS. Este comportamento é esperado, pois os compostos fenólicos são potenciais 
sequestradores de radicais livres, portanto antioxidantes (FERREIRA et al., 2014).

Os teores de flavonoides totais (FLAT) nos extratos hexânicos foram os mais 
altos (Tabela 2). Este comportamento é atípico, uma vez que os extratos hexânicos 
geralmente são constituídos por substâncias alifáticas de baixa polaridade, dentre 
estas os carotenoides, que absorvem no mesmo comprimento de onda do teste 
realizado (420 nm) sendo assim um interferente. 

Extrato           FT mg de EAG/g Extrato          FLAT mg de ER/g Extrato

EHCduaS                      70,58±0,46                   267,24±0,95

EECduaS                     117,61±0,97                  164,84±4,21

EACduaS                     243,35±4,71                    67,95±0,89

EHCduaM                       70,47±1,43                   262,18±2,10
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EECduaM                      88,69±0,25                   254,14±4,14
EACduaM                     221,04±5,95                     34,59±0,64

Tabela 2 – Teores de fenóis totais (FT), flavonoides totais (FLAT) dos extratos hexânicos, 
etanólicos e aquosos de C. duarteanum dos Cerrados Setentrional e Meridional

FLAT: Flavonoides totais; EAG: Equivalente de ácido gálico; ER: Equivalente de rutina; EHCduaS: Extrato 
hexânico de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional; EECduaS: Extrato etanólico de C. duarteanum do 
Cerrado Setentrional; EACduaS: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Setentrional; EHCduaM: Extrato 
hexânico de Combretum duarteanum do Cerrado Meridional; EECduaM: Extrato etanólico de C. duarteanum do 

Cerrado Meridional; EACduaM: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Meridional.

Excluindo os extratos hexânicos, os maiores teores de FLAT foram dos 
extratos etanólicos, sendo que EECduaM (254,14±4,14) foi maior que EECduaS 
(164,84±4,21). Estes resultados não apresentam correlação positiva com a atividade 
antioxidante, visto que EECduaS é sempre mais o ativo nos ensaios antioxidantes. 
No entanto, os teores de flavonoides totais possuem correlação com a altitude em 
que as espécies foram coletadas. O EECduaM (198 m.n.m) está em uma altitude 
maior que o EECduaS (90m.n.m), estudos relatam que quanto maior a altitude maior 
a produção de flavonoides (POLLE; DENNENBERG, 1992; ZIDORN; STUPPNER, 
2001). 

Isso é decorrente desta classe de substâncias, que são conhecidas por sua 
proteção aos raios UV-B, o que confere uma defesa às plantas.

Os baixos teores de flavonoides totais para os EACduaS (67,95±0,89 mg de 
ER/g) e EACduaM (34,59±0,64 mg de ER/g), sugerem que os potenciais antioxidantes 
observados para estes extratos são decorrentes de outra classe de substâncias 
fenólicas, como cumarinas, estilbenos, ácidos fenólicos dentre outras já descritas no 
gênero Combretum Loeft. (DAWE et al., 2013).

3.3 Atividade anticolinesterásica

Os extratos hexânico (EHCduaS), etanólico (EECduaS) e aquoso (EACduaS) 
de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional apresentaram indicativo de 
resultado positivo na inibição da enzima acetilcolinesterase. O mesmo não foi 
observado nos extratos de C. duarteanum do Cerrado Meridional, onde apenas o 
extrato etanólico (EECduaM) mostrou atividade. Isto sugere que C. duarteanum do 
Cerrado Setentrional possui substâncias anticolinesterásicas tanto de caráter polar 
como apolar, enquanto que a do Cerrado Meridional possui substâncias apenas de 
caráter polar.

A atividade anticolinesterásica já foi observada no gênero Combretum Loeft. 
por Eldeen e Vas Staden (2007) no extrato etanólico das folhas, cascas e raízes e 
extrato diclorometano da raiz da espécie C. hartmannianum Schweinf.. Os autores 
sugerem que a atividade pode ser decorrente de dois alcaloides frequentemente 
encontrados no gênero Combretum, a Combrestatinina A e B (combretines A e B), os 
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alcaloídes são conhecidos por possuírem atividade anticolinesterásica.

3.4 Atividade citotóxica

Todos os extratos estudados de C. duarteanum do Cerrado Meridional, 
apresentaram percentuais de atividade citotóxica mais altos quando comparados 
com os extratos de C. duarteanum do Cerrado Setentrional (Tabela 3).

Os dois extratos etanólicos (EECduaS e EECduaM) apresentaram elevado 
potencial citotóxico, acima de 75%, frente às três linhagens de células tumorais 
testadas. Para a linhagem SF-295 os extratos etanólicos apresentaram potencial 
citotóxico mais elevado que o controle positivo, Doxorrubucina. Estes valores 
reforçam o potencial citotóxico de espécies do gênero Combretum, relatado por 
Fyhrquist et al. (2006) e Lamidi et al. (2005).

Aplicando-se ANOVA e teste de Tukey observou-se uma diferença significativa 
(p<0,05) entre os extratos EECduaS (73,32%) e EECduaM (94,48%) frente à 
linhagem OVCAR-8 e entre EECduaS (95,87%) e EECduaM (100,63%) frente 
a linhagem HCT-116. Os extratos hexânicos (EHCduaS e EHCduaM) e aquosos 
(EACduaS e EACduaM) não mostraram atividade citotóxica frente a nenhuma das 
linhagens celulares testadas.

Extrato/ linhagem HCT-116 OVCAR-8 SF-295

EHCduaS        0,66±1,09          -5,21±5,26        6,47±2,10

EECduaS      95,87±3,67*      73,32±11,60*     95,46±5,45*

EACduaS      -2,61±2,11         12,60±6,14      27,50±1,79

EHCduaM     49,57±3,46       38,64±16,37      42,66±1,86

EECduaM   100,63±0,51*        94,48±2,89*     97,11±0,25*

EACduaM    26,09±9,88         52,18±6,85      52,30±3,35

Doxorrubucina    96,80±4,60         100,0±0,70      83,60±3,00

Tabela 3 – Porcentagem da atividade citotóxica dos extratos hexânicos, etanólicos e aquosos 
de C. duarteanum do Cerrado Setentrional e Meridional frente a três linhagens celulares

EHCduaS: Extrato hexânico de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional; EECduaS: Extrato etanólico de 
C. duarteanum do Cerrado Setentrional; EACduaS: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Setentrional; 
EHCduaM: Extrato hexânico de Combretum duarteanum do Cerrado Meridional; EECduaM: Extrato etanólico 

de C. duarteanum do Cerrado Meridional; EACduaM: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Meridional. 
Linhagens celulares HCT-116 (colorretal humano), OVCAR-8 (ovário humano) e SF-295 (glioblastoma humano). 

3.5 Perfis cromatográficos

A similaridade entre os perfis cromatográficos obtidos para C. duarteanum nas 
duas diferentes regiões do cerrado, foi avaliada por meio da comparação dos tempos 
de retenção e intensidade dos sinais cromatográficos, obtidos de 254 nm, conforme 
apresentado nas Figuras 1 e 2.
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A partir dos perfis cromatográficos é possível observar a similaridade química 
entre C. duarteanum do cerrado Setentrional e C. duarteanum do cerrado Meridional, 
o que é esperado tratando-se da mesma espécie.

Considerando as seis bandas majoritárias nos extratos etanólicos (Figura 1), 
que significam pelo menos seis substâncias diferentes, observamos que no EECduaS 
as bandas 1 (tr = 30,9min), 2 (tr = 32,5min), 3 (tr = 35,4min) e 4 (tr = 38,0min) possuem 
maior intensidade, ou seja, estão em maior concentração; entretanto a banda 6 
(tr=49,7min) possui maior intensidade no EECduaM e a banda 5 (tr = 43,4min) possue 
igual intensidade. 

Os perfis cromatográficos dos extratos aquosos, EACduaS e EACduaM, são 
bastante similares. Para a maioria das bandas não foi observado variação significativa 
na intensidade. A banda 2 (tr = 30,6min) e 3 (tr = 34,6min) possuem maior intensidade 
para o extrato EACduaS, as bandas 3 (tr = 32,1min), 5 (tr = 37,5min) e 6 (tr = 42,5min) 
possuem maior intensidade no perfil do extrato EACduaM e a banda 1 (tr = 18,7min) 
apresenta a mesma intensidade.

Os perfis cromatográficos nos mostram respostas químicas distintas, em 
termos de quantidade, devido ao ambiente em que as plantas foram coletadas, essa 
diferença também pode ser observada no potencial das atividades farmacológica.

Figura 1. Perfil Cromatográfico obtido por CLAE do extrato etanólico de Combretum 
duarteanum do cerrado Setentrional e Meridional. Coluna C18 (250 x 4,6 mm 5 µm) eluido em 

gradiente com MeOH/H2O 10%-100% em 60min, 1 mL/min, 254 nm).
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Figura 2. Perfil Cromatográfico obtido por CLAE do extrato aquoso de Combretum duarteanum 
do cerrado Setentrional e Meridional. Coluna C18 (250 x 4,6 mm 5 µm) eluido em gradiente com 

MeOH/H2O 5%-100% em 60min, 1 mL/min, 254 nm).

3.6 PCA Combretum duarteanum Cambess 

Foi realizada uma Análise de Componentes Principais (PCA) sobre as Tabelas 
1, 2 e 3 contendo os resultados dos testes farmacológicos realizados com os extratos 
de C. duarteanum coletados na região Meridional (CduaM) e na região Setentrional 
(CduaS) do estado do Piauí. A PCA aplicada foi capaz de explicar 76,4% da variância 
total dos dados. A Figura 3 mostra o resultado da PCA por meio do gráfico bi-plot 
(scores e loading) sob a perspectiva da PC-1 (45,0%) e da PC-2 (31,4%). Nenhuma 
variável e nenhuma amostra foi considerada discrepante. 

Constata-se (Gráfico 1) que a separação entre o EHduaS do EHduaM se dá 
através PC-2 em função dos testes farmacológicos Fe+3/Fe+2, FLAT, DPPH, Óxido 
nítrico, Hidroxila e TBARS, sendo as 5 primeiras mais relacionadas à amostra 
EHCduaM e apenas TBARS sendo correlacionada à EHCduaS. Verifica-se na Tabela 
1, uma maior CE50 no ensaio TBARS para o EHCduaS.

Os extratos etanólicos foram separados por meio da PC-1. A separação deu-se 
principalmente pelas variáveis hidroxila, óxido nítrico, TBARS, flavonoides totais e 
DPPH, com maiores valores para os testes com EECduaM (Tabelas 1 e 2). Sendo 
assim o EECduaS é o mais promissor para o desenvolvimento de produtos com 
atividade antioxidante.

A PC-1 faz a diferenciação dos extratos aquosos meridional e setentricional, 
esta distinção se dá principalmente pelas variáveis relacionadas às atividades 
antioxidantes e citotóxicas. Verifica-se pelo gráfico e Tabelas 1 e 3 que o EACduaM 
possui maior atividade citotóxica e menor atividade antioxidante evidenciada pelos 
ensaios.

O gráfico dos escores do PC-1 versus PC-2 com variância total explicada de 
76,4%, nos mostra diferença entre os extratos das espécies coletadas no cerrado 
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Setentrional e Meridional. A partir de uma visão mais ampla da PC-1 comparando os 
extratos de origem Setentrional e Meridional é possível notar que há uma atribuição 
de maiores scores para os extratos Meridional. Ao se analisar os dados de loadings 
nota-se uma maior correlação de altos valores de scores com altos valores dos 
resultados nos testes relacionados às atividades antioxidantes (FLAT, DPPH, óxido 
nítrico, hidroxila, TBARS) e citotóxicas (HCT-116, OVCAR-8 e SF-295). Esses dados 
retratam que o conhecimento taxonômico não é suficiente para uma descrição 
fitoquímica da espécie, pois fatores ecológicos podem influenciar na resposta 
química ao ambiente.

Gráfico 1. Gráfico biplot entre os dois primeiros componentes principais para os seis extratos de 
Combretum duarteanum.

4 | 	CONCLUSÃO

Os resultados obtidos na análise comparativa dos extratos hexânico, etanólico e 
aquoso de Combretum duarteanum coletada nos Cerrados Setentrional e Meridional 
apresentam potencial antioxidante, citotóxico e anticolinesterásico diferentes. 

Os teores de fenóis e flavonoides totais obtidos indicam que estudos fitoquímicos 
comparativos de uma mesma espécie de áreas geográficas distintas podem mostrar a 
diversidade química, demonstrando a relevância desse tipo de trabalho para estudos 
biológicos, como: genética, molecular, taxonomia (quimiotaxonomia), manejo, dentre 
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outros, agregando valor à biodiversidade no contexto da biologia da conservação.
Desta forma fica claro que relações ecológicas devem ser levadas em 

consideração em estudos químicos e farmacológicos, sempre que possível, pois o 
conhecimento da espécie apenas botanicamente, ou apenas quimicamente, contribui 
pouco para o desenvolvimento sustentável que devemos perseguir.
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