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APRESENTACAO

A obra “Ensino, Pesquisa e Inovacdo em Botanica” transita por esferas que
proporciona a possibilidade de percepcao de o qudo ampla e abrangente é esta grande
area das Ciéncias Biologicas, esta, por sua vez, um grande campo do saber.

Neste sentido, o leitor tem a oportunidade de enveredar por caminhos em que
verificard uma amplitude de pensamento acerca do que pode ser explorado, e, ainda,
provocando este leitor a alargar suas perspectivas de realizacdo de investigacbes
envolvendo estes organismos fundamentais e indispensaveis na manutenc¢do da vida no
planeta: as plantas!

Por questbes de um raciocinio sequenciado deste titulo, os capitulos foram trazidos
concebendo seus perfis principais dentro da proposta geral, assim, primeiramente sao
trazidos os estudos com enfoque direcionados especificamente ao ensino de Boténica,
seguido de estudos com pesquisas basicas e aplicadas com subareas mais tecnicistas,
desembocando em vieses mais nitidamente inovadores, ndo havendo aqui a sugestéo de
que estes perfis sejam mutuamente exclusivos entre os capitulos, pelo contrario, ha uma
inter e transdisciplinaridade entre os mesmos.

Sem maiores delongas, portanto, desejo a todos que usufruam ao maximo das
informacdes aqui contidas, reproduzindo-as, aplicando-as e sempre aprendendo mais...

Jesus Rodrigues Lemos
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RESUMO: Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken
(Crassulaceae), conhecida como “folha-da-
fortuna”, é utilizada na medicina tradicional
para o tratamento de inflamacdes, infecgdes,
feridas, contusdes, queimaduras, ulceragdes,
gastrite, entre outros. O objetivo deste estudo
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RADICAIS LIVRES

foi quantificar constituintes fendlicos e avaliar a
atividade antioxidante das folhas de B. pinnatum.
Apbs secagem, o material pulverizado foi
submetido a extragdo com etanol por maceragéao
estatica. O fracionamento foi realizado por
particdo liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente, obtendo-se as fragches
hexanica (FH), diclorometanica (FD), em acetato
de etila (FA) e butandlica (FB). Os teores de
fenois e flavonoides totais foram determinados
por espectrometria. A atividade antioxidante
foi avaliada pelos ensaios de DPPH, poder de
reducédo do ferro, co-oxidagao B-caroteno/acido
linoleico e bioautografia. Os teores de fenois
totais variaram de 3,45 a 25,34 g/100 g, enquanto
os flavonoides foram de 0,66 a 23,31 g/100 g.
Usando o DPPH, os valores de CE50 variaram
de 9,44 a 57,29 pg/mL, enquanto o poder de
reducdo do ferro produziu CE_, entre 216,81 e
1235,17. A inibicdo da peroxidagéo lipidica (%l)
foi entre 16,9 e 61,3%. A bioautografia evidenciou
a presenga de constituintes fenolicos com
atividade antioxidante em FA e FB. Os resultados
indicam que as folhas de B. Pinnatum s&o uma
fonte de compostos fendlicos antioxidantes
que podem ser usadas como estratégia para o
desenvolvimento de fitoterapicos com acdes
contra radicais livres.

PALAVRAS - CHAVE: Bryophyllum pinnatum.
Fenois. Flavonoides. Radicais livres. Atividade
antioxidante.
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ANTIOXIDANT ACTIONS OF Bryophyllum pinnatum (LAM.) OKEN LEAVES
AGAINST FREE RADICALS

ABSTRACT: Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken (Crassulaceae), known as ‘“leaf-of-
fortune”, is used in traditional medicine to treat inflammations, infections, wounds, bruises,
burns, ulcerations, gastritis, among others. The aim of this study was to quantify phenolic
constituents and to evaluate the antioxidant activity of the B. pinnatum leaves. After drying,
the pulverized material was subjected to extraction with ethanol by static maceration. The
fractionation was performed by liquid-liquid partition with solvents of increasing polarity,
obtaining the hexane (HF), dichloromethane (DF), in ethyl acetate (AF) and butanol (BF)
fractions. The total phenolics and flavonoids contents were determined by spectrometry. The
antioxidant activity was evaluated by the DPPH, iron reduction power, -carotene/linoleic acid
co-oxidation and bioautography assays. The total phenolics contents ranged from 3.45 to
25.34 g/100 g, while the flavonoids ranged from 0.66 to 23.31 g/100 g. Using DPPH, the
EC,, values ranged from 9.44 to 57.29 ug/mL, while the iron-reducing power produced EC,,
between 216.81 and 1235.17. The inhibition of lipid peroxidation (%/) was between 16.9 and
61.3%. Bioautography showed the presence of phenolic constituents with antioxidant activity
in AF and BF. The results indicate that B. Pinnatum leaves are a source of antioxidant phenolic
compounds that can be used as a strategy for the development of herbal medicines with
actions against free radicals.

KEYWORDS: Bryophyllum pinnatum. Phenolics. Flavonoids. Free radicals. Antioxidant
activity.

11 INTRODUGAO

Danos oxidativos induzidos em células e tecidos estdo relacionados a etiologia
de varias desordens organicas, como enfermidades cardiacas, aterosclerose, doencas
pulmonares, artrite reumatoide, cancer, obesidade, diabetes, doencas neurodegenerativas,
entre outras (GARCIA-SANCHEZ; MIRANDA-DIAZ; CARDONA-MUNOZ, 2020; UNUOFIN;
LEBELO, 2020). Entre os antioxidantes naturais, os compostos fenélicos, tais como acidos
fendlicos, diterpenos fendlicos, taninos, flavonoides e 6leos volateis, tém sido destacados
(PARHAM et al., 2020) por serem capazes de capturar e eliminar radicais livres e metais
quelantes e inibir a peroxidagéo lipidica (AYOUB; MEHTA, 2018; HUNYADI, 2019;
HRELIA; ANGELONI, 2020). Considerando esses aspectos, as plantas medicinais, como
Bryophyllum pinnatum, constituem uma importante estratégia para a busca de agentes
antioxidantes para prevenir e/ou tratar desordens relacionadas ao estresse oxidativo.

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken (Figura 1), familia Crassulaceae, conhecida
como “folha-da-fortuna”, € nativa de regibes temperadas, sendo encontrada na América
do Sul (Brasil) e em regides da Africa (EL ABDELLAOUI et al., 2010; MAJAZ et al.,
2011). Tradicionalmente, € utilizada no tratamento de inflamacdes, infeccdes, contusoes,
ferimentos, queimaduras, processos alérgicos, gastrite, problemas de figado, diabetes,
verminoses, dentre outras (BISWAS et al.,, 2011; MAJAZ et al., 2011). Além disso, tem
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aplicagcao em picadas de insetos, furinculos e ulceracdes (NAYAK; MARSHALL; ISITOR,
2010; OJEWOLE, 2005) e auxilia na eliminagédo de célculos renais, abscessos, erisipela,
frieira, dores de cabeca e nas juntas, reumatismo, hemorroidas, diarreia, disenteria e
vomitos (CHIBLI et al., 2014; FERNANDES et al., 2019).

Figura 1. Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken cultivada no Horto da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Juiz de Fora.

Estudos farmacol6gicos relacionados ao B. pinnatum tém confirmado as atividades
anti-inflamatéria (AFZAL et al., 2012; CHIBLI et al., 2014; FERNANDES et al., 2019;
GUPTA; LOHANI; ARORA, 2010; OJEWOLE, 2005); antioxidante (BISWAS et al., 2011);
antimicrobiana (AKINPELU et al., 2000; AKINSULIRE et al.,, 2007; OKWU; NNAMDI,
2011a e 2011b); cicatrizante (NAYAK; MARSHALL; ISITOR, 2010); antinociceptiva (IGWE;
AKUNYILI, 2005; NGUELEFACK et al., 2006; OJEWOLE, 2005); antidiabética (OJEWOLE,
2005); imunossupressora e antialérgica (CRUZ et al., 2008; CRUZ et al., 2012) e
atividade leishmanicida (MUZITANO et al., 2006; MUZITANO et al., 2011). Além disso,
atividades anticancerigena, neuroldgica (sedativa e relaxante muscular), hipoglicemiante e
hipolipidémica tém sido citadas na literatura (OGBONNIA; ODIMEGWU; ENWURU, 2008;
SALAHDEEN; YEMITAN, 2006; YEMITAN; SALAHDEEN, 2005; FERNANDES et al., 2019).

B. pinnatum tem sido alvo de estudo da atividade antioxidante in vitro (GUPTA;
BANERJEE, 2011; HARLALKA; PATIL; PATIL, 2007; JAIN et al., 2010). Gupta e Banerjee
(2011) aperfeicoaram o processo de extragcdo de substancias fenoélicas e avaliaram a
atividade antioxidante, demonstrando uma significante correlagdo com os teores de fendis
totais. Harlalka, Patil e Patil (2007) relataram que a acao protetora do extrato aquoso contra
nefrotoxicidade induzida por gentamicina estava relacionada a atividade antioxidante.
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Diversas substancias, tais como flavonoides (livres e glicosilados), saponinas e
alcaloides, ja foram identificadas em B. pinnatum e apresentaram potenciais farmacoldgicos
(CRUZ et al., 2011; OKWU; JOSIAH, 2006). Muzitano et al. (2011) demonstraram que o
conteudo flavonoidico é potencializado quando a planta é mantida sobre maior exposicéo a
luz solar. Entre os flavonoides identificados, séo relatados quercetina, quercitrina, canferol,
luteolina e rutina (CHOI, 2012; CORREIA et al., 2012; GOKBULUT et al., 2013; HAM
et al., 2011; SUN et al., 2011). Tatsimo et al. (2012) obtiveram sete derivados canferois
ramnosideos com atividade antioxidante.

O presente estudo teve como objetivo quantificar constituintes fendlicos e avaliar a
atividade antioxidante de extratos das folhas de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken com

intuito de evidenciar suas propriedades medicinais apoiadas no uso popular.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken foi coletada no Horto Medicinal da Faculdade
de Farmécia da Universidade de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais. Uma exsicata
(CESJ n° 46.575) encontra-se depositada no Herbario do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

ApoOs coleta, as folhas foram submetidas a secagem sob ventilagdo forcada até
perda da umidade de 90 a 96%. A droga vegetal seca foi pulverizada em moinho com
granulacgéo definida (tamise n° 20) para realizagcao do processo de extragéo.

2.2 Processo de Extracao E Fracionamento

O material vegetal seco e pulverizado (droga vegetal) foi submetido a extracdo
com etanol 99,5% por maceracao estatica com renovagao do solvente e a temperatura
ambiente. Apés remocgao do solvente por rota-evaporacgéo, 40g do extrato etandlico (EE) foi
ressuspendido em agua:etanol (9:1) e submetido a particéo liquido-liquido com solventes
orgéanicos de polaridade crescente, obtendo-se as fracdes hexanica (FH), diclorometénica
(FD), em acetato de etila (FA) e butandlica (FB) (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

2.3 Determinacao dos Teores de Fenois Totais

Os teores de fendis totais foram quantificados por espectrometria na regido do
visivel utilizando o método de Folin-Ciocalteu (SOUSA et al., 2007). O acido galico, padréao
de referéncia, foi usado no preparo de solu¢des (200 a 840 pg/mL) que foram colocadas em
tubo de ensaio seguida da adi¢éo de Na,CO, 15% e agua destilada. Apos 2 h de reagéo em
temperatura ambiente, as absorvancias foram medidas em espectrofotémetro (Shimadzu®,
UV-1800) a 783 nm. A curva de calibracdo do acido gélico foi determinada através de
andlise de regresséo linear (método dos minimos quadrados), obtendo-se a equacgao da
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reta e o coeficiente de determinacéo (R?). Para quantificacéo dos teores de fendis totais nas
amostras, foram preparadas solug¢des (2 mg/mL) em etanol. A partir dessas solugdes, em
triplicata, em tubos de ensaio contendo Na,CO, 15% e agua destilada, cinco concentragdes
foram preparadas. A leitura espectrofotométrica foi realizada da mesma forma descrita para
0 padrao e os teores de fenois totais foram calculados usando a equagéo da reta.

2.4 Determinacao dos Teores de Flavonoides Totais

A quantificagé@o dos teores de flavonoides totais foi realizada por espectrofotometria
na regido do visivel usando o cloreto de aluminio (AICI,) (SOBRINHO et al., 2008). Solugéo
estoque de rutina (0,5 mg/mL em etanol) foi usada como padrdo para obter a curva de
calibracéo, preparando diluicbes entre 2 a 60 pyg/mL. A reacéo foi realizada em tubo de
ensaio contendo solucdo estoque (20 a 600 pL), etanol, acido acético, piridina a 20% em
etanol, AICI, 8% em etanol e agua destilada. Ap6s 30 min em temperatura ambiente, as
absorvancias foram registradas em espectrofotdmetro (Shimadzu®, UV-1800) a 407 nm.
A relacdo entre os valores de absorvancia e da concentracbes foi usado na analise de
regressao linear (método dos minimos quadrados) para obtencdo da equacgéao da reta e do
coeficiente de determinagéo (R?). Usando os mesmos reagentes do padréo, os teores de
flavonoides foram determinados no extrato etandlico e fragbes a partir da equacéo da reta.

2.5 Avaliacao da Atividade Antioxidante

2.5.1 Método do sequestro do radical DPPH

A atividade antioxidante foi determinada através do método espectrofotométrico
do radical livre DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) conforme descrito por Mensor et al.
(2001). Foram preparadas solugdes estoque (1 mg/mL) em etanol das amostras (extrato e
fracOes) e da rutina (controle positivo). A partir das solugdes estoque, obteve-se diferentes
concentracbes e aliquotas que, em ftriplicata, foram transferidas para tubos de ensaio
seguida da adicdo de DPPH 0,3 mM. Apdés 30 min de reacéo, a leitura foi realizada em
espectrofotometro (Shimadzu®, UV-1800) a 515 nm. Os valores das absorvancias foram
usados para determinar a porcentagem de atividade antioxidante (%AA) por meio da
seguinte férmula:

Abs amostra — Abs branco da amostra
) X 100]

A4 =100 —
% [(Abs controle — Abs branceo do controle

Onde, Abs amostra: absorvancia das amostra ou rutina para uma dada concentracao;
Abs branco da amostra: absorvancia do branco das amostras ou rutina para uma dada
concentracdo; Abs controle: absorvancia do controle negativo; Abs branco do controle:
absorvancia do branco do controle negativo.
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As porcentagens de atividade antioxidante (%AA) foram correlacionadas a
concentracdo das amostras ou rutina. Através da anélise de regresséo linear (método dos
minimos quadrados), foram determinadas as equacgdes da reta para calcular a concentracao
efetiva 50% (CE,).

2.5.2 Meétodo do poder de reducéo do ferro

O poder antioxidante de redugéo do ferro (FRAP) foi determinado pelo método
descrito por Oyaizu (1986). Foram preparadas solugdes estoque (1 mg/mL) das amostras
e da rutina (controle positivo) em metanol. Em seguida, foram feitas diluicbes, em triplicata,
com tampao fosfato de potassio 200 yM (pH 6,6) e solucdo de ferrocianeto de potassio
1%. A mistura foi incubada em estufa a 50 °C por 20 min seguida da adicdo de acido
tricloroacético 10% (Synth®) e submetida a centrifugagdo a 3000 rpm por 8 minutos. Apos
centrifugacéo, uma aliquota (2,5 mL) da camada superior da mistura foi transferida para tubo
de ensaio com adicdo de agua destilada e cloreto férrico 0,1% (Synth®). As absorvancias
foram determinadas em espectrofotdbmetro (Shimadzu®, UV-1800) a 700 nm. Através da
andlise de regressao linear (método dos minimos quadrados) foram obtidas as equacdes

da reta para calcular a concentragéo efetiva 50% (CE, ) das amostras e rutina.

2.5.3 Método de co-oxidacdo do [3-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de co-oxidag&o do B-caroteno/
acido linoleico descrito por Koleva et al. (2002). Preparou-se uma solucao de -caroteno 0,2
mg/mL em cloroférmio. Em um baldo de rotaevaporacéo, foi adicionado 1 mL dessa solucéo,
contendo &cido linoleico (25 pL) e Tween 40 (200 mg). O baléo foi rotaevaporado durante 15
minutos para remover o cloroférmio. Em seguida, 50 mL de agua destilada, oxigenada por
borbulhamento, foram adicionados ao baléo lentamente sob agitacdo constante, formando
uma emulsédo. Paralelamente, foram preparadas solu¢des das amostras (250 pyg/mL) e
dos controles positivos (BHT e rutina 25 pg/mL). Aliquotas de 30 pL das solugdes foram
colocados em microplaca, em triplicata, seguido de 250 pL da emulséo.

Aprimeira leitura () foi feita imediatamente apés a adigéo da emulséo e, em seguida,
a microplaca foi incubada por 15 minutos em estufa a 50° C. Ap6s incubacao, foi realizada
a segunda leitura (t,,) e esse procedimento repetiu-se por mais seis vezes, totalizando-se
t,t,t., t. t et

Olto medldas (tO’t 30’ "45’ "60° "75’ "90 105)

15 , que resultou na redugéo gradual da absorvancia.
As absorvancias foram determinadas em leitor de microplacas (Thermoplate®, TP-Reader)
a 492 nm. A partir das absorvéncias, montou-se o grafico de decaimento em fungéo do
tempo e calculou-se a porcentagem de inibicdo da peroxidacao lipidica (%l), utilizando a

seguinte férmula:
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A controle — A amostra
%l = X 100
A controle
Onde, A, = Abs,— Abs, e A, . =Abs, — Abs,, sendoque A - controle
negativoe A, - extrato, fragGes e controles positivos (BHT e rutina).

2.5.4 Método da bioautografia

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método da bioautografia utilizando o
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (CAVIN et al., 1998). Foram preparadas
solugdes das amostras em metanol a 10 mg/mL. Essas solug¢des foram aplicadas (20 pL),
separadamente, em placas de silicagel 60 com indicador de fluorescéncia (UV 254 nm) para
CCD (Macherey-Nagel®) e eluidas com as fases moveis (FM) pré-determinadas para cada
amostra: FH: FM (hexano:acetato de etila, 7:3); FD: FM (diclorometano:metanol, 9,3:0,7);
FA e FB: FM (butanol:agua:acido acético (6:3:1). Apos a eluicdo e secagem, as placas
foram reveladas com solucédo de DPPH 2,5 mM. Deixou-se ao abrigo da luz por 30 min
para detectar o aparecimento de manchas amarelas ou brancas indicativas da atividade
antioxidante. Os Rfs das manchas foram calculados.

Placas reveladas com DPPH foram também usadas para identificar substancias
fendlicas com cloreto férrico 5%. Os Rfs das manchas foram calculados e comparados com
os Rfs das manchas reveladas com DPPH.

2.6 Analises Estatisticas

Os resultados foram demonstrados através da média = desvio padrao ou erro padrao
médio (E.P.M.). Analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey como post-hoc foi
utilizada para medir o grau de significancia para p < 0,05. Para as analises estatisticas foi

utilizado o programa SigmaPlot® 11.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracao e Fracionamento

A partir de 800 g da droga vegetal seca de B. pinnatum, foram obtidos 138,46 g do
extrato etandlico (EE), o que equivale a um rendimento de extracdo de 17,3%. 40,0 g de
EE, apés ressuspensao, produziram 9,11, 3,35, 4,37 e 10,0 g das fra¢des FH, FD, FA e FB,

respectivamente.

3.2 Teores de Fenois e Flavonoides Totais

Os teores de fenois totais variaram de 3,45 a 25,34 g/100 g no extrato etandlico e
fracbes das folhas de B. pinnatum (Tabela 1). FA e FD apresentaram maiores teores de
fenois totais quando comparadas com os demais produtos testados. Na Tabela 1, também
mostra que os teores de flavonoides totais variaram de 0,66 a 23,31 g/100 g no extrato e
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nas fragcdes avaliadas. FA (23,31 + 0,04 g/100g) contém maior teor de flavonoides totais
equivalentes a rutina em comparag¢do com os demais produtos analisados.

Amostras ' Teores (g/100 g)

Fenois totais Flavonoides totais
Extrato etandlico 9,59 + 0,03 421 +0,02
Frag&o hexanica 3,45+ 0,04 0,66 + 0,02
Frag&o diclorometénica 10,53 £ 0,03 5,96 £ 0,02
Fracao em acetato de etila 25,34 £ 0,03 23,31 £0,04
Fragao em butandlica 5,05 + 0,03 2,89 + 0,03

Tabela 1 - Teores de fenois e flavonoides totais, em equivaléncia de &cido galico e rutina,
respectivamente, nas folhas de B. pinnatum.

Os valores correspondem a média + desvio padrdo. As médias diferem entre si apds analise de
variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,001.

3.3 Atividade Antioxidante

3.3.1 Atividade antioxidante usando o radical DPPH e poder de redugéo

O potencial antioxidante frente ao radical DPPH estdo apresentados na Tabela 2 na
forma de CE,. Os valores de CE, das amostras variaram entre 9,44 + 0,01 a 57,29 + 0,11
pg/mL e foram significativamente diferentes entre si (p <0,001). FA apresentou menor CE_
(9,44 + 0,002 pg/mL), demonstrando possuir maior atividade antioxidante, pois foi capaz de
inibir o DPPH com uma menor concentragéo. Rutina (controle positivo) produziu CE, igual
a 8,66 = 0,01 yg/mL.

Usando o método do poder de redugéo do ferro, os valores de CE_, variaram entre
216,81 £0,10 e 1235,17 + 1,39 (Tabela 2). Neste ensaio, FA apresentou menor CE_ (234,22
+ 0,61 pg/mL), sendo a fracdo mais ativa (p < 0,001). Ao contrario, FB foi menos eficiente
em inibir a redugéo do ferro, sendo cerca de seis vezes menor que a rutina (216,81 + 0,10
ug/mL).
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Amostras CEso (ng/mL)

DPPH Poder de reducgédo do Fe*?
Extrato etandlico 16,43 +.,09 532,71 +1,27
Frac&o hexanica 57,29 + 0,11 576,79 +1,18
Fracéo diclorometanica 4475 + 0,06 589,96 + 0,87
Frac&o em acetato de etila 9,44 + 0,01 234,22 + 0,61
Frac&o butandlica 31,70 +£ 0,06 1235,17 + 1,39
Rutina 8,66 + 0,01 216,81 + 0,10

Tabela 2 - Atividade antioxidante do extrato etandlico e fragbes das folhas de B. pinnatum pelos
métodos do DPPH e poder de redugéo do ferro.

Os valores correspondem a média + E.P.M. As médias diferem entre si apés analise de variancia
seguida do teste de Tukey para p < 0,001.

3.3.2 Atividade antioxidante pelo método da co-oxidagao do [3-caroteno/
acido linoléico
Na Figura 2, sdo mostradas as absorvancias em relagéo aos tempos (min) t,, t,, t,,,
tiss Ty ber 1o € 1,05 dAS @amostras dos controles (BHT e rutina). E observado o decaimento
das absorvancias em funcéo do tempo em decorréncia da oxidagéo do B-caroteno. Quanto
menor o decaimento, maior a inibicdo da peroxidacéo lipidica e consequentemente da
oxidacdo do B-caroteno. EE, FH e FA apresentaram menor variagdo no decaimento,
demonstrando maior inibicdo da peroxidacao lipidica.
Considerando a inibicdo da peroxidacdo lipidica (%l), EE, fracdes e controles
positivos produziram valores entre 16,9 e 61,3% (Tabela 3). Nesta Tabela, fica evidenciado

que FA (%l = 58,30%) foi a mais ativa seguida de FH e FD, ambas com 49,10% de inibigéo.
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Figura 2. Decaimento da absorvancia em fungéo do tempo para o extrato etandlico e fragcdes de
B. pinnatum pelo método da co-oxidagao do B-caroteno/acido linoléico.

Os valores correspondem a média + E.P.M. As médias diferem em relacdo ao controle negativo apds

anélise de variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,05.

Amostras /Caontroles % Inibicao da peroxidacao lipidica
Extrato etanélico 43,50 + 1,64%b

Fracdo hexénica 49,10 = 2,81°

Fracao diclorometanica 49,10 = 1,31°

Fracdo em acetato de etila 58,30 + 1,54¢

Fracéo butandlico 39,40 + 0,62°

BHT 61,30 £ 0,99¢

Rutina 16,90 + 1,32

Tabela 2 - Atividade antioxidante do extrato etandlico e fragbes das folhas de B. pinnatum pelo

método de co-oxidagao do 3-caroteno/acido linoleico.

Os valores correspondem a média + E.P.M. Letras iguais na mesma coluna, as médias nao diferem
entre si apds analise de variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,05.

3.3.3 Atividade antioxidante pelo método de bioautografia

As manchas escuras nas placas reveladas com FeCl, s&o indicativas da presenca

de substancias fendlicas e a revelagcdo com DPPH com manchas branco-amarelas séo

indicativas de substancias com potencial antioxidante (Figura 3). Observa-se que FA e
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FB evidenciaram quantidades mais expressivas de constituintes fendlicos e atividade
antioxidante. Na FH e EE, ndo foram reveladas substancias fenélicas com Rf proximo aquela
encontrada com DPPH, cujo Rf foi 0,898 (Rf EE 0,932). Em FD e EE, as manchas referentes
a substancias fendlicas e as reveladas com DPPH, em sua maioria, permaneceram no ponto
de aplicagdo da amostra. FA, FB e EE apresentaram manchas referentes a substancias
fendélicas com Rf 0,625 e 0,607 (Rf do EE 0,661), respectivamente. Manchas com valores
semelhantes, quando reveladas com DPPH, produziram Rfs iguais a 0,593, 0,611 e 0,611

para as FA e FB e EE, respectivamente.

Revelador: DPPH Antes de revelar Revelador: FeCl, Revelador: DPPH
FM: DCM:MeOH (9,3:0,7] FM: DCM:MeOH (9,3:0,7) FM: DCM:MeOH (9,3:0,7)
FIM: hexeno:AcOEt (7:3) ) [ ) O (: )

Antes de revelar

Revelador: FeCl,
FM: CEt (7:3) 3 Ol &

Antes de revelar Revelador: FeCl, Revelador: DPPH
FM: BUtOH:H20:AcOH (6:3:1) FM: BUtOH:H20:AcOH (6:3:1) FM: ButOH:H20:ACOH (6:3:1)

Figura 3 - Bioautografia em CCD do extrato etandlico e fracdes reveladas com cloreto férrico e
DPPH.

A quantificacdo de fenois totais evidenciou que o extrato etandlico e as fracbes das
folhas de B. pinnatum sao ricos em substancias fenélicas, onde os contetdos variaram
de 3,45 a 25,34 g/100 g, sendo que a fragdo em acetato de etila apresentou maior teor.
Os teores de flavonoides totais variaram de 0,66 a 23,31 g/100 g no extrato e nas fragbes
analisadas, destacando novamente a fragdo em acetato de etila. O teor de flavonoides em
extratos de B. pinnatum é influenciado pelas condi¢cbes de cultivo, estagéo do ano e método
de extragdo, sendo o contetdo potencializado quando a espécie é exposta a luz solar e
coletada nos meses em que ha maior incidéncia de radiacao solar, pincipalmente no verao

Ensino, Pesquisa e Inovagao em Botanica Capitulo 11 “



(MUZITANO et al., 2011). Para a realizagéao deste trabalho, as folhas de B. pinnatum foram
coletadas no més de Janeiro (2012), atendendo as condi¢bes descritas anteriormente,
ao ponto que na fragdo em acetato de etila o teor flavonoidico correspondeu a 92% do
teor total de fendis. Os dados dessa quantificacdo corroboram com aqueles apresentados
nos ensaios de atividades antioxidante, sugerindo a relacdo entre constituintes fenolicos
e atividades biolégicas (GUPTA; BANERJEE, 2011; HARLALKA; PATIL; PATIL, 2007; JAIN
et al., 2010).

Considerando a atividade antioxidante, o extrato etandlico e as fragbes das folhas de
B. pinnatum apresentaram potencial antioxidante, em ensaios que diferem em relacéo ao
mecanismo antioxidante. Nos ensaios com DPPH e FRAP, FA produziu CE (9,44 e 234,22
pg/mL) muito proxima a da rutina (8,66 e 216,81 pyg/mL), demonstrando sua capacidade
de sequestro de radicais livres e de redugéo de ions Fe®, respectivamente. Os teste de
avaliacdo da inibicdo da peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO), como o sistema
de co-oxidagdo B-caroteno/acido linoléico, apesar de serem in vitro, reproduzem melhor
situacoes fisioldgicas de estresse oxidativo, como a oxida¢do dos lipideos insaturados
das membranas celulares, que causa a destruicdo de sua estrutura, alteracdo de seu
funcionamento e em casos extremos, a morte celular (ALVES et al., 2010; LIMA; ABDALLA,
2001). Neste ensaio, analisando o grafico de decaimento da absorvéancia da emulséo do
sistema B-caroteno/acido linoléico em fungcéo do tempo (Figura 2), ao comparar a curva do
controle negativo com as demais, percebe-se que EE e, principalmente, FH e FA retardaram
ereduziram a LPO e, consequentemente, a oxidagaéo do -caroteno. FAfoi a mais promissora
com 58% de inibicao da peroxidacgéo lipidica (rutina 61%). LPO é um processo de trés etapas:
iniciacdo, propagacéo e terminacéo, de modo que os antioxidantes podem agir inibindo a
iniciacao do processo ao neutralizar ERO’s do meio e/ou inibir a propagacéao da LPO, ao
neutralizar os radicais peroxila formados pela oxida¢do dos lipideos (DUARTE-ALMEIDA
et al., 2006; LIMA; ABDALLA, 2001). Ainda com relagéo a este ensaio, em virtude do meio
reacional se tratar de uma emulsédo, substancias lipofilicas encontram maior facilidade de
exercer sua agao antioxidante, pois séo capazes de permanecer na interface 6leo:agua da
emulsdo, onde ocorre a LPO. Enquanto as substancias mais hidrofilicas solubilizam-se na
fase aquosa, diluindo-as e assim podendo diminuir sua atividade (KOLEVA et al., 2002).
Isso explica a inibicdo apresentada pela FH, pois inibe a etapa de propagacédo da LPO
(KHANUM; THEVANAYAGAM, 2017).

Os dados de atividade antioxidante estdo associados aos teores de fenois e
flavonoides totais encontrados especialmente em FA, que foi a mais ativa em todos os testes
de atividade antioxidante realizados, demonstrando uma correlagéo entre os contetidos de
substancias fendlicas e atividade antioxidante. Os resultados da bioautografia reafirmam
essa correlacdo uma vez que, de acordo com os valores de Rf apresentados pelo extrato
etandlico e pelas fracdes, apontaram para substancias fenolicas e flavonoides. Entretanto,
sabe-se que os resultados obtidos através de ensaios in vitro ndo podem ser extrapolados
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diretamente para situagdes in vivo, uma vez que a agao dos antioxidantes envolve diferentes
mecanismos (MAGALHAES et al., 2008).

41 CONCLUSOES

As folhas de B. pinnatum contém expressivos teores de fenois e flavonoides
totais relacionados a atividade antioxidante de sequestro de radicais livres (ensaio
com radical DPPH e bioautografia), poder de reducéo de ions metalicos e inibicdo da
peroxidacgéo lipidica. Portanto, os resultados indicam que as folhas de B. pinnatum séo
fontes promissoras de substancias fendlicas com agbes antioxidantes, justificando o uso
tradicional e evidenciando a espécie como alvo para o desenvolvimento de formulagbes
fitoterapicas contra radicais livres.
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