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APRESENTACAO

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

A biodiversidade brasileira € vista nacional e mundialmente como uma
moeda de poder e riqueza, mas iSso € preocupante para aqueles que pensam
na preservagao e devido esta inquietude, os pesquisadores envolvidos com
esta publicagcdo buscaram por meio dos estudos quimicos e bioloégicos até entéo
conhecidos, valorizar os Cerrados Piauienses por intermédio de algumas de suas
espécies de relevancia.

As espécies de Combretaceae sdo de interesse impar devido ao histérico
de potencialidades farmacoldgicas, ja conhecido, em especial dos géneros
Combretum Loeft. e Terminalia L. O presente trabalho teve como objetivo investigar
a quimiodiversidade e o possivel potencial bioldégico dos extratos das folhas de
Combretum duarteanum Cambess, C. mellifluum Eichler e Terminalia actinophylla
Mart. coletadas nos Cerrados Setentrional e Meridional do estado do Piaui,
principalmente por conta das suas amplas e significativas distribuicbes geograficas.

Considerando que os metabdlitos secundarios de plantas sao ferramentas
valiosas para a compreensao da biossintese e desenvolvimento de novos farmacos
e, em face das atividades descritas para plantas da familia Combretaceae, faz-se
necessario o seu estudo fitoquimico nos Cerrados do Piaui, procurando fornecer
dados que contribuam para a amplitude fitogeografica daquelas espécies, vantajosa
ou nao, além de atualizar suas performances quanto ao carater se dominantes,
intermediarias ou raras em termos de padrées de abundancia e evidenciar
caracteristicas fitoquimicas importantes para o conhecimento associado.

As espécies estao distribuidas nos Cerrados Setentrional (norte) e Meridional
(sul), mas de forma espacadas, em areas devolutas (areas ndo preservadas).
Combretum duarteanum e C. mellifluum, por serem espécies de pequeno porte,
arbustivas, frequentemente sofrem com acbes antrépicas (desmatamentos,
queimadas etc.) e Terminalia actinophylla, embora apresente um porte arbéreo
frondoso, simplesmente é valorizada pela qualidade de sua madeira, passando por
um constante processo de desbaste para utilizacdo em construcéo civil.

Outras espécies dos cerrados piauienses e outras escalas de distribuicao
precisam dar continuidade, fortalecendo, ou ndo, nossa hipbtese de partida, que
além de inédita e, apoiada por este trabalho, chama a atencéo sobre o fato de que as
condicdes abidticas influenciam, podendo até mascarar, os resultados fitoquimicos

que se quer pesquisar, ou, erradamente, sustentar alguma ‘falta de importancia



econbmica e social, dependendo da distribuicdo geografica de alguma espécie da
flora dos cerrados piauienses.

Apés a divulgacdo desses estudos, espera-se de um lado que um maior
numero de ensaios sejam desenvolvidos tanto em in vitro como in vivo, que 0S
mesmos contribuam para a descoberta de novas substancias biologicamente ativas
favorecendo P&DA&l, fornecendo subsidios para o desenvolvimento de pesquisas
na perspectiva de cada vez mais agregar valor a biodiversidade por meio do
conhecimento quimico para uma utilizagcdo sustentavel dessas plantas e que os
cerrados marginais e ecétonos associados sejam cada vez mais valorizados, por
bidlogos, quimicos etc..

Ruth Raquel Soares de Farias

Antonio Alberto Jorge Farias Castro
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RESUMO: O presente estudo relata

Quimiodiversidade de Plantas dos Cerrados Piauienses

DE DUAS AREAS DE CERRADO

variabilidade  fitogeografica,
farmacologica dos extratos hexanico, etanodlico

quimica e

e aquoso das folhas da espécie Combretum
mellifluum Eichler. como contribuicdo para
a caracterizagcdo quimica e farmacologica
dos Cerrados Setentrional e Meridional do
Piaui. O perfil quimico dos extratos foi obtido
por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
A atividade antioxidante foi avaliada pelos
ensaios dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), hidroxila e oxido nitrico, substancias
reagentes ao acido tiobarbitarico (TBARS)
e reducdo do Fe®** a Fe?. A determinacao
do teor de fendis totais foi realizada pelo
método de Folin—Ciocalteu e de flavonoides
totais por reducéo com cloreto de aluminio. A
atividade anticolinesterasica foi investigada
pelo método de Ellman e a citotoxicidade pelo
método de brometo de 3-(4,5dimetildiazol-
2-il)-2,5difeniltretrazolium  (MTT),
linhagens de células tumorais humanas (colon,

frente a

ovario e glioblastoma). O extrato aquoso C.
mellifluum (Meridional) apresentou atividade
antioxidante (CE,, 46,50+1,43 mg/mL) maior
do que o controle rutina no ensaio do DPPH. O
extrato aquoso de C. mellifluum (Setentrional)
apresentou alta atividade antioxidante na
reducéo dos radicais oxido nitrico (0,47+0,11
mg/mL) e hidroxila (0,76+0,13 mg/mL). Os
extratos hexénicos e etandlicos exibiram
resultados positivos para o teste qualitativo
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de inibicdo da acetilcolinesterase. O extrato etandlico (Setentrional) foi fortemente
ativo frente as trés linhagens de células OVCAR-8 (carcinoma de ovario), HCT-116
(colonretal — humano) e SF-295 (glioblastoma — humano), com percentuais de inibicdo
de 95,87+0,32; 83,89+1,39; 89,00+1,18 respectivamente. Os extratos etandlicos e
aquosos apresentaram alto teor de fenois e flavonoides totais. A analise dos perfis
cromatograficos mostraram a variedade quimica, evidenciada também pela diferenca
na resposta das atividades biolégicas dentro de uma mesma espécie.
PALAVRAS-CHAVE: Biodiversidade. Cerrados do Nordeste. Variabilidade Quimica.

PHYTOCHEMICAL PROFILE OF PHARMACOLOGICAL ACTIVITY OF Combretum
mellifluum EICHLER FROM TWO CERRADO AREAS

ABSTRACT: This study reports for the first time the phytogeographic, chemical, and
pharmacological variability of hexane, ethanolic and aqueous extracts from leaves of the
species Combretum mellifluum Eichler. as a contribution to the chemical characterization
of the Northern and Southern cerrado of Piaui. 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 Fe?. 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 was
measured by MTT cell proliferation assay against human tumor cell lines (colon, ovary
and glioblastoma). The aqueous extract of C. mellifluum (Southern) presented higher
antioxidant activity (EC,, 46.50+1.43 mg/mL) than the routine (control) in the DPPH
assay. The aqueous extract of C. mellifluum (Northern) showed high antioxidant activity
in the reduction of radical nitric oxide (0.47+0.11 mg/mL) and hydroxyl (0.76+0.13 mg/
mL). The hexane and ethanol extracts showed positive results for the qualitative test
of inhibition of acetylcholinesterase. The ethanol extract (Northern) was strongly active
against the three cell lines: OVCAR-8 (ovarian carcinoma), HCT-116 (colorectal -
human) and SF-295 (glioblastoma - human), with inhibition percentage of 95.87+0.32;
83.89+1.39; 89.00+1.18 respectively. The aqueous and ethanol extracts showed high
concentration of total phenols and flavonoids. The analysis of chromatographic profiles
revealed the chemical variety, which was also evidenced by the difference in the
response of the biological activities within the same species.

KEYWORDS: Biodiversity. Cerrados of Northeast. Chemistry variability.

11 INTRODUGAO

A presenca de metabdlicos secundarios nas plantas esta relacionada com
varias fung¢des ecoldgicas, entre elas: a defesa contra ataques de herbivoros e de
patdgenos, atrativo (odor, cor e sabor) para animais polinizadores, dispersores de
sementes e microrganismos simbiontes, alelopatia, funcdo estrutural e protecéao
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contra estresses bibticos (radiagdo solar, mudancgas de temperaturas, deficiéncia de
nutrientes minerais) (DALBONE; LANDO, 2010).

Com isso, fatores como desenvolvimento da planta e sazonalidade; indice
pluviométrico e estacionalidade; temperatura e altitude, entre outros, apresentam
correlagcdes entre si e ndo atuam isoladamente, podendo influir em conjunto no
metabolismo secundario (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A diversidade bioldgica (riqueza, proporcdo de abundéncia dos individuos
etc.) e quimica podem variar em funcdo da amplitude (ou gradiente) latitudinal. Por
isso € que ha a necessidade de se considerar de forma conjunta a morfologia € o
metabolismo, cada vez mais, para que aumente a eficiéncia da busca de produtos
naturais especificos por uma abordagem biogeografica (GOTTLIEB; KAPLAN;
BORIN, 1996).

As mudancas morfologicas e quimicas da flora angiospérmica ocorrem com
maior frequéncia via ecétonos, que séo repentinas transicdes geogréaficas com faixas
limitrofes turbulentas, semelhantes as transicées de fase fisico-quimicas. Nessas
zonas ecogeograficas de tensdo caracterizada pela quebra dos gradientes morfo-
quimicos surge maior complexidade estrutural e molecular (GOTTLIEB; BORIN,
19974, b)

A flora piauiense apresenta uma diversidade bastante significativa e peculiar,
devido os cerrados ocuparem uma posicdo marginal norte-nordeste ao cerrado
central, apresentando também, uma das maiores extensdes deste Bioma e de areas
de transicao cerrado, caatinga e carrasco do Nordeste (CASTRO, 1994a, b).

Combretum Loeft. € o maior e mais difundido género de Combretaceae.
Compreende aproximadamente 250 espécies distribuidas em todas as regides
tropicais, principalmente na Africa e Asia (LOIOLA; SALES, 1996; JOLY, 2002;
KATERERE, 2003; STACE, 2010).

Devido ao aumento de investigacées quimicas e farmacologicas, Combretum
Loefl. mostrou seu potencial como fonte de varios metabdlitos secundarios. Os
extratos de Combretum tem mostrado bioatividades in vitro, como antibacterianas,
antifungicas, anti-hiperglicémica, citotoxicidade contra varias linhas de tumor de
células humanas, anti-inflamatéria, antiofidica, antimalaricas e efeitos antioxidantes.
Em estudos in vivo através de varios modelos animais também tém mostrado
resultados promissores. No entanto, constituintes quimicos e bioatividades da
maioria das espécies deste género altamente diversificadas ndo foram investigadas
(DAWE et al., 2013).

O presente trabalho tem como objetivo relatar o potencial farmacolégico e o
perfil quimico comparativo de extratos das folhas de Combretum mellifluum Eichler.,
em diferentes areas de Cerrado do Piaui, contribuindo para auxiliar nas informacdes

sobre interacdes ecoldgicas do vegetal com seu ambiente.
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2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O Material vegetal utilizado foram folhas de Combretum mellifluum Eichler,
coletadas em janeiro de 2012 nos municipios de Campo Maior - Pl (area de Cerrado
Setentrional), coordenadas 04°46°08.8” S, 42°17°45.6” W e altitude de 90 m.n.m.
e Bom Jesus - Pl (area de Cerrado Meridional), 09°18’45.5” S, 44°32’43.6” W e
altitude de 370 m.n.m. Os exemplares testemunhos foram incorporados ao acervo do
Herbario Graziela Barroso (TEPB) da Universidade Federal do Piaui, sob os nUmeros
TEPB 28.192 e TEPB 28.344, respectivamente. A determinacédo botanica ao nivel
de espécie foi realizada pela Dra. Maria Iracema Bezerra Loiola da Universidade

Federal do Ceara - UFC, especialista na Familia Combretaceae.

2.2 Preparacao dos extratos

As folhas foram desidratadas a temperatura ambiente em local arejado, em
seguida moidas, em moinho de facas e submetidas ao procedimento de extracao
por maceracao por trés vezes, com hexano, etanol e agua sucessivamente. Cada
extracéo teve a duracdo de 72 horas. Apds o solvente ser removido por destilagéo
em rotaevaporador, a agua residual foi removida por liofilizagdo. Foram obtidos
0s seguintes extratos: Extrato hexanico de Combretum mellifluum do cerrado
Setentrional (EHCmelS 8,88 g; 0,94%), Extrato etandlico de C. mellifuum do cerrado
Setentrional (EECmelS 70,62 g; 7,46%), Extrato aquoso de C. mellifuum do cerrado
Setentrional (EACmelS 48,85 g; 5,16%), Extrato hexanico de Combretum mellifuum
do cerrado Meridional (EHCmelM 4,83 g; 0,41%), Extrato etandlico de C. mellifuum
do cerrado Meridional (EECmelM 67,97 g; 5,83%), Extrato aquoso de C. mellifluum
do cerrado Meridional (EACmelM 46,11 g; 2,96%).

2.3 Atividade antioxidade

A atividade antioxidante in vitro foi avaliada por meio do ensaio de substancias
reagentes ao acido tiobarbiturico (TBARS) (SILVA et al., 2007), radical hidroxila
(LOPES; SCHULMAN; HERMES-LIMA, 1999), oOxido nitrico (NOGUEIRA
NETO; SOUSA; FREITAS, 2013) e potencial redutor (SINGHAL et al., 2014) nas
concentracdes de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4, 7,2 ug/mL, bem com o DPPH (SOUSA et al.,
2007) nas concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL.

2.4 Teor de fenois totais

O teor de fendis totais foi realizado de acordo com o método de Folin-Ciocalteu
(SOUSA et al., 2007). A leitura das absorbéancias das solucdes foi realizada no
comprimento de onda de 700 nm. O resultado foi definido pela interpolacédo da
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absorbancia das amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrées
de acido galico e expressa por A = 0,1185¢ — 0,0453, com coeficiente de correlacéao
linear igual a 0,999, onde “c” é a concentracao de acido galico e “A” € a absorbancia,
sendo apresentado em miligramas de equivalente de acido galico por grama de
extrato (mg de EAG/qg).

2.5 Teor de flavonoides

O teor de flavonoide totais das solugcdes dos extratos (1 pg/mL) foi determinado
pela medida das absorbancias em comprimento de onda de 420 nm (PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2010; FERREIRA et al., 2014). O resultado foi calculado por
interpolacao da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida
com o padrao rutina, expressa por A= 0,02618c — 0,00717, onde “A” € a absorbancia
da amostra e “c” é a concentragéo da rutina, com um coeficiente de correlacéao linear
igual a 0,999 e expresso em miligrama de equivalente de rutina por grama de extrato
(mg de ER/g).

2.6 Atividade anticolinesterasica

O teste qualitativo para a inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi realizado
utilizando solugdes metandlicas dos extratos (10 mg/mL) aplicadas em placa de gel
de silica eluida em cloroférmio/metanol (9:1) e reveladas com reagente de Ellman
(ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001). O resultado é observado por meio da
comparagao entre os spots das amostras e do padréo cafeina.

2.7 Atividade citotoxica

A atividade citotoxica foi avaliada frente as linhagens celulares HCT-116
(colorretal humano), OVCAR-8 (ovario humano) e SF-295 (glioblastoma humano),
cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), conforme o método brometo de
3-(4,5dimetildiazol-2-il)-2,5difeniltretrazolium (MTT) descrito por Mosmann (1983)
seguindo Almeida et al. (2014).

2.9 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os perfis cromatograficos foram obtidos em Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em escala analitica com equipamento Shimadzu Prominence
System - sistema binario 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 particula
de 5 ym. As amostras analisadas foram submetidas a um tratamento, utilizando
membrana filtrante de 0,45 ym. A eluigéo foi realizada com MeOH/H,O em modo
gradiente (50 100% em 60min), com fluxo de 1,0 mL/min, temperatura ambiente (25
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°C) e injecéo de 20 pL de solucéo do extrato em uma concentracéo de 5,0 mg/mL.
Os cromatogramas foram obtidos no comprimento de onda de 254 nm.

2.9 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), constituido
de seis tratamentos, com trés repeticoes. Os resultados foram submetidos a analise
da variancia (ANOVA) pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey
adotando-se nivel de significancia a 5% de probabilidade. Na determinacdo da
atividade antioxidante (AA) pelo ensaio DPPH foi utilizado o DIC em esquema fatorial
4 x 6 x 2 (4 extratos, 6 concentracdes e 2 areas de cerrado). A analise estatistica foi
realizada com o auxilio do programa ASSISTAT, versao 7.7 (2009), licenciado pela
Universidade Federal de Campina Grande. Utilizou-se os pragramas Microcal Origin
8.0 e/ou IBM SPSS Statistic 20 para o calculo das CE, .

A fim de avaliar a similaridade das atividades farmacolégicas entre os extratos
das folhas de C. mellifluum foram realizadas anéalises de componentes principais
(PCA). Foiempregada nesta analise multivariada, o software programa Unscrambler®
X, versao 10.2 (Camo, Noruega).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antioxidante pelo ensaio de DPPH

Nos ultimos anos sdo inumeros os estudos sobre radicais livres e novos métodos
para avaliacdo de atividade antioxidante. Acredita-se que o impulso a busca por
novas substancias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos as células
vivas, da-se as descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e
sua relacéo com certas doencgas (ALVES et al., 2013).

O potencial dos diferentes extratos da espécie C. melliffluum em sequestrar
radicais livres foi expresso como concentracéo final do extrato necessaria para inibir
a oxidacao do radical DPPH em 50%, e os resultados sao descritos nas Figuras 1 e
2.

Os extratos aquosos da espécie C. mellifluum apresentaram baixo CE,, tanto
para o Cerrado Setentrional como para o Cerrado Meridional. O EACmelM, exibe a
maior atividade antioxidativa (CE,, = 46,50£1,43 pg/mL), mostrando-se comparavel
ao controle positivo, rutina, (CE_, = 47,08+4,65 pg/mL), essa performance pode ser
atribuida a habilidade de sequestrar radicais livres por meio da doacgéo de hidrogénio,
visto que o extrato mencionado apresentou alto teor de compostos fendlicos.
Enquanto o EECmelM apresentou o maior valor de CE_, (380,87+11,88 pg/mL),
consequentemente a menor atividade antioxidante. Para os EHCmelS e EHCmelM
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nao foi possivel calcular a CE_ , pois a maior concentracdo testada (250 pyg/mL) ndo

50’
foi capaz de reduzir os radicais DPPH em 50%.

Os resultados da avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante (%AA) dos
extratos de C. mellifluum (folhas) e do controle positivo para o Cerrado Setentrional e
Meridional, (Graficos 1 e 2), mostrou que todos os extratos da espécie tém atividade
sequestradora do radical DPPH, contudo o EHCmelM foi o menos ativo nas seis
concentracbes. As demais amostras de extratos, na concentracdo de 250 pg/mL,
apresentaram atividade antioxidante superior a 80%, atingindo um maximo de 94,93

+ 0,41% para o EACmelM contra 94,14 + 0,22% da rutina.
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Gréfico 1 - Porcentagem de atividade antioxidante dos extratos hexanico (EHCmelS), etandlico
(EECmelS) e aquoso (EACmelS) das folhas de Combretum mellifluum Eichler. do Cerrado
Setentrional e do padréo Rutina.
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Gréfico 2. Porcentagem de atividade antioxidante dos extratos hexanico (EHCmelM), etandlico
(EECmelM) e aguoso (EACmelM) das folhas de Combretum mellifluum do Cerrado Meridional e
do padrao Rutina.

3.2 Avaliacao do potencial antioxidante contra a formacao de substancias
reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS)

Nos extratos houve reducdo da peroxidacao lipidica em relacdao ao controle
Trolox (0,23 pg/mL), tendo destaque por possuir maior atividade antioxidante o
EACmelS (0,51 pg/mL). A ordem decrescente da atividade antioxidante no ensaio
TBARS para os extratos de Combretum mellifluum Eichler. foi a seguinte: EACmelS
>EACmelM > EECmelM > EECmelS > EHCmelM e > EHCmelS (Tabela 2).

3.3 Avaliacao do potencial antioxidante contra a formacao do radical hidroxila

Os resultados evidenciaram uma diminuicdo significativa na degradacéo
da 2-desoxiribose, este fato, sugere que extratos de C. mellifluum sdo capazes de
sequestrar o radical hidroxila e bloquear a reacao de producdo do malonaldeido
(MDA) que ao reagir com o acido tiobarbiturico forma cromoégeno que absorve no
comprimento de onda 532 nm.

Os extratos aquosos dos espécimes do Cerrado Setentrional e Meridional
apresentaram maior atividade antioxidante. O EACmelS mostrou resultado igual
ao do controle positivo Trolox (CE,, = 0,76 pyg/mL), sendo o extrato com a maior
atividade antioxidante. O EACmelM, embora apresentando boa atividade (CE, =
0,83 pg/mL), manteve-se inferior ao do controle positivo (Tabela 2).

Acomparagao entre os valores de CE,  para os extratos da espécie C. mellifluum
coletada nos dois cerrados indica que os extratos hexanicos apresentaram a menor
atividade antioxidante, com resultados de CE,, = 3,79 pyg/mL e 3,13 pg/mL para o
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EHCmelS e o EHCmelM, respectivamente (Tabela 1).

3.4 Avaliacao do potencial antioxidante contra a formacao do radical 6xido nitrico

A avaliagdo dos extratos de C. mellifluum como substancia sequestradora do
radical éxido nitrico (NO') também foi testada pela sua capacidade de remoc¢éo do
nitrito pelo método de Griess (RAMOS et al., 2006). Os resultados apresentados
da Tabela 2 demonstram que os extratos etandlicos e aquosos, tanto do Cerrado
Setentrional como do Meridional, foram os mais ativos, sendo superiores ao controle
positivo Trolox (CE,; = 3,23 pyg/mL). O EACmelS se destacou com maior potencial
antioxidante (CE,, = 0,47 yg/mL). Novamente, os extratos hexanicos dos dois
cerradosapresentaramasmenoresatividadesantioxidantesm,emconcordaciacom
os outros testes de atividade antioxidante.

3.5 Avaliacao do potencial redutor

Nesse caso, os extratos das folhas de C. mellifluum, apresentaram valores de
CE,, variando de 9,13 + 0,15 a 10,00 £ 0,18 ig/mL, para o EACmelM e EHCmelS,
respectivamente, enquanto o valor encontrado para o Trolox foi de 2,13 ig/mL (Tabela
1). Dessa forma, os resultados apontam baixos valores em relacdo a capacidade
doadora de elétrons.

Extrato/ Ensaio DPPH Hidroxila ~ OX9°  TBARS  Fe/Fer
antioxidante nitrico
EHCmelS ND 3,79+0,18  3,76x0,15 3,65:0,18 10,00:0,18
EECmelS 193,77+6,75 1,53+0,25 1,14+0,21 1,39+0,24 9,42+0,15
EACmelS 69,27+8,62 0,76+0,13 0,47+0,11 0,51+0,11 9,19+15,30
EHCmelM ND 3,13+0,26 3,34+0,22  3,08+0,24 9,63+0,10
EECmelM 380,87+11,88 1,18+0,22 0,74+0,15 0,71+0,15 9,27+0,13
EACmelM 46,50+1,43 0,83+0,17 0,77+0,15 0,63+0,09 9,13+0,15
"""""" ‘Rutina  47,084465 = = = =
*Trolox 0,76 3,23 0,23 2,13

Tabela 1 — Atividade antioxidante (CE, ) dos extratos hexanicos, etanolicos e aquosos de
Combretum mellifluum do Cerrado Setentrional e Meridional do estado do Piaui

EHCmelS: Extrato hexanico de Combretum mellifluum do Cerrado Setentrional; EECmelS: Extrato etandlico
de C. mellifluum do Cerrado Setentrional; EACmelS: Extrato aquoso de C. mellifluum do Cerrado Setentrional;
EHCmelM: Extrato hexanico de C. mellifluum do Cerrado Meridional; EECmelM: Extrato etanélico de C.
mellifluum do Cerrado Meridional; EACmelM: Extrato aquoso de C. mellifluum do Cerrado Meridional; ND: n&o
determinado.

3.6 Avaliacao do teor de fenois e flavonoides totais

ATabela 2 apresenta os teores encontrados de fenélicos totais (FT) e flavonoides
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totais (FLAT) dos extratos de C. mellifluum analisados. Os teores encontrados
variaram de 73,81 + 1,56 a 342,76 + 1,91 mg equivalente de acido galico por grama
de extrato para fendlicos totais e de 128,30 + 2,08 a 511,40 + 5,08 mg equivalente

de rutina por grama de extrato para flavonoides totais.

Extrato FT FLAT
mg de EAG/g Extrato mg de ER/g Extrato
EHCmelS 73,81+1,56 179,10+5,11 ¢
EECmelS 180,63+4,23 ° 511,40+5,08 @
EACmelS 342,76+1,912 136,24+0,39 ©
EHCmelM 113,54+2,32 ¢ 358,24+5,44 °
EECmelM 86,86+3,41 ¢ 128,30+2,08 ©
EACmelM 212,22+1,04° 202,87+1,79 ¢
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Tabela 2 — Teores de fenois totais (FT) e flavonoides totais (FLAT) dos extratos hexanicos,
etandlicos e aquosos de C. mellifluum dos Cerrados Setentrional e Meridional

FLAT: Flavonoides totais; EAG: Equivalente de acido galico; ER: Equivalente de rutina; EHCmelS: Extrato
hexanico de Combretum mellifluum do Cerrado Setentrional; EECmelS: Extrato etanélico de C. mellifluum do
Cerrado Setentrional; EACmelS: Extrato aquoso de C. mellifluum do Cerrado Setentrional; EHCmelM: Extrato

hexanico de C. mellifluum do Cerrado Meridional; EECmelM: Extrato etanélico de C. mellifluum do Cerrado

Meridional; EACmelM: Extrato aquoso de C. mellifluum do Cerrado Meridional. Os resultados acima séo a média
+ desvio padréo (n=3). Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si significativamente
pelo teste F(ANOVA) a 5% de probabilidade.

Todos os teores de fenois e flavonoides totais para os extratos de C. mellifluum
mostraram diferenca estatistica significativa a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

As variagées nas concentracées de fendlicos totais e de flavonoides totais
ocorre em funcao de diferentes fatores, como a ecologia da vegetacédo (PARK et al.,
2002) e pela flora local e regiao da coleta (BANKOVA, 2005; SOUSA et al., 2007).

O extrato que apresentou o teor mais elevado de fendlicos totais foi o EACmelS
(342,76 + 1,91 mg, equivalente de acido galico por grama de extrato). Quanto aos
flavonoides totais, o extrato que apresentou o teor mais elevado foi o EECmelS
(511,40 + 5,08 mg, equivalente de rutina por grama de extrato). Cabe ressaltar que
o Cerrado Setentrional apresentou os extratos mais ricos em teores totais de fenois

e flavanoides.

3.7 Atividade anticolinesterasica

Aresposta positiva do teste, foi a observagao de manchas brancas semelhantes
ao padrao cafeina nas placas de cromatografia em camada delgada. Essa atividade
foi evidenciada nos extratos hexanicos e etanodlicos do Cerrado Setentrional e
Meridional (EHCmelS, EECmelS, EHCmelM e EECmelM).

Os extratos aquosos, tanto do Cerrado Setentrional como do Meridional nao

apresentaram essa atividade.




3.8 Atividade citotoxica

A citotoxicidade dos extratos hexanicos, etandlicos e aquosos das folhas de
C. mellifluum foi avaliada frente a trés linhagens de células, HCT-116 (coloretal —
humano), OVCAR-8 (carcinoma de ovario) e SF-295 (glioblastoma — humano). Os
resultados sdo apresentados em percetagem de atividade citotoxica (Tabela 3).
Percentuais entre 1-50% sao considerados fracos, entre 50-75% moderados e entre
75-100% fortes.

L':::;f;z/m HCT-116 OVCAR-8 SF-295

EHCmelS 45,31+6,03 ° 36,00+34,45 37,0042,79 b
EECmelS 95,87+0,32 2 83,89+1,39 89,00+1,18 ¢
EACmelS 68,35:+3,85 ° 57,93+1,07 41,65+3,91 b
EHCmelM 1,04+5,97 © 8,24+3,90 ° 10,37+11,52°
EECmelM 49,09+17,77 ® 37,8143 ,87 ® 80,48+3,84 ¢
EACmelM 10,83£9,40 ° 21,96+13,06 * 35,70+18,02 b

 Doxorrubucina 96,80:4,60° 100,0:070° 83,60:3,00°

Tabela 3 — Porcentagem da atividade citotoxica dos extratos hexanicos, etandlicos e aquosos
de C. mellifluum do Cerrado Setentrional e Meridional frente a trés linhagens celulares

EHCmelS: Extrato hexanico de Combretum mellifluum do Cerrado Setentrional; EECmelS: Extrato etanélico
de C. mellifluum do Cerrado Setentrional; EACmelS: Extrato aquoso de C. mellifluum do Cerrado Setentrional;
EHCmelM: Extrato hexanico de C. mellifluum do Cerrado Meridional; EECmelM: Extrato etandlico de C.
mellifluum do Cerrado Meridional; EACmelM: Extrato aquoso de C. mellifluum do Cerrado Meridional; HCT-116:
colorretal humano; OVCAR-8: ovario humano; SF-295: glioblastoma humano. Os resultados acima séo a média +
desvio padrao (n=3). Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si significativamente
pelo teste F (ANOVA) a 5% de probabilidade.

O extrato etandlico de C. mellifluum do Cerrado Setentrional (EECmelS),
apresentou forte atividade citotoxica em todas as células testadas, com 95,87%,
89,00% e 83,89% para HCT-116, SF-295 e OVCAR-8, respectivamente. O EECmelM
foi o unico do Cerrado Meridional que promoveu a inibicdo de crescimento celular em
89,48% frente a linhagem SF-295 (glioblastoma humano), mostrando-se superior ao
controle positivo Doxorrubucina.

3.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os perfis cromatogréaficos dos extratos etandlicos, EECmelS e EECmelM, séo
bastante similares. A diferenca se encontra na intensidade das bandas em 31,6;
35,8 e 39,9min que s&o mais intensas no EECmelS. Bandas com mesmo tempo
de retengdo, mas com diferenca de intensidade significa que a substancia que as
bandas representam estdo em concentracado diferente, quanto mais alta a banda
cromatografica, maior a concentracao (Figura 1).

A analise dos perfis cromatograficos dos extratos aquosos, EACmelS e
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EACmelM, sugere que ha pouca similaridade entre eles. As bandas com tempo de
retencao de 13,2; 16,1; 18,8; 33,3; 37,7 e 42,8min possuem maior intensidade no
extrato aquoso de Combretum mellifluum Meridional (EACmelM), indicando maior
concentracdo das substancias neste extrato. Aléem disto a banda em 10,2min, é a
mais intensa no EACmelS (Figura 2).

A diversidade observada nos perfis cromatograficos ressalta a diferenca nos
extratos da espécie em estudo, devido as condi¢bes ambientais quando as folhas

foram coletadas, o que foi observado também nas atividades farmacoldgicas.

L T 1
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Figura 1 - Perfil cromatogréfico obtido por CLAE do extrato etanélico de Combretum mellifluum.
Coluna C18 (250 x 4,6 mm 5 pym) eluido em gradiente com MeOH/H,O 5%-100% em 60min,
1mL/min, 254 nm).

16,1 —— EACmel3

1.0%10° = —— EACmelM

13,2
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Figura 2 - Perfil Cromatografico obtido por CLAE do extrato aquoso de Combretum mellifluum.
Coluna C18 (250 x 4,6 mm 5 pym) eluido em gradiente com MeOH/H,O 5%-100% em 60min,
1mL/min, 254 nm).

3.10 Analise de Componentes Principais (PCA)

Os dois componentes principais juntos possibilitaram uma ordenacéao
bidimensional dos extratos e atividades farmacoldgicas, o que permitiu a constru¢ao
de um grafico biplot. A quantidade da informacao total das variaveis originais, retida
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pelos dois componentes principais, foi 78%, sendo 52% correspondente ao primeiro
componente principal (PC1) e 26% ao segundo componente principal (PC2).

A anélise dos dados quimicos e farmacoldgicos pela técnica de PCA permitiu
agrupar quimicamente as amostras em trés grupos, de modo a expressar e evidenciar
suas semelhancas e diferencas (Graficos 3, 4 e 5).

A analise do gréafico de scores (Grafico 3) mostra a separacdo das amostras
em trés grupos, ou seja, o grupo | (extratos hexéanicos), localizados a direira da PC1
(correlacbes positivas), grupo |l (extratos etandlicos) e grupo Il (extratos aquosos),
ambos localizados a esquerda da PC1 (correlagdes negativas).

De acordo com o primeiro componente principal (PC1) pode-se observar que
houve separacdo em fungao do grau de polaridade do solvente, os extratos obtidos
com solvente apolar (hexanico) encontram-se no primeiro e no quarto quadrante,
enquanto que os extratos obtidos por solventes mais polares encontram-se no

segundo (etandlico) e no terceiro quadrante (aquoso).

Scores

37 11

CmelS
L]

PC-2 (26%)

E C;;g
N 111
-1 4

ACmelM °

-2 . — . . . . .
-3 -2 -1 0 1 2 3 4
PC-1(52%)

Gréfico 3 - Grafico bidimensional PC1 x PC2 dos scores para diferentes extratos da espécie C.
mellifluum coletadas no Cerrado Setentrional e Meridional no estado do Piaui

Pode-se afirmar que o grau de polaridade do solvente escolhido para a extracéao
resulta em uma separag¢ao mais significativa dos extratos, ja que isso foi observado
na PC1 que representou 52% das informacdes.

A andlise do grafico de loadings (Grafico 4) mostra a separacao das atividades
farmacologicas das amostras em trés grupos, ou seja, o grupo | (FLAT, DPPH, Fe3*/
Fe?t, Hidroxila, TBARS, Oxido nitrico), grupo Il (HCT-116, OVCAR-8, SF-295) e
grupo Il (FT).
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Grafico 4 - Gréfico bidimensional PC1 x PC2 dos loadings para diferentes atividades
farmacologicas da espécie C. mellifluum coletadas no Cerrado Setentrional e Meridional no
estado do Piaui

A anélise dos dados loadings revela uma maior correlacédo de altos valores
de scores com altos valores dos resultados nos ensaios relacionados as atividades
antioxidantes (DPPH, Fe3*/Fe?*, Hidroxila, TBARS, Oxido Nitrie FLAT), bem como das
atividades citotoxicas (HCT-116, OVCAR-8, SF-295), retratando que o conhecimento
taxondmico nao € suficiente para a descricao fitoquimica da espécie em estudo, uma
vez que fatores ecologicos podem influenciar a resposta quimica da mesma frente
ao ambiente. Os compostos fendlicos totais (FT) foram os mais divergentes.

No Gréfico 5 apresenta-se o gréfico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores,
relacionando os dados das atividades farmacoldgicas da espécies Combretum
melliffluum, com os proprios extratos das folhas, de modo a correlacionéa-los,
agrupando-os em trés grupos.

Observa-se que a separacao dos extratos hexanicos, grupo | (EHCmelS e
EHCmelM) se d&a através da PC1 em funcdo das atividades antioxidantes e dos
flavonoides totais (FLAT, DPPH, Fe3*/Fe?*, Hidroxila, TBARS, Oxido nitr), sendo que
o EHCmelM destaca-se em todos os ensaios em decorréncia da concentragao de

flavonoides totais.
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Grafico 5 - Grafico de scores obtido por PCA das triplicatas dos extratos das folhas de C.
mellifluum coletadas no Cerrado Setentrional e Meridional

Os extratos etandlicos, grupo Il (EECmelS e EECmelM) foram separados
através da PC2 em funcéo das atividades citotdéxicas (HCT-116, OVCAR-8, SF-295),
onde o EECmelS apresentou os maiores valores frente a trés linhagens de células
tumorais.

Em relagdo ao grupo lll, os extratos aquosos (EACmelS e EACmelM) séo
separados pela PC2 em funcdo do teor de fendis totais (FT), apresentando o
EACmelS com o maior teor.

41 CONCLUSAO

O extrato aquoso das folhas de Combretum mellifluum Eichler. do Cerrado
Meridional (EACmelM) apresentou uma CE_, menor do que o padréo rutina e
consequentemente, uma maior atividade antioxidante avaliada no ensaio do
DPPH, entretanto, nos ensaios TBARS, OH e NO o EACmelS foi o mais ativo. Os
extratos hexanicos da area meridional exibiram os maiores teores de flavonoides,
provavelmente devido a presenca de carotenoides que agem como interferentes. Os
extratos hexanicos e etandlicos exibiram resultados positivos para o teste qualitativo
de inibicdo da acetilcolinesterase. O extrato etandlico do Cerrado Sententrional
mostrou-se fortemente ativo frente as trés linhagens de células testadas, OVCAR-8
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(carcinoma de ovario), HCT-116 (célon —humano) e SF-295 (glioblastoma —humano).

A diferenga observada nos resultados das atividades bioldgicas pode estar
relacionada com a composicao quimica, qualitativa e quantitativa, que embora
os cromatogramas tenham se mostrado ora similares, ou ndo, ha diferencas na
concentracdo dos constituintes, influindo sobre as diferengcas nas atividades. As
condicdes ambientais abibticas, por exemplo, provavelmente tém influéncia sobre

essas diferencas, 0 que precisa ser mais intensamente averiguado.
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