Quimiodiversidade
de Plantas dos Cerrados
Piauienses

Ruth Raquel Soares de Farias
(Organizadora)

Atena

Editora
Ano 2020



Quimiodiversidade
de Plantas dos Cerrados
Piauienses

Ruth Raquel Soares de Farias
(Organizadora)

Atena

Editora
Ano 2020



2020 by Atena Editora
Copyright © Atena Editora
Copyright do Texto © 2020 Os autores
Copyright da Edicao © 2020 Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao: Geraldo Alves
Edigcdo de Arte: Lorena Prestes
Revisdo: Os Autores

Todo o conteludo deste livro esta licenciado sob uma Licenga de Atribuicdo Creative
BY Commons. Atribui¢ao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

0 conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de responsabilidade exclusiva
dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof? Dr® Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Junior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof? Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai € das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof® Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr® Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Para
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste
Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias
Prof® Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

| Atena

LEditora
Ano 2020




Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof. Dr. Julio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Biolégicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr? Anelise Levay Murari — Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof? Dr? Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr? Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina
Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof? Dr® Magnélia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Vanessa Lima Gongcalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui
Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias
Prof® Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Prof® Dr® Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Conselho Técnico Cientifico

Prof. Msc. Abraao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Msc. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educacao Tecnol6gica Paula Souza
Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional Paraiba
Prof. Msc. André Flavio Gongalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Dr® Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof® Msc. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof. Msc. Carlos Antdnio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Msc. Claldia de Araljo Marques - Faculdade de Musica do Espirito Santo

Prof. Msc. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof?® Msc. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

| Atena

Editora
Ano 2020




Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Msc. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Prof. Msc. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Msc. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do Parana

Prof* Msc. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Msc. José Messias Ribeiro Janior - Instituto Federal de Educacao Tecnolégica de Pernambuco
Prof. Msc. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Msc. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof? Msc. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof® Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Msc. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Msc. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Msc. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof?® Msc. Renata Luciane Polsague Young Blood - UniSecal

Prof® Msc. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

Q6 Quimiodiversidade de plantas dos cerrados piauienses [recurso
eletrdnico] / Organizador Ruth Raquel Soares de Farias. — Ponta
Grossa, PR: Atena, 2020.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia

ISBN 978-65-86002-34-8

DOI 10.22533/at.ed.348200503

1. Plantas — Identificagdo — Piaui. I. Farias, Ruth Raquel Soares
de.
CDD 577.098122

Elaborado por Mauricio Amormino Junior — CRB6/2422

Atena Editora
Ponta Grossa - Parana - Brasil
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

| Atena

LEditora
Ano 2020




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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CAPITULO 1
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BIOLOGICO DE Congbretum duarteanum CAMBESS.
EM DUAS REGIOES DO CERRADO PIAUIENSE

Data de aceite: 02/12/2019

Ruth Raquel Soares de Farias
Faculdade de Ensino Superior do Piaui - FAESPI

Teresina-PI

Erika Thalyta Veras Pereira
Universidade Federal de Sao Carlos -UFSCar Sao
Carlos-SP

Mariana Helena Chaves
Universidade Federal do Piaui, UFPI Teresina-PI

Paulo Michel Pinheiro Ferreira
Universidade Federal do Piaui, UFPI Teresina-PI

Chistiane Mendes Feitosa
Universidade Federal do Piaui, UFPI Teresina-PI

Claudia do O Pessoa
Universidade Federal do Ceara, UFC Fortaleza-
CE

George Laylson da Silva Oliveira
Instituto Federal de Educacgéao Ciéncia e
Tecnologia de Mato Grosso, IFMT, Brasil

Rusbene Bruno Fonseca de Carvalho
Universidade Federal do Piaui, UFPI Teresina-PI

Jéssica Pereira Costa
Universidade Federal do Piaui, UFPI Teresina-PI

Antonio Alberto Jorge Farias Castro
Universidade Federal do Piaui, UFPI Teresina-PI

Samara Raquel de Sousa
Universidade Federal do Piaui, UFPI Teresina-PI
BioTEN

Quimiodiversidade de Plantas dos Cerrados Piauienses

RESUMO: A espécie Combretum duarteanum
Cambess. é de relevante interesse devido ao
histérico de potencialidades farmacologicas,
ja conhecida na familia Combretaceae e no
género Combretum. O presente trabalho teve
como objetivo investigar a quimiodiversidade
e 0 potencial biolégico dos extratos hexanico,
etandlico e aquoso das folhas de C. duarteanum
coletadas no Cerrado Setentrional e Meridional
do estado 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 redugéo do ion Fe®*
a Fe?*. A determinacao do teor de fendis totais
foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu e
de flavonoides totais por redugcao com cloreto
de aluminio. A atividade anticolinesterasica
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 (célon, ovario e glioblastoma). O
extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado
Setentrional apresentou o maior potencial
antioxidante nos ensaios testados. Os extratos
etandlicos de C. duarteanum do Cerrado
Setentrional e Meridional apresentaram
atividade citotoxica frente as trés linhagens.
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Todos os extratos de C. duarteanum do Cerrado Setentrional e o extrato etandlico de
C. duarteanum do Cerrado Meridional demonstraram atividade anticolinesterasica. Os
ensaios realizados demonstram que ha uma diferenca no perfil quimico e biolégico dos
espécimes, sugerindo que as relagdes ecoldgicas devem ser levadas em consideragédo
em estudos quimico/farmacolégico.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antioxidante. Atividade anticolinesterasica. Atividade
citotoxica. Fitogeografia. Fitoquimica.

COMPARATIVE CHEMODIVERSITY AND BIOLOGICAL POTENTIAL OF Combretum
duarteanum CAMBESS. FROM TWO REGIONS OF CERRADO OF PIAUI 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
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 Fe®* 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 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.

11 INTRODUCAO

Os cerrados do Piaui 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 regido norte do
Estado, encontram-se os Cerrados Setentrionais e, na regido sul, os Cerrados
Meridionais, denominados assim por Castro et al. (2010).

Combretaceae e Combretum tém ampla distribuicdo geografica tanto nos

Cerrados Setentrional como no Meridional, inclusive em termos de representacao
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populacional (FARIAS et al., 2014).

E importante destacar que as espécies do género Combretum Loefl. possuem
diversas atividades biol6gicas comprovadas, como: atividade anticolinesterasica
para Combretum hartmannianum Schweinf. (ELDEEN; VAS STADEN, 2007),
antioxidante para C. decandrum Jacq. (PANNANGPETCH; TAEJARERNWIRIYAKUL;
KONGYINGYOES, 2008) e citotoxica para as espécies C. apiculatum Sond., C.
fragrans F. Hoffm., C. hereroense Schinz, C. padoides, Engl. & Diels, C. psidioides
Welw., C. zeyheriSond., C. collinun Fresen. (FYHRQUIST et al., 2006) e C. comosum
G. Don. (LAMIDI et al., 2005).

Com isso as potencialidades farmacologicas ja conhecidas para Combretaceae
e Combretum, associadas as caracteristicas ecologicas peculiares do estado do Piaui
e a ampla distribuicao geogréafica da espécie Combretum duarteanum Cambess.,
inclusive, em areas de transi¢cdo, suportam a ideia de quimiodiversidade.

Na medicina popular C. duarteanum € utilizada como expectorante
(ALBUQUERQUE et al., 2007) e no tratamento de dor e como sedativo (GOUVEIA
et al., 2011). Estudos relatam que o extrato etandlico das folhas desta espécie C.
duarteanum possui atividade antinociceptiva (QUINTANS et al., 2014), antioxidante,
anti-inflamatéria (GOUVEIA et al., 2011), gastroprotetora (LIMA et al., 2013) e
antimicrobiana (NASCIMENTO; CHIAPPETA; LIMA, 1990) e a fracdo hexanica do
extrato etandlico 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 biolégico dos extratos hexanico, etandlico e aquoso das folhas de C.
duarteanum coletadas em areas de Cerrado Setentrional e Meridional do estado do
Piaui.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado foram folhas de Combretum duarteanum Cambess.,
coletadas no estado do Piaui, Brasil, em janeiro de 2012 nos municipios de Jatoba
do Piaui (area de Cerrado Setentrional), nas coordenadas 04° 51’ 48.5” S, 42° 04’
21.0” W e 90 m.n.m. e de Floriano (area Cerrado Meridional), nas coordenadas 07°
04’ 34.3” S, 43° 08’ 46.2” W e 198 m.n.m. Os exemplares testemunhos (vouchers)
foram incorporados ao acervo do Herbario Graziela Barroso (TEPB) da Universidade
Federal do Piaui, sob os numeros TEPB 27.960 e TEPB 30.118, respectivamente.
A determinacao boténica ao nivel de espécie foi realizada pela Dra. Maria Iracema
Bezerra Loiola da Universidade Federal do Ceara - UFC, especialista na Familia

Combretaceae.
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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 duarteanum do cerrado
Setentrional (EHCduaS 19,76 g; 2,30%), Extrato etandlico de C. duarteanum do
cerrado Setentrional (EECduaS 72,05 g; 8,40%), Extrato aquoso de C. duarteanum
do cerrado Setentrional (EACdua$S 49,30 g; 4,93%), Extrato hexéanico de Combretum
duarteanum do cerrado Meridional (EHCduaM 3,71 g; 0,43%), Extrato etandlico 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 concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200 e 250
pg/mL, no comprimento de onda de 516 nm. Os valores da AA foram expressos em
porcentagem de atividade antioxidante. A concentracao eficiente capaz de reduzir
em 50% o DPPH-, foi calculada com o auxilio do programa IBM SPSS Statistic 20,
por meio de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se no eixo
X as concentracdes da amostra (ug/mL) e no eixo y, a porcentagem de atividade
antioxidante.

2.4 Determinacao do nivel de peroxidacao lipidica (TBARS)

A atividade antioxidante in vitro por substancias reagentes ao acido tiobarbiturico
método de TBARS foi avaliada como descrita por Silva et al. (2007). As amostras
foram analisadas nas concentra¢des 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL. O veiculo (tween
80a0,05%, dissolvido em salina 0,9%), foi utilizado como controle negativo e o Trolox,
nas mesmas concentracbes da amostra, como controle positivo. As absorbancias
foram lidas a 532 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis e 0s resultados expressos
como percentagem de TBARS formada a partir do AAPH (controle induzido).

2.5 Determinacao do nivel de inibicao da producao do radical hidroxila

A atividade antioxidante no ensaio do radical hidroxila (OH+) foi avaliada a
partir da reacdo de Feton como descrito na metodologia de Lopes, Schulman e
Hermes-Lima (1999). O método consiste em quantificar o malondialdeido, produto
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da degradacéo oxidativa do agucar 2-desoxiribose, por sua condensagdo com o
acido tiobarbiturico. As amostras foram analisadas nas concentra¢des 0,9; 1,8; 3,6;
5,4 e 7,2 ug/mL e as absorbancias foram medidas a 532 nm. O Trolox, nas mesmas
concentracdes da amostra, foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram
expressos como equivalentes do malondialdeido formado por Fe** e H,O,.

2.6 Determinacao do potencial sequestrador do radical 6xido nitrico

A quantificacdo do 6xido nitrico (NO+) produzido foi realizada a partir da
decomposicdo espontanea do nitroprussiato de sédio (NPS) em tampao 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 concentracdes de 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL. A absorbancia
do croméforo foi medida a 540 nm. A percentagem de inibicao do éxido nitrico gerado
foi medida por meio da comparacgao dos valores de absorbancia do controle negativo
(NPS 10 mM e veiculo) e das amostras. O Trolox, nas mesmas concentracdes da
amostra, foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos em
percentagem de nitrito formado por NPS isoladamente.

2.7 Avaliacao do potencial redutor

O potencial redutor dos extratos foi avaliado pela reducao direta do ferricianeto
de potassio (lll) [K,Fe(CN)] a ferrocianeto de potassio (ll) [K,Fe(CN)], conforme
metodologia descrita por Singhal, Paul e Singh (2014), com algumas modificagdes.
As amostras foram testadas nas concentragdes de 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL,
com 1 mL de ferrocianeto de potassio 1% e 1 mL de tampéo fosfato de sddio (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 acido tricloroacético 10%. A mistura resultante foi
centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos. Ao sobrenadante da mistura reacional
foi acrescentado 1 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico (FeCl,) 0,1%. As
absorbéancias foram medidas a 700 nm contra o branco que continha apenas tampéao
fosfato. O mesmo procedimento experimental foi utilizado com o controle positivo
Trolox.

2.8 Teor de fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu de
acordo com Sousa et al. (2007). As medidas de absorbancia das solucdes (1 ug/
mL) foram medidas no comprimento de onda de 750 nm. O resultado foi definido
pela interpolacdo da absorbéancia das amostras contra uma curva de calibracao
construida com padrbes de acido galico e expressa por A = 0,1185¢ — 0,0453, com
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coeficiente de correlacéo linear igual a 0,999, em que “c” é a concentragao do 4cido
galico e “A” é absorbancia. O resultado € apresentado em miligramas de equivalente
de acido galico por grama de extrato (mg de EAG/g).

2.9 Determinacéao 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 absorbancias das solucdes das
amostras (1ug/mL) foram feitas no comprimento de onda de 420 nm. O resultado
foi calculado por interpolacdo da absorbéncia das amostras contra uma curva de
calibracao construida com o padrao rutina. A curva de calibracéo é expressa por A
=0,02618c — 0,00717, em que “A” é a absorbancia da amostra e “c” a concentracao
da rutina, com um coeficiente de correlacdo linear igual a 0,999. O resultado foi
expresso em miligrama de equivalente de rutina (mg ER/g de extrato).

2.10 Atividade anticolinesterasica

A deteccédo do poder de inibicdo qualitativa da enzima acetilcolinesterase foi
verificada pelo teste de Ellman et al. (1961), modificado por Rhee et al. (2001).
Aliquotas de 1,5-2,5 pL das solugbes metandlicas das amostras (10 mg/mL) foram
aplicadas em placa gel de silica e eluida em cloroférmio/metanol 9:1. A placa foi
revelada com reagente de Ellman sendo borrifada com DTNB (acido 5,5’-ditiobis-[2-
nitrobenzdico])/ATCI (lodeto de acetiltiocolina) (1 MM DTNB e 1 mM ATCIl em tamp&o)
até a saturacéo. Apds 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 observacdo dos resultados. A resposta positiva
do teste foi a observacéo de manchas brancas semelhantes ao padréo, cafeina.

2.11 Atividade citotoxica

A avaliagdo 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
analise foi utilizado as linhagens de células tumorais humanas HCT-116 (colorretal),
OVCAR-8 (ovario) e SF-295 (glioblastoma), cedidas pelo Instituto Nacional do
Cancer (EUA) e cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo
5% de 002. As amostras foram diluidas em DMSO PA estéril. Os extratos foram
testados na concentragcdo de 50 pg/mL. As linhagens celulares utilizadas foram
plaqueadas nas concentracdes de 0,1 x 10° células/mL (HCT-116 e OVCAR-8) € 0,7
x 10° células/mL (SF-295). A absorbancia foi medida em espectrofotémetro de placa
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a um comprimento de onda de 595 nm.

2.12 Analise estatistica

As analises foram realizadas utilizando os programas Microcal Origin 8.0,
ou IBM SPSS Statistic 20 para o calculo das CE,, A comparagédo estatistica dos
resultados obtidos foi realizada aplicando-se ANOVA e comparag¢des multiplas pelo
teste de Tukey (p<0,01 e p<0,05). Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.13 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os perfis cromatograficos dos extratos foram obtidos por meio de anéalise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica, com equipamento
Shimadzu Prominence System com 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 pym. A elui¢cdo foi realizada com
MeOH/H,O, em modo gradiente modo (5 — 100% em 60 min), em vazé&o de 1,0 mL/
min, a temperatura ambiente (25 °C) e uma injecao de 20 pL de solucédo do extrato
em uma concentracdo de 5,0 mg/mL. Os cromatogramas foram monitorados a 254
nm.

2.14 Analise multivariada

A anélise multivariada foi aplicada sobre a tabela contendo os resultados dos
ensaios antioxidantes e das atividades biologicas estudadas, devido as diferentes
escalas de grandeza das variaveis, os dados foram centrados na média e escalonadas
segundo 0s seus respectivos desvios padrao.

A Analise de Componentes Principais (Principal Components Analysis - PCA) foi
realizada com 6 Componentes Principais (Principal Components - PC), peso 1 para
todas as variaveis e amostras, validagdo cruzada com uma amostra por segmento e
sem rotacao, o programa Unscrambler® X 10.2 (Camo, Noruega) foi utilizado para a
realizacdo da analise multivariada e o programa Excel foi utilizado para a construgao
das tabelas. Nenhuma amostra ou variavel foi considerada discrepante.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etandlico de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional
(EECduaS) apresentou o maior rendimento (8,4%). Os extratos hexénico 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
€ mais ativa que a coletada no Cerrado Meridional, como pode ser observado
pelos valores de CE,, (ug/mL) uma vez que quanto menor a CE_  maior a atividade
antioxidante (Tabela 1). Esta distin¢cao pode ser atribuida a diferenca de concentracéao
e/ou de substéancias antioxidantes.

Dentre os extratos testados o0 aquoso de C. duarteanum do Cerrado Setentrional
(EACduasS) exibiu a maior atividade antioxidante (CE, = 68,98+065 pg/mL), contudo
inferior ao controle positivo, rutina, (CE,, = 47,08+4,65 pg/mL). Para os EHCduaS,

EHCduaM e EECduaM néao foi possivel calcular a CE_, pois a maior concentracao

50’
testada (250 pg/mL) néo foi capaz de reduzir os radicais DPPH em 50%.

No ensaio de inibicdo 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
(CE,,= 1,58 pg/mL), porém é menor quando comparado do controle positivo (CE_,
= 0,76 pg/mL). A comparagéao entre os, valores de CE,, para o extrato da espécie
coletada nos dois cerrados indica que as amostras possuem potencial antioxidante
significativamente diferentes.

Na avalicdo da atividade sequestratora do radical 6xido nitrico, os extratos
etanolico (EECdua$S CE, =5,04 ug/mL) e aquoso (EACduaS CE, =1,94 yg/mL ) foram
0s mais ativos, sendo que EACduaS apresentou maior atividade sequestradora
que o controle positivo (trolox, CE, =3,23 pyg/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 EECdua$S (CE, = 4,52 ug/
mL) e EACduaS (CE, = 2,10 yg/mL) exibiram os maiores potenciais antioxidantes,
porém menor que o observado para o Trolox (CE, = 0,23 pg/mL). Gouveia et al.
(2011) relataram atividade antioxidante pelo ensaio TBARS, para as folhas de C.
duarteanum coletada em uma regiao da caatinga (Serra Branca-PB, Brasil), sendo
que os percentuais de AA foram menores que do controle, trolox, em concordancia
com os obtidos para a espécie das duas regides de cerrado do Piaui.

Para o ensaio de reducao do ferricianeto de potassio a ferrocianeto de potassio
os EECdua$S (CE,, = 0,49 pg/mL) e EACduaS (CE,,= 1,50 pyg/mL) apresentaram
potencial antioxidante maior que o controle positivo (CE,,=2,13 ug/mL). Observou-se
uma acentuada diferenca entre os extratos de C. duarteanum do Cerrado Meridional
e Setentrional, sobretudo para o aquoso, uma vez que a CE, do EACduaM foi 167,27
pg/mL enquanto que a de EACduasS foi 1,5 pg/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 hexanicos.

Extrato/ Ensaio antioxidante = DPPH Hidroxila Oxido nitrico TBARS Fe®/Fe*

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
~ Ruina 4708 - - . -
Trolox 0,76 3,23 0,23 2,13

Tabela 1 — Atividade antioxidante (CE,, yg/mL) dos extratos hexanicos, etandlicos e aquosos
de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional e Meridional do estado do Piaui

EHCduaS: Extrato hexanico de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional; EECduaS:
Extrato etanodlico de C. duarteanum do Cerrado Setentrional; EACduaS: Extrato aquoso de C.
duarteanum do Cerrado Setentrional; EHCduaM: Extrato hexanico de Combretum duarteanum
do Cerrado Meridional; EECduaM: Extrato etanélico de C. duarteanum do Cerrado Meridional;

EACduaM: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Meridional; TBARS: substancias
reativas ao acido tiobarbittrico; ND: ndo determinada.

3.2 Teor de fenois e flavonoides totais

O EECdua$S (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 fendis totais foram para os extratos de C. duarteanum
do Cerrado Setentrional, demonstrando uma correlagcéo positiva com a atividade
antioxidante nos ensaios com os radicais de DPPH, hidroxila, 6xido nitrico e frente a
TBARS. Este comportamento € esperado, pois os compostos fendélicos sdo potenciais
sequestradores de radicais livres, portanto antioxidantes (FERREIRA et al., 2014).

Os teores de flavonoides totais (FLAT) nos extratos hexanicos foram os mais
altos (Tabela 2). Este comportamento € atipico, uma vez que os extratos hexanicos
geralmente sdo constituidos por substéancias alifaticas 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 fendis totais (FT), flavonoides totais (FLAT) dos extratos hexanicos,
etandlicos e aquosos de C. duarteanum dos Cerrados Setentrional e Meridional

FLAT: Flavonoides totais; EAG: Equivalente de acido galico; ER: Equivalente de rutina; EHCduaS: Extrato
hexanico de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional; EECduaS: Extrato etanélico de C. duarteanum do
Cerrado Setentrional; EACduaS: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Setentrional; EHCduaM: Extrato
hexanico de Combretum duarteanum do Cerrado Meridional; EECduaM: Extrato etanoélico de C. duarteanum do

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

Excluindo os extratos hexanicos, os maiores teores de FLAT foram dos
extratos etandlicos, sendo que EECduaM (254,14+4,14) foi maior que EECduaS
(164,84+4,21). Estes resultados n&o apresentam correlagéo positiva com a atividade
antioxidante, visto que EECduaS é sempre mais o ativo nos ensaios antioxidantes.
No entanto, os teores de flavonoides totais possuem correlagdo com a altitude em
que as espécies foram coletadas. O EECduaM (198 m.n.m) esta em uma altitude
maior que o EECdua$S (90m.n.m), estudos relatam que quanto maior a altitude maior
a producéao de flavonoides (POLLE; DENNENBERG, 1992; ZIDORN; STUPPNER,
2001).

Isso é decorrente desta classe de substancias, que sao conhecidas por sua
protecéo aos raios UV-B, o que confere uma defesa as 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 o0s potenciais antioxidantes
observados para estes extratos sdo decorrentes de outra classe de substancias
fendlicas, como cumarinas, estilbenos, acidos fendlicos dentre outras ja descritas no
género Combretum Loeft. (DAWE et al., 2013).

3.3 Atividade anticolinesterasica

Os extratos hexéanico (EHCduaS), etandlico (EECduaS) e aquoso (EACduaS)
de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional apresentaram indicativo de
resultado positivo na inibicdo da enzima acetilcolinesterase. O mesmo nao foi
observado nos extratos de C. duarteanum do Cerrado Meridional, onde apenas o
extrato etandlico (EECduaM) mostrou atividade. Isto sugere que C. duarteanum do
Cerrado Setentrional possui substancias anticolinesterasicas tanto de carater polar
como apolar, enquanto que a do Cerrado Meridional possui substancias apenas de
carater polar.

A atividade anticolinesterasica ja foi observada no género Combretum Loeft.
por Eldeen e Vas Staden (2007) no extrato etandélico das folhas, cascas e raizes 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 género Combretum, a Combrestatinina A e B (combretines A e B), os
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alcaloides sao conhecidos por possuirem atividade anticolinesterasica.

3.4 Atividade citotoxica

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

Os dois extratos etandlicos (EECduaS e EECduaM) apresentaram elevado
potencial citotdxico, acima de 75%, frente as trés linhagens de células tumorais
testadas. Para a linhagem SF-295 os extratos etandlicos apresentaram potencial
citotoxico mais elevado que o controle positivo, Doxorrubucina. Estes valores
reforcam o potencial citotoxico de espécies do género Combretum, relatado por
Fyhrquist et al. (2006) e Lamidi et al. (2005).

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

Extrato/ linhagem HCT-116 OVCAR-8 SF-295
EHCdua$S 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 ~ 9680+4.60 1000070 83604300

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

EHCduaS: Extrato hexanico de Combretum duarteanum do Cerrado Setentrional; EECduaS: Extrato etandlico de
C. duarteanum do Cerrado Setentrional; EACduaS: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Setentrional;
EHCduaM: Extrato hexanico de Combretum duarteanum do Cerrado Meridional; EECduaM: Extrato etanélico
de C. duarteanum do Cerrado Meridional; EACduaM: Extrato aquoso de C. duarteanum do Cerrado Meridional.
Linhagens celulares HCT-116 (colorretal humano), OVCAR-8 (ovéario humano) e SF-295 (glioblastoma humano).

3.5 Perfis cromatograficos

A similaridade entre os perfis cromatograficos obtidos para C. duarteanum nas
duas diferentes regides do cerrado, foi avaliada por meio da comparag¢ao dos tempos
de retencdo e intensidade dos sinais cromatograficos, obtidos de 254 nm, conforme
apresentado nas Figuras 1 e 2.
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A partir dos perfis cromatograficos é possivel observar a similaridade quimica
entre C. duarteanum do cerrado Setentrional e C. duarteanum do cerrado Meridional,
0 que é esperado tratando-se da mesma espécie.

Considerando as seis bandas majoritarias nos extratos etandlicos (Figura 1),
gue significam pelo menos seis substancias diferentes, observamos que no EECduaS
as bandas 1 (t = 30,9min), 2 (t = 32,5min), 3 (t = 35,4min) e 4 (t = 38,0min) possuem
maior intensidade, ou seja, estdo em maior concentracdo; entretanto a banda 6
(t=49,7min) possui maior intensidade no EECduaM e a banda 5 (t = 43,4min) possue
igual intensidade.

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

Os perfis cromatograficos nos mostram respostas quimicas distintas, em
termos de quantidade, devido ao ambiente em que as plantas foram coletadas, essa
diferenca também pode ser observada no potencial das atividades farmacolégica.
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—— EECduaM
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Figura 1. Perfil Cromatografico obtido por CLAE do extrato etan6lico de Combretum
duarteanum do cerrado Setentrional e Meridional. Coluna C18 (250 x 4,6 mm 5 ym) eluido em
gradiente com MeOH/H,0 10%-100% em 60min, 1 mL/min, 254 nm).
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Figura 2. Perfil Cromatografico obtido por CLAE do extrato aquoso de Combretum duarteanum
do cerrado Setentrional e Meridional. Coluna C18 (250 x 4,6 mm 5 ym) eluido em gradiente com
MeOH/H,0 5%-100% em 60min, 1 mL/min, 254 nm).

3.6 PCA Combretum duarteanum Cambess

Foi realizada uma Analise de Componentes Principais (PCA) sobre as Tabelas
1, 2 e 3 contendo os resultados dos testes farmacoldgicos realizados com os extratos
de C. duarteanum coletados na regiao Meridional (CduaM) e na regiao Setentrional
(Cdua$S) do estado do Piaui. A PCA aplicada foi capaz de explicar 76,4% da variancia
total dos dados. A Figura 3 mostra o resultado da PCA por meio do gréafico bi-plot
(scores e loading) sob a perspectiva da PC-1 (45,0%) e da PC-2 (31,4%). Nenhuma
variavel e nenhuma amostra foi considerada discrepante.

Constata-se (Gréafico 1) que a separacao entre o EHduaS do EHduaM se da
através PC-2 em funcédo dos testes farmacolégicos Fe*?/Fe+2, FLAT, DPPH, Oxido
nitrico, Hidroxila e TBARS, sendo as 5 primeiras mais relacionadas a amostra
EHCduaM e apenas TBARS sendo correlacionada a EHCduaS. Verifica-se na Tabela
1, uma maior CE, no ensaio TBARS para o EHCduaS.

Os extratos etandlicos foram separados por meio da PC-1. A separagao deu-se
principalmente pelas variaveis hidroxila, 6xido nitrico, 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 diferenciagcao dos extratos aquosos meridional e setentricional,
esta distincdo se da principalmente pelas variaveis relacionadas as atividades
antioxidantes e citotoxicas. Verifica-se pelo grafico e Tabelas 1 e 3 que o0 EACduaM
possui maior atividade citotéxica e menor atividade antioxidante evidenciada pelos
ensaios.

O grafico dos escores do PC-1 versus PC-2 com variancia total explicada de
76,4%, nos mostra diferenca entre os extratos das espécies coletadas no cerrado
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Setentrional e Meridional. A partir de uma visédo mais ampla da PC-1 comparando os
extratos de origem Setentrional e Meridional é possivel notar que hd uma atribuicéo
de maiores scores para os extratos Meridional. Ao se analisar os dados de loadings
nota-se uma maior correlagdo de altos valores de scores com altos valores dos
resultados nos testes relacionados as atividades antioxidantes (FLAT, DPPH, 6xido
nitrico, hidroxila, TBARS) e citotoxicas (HCT-116, OVCAR-8 e SF-295). Esses dados
retratam que o conhecimento taxonémico n&o € suficiente para uma descricdo
fitoquimica da espécie, pois fatores ecologicos podem influenciar na resposta

quimica ao ambiente.
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Gréfico 1. Gréfico biplot entre os dois primeiros componentes principais para os seis extratos de
Combretum duarteanum.

41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na analise comparativa dos extratos hexanico, etanélico e
aquoso de Combretum duarteanum coletada nos Cerrados Setentrional e Meridional
apresentam potencial antioxidante, citotdéxico e anticolinesterasico diferentes.

Osteores de fenobis e flavonoides totais obtidos indicam que estudos fitoquimicos
comparativos de uma mesma espécie de areas geograficas distintas podem mostrar a
diversidade quimica, demonstrando a relevancia desse tipo de trabalho para estudos
biolégicos, como: genética, molecular, taxonomia (quimiotaxonomia), manejo, dentre




outros, agregando valor a biodiversidade no contexto da biologia da conservacéo.
Desta forma fica claro que relacdes ecoldégicas devem ser levadas em

consideracao em estudos quimicos e farmacologicos, sempre que possivel, pois 0

conhecimento da espécie apenas botanicamente, ou apenas quimicamente, contribui

pouco para o desenvolvimento sustentavel que devemos perseguir.
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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

Quimiodiversidade de Plantas dos Cerrados Piauienses Capitulo 2




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.
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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
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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]
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E C;;g
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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.

Quimiodiversidade de Plantas dos Cerrados Piauienses Capitulo 2



/ Bi-plot
! Jeechesvgadinn 11
f,r b‘ ik \

04 !
03 \Ecy
! . \ H,El xila
- \ BARS \
3

01 \ Orido nitr \-‘

0.1 /_
{
|I EACmeIS

03 '\

07 '.l EHCmelM /

08 EACmeM | —
L]
09 - - —_— T . - - T T . - - T "
08 07 06 05 04 0.3 -2 0.1 0 01 02 03 04 0.5 0.6 0T 08 03 1
PC1 (52%)

PC-2 (26%)
- _
|~
-

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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RESUMO: O trabalho teve como objetivo
investigar o potencial
extratos hexanico, etandlico e aquoso das

farmacologico dos

folhas da espécie Terminalia actinophylla Mart.
de duas regides do Cerrado: Setentrional e
Meridional do estado 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 6xido nitrico,
substancias reagentes ao acido tiobarbiturico e
reducao do Fe* a Fe?. O teor de fendis totais
foi determinado pelo método de Folin—Ciocalteu
e de flavonoides totais por redugdo com cloreto
de aluminio. A atividade acetilcolinesterasica
foi avaliada por cromatografia em camada
delgada utilizando como revelador o reagente
de Ellman. A citotoxicidade dos extratos foi
investigada pelo método MTT em relagédo a
trés linhagens de células tumorais humanas
(ovério, glioblastoma e célon). A determinacéo
do fator de protecao solar (FPS) foi realizada
por método espectrofotométrico no intervalo
de 260 a 400 nm. Os extratos etandlicos e
aquosos de T actinophylla apresentaram
atividade citotoxica em pelo menos uma das
linhagens testadas. A espécie se destaca por
apresentar atividade antioxidante e altos teores
de fenois e flavondides totais. Todos os extratos
de T actinophylla do Cerrado Meridional
demonstraram atividade anticolinesterasica.
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Os testes biologicos realizados, o perfil cromatografico e a analise dos componentes
principais demonstram que ha uma diferenca no potencial quimico e biolégico
dos espécimes. Além de disso, sugere que a planta tem um promissor uso como
antioxidante, anticolinesterasica e fotoprotetora.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidante. Fotoprotecdo. Biodiversidade. Cerrados do
Nordeste.

COMPARATIVE ANALYSIS OF EXTRACTS OF THE LEAVES OF Terminalia
actinophylla FROM TWO CERRADO AREAS: PHARMACOLOGICAL POTENTIAL

ABSTRACT: This study aimed to investigate the pharmacological potential of hexane,
ethanol and aqueous extracts from leaves of the species Terminalia actinophylla
Mart. of two Piaui state cerrado regions: Northern and Southern. 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 assessed by
thin layer chromatography by using the Ellman reagent as revealer. The cytotoxicity
of the extracts was investigated by MTT method against three strains of human tumor
cells (ovarian, glioblastoma and colon). The determination of the sun protection factor
(SPF) was performed by spectrophotometric method in the range of 260 to 400 nm.
The ethanol and aqueous extracts of T. actinophylla exhibited cytotoxic activity in at
least one of the three strains tested. The species stands out for its antioxidant activity,
and its total phenolic and flavonoid content. All extracts of T. actinophylla from southern
cerrado demonstrated acetylcholinesterase activity. The biological tests performed, the
chromatographic profile and the analysis of the main components showed that there is
a difference in the chemical and biological potential of specimens. It is also suggested
that the plant has a promising use as antioxidant, anticholinesterasic, and sunscreen.
KEYWORDS: Antioxidant. Photoprotection. Biodiversity. Cerrados of Northeast.

11 INTRODUGAO

Os cerrados marginais do Piaui, que segundo Castro (1994 a, b) e Castro
e Martins (1999) caracterizam-se por possuir uma flora “areal” e é diferenciada
por responder a deficiéncia hidrica anual dos solos, a padrbes lati-altitudinais de
abundancia de espécies e a baixas cotas altimétricas. Além do mais, localizam-
se em areas de tenséo ecoldgica que fazem parte do maior dominio fitoecolégico
do Estado (RIVAS, 1996), possuindo provavelmente maior fragilidade ecoldgica e
susceptibilidade a especiacao.

Fatores ambientais como: sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura,
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disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude e poluicao
atmosférica, ndo apenas interferem na flora dos cerrados, mas também influenciam
o conteudo de metabdlicos secundarios, porém estudos que enfatizam estes fatores
séo restritos a grupo de espécies, das quais muitas sdo de importancia comercial
e “que sofreram pressdes seletivas antropicas”. Os resultados desses estudos nem
sempre sao representativos para plantas selvagens e de ambientes diferentes das
regides temperadas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Para sustentabilidade de um pais, faz-se necessario uma politica consistente de
educacéo, ciéncia, tecnologia e inovacao, “sustentada na preservacao da natureza,
na biodiversidade e na exploragao racional de fontes naturais necessarias para
alimentacao, avancgo social e econémico, num cendrio que assegura a manutengao
da saude e a cura de doencas” (BRAZ FILHO, 2010).

A espécie nativa escolhida para esta pesquisa foi Terminalia actinophylla Mart.
denominada popularmente por tanimbuca amarela, capitdo, chapada e mussambé.
Distribui-se geograficamente no Brasil nas regides Norte (TO), Nordeste (BA, MA,
PE, PI) e Centro-Oeste (GO). Nao possui outra sinonimia. Na medicina popular é
utilizada para tratamento de disturbios intestinais e processo de cicatrizacdo (ABREU
et al., 2010). O extrato aquoso das folhas possui atividade antimutagénica (PADUA
et al., 2013).

Considerando a importancia de plantas medicinais para o desenvolvimento de
novos farmacos bem como as atividades descritas para plantas do género Terminalia
L., o trabalho teve como objetivo investigar o potencial quimico e farmacologico de
extratos das folhas da espécie T. actinophylla, provenientes de duas regides de
Cerrado (Setentrional e Meridional).

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacao dos extratos

As folhas da espécie Terminalia actinophylla Mart. foram coletadas no municipio
de Jatobéa do Piaui - Pl (04°51’48.6” S, 42°04°19,6” W e 90 m.n.m.) e Bom Jesus - PI
(09°18°44.0” S, 44°32’39.7” W e 367 m.n.m.), em janeiro de 2012.

A espécie foi determinada botanicamente pela Dra. Maria Iracema Bezerra
Loiola, especialista de Combretaceae, da Universidade Federal do Ceara e recebeu
0os numeros TEPB 27.959 e TEPB 28.349, que se encontram incluidos no acervo do
Herbéario Graziela Barroso (TEPB/UFPI).

As folhas foram desidratadas a temperatura ambiente em local arejado, em
seguida moidas, em moinho de facas, e submetidas ao procedimento de maceragéo
por trés vezes, com hexano, etanol e agua sucessivamente. Cada extracéo
tinha a duragdo de 72 horas. O solvente organico foi removido por destilacdo em
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rotaevaporador. Apds destilagdo do solvente organico, a agua residual foi removida
por liofilizagao.

O rendimento dos extratos foi calculado pela expressao:

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100 (SOUSA
et al., 2007). A Tabela 1 mostra a massa e o rendimento dos extratos.

Massa das folhas

Extratos ©) Massa do extrato(g) Rendimento do extrato total (%)
EHTactS 13,8 1,6
EETactS 862,7 57,9 6,7
EATactS 44,6 5,2
EHTactM 7,8 0,7
EETactM 1077,00 45,8 4,3
EATactM 27,7 2,6

Tabela 1 — Massa das folhas, massa e rendimento dos extratos hexanicos, etanélicos e
aquosos de Terminalia actinophylla

EHTactS: Extrato hexanico de Terminalia actinophylla do Cerrado Setentrional; EETactS: Extrato etano6lico de
T. actinophylla do Cerrado Setentrional; EATactS: Extrato aquoso de T. actinophylla do Cerrado Setentrional;
EHTactM: Extrato hexanico de T. actinophylla do Cerrado Meridional; EETactM: Extrato etan6lico de T.
actinophylla do Cerrado Meridional; EATactM: Extrato aquoso de T. actinophylla do Cerrado Meridional.

2.2 Atividade antioxidade

2.2.1 Preparo das solugbes

A solucéo estoque de DPPH a 40 mg L foi preparada dissolvendo-se 0,004
g de DPPH em 100 mL de MeOH. A amostra (12,5 mg) foi dissolvida em MeOH,
obtendo-se uma solucdo estoque de 250 mg L. A partir da solugcao estoque das
amostras, foram preparadas dilui¢des nas concentracdes de 25, 50, 100, 150, 200 e
250 mg L. O flavonoide rutina foi utilizado como controle positivo.

As medidas de absorbéncias foram realizadas no comprimento de onda de
516 nm. A equacéo da curva de calibragcdo do DPPH foi de C = 33,227A + 1,0601,
onde C ¢ a concentracdo de DPPH no meio e A é a absorbancia, com coeficiente de
correlagao linear r = 0,9997.

As medidas de absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da solug¢do da
amostra + 2,7 mL da solucéao estoque de DPPH a 40 mg.L") e do branco (0,3 mL da
solucdo da amostra + 2,7 mL de MeOH) foram realizadas no comprimento de onda
(A_.)de 516 nm, no 1°, 5° 10°, 20° e 30° minutos de reacédo (SOUSA et al., 2007).

Os valores de absorbancia da amostra nas concentracées de 25, 50, 100,

max

150, 200 e 250 mg L' no tempo de 30 minutos (A _,, 516 nm) foram convertidos em
porcentagem de atividade antioxidante (%AA).
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2.2.2 Determinagdo do nivel de peroxidacéo lipidica (TBARS)

Esse método foi avaliado conforme Silva e colaboradores (2007). As amostras
foram analisadas nas concentra¢des 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL. O veiculo (tween
80 a 0,05%, dissolvido em salina 0,9%) foi utilizado como controle negativo e o
Trolox como controle positivo, que também foi avaliado nas mesmas concentracoes
da amostra. As leituras de absorbancias foram lidas a 532 nm em espectrofotémetro
Perkin Elmer Precissely Lambda 25 UV/Vis. Os resultados foram expressos como
percentagem de TBARS formada a partir do AAPH (controle induzido).

2.2.3 Determinacéao do nivel de inibicdo da produgédo do radical hidroxila

O ensaio do radical hidroxila (OH-) foi avaliado a partir da reagao de Feton
como descrito por Lopes, Schulman e Hermes-Lima (1999). As amostras foram
analisadas nas concentragcdes 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 yg/mL e as absorbancias
foram medidas a 532 nm. O Trolox, nas mesmas concentracdes da amostra, foi
utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos como equivalentes
do malondialdeido formado por Fe*e H,O.,.

2.2.4 Determinag&o do potencial sequestrador do radical oxido nitrico

A quantificacdo do 6xido nitrico (NO-<) produzido foi realizada a partir da
decomposicéo espontanea do nitroprussiato de sodio (NPS) em tampao 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 concentracdes de 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL. A absorbancia
do croméforo foi medida a 540 nm. A percentagem de inibicao do éxido nitrico gerado
foi medida por meio da comparacgao dos valores de absorbancia do controle negativo
(NPS 10 mM e veiculo) e das amostras. O Trolox, nas mesmas concentracoes da
amostra, foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos em

percentagem de nitrito formado por NPS isoladamente.

2.2.5 Avaliag&o do potencial redutor

O potencial redutor dos extratos foi avaliado pela reducao direta do ferricianeto
de potassio (lll) [K,Fe(CN),] a ferrocianeto de potassio (ll) [K,Fe(CN).], seguindo a
metodologia descita por Singhal, Paul e Singh (2014), com modificacbes. As amostras
foram testadas nas concentrag¢des de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 ug/mL, com 1 mL de
ferrocianeto de potassio 1% e 1 mL de tampéo fosfato de sodio (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 acido tricloroacético 10%. A mistura resultante foi centrifugada 3000 rpm
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durante 10 minutos. Ao sobrenadante da mistura reacional foi acrescentado 1 mL de
agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico (FeCl,) 0,1%. As leituras das absorbéancias
foram medidas a 700 nm contra o branco que continham apenas tampao fosfato. O

mesmo procedimento experimental foi utilizado com o controle positivo Trolox.

2.3 Avaliacao do teor de fenéis totais

O conteudo de fendis totais (FT) dos extratos hexanicos, etandlicos e aquosos
das folhas da espécie Terminalia actinophylla Mart. foi determinado pelo método
Folin-Ciocalteau com modificagcbes (BONOLI et al.,, 2004; FOLIN; CIOCALTEAU,
1927). Uma aliquota de 1000 mg L' da solugcé&o metandlico dos extratos hexanicos e
aquosos das folhas de T. actinophylla foram transferidas para baldes volumétricos de
10 mL, para o extrato etandlico transferiu-se apenas 50 uL na mesma concentragao
de 1000 mg L'. Em seguida, adicionaram-se 500 pL do reagente Folin-Ciocalteau, 5
mL de agua destilada e agitou-se por 1 minuto. Ap6s este tempo, adicionaram-se 2
mL de Na,CO, 15% e agitou-se por 30 segundos. O volume dos balGes volumétricos
foi completado com agua destilada. Preparou-se um branco, utilizando metanol. As
absorbancias das amostras foram medidas ap6s 2 horas de reagédo, no comprimento
de onda (A _, ) 750 nm.

Os teores de fendis totais (FT) foram determinados usando curva padrdo de
acido galico na faixa de 0,1-2,5mg L' e os valores foram expressos em equivalente
de acido galico por grama de amostra (mg de EAG/g de amostra). A equacéo da
reta foi A =0,1185. C — 0,0453, onde A é a absorbancia e C a concentragdo, com
coeficiente de correlacéo linear r = 0,999. As analises foram realizadas em triplicata.

2.4 Avaliacao do teor de flavonoides totais

Inicialmente, a solugcao estoque das amostras foi preparada dissolvendo-se 10
mg do extrato em 10 mL de MeOH obtendo-se a concentracdo de 1000 uL/mL. Uma
aliquota de 300 pL desta solucéo foi transferida para baldes de 10 mL e acrescido
0,24 mL de acido acético, 4 mL da solugcdo metandlica de piridina 20% e 1 mL do
reagente de cloreto de aluminio (50 mg mL™). Finalmente a solugao teve seu volume
acertado para 10 mL com agua destilada. Preparou-se o branco em paralelo. Apos
30 minutos, a absorbancia das amostras foi medida a 420 nm utilizando-se cubetas
de quartzo.

O teor de flavonoides totais (FLAT) foi determinado usando uma curva analitica
de rutina na faixa de 3-21 mg L' e os valores foram expressos em miligramas de
equivalente de rutina por grama de extrato (mg de ER/g de amostra). A equacéo da
reta foi: A = 0,02618C — 0,00717, onde A é a absorbancia e C a concentracdo, com
um coeficiente de correlagao linear de r = 0,999. Todas as analises foram realizadas
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em triplicata (n=3).

2.5 Ensaio em Cromatografiaem Camada Delgada Analitica (CCDA) para deteccao
de inibidores da AChE em extratos

O ensaio para deteccéo de inibicdo qualitativa da enzima AchE foi realizado
com os extratos etandlicos e hexanicos da espécie Terminalia actinophylla Mart.
dissolvidos em metanol para se obter uma concentracdo de 10 mg/mL. Entdo 1,5-
2,5 uL de cada amostra foi aplicada em placa cromatografica de gel de silica, eluida
em cloroférmio/metanol (9:1). Ap6s a placa ser desenvolvida a atividade inibitéria foi
detectada utilizando revelador baseado no método de Eliman. A placa foi pulverizada
com DTNB (acido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenz0ico)/ATCI (lodeto de acetiltiocolina) (1
mM DTNB e 1 mM ATCI em tampao) até que houvesse saturagcdo com o reagente.
Depois de seca por 3-5 minutos pulverizou-se com 5 units/mL da enzima. Finalmente,
o teste positivo pode ser observado através das placas que se apresentaram
amarelas e com manchas brancas depois de 5 minutos demonstrando assim inibicao
comparando-se com o padrao, cafeina (ELLMAN, et al., 1961; INGKANINAN et al.,
2003; INGKANINAN et al., 2000; RHEE et al.; 2001).

2.6 Atividade citotoxica

A citotoxicidade dos extratos hexanicos, etandlicos e aquosos das folhas de
Terminalia actinophyllaMart. foi avaliada pelo método MTT em relagao atrés linhagens
de células tumorais humanas: OVCAR (carcinoma de ovario), SF-295 (glioblastoma-
humano) e HCT-116 (c6lon — humano) cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA). Todas as linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6ticos, mantidas em estufa a 37 °C e
atmosfera contendo 5% de CO, (BURIOL et al., 2009).

Os extratos foram dissolvidos em DMSO puro estéril para a concentragao
estoque de 10 mg/mL.

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos nas concentracdes
de 1 x 105 célmL'. Em seguida, a amostra (50 ug L) foi adicionada a placa e
posteriormente, incubada por 69 horas em estufa a 5% de CO, a 37 °C. As fragGes
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados
200 pL da solucédo de MTT (sal de tetrazolium) e as placas foram incubadas por 3h.
A absorbéancia foi determinada em espectrofotdmetro a 595 nm, apos dissolugéao do
precipitado com 150 pL de DMSO. O controle positivo utilizado foi a doxorrubicina.

Os extratos foram testados em duplicata. Os valores dos resultados e seus
respectivos intervalos de confianga (IC 95%) foram calculados a partir de regressao
nao-linear utilizando o programa Prism, versao 3.0 (GraphPad Software).
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2.7 Perfil quimico dos extratos em HPLC

Os perfis cromatograficos foram obtidos através de analise em HPLC, Shimadzu
prominence system com 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 (5 0 100% em 60min), fluxo de 1,0 mL/min, a temperatura ambiente
(25 °C) e injecéo de 20 uL de solugéao do extrato em uma concentracédo de 5,0 mg/
mL. Os cromatogramas foram monitorados a 254 nm.

2.8 Determinacao do Fator de Protecao Solar

Para a determinacdo do fator de protecao solar (FPS) preparou-se solugcdes
nas concentracoes de 5, 25, 50, 100 yg mL" dos extratos hexanicos, etandlicos e
aquosos e realizou-se uma varredura no espectrofotdbmetro Perkin EImer Precissely
Lambda 25 UV/VIS, na faixa entre 260 a 400 nm, em intervalos de 5 nm. Utilizando
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e etanol como branco (VIOLANTE,
et al., 2009).

O calculo do FPS é realizado de acordo com a equagcao desenvolvida por
Mansur et al. (1986): SPFspectrophotometric = CF x £ EE (A) x | (A\) x Abs (A) (3)

Onde:

EE (M) é o espectro do efeito eritema,

I (A) € o espectro de intensidade solar,

Abs (M) é a Absorbancia do extrato e

CF é o fator de correcao, que € igual a 10

Sayre et al., 1979 determinou os valores de EE (A) x | (A), esses valores séao
constantes.

Os dados obtidos foram analisados usando software computacional OriginPro,
versédo 8.0. Os valores de FPS foram calculados por regresséo linear (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2013).

2.9 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC),
compreendendo duas localidades de coleta (Cerrado Setentrional e Cerrado
Meridional), e uma parte da planta (folhas), perfazendo um fatorial 2 x 1, num total de
6 amostras de extratos, com trés repeticdes. Os valores da média das trés repeticdes
(n=8) + desvio padrao da média foram calculados em planilha Excel.

Os resultados das atividades farmacolégicas dos extratos das folhas de
Terminalia actinophylla Mart. foram analisados estatisticamente por analise da
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variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade pelo programa ASSISTAT, versao 7.7 (2009), licenciado pela
Universidade Federal de Campina Grande. Para o calculo das CE, utilizou-se os
programas Microcal Origin 8.0 e/ou IBM SPSS Statistic 20.

Na analise multivariada, os resultados obtidos para todas as atividades
farmacologicas foram tratados por meio da Analise de Componentes Principais
(PCA), com auxilio do software programa Unscrambler® X, versao 10.2 (Camo,
Noruega), onde foi possivel a comparacao dos extratos das folhas de T. actinophylla,
verificando-se as possiveis similaridades e/ou diferencas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade sequestrante de radicais livres DPPH

Os graficos 1 e 2 mostram que os percentuais de atividade antioxidante (AA)
para os extratos etandlicos e aquoso da espécie Terminalia actinophylla Mart.
coletadas no Cerrado Setentrional e Meridional, e do controle positivo rutina séo
dependentes da concentracéo, entretanto isto nao foi claramente observado para os
extratos hexanicos.

Os extratos etandlicos e aquosos das folhas de T. actinophylla apresentaram
significativa atividade antioxidante com CE_, variando de 30,72+1,25 a 34,57+0,92
pg/mL, sendo o EETactM o mais ativo. Esses extratos foram superiores a rutina, um
flavonoide utilizado como controle positivo que exibiu uma CE50 igual a 47,08+4,65
pg/mL.

Os resultados deste trabalho demonstram uma maior atividade antioxidante
para os extratos das folhas de T. actinophylla quando comparados aos determinados
por Sousa et al. (2007) para plantas do mesmo género, T. brasiliensis (CE,, =
44,53+1,09 pg/mL) e T. fagifolia (CE, = 42,23+1,72 pyg/mL) coletadas no municipio
de Nazaré do Piaui.

Os extratos etandlicos e aquosos das folhas de Terminalia actinophylla Mart.
demonstraram atividade antioxidante semelhantes, porém as folhas da espécie,
objeto deste estudo, coletadas no Cerrado Meridional se destacaram, o que pode
ser observado pelos baixos valores de CE_ registrados para esse Cerrado.
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Gréfico 1 - Porcentagem de atividade antioxidante dos extratos hexanico (EHTactS), etandlico
(EETactS) e aquoso (EATactS) das folhas de Terminalia actinophylla do Cerrado Setentrional e
do padrao Rutina.
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Gréfico 2 - Porcentagem de atividade antioxidante dos extratos hexanico (EHTactM), etandlico
(EETactM) e aquoso (EATactM) das folhas de Terminalia actinophylla do Cerrado Meridional e
do padréo Rutina.
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3.1.2 Determinagé&o de inibicdo da lipoperoxidacdo (TBARS)

Trata-se de um ensaio para a avaliagdo da atividade antioxidante, cuja funcéo é
determinar espécies que reagem com o acido tiobarbiturico (TBA). Este teste avalia
a formacao de produtos finais da lipoperoxidacdo, como o malondialdeido (MDA),
que é citotdxico e pode lesar o DNA (ESTERBAUER, 1993).

Os extratos EETactS (0,514+0,08) e EATactS (0,38+0,07) apresentaram 0s
maiores potenciais antioxidativos, porém menores em relacdo ao controle positivo
Trolox (0,23 pg/mL), destacando-se o EATactS (CE,, = 0,38+0,07 pg/mL).

A ordem decrescente da atividade antioxidante no ensaio TBARS para os
extratos de Terminalia actinophylla foi: EATactS > EETactS > EETactM > EATactM *>
EHTactM > EHTactS (Tabela 2).

3.1.3 Avaliacdo do potencial antioxidante contra a formagao do radical hidroxila

O presente ensaio quantifica o produto de degradacédo da 2-desoxirribose, o
malonaldeido (MDA), por meio da sua condensacgao com acido tiobarbiturico (TBA).
Nesta reacéo foi avaliado o efeito dos extratos de T. actinophylla contra a produgao
do radical hidroxila (OH:).

Nas concentracbes testadas (0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL) o EETactS (CE,,
= 0,35+0,08 pg/mL), e o EATactS (CE,, = 0,67+0,09 pg/mL), demonstraram maior
poder antioxidante, sendo superior ao controle positivo, Trolox. Entretanto os mesmos
extratos, obtidos da espécie coletada no cerrado Meridional. EETactiIM e EATactM,
ndo se mostraram tao ativos, apresentando CE_, igual a 4,00+0,38 e 1,10+0,17 pg/
mL respectivamente, valores do controle positivo (Tabela 2).

3.1.4 Avaliacdo do potencial antioxidante contra a formagdo do radical oxido
nitrico

O radical nitrito em excesso, pode estar envolvido no desenvolvimento de
inUmeras patologias, sendo importante na investigacdo de substancias capazes de
sequestrar, ou seja, reduzir esse radical (SANTANA et al., 2013).

Os resultados obtidos, apresentados na Tabela 2 demonstram que na
composicao dos extratos das folhas de T. actinophylla, pode haver a presenca de
substéncias antioxidantes com capacidade de reduzir o nitrito, produzido a partir do
nitroprussiato de sédio em todas as concentragdes testadas (0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2
Mg/mL).

Pbéde-se observar alta atividade antioxidante para os extratos aquosos e
etanodlicos de ambas areas, quando comparado com o controle positivo Trolox (CE,,
= 3,23 pg/mL) que é um potente antioxidante, analogo da vitamina E utilizado como

controle positivo neste ensaio.
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A CE, encontrada para o EATactS se destacou com maior potencial antioxidante
(CE,, = 0,39+0,07 pg/mL), seguida da (CE,, = 0,52+0,097 pg/mL) para o EETactS,
demonstrando que os extratos das folhas de Terminalia actinophylla Mart. coletadas

no Cerrado Setentrional se sobressaem em atividade antioxidante, os extratos

hexanicos dos dois cerrados corresponderam as menores atividades.

3.1.5 Avaliacéo do potencial redutor

A atividade antioxidante incluindo o poder redutor para os extratos das folhas

de T. actinophylla sao apresentados na Tabela 2.

Os resultados do poder redutor foram expressivamente inferiores em relagcao

ao controle positivo Trolox utilizado nesse ensaio experimental (CE_, = 2,13 ug/mL).

Niveis de poder redutor mais elevados sdo observados nos extratos obtidos

com solvente etanol, de ambas areas (EETactS e EETactM, ambas com o0 mesmo
valor de CE,, = 9,14 ug/mL).

Extrato/ Ensaio

Oxido

antioxidante DPPH Hidroxila nitrico TBARS Fe®/Fe*
EHTactS ND 3,43+0,19  3,49+0,19  3,62+0,20  9,88+0,21
EETactS 33,87+0,44 0,35+0,08 0,52+0,097 0,514+0,08 9,14+0,16
EATactS 34,57+0,92 0,67+0,09  0,39+0,07  0,38+0,07 9,16+0,18
EHTactM ND 3,58+0,18  3,35+0,20  3,39+0,18 10,17+0,17
EETactM 30,72+1,25 4,00£0,38  0,70£0,16  1,009+0,16 9,14+0,15
EATactM 33,01+0,60 1,100,177  0,92+0,18  1,19+0,18 9,1810,13
""""""" Rutna 4708 - - - .
Trolox - 0,76 3,23 0,23 2,13

Tabela 2 — Atividade antioxidante (CE, ) dos extratos hexanico, etanolico e aquoso de
Terminalia actinophylla do Cerrado Setentrional e Meridional do estado do Piaui

EHTactS: Extrato hexanico de Terminalia actinophylla do Cerrado Setentrional; EETactS: Extrato etandlico de

T. actinophylla do Cerrado Setentrional; EATactS: Extrato aquoso de T. actinophylla do Cerrado Setentrional;
EHTactM: Extrato hexanico de T. actinophylla do Cerrado Meridional; EETactM: Extrato etandlico de T.

actinophylla do Cerrado Meridional; EATactM: Extrato aquoso de T. actinophylla do Cerrado Meridional; TBARS:

3.2 Fendis totais (FT)

substancias reativas ao acido tiobarbitirico.

Os teores de fendis totais (FT), expressos em mg de equivalente de acido galico

(EAG) dos extratos hexanicos, etanélicos e aquosos das folhas de T. actinophylla

estao apresentados na Tabela 3.

Os teores de fendis totais mostram que os extratos etandlico e aquoso dos

espécimes do Cerrado Meridional (EETactM e EATactM) nao apresentam diferenca

significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, ao contrario do que

acontece com os extratos do Cerrado Setentrional.
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O extrato obtido com solvente etanol (EETactS) representou o maior teor de
fendis totais (FT), com 645,24+25,23 mg EAG/g, seguido pelo EETactM (513,36+6,41
mg EAG/g) e EATactM (505,25+2,27 mg EAG/q).

Teores de FT altos foram obtidos, também, por Sousa et al. (2007), para
Terminalia brasiliensis Cambess. (666,90+10,92 mg EAG/g) e T. fagifolia Mart. &
Zucc. (439,38+3,15 mg EAG/qg).

Os maioresvalores doteorde fendis totais computados neste estudo demonstram
uma correlacéo positiva com a atividade antioxidante nos ensaios com radicais de
DPPH, hidroxila, 6xido nitrico e TBARS, corroborando com o esperado por Ferreira
et al. (2014) que afirmam que compostos fendélicos séo potenciais sequestradores de
radicais livres, portanto antioxidantes.

3.3 Flavonoides totais (FLAT)

Na Tabela 3 estdo apresentados os teores de flavonoides totais (FLAT),
expressos em mg de equivalente de rutina (ER) por grama de extrato dos extratos
hexénicos, etandlicos e aquosos das folhas de T. actinophylla Mart.

Os teores de flavonoides totais (FLAT) dos extratos variaram de 66,8+0,77 a
716,10+15,47, que correspondem aos extratos aquoso e etandlico para o Cerrado
Setentrional.

Para o Cerrado Setentrional, o EETactS apresentou-se como o mais rico em
teores totais de flavanoides, enquanto que para o Cerrado Meridional o destaque
cabe ao EHTactM, revelando comportamento atipico para este ultimo, pois extratos
hexénicos geralmente sdo constituidos por substancias alifaticas de baixa polaridade,
dentre estas os carotenoides, que absorvem no mesmo comprimento de onda do
teste realizado (420 nm) sendo assim um interferente.

Com a exclusdo do extrato hexanico devido ao seu comportamento atipico
descrito acima, os resultados para o EETactS néo apresentam correlagao positiva
com a atividade antioxidante, haja visto que esse extrato sempre se mantém mais
ativo nos ensaios antioxidantes (hidroxila, éxido nitrico e TBARS), isso sugere que
a atividade antioxidante € decorrente de outra classe de substancias. Contudo os
teores de flavonoides totais possuem correlagédo com a altitude em que a espécie foi
coletada, corroborando que quanto maior a altitude, maior a producéo de flavonoides.
Nesse contexto, o EETactS foi do espécime coletado no municipio de Bom Jesus —
Pl, com altitudes registradas de 367 m, mostrando que a espécie desenvolve alta
protecéo contra a incidéncia de raios ultravioletas (UV-B).

Aplicando-se o teste de médias, todos os extratos das folhas de T. actinophylla
apresentaram diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade.
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Extrato FT - mg de EAG/g Extrato FLAT - mg de ER/g Extrato

EHTactS 69,46+1,43 © 124,57+2,23 ¢
EETactS 645,24+25,23 @ 716,10+15,47 @
EATactS 290,77+3,64 ° 66,8+0,77 ©

EHTactM 147,71+2,49 ¢ 379,33+17,13°
EETactM 513,36+6,41° 133,35+2,79 ¢
EATactM 505,25+2,27 © 172,18+2,85°

Tabela 3 — Teores de fendis totais (FT) e flavonoides totais (FLAT) dos extratos hexanicos,
etandlicos e aquosos de T. actinophylla dos Cerrados Setentrional e Meridional

FLAT: Flavonoides totais; EAG: Equivalente de &cido galico; ER: Equivalente de rutina;EHTactS: Extrato hexanico
de Terminalia actinophylla do Cerrado Setentrional; EETactS: Extrato etandlico de T. actinophylla do Cerrado
Setentrional; EATactS: Extrato aquoso de T. actinophylla do Cerrado Setentrional; EHTactM: Extrato hexanico
de T. actinophylla do Cerrado Meridional; EETactM: Extrato etandlico de T. actinophylla do Cerrado Meridional;
EATactM: Extrato aquoso de T. actinophylla do Cerrado Meridional. Os resultados acima sdo a média + desvio
padrao (n=3). Médias seguidas de letras iguais ha mesma coluna nao diferem entre si significativamente pelo

teste F(ANOVA) a 5% de probabilidade.

3.4 Atividade anticolinesterasica

O ensaio para deteccéo de inibicdo qualitativa da enzima acetilcolinesterase
(AchE) foi realizada em Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizando-se
como revelador o reagente de Ellman.

A determinacdo de um resultado positivo é feita pela observacéo de manchas
brancas, que significam que ndo ocorreu hidrélise da acetilcolina que € um
neurotransmissor que se degrada pela acao da enzima acetilcolinesterase, onde
a inibicao desta corresponde a um dos métodos encontrados para melhorar o
funcionamento do sistema colinérgico (ALMEIDA, 1998).

Os extratos das folhas de Terminalia actinophylla Mart. do Cerrado Setentrional
nao apresentaram resultado positivo para inibicdo da enzima acetilcolinesterase, em
contrapartida os extratos do Cerrado Meridional apresentaram indicativo de resultado
positivo, sugerindo que esta espécie possui substancias anticolinesterasicas tanto
de carater polar como apolar.

3.5 Atividade citotoxica

Dentre os resultados obtidos para a citotoxidade, pode-se observar na Tabela
4 que houve uma variacao da atividade de moderada (entre 50-75%) a muita ativa
(entre 75-100%) para os extratos dos espécimes coletados no Cerrado Setentrional
frente as linhagens tumorais HCT-116 (c6lon humano) e OVCAR-8 (carcinoma de
ovario).

Para o espécime do Cerrado Meridional a atividade citotéxica variou de fraca
(entre 1-50%) a moderada, sendo que o extrato hexanico nao exibiu atividade frente

as trés linhagens de células, enquanto o extrato etandlico mostrou-se moderado.
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Embora nenhum dos outros extratos tenham se apresentados muito ativo
contra as trés linhagens tumorais, o extrato etanolico (EETactS) promoveu inibicao
de crescimento celular de 80,37% e 83,66% frente as linhagens HCT-116 (c6lon
humano) e OVCAR-8 (carcinoma de ovario), respectivamente.

Para a linhagem SF-295 (glioblastoma humano) os extratos etandlicos (EETactS
e EETactM) revelaram moderado potencial citotdxico (62,69 e 65,73%) e inferior ao
controle positivo, Doxorrubucina (83,60%).

Aplicando-se a andlise de variancia (ANOVA) observou-se diferencas
significativas entres os extratos das folhas de T. actinophyllanas duas areas de coleta,
sendo as médias submetidas ao teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Extrato/ linhagem HCT-116 OVCAR-8 SF-295
EHTactS 53,75+6,03 ¢ 59,52+13,37 28,28+1,49 ¢
EETactS 80,37+1,86 83,66+5,56 2 62,69+1,67 °
EATactS 79,41+1,41 @ 78,97+0,00 2° 59,67+2,60 °
EHTactM -5,88+6,60 © 3,35+1,71°¢ 37,13+2,26 °©
EETactM 59,43+11,41 < 71,32+4,29 65,73+4,75°
EATactM 73,78+5,10 t© 47,40+45,14 be -11,85+1,75 ¢
""" Doxorrubucina  96,80+4,60°  1000:070°  8360:300°

Tabela 4 — Porcentagem da atividade citotoxica dos extratos hexanicos, etanélicos e aquosos
de T. actinophylla do Cerrado Setentrional e Meridional frente a trés linhagens celulares

EHTactS: Extrato hexanico de Terminalia actinophylla do Cerrado Setentrional; EETactS: Extrato etan6lico de
T. actinophylla do Cerrado Setentrional; EATactS: Extrato aquoso de T. actinophylla do Cerrado Setentrional;
EHTactM: Extrato hexanico de T. actinophylla do Cerrado Meridional; EETactM: Extrato etan6lico de T.
actinophylla do Cerrado Meridional; EATactM: Extrato aquoso de T. actinophylla do Cerrado Meridional; HCT-116:
colorretal humano; OVCAR-8: ovario humano; SF-295: glioblastoma humano. Os resultados acima sdo a média +
desvio padrao (n=3). Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si significativamente
pelo teste F (ANOVA) a 5% de probabilidade.

3.6 Determinacéao do fator de protecao solar

Apesar dos raios ultravioletas serem benéficos e essenciais para o ser humano,
como no processo de ativacao da vitamina D, a exposi¢ao prolongada ao sol pode
trazer maleficios que vao desde queimaduras leves ao desenvolvimento de cancer
de pele (RAI; SHANMUGA; SRINIVAS, 2012).

Os raios ultravioletas dividem-se em ultravioleta A (UVA: 320-400 nm);
ultravioleta B (UVB: 290-320 nm) e ultravioleta C (UVC: 200-290 nm), sendo a UVA e
UVB as de maiores impactos no nosso organismo, o que tem despertado a industria
farmacéutica na busca de protetores solares eficientes para esse tipo de radiacao
(ORTIZ; YAN; D’'ORAZIO, 2014).

Conforme com a legislagéo brasileira, RDC 237 de 22/08/2002 (BRASIL,
2002) um produto é considerado adequado para utilizagdo em cosméticos como
fotoprotetor, ao apresentar um FPS igual ou superior a 2.
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Os extratos etandlicos e aquosos foram avaliados para determinar a sua
capacidade de absorver os raios UVB e demonstraram serem fotoprotetores com
valores de FPS bem acima de 2. Os valores de FPS obtidos na maior concentragédo
(100 pg/mL), variaram de 15,14 (EETactS) e 8,06 (EATactS) a 12,93 (EETactM) e
15,08 (EATactM) (Grafico 3). O maior fator de protecéo solar (FPS) foi registrado no
EETactS e o menor foi para o EATactS.

16 I EETACtS

1 I EATactS

14 4 I EETactM
I EATactM |

12

10

FPS

5 25 50 100
Concentragao (ugmL™)

Gréfico 3 - Fator de protecéo solar nas concentragdes 5, 25, 50 e 100 ygmL' do extrato
etandlico (1) e aquoso (2) das folhas de T. actinophylla Setentrional e Meridional.

3.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A avaliacdo da similaridade entre os perfis cromatograficos obtidos para os
extratos dos espécimes nas duas diferentes regides do cerrado foi realizada por
comparagao dos tempos de retencdo e intensidade dos sinais cromatograficos
observados e espectros de absorcéo, obtidos a 254 nm, conforme apresentado nas
Figuras 4 e 5.

A similaridade entre os perfis cromatograficos de Terminalia actinophylla do
Cerrado Setentrional e Meridional € notavel, o que era esperado tratando-se da
mesma espécie.

Ao observarmos o cromatograma dos extratos etandlicos (Figura 1), abanda em
20,1min possui maior intensidade no EETactM, ou seja, estd em maior concentracéo;
entretanto a banda em 32,0min possue maior intensidade no EETactS. O conjunto de
bandas que se sobrepde entre t = 22,6 e 27,0min possui sempre maior intensidade
no EETactS.

Os perfis cromatograficos dos extratos aquosos, EATactS e EATactM, sé&o
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bastante similares, observando-se variagées apenas nas intensidades das bandas.
As bandas (t = 13,2min), (t=29,3min) e (t =32,0min) possuem maior intensidade para
o extrato EATactM, as bandas (t=26,6min), (t=28,5min) e (t=37,3min) possuem
maior intensidade no extrato EATactS. As bandas t =26,6min e t=32,0min possuem
a menor diferenca de intensidade entre as bandas.

Com a analise dos perfis cromatograficos podemos perceber as respostas
quimicas distintas, em termos de quantidade, devido ao ambiente em que as plantas
foram coletadas, isso pode ser corroborado com a diferengca também observada no
potencial das atividades farmacoldgicas.

A diversidade observada nos perfis cromatograficos ressalta a diferenga nos
extratos da espécie em estudo devido ao ambiente em que as folhas foram coletadas,
o que foi observado também nas atividades farmacologicas.

2.0%10° m
ZEETaCtS —— EETacts
5 1-5%1077 ——  EETactM
<
£
§ 1.0%10° =
S EETactM 1
: 5.0%10" = EETaCtS
A JJ%N%_ a I
0 T T T T T T T T T I |

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo de retencdo (min.)

Figura 4 - Perfil Cromatografico obtido por CLAE do extrato etandlico de Terminalia actinophylla
do Cerrado Setentrional e Meridional. Coluna C18 (250 x 4,6 mm 5 ym) eluido em gradiente
com MeOH/H,0O 5%-100% em 60min, 1 mL/min, 254 nm).

1.5810° =
= 2 —— EATactS
< 1.0810°
E
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2
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Figura 5 - Perfil Cromatografico obtido por CLAE do extrato aquoso de Terminalia actinophylla
de Cerrado Setentrional e Meridional. Coluna C18 (250 x 4,6 mm 5 ym) eluido em gradiente
com MeOH/H,0O 5%-100% em 60min, 1 mL/min, 254 nm).
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3.8 Analise de Componentes Principais (PCA)

Com a finalidade de reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados,
preservando ao mesmo tempo o maximo de informacgdes, aplicou-se a analise de
componentes principais (PCA) aos extratos das folhas dos espécimes de Terminalia
actinophylla em duas regides do Cerrado (Setentrional e Meridional) foi capaz de
explicar 79% da variancia total. Os componentes principais 1 e 2 representaram 67%
(CP1) e 12% (CP2) do comportamento do conjunto de dados.

Os resultados da PCA gerou um grafico bi-plot (scores e loadings). O Grafico
4 mostra a formacgao de dois novos conjuntos de dados chamados escores e pesos,
0s quais trazem informacdes sobre as amostras (extratos) e as variaveis (atividades
farmacologicas), onde os eixos sdao as componentes principais (PCs).

A interpretacdo gréafica, nos permite observar que a separacédo dos extratos
hexénicos (EHTactS e EHTactM) ocorre por meio da PC1 em funcéo das atividades
antioxidantes e citotéxica. Os ensaios de Fe*/Fe?* e hidroxila estdo mais
correlacionados com o EHTactS, enquanto o 6xido nitrico e TBARS estdo mais
relacionados ao EHTactM. A atividade frente as linhagens OVCAR-8 e HCT-116
esta mais relacionada ao EHTactS enquanto que para a linhagem SF-295 esta mais
correlacionada AP EHTactM.

Os extratos etandlicos (EETactS e EETactM) foram separados através da PC2,
pelas variaveis FLAT, FT, FPS e SF-295 (correlacionadas negativamente), sendo as
3 primeiras relacionadas ao EETactS e a ultima (FPS) ao EETactM.
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Gréfico 4. Gréfico bi-plot dos escores dos componentes 1 x 2 (CP1/CP2), na analise dos
componentes principais para os extratos das folhas de T. actinophylla coletadas em 2 areas e
Cerrado: no municipio de Jatoba do Piaui-PI1 (S 04°51°'48.6” W 42°04’19,6”), alt. 90 m.n.m. e
Bom Jesus-PI1 (S 09°18'44.0” W 44°32°39.7”), alt. 367 m.n.m.
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Os extratos aquosos foram separados pela PC1 por meio das atividades
citotoxicas OVCAR-8 e HCT-116 (correlacionadas negativamente). Pode-se verificar
que o extrato EATactS se destacou frente a essas duas linhagens de células, pois se
mostrou fortemente ativo.

41 CONCLUSAO

Nas duas regides de Cerrado (Setentrional e Meridional), os extratos etandlico
e aquoso das folhas dos espécimes de Terminalia actinophylla Mart. apresentaram

uma CE_ , menor do que o padrao rutina e consequentemente, uma maior atividade

50’
antioxidante avaliada no ensaio do DPPH.

Em relacdo aos compostos fendlicos, os extratos etandlicos (EETactS e
EETactM), em ambas regides, apresentaram altos teores de fendis totais. Para o
Cerrado Setentrional, o EETactS foi o mais rico em teores totais de flavanoides,
enquanto que para o Cerrado Meridional o destaque foi para o EHTactM que revelou
comportamento atipico, provavelmente explicado pela presenca de carotenoides.

Somente os extratos das folhas de Terminalia actinophylla Mart. do
Cerrado Meridional apresentaram resultado positivo para inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, sugerindo que os espécimes coletados nesta regidao possuem
substancias anticolinesterasicas.

Por meio das atividades citotdxicas, observou-se expressivos percentuais
de inibicdo do crescimento celular maior que 78% frente as linhagens de células
OVCAR-8 e HCT-116 para os extratos etandlico e aquoso das folhas dos espécimes
de T. actinophylla coletadas na egido do Cerrado Setentrional.

Os valores do fator de protecao solar (FPS) variaram de 8,06 a 15,14, sendo
o maior registro para o EETactS do Cerrado Setentrional. Esse resultado mostra
que espécimes de T. actinophylla da regidao Norte do estado do Piaui podem ser
utilizadas para este fim.

A espécie, objeto deste estudo, exibiu uma elevada atividade antioxidante.
Os perfis no UV-Vis dos extratos hexénicos apresentaram indicativo de compostos
carotenoides, enquanto os extratos etandlicos e aquosos mostraram absor¢des
caracteristicas de flavonoides.

Os resultados obtidos para a espécie T. actinophylla sugere que a planta tem um
promissor uso e desperta o interesse no isolamento e identificacdo das substancias
responsaveis pelas diferentes atividades farmacoldgicas.

A diferenca quimica entre as espécies coletadas no Cerrado Meridional e
Setentrional, pode ser observada por meio dos perfis cromatograficos, a diferenca
€ principalmente quantitativa. Essa variedade quantitativa provoca a variacao
observada nas respostas das atividades farmacolégicas. Ao observarmos o PCA
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podemos perceber os parametros que causam a distingdo entre os extratos. Assim,
pode-se notar que a diferenca no ambiente, seja fatores abibticos e bidticos, em que
a planta estéa inserida, provoca uma mudanca quimica intra-espécie.
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