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RESUMO

BARACHO, Rosangela Dantas et al. Avaliacdo do banco de extratos de
plantas medicinais da Fiocruz — Farmanguinhos para pratica complementar
no enfrentamento dos sintomas do coronavirus (COVID-19): ensaio
antioxidante.

Nos ultimos tempos, tem-se notado que houve um aumento no interesse por
plantas medicinais que apresentam propriedades antioxidantes. A absorcao
diaria de substancias antioxidantes pode gerar uma agéo protetora efetiva contra
espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas nas células por diversos estimulos
fisioldgicos e ambientais. Aliteratura cita que que certos medicamentos fitoterapicos
ricos e compostos fendlicos podem melhorar substancialmente os sintomas leves
a graves do COVID-19, além de reduzir a mortalidade. Portanto, a avaliacdo da
acao antioxidante pode ser primordial para dar uma direcdo mais eficiente nos
estudos experimentais de uma planta medicinal. Os principais constituintes
da dieta alimentar com alta capacidade anti-inflamatoéria e antioxidante sao as
vitaminas C e E, os carotenoides e polifendis. Diante do exposto, este trabalho
tem como principal objetivo avaliar, preliminarmente, a atividade antioxidante e
a concentracdo efetiva necesséria para sequestrar 50% dos radicais DPPH da
solugéo (Cl,,) e determinar a concentragdo de substéancias fendlicos e flavonoides
foliares das fragbes oriundas dos extratos brutos etanoicos individuais de folhas
secas e moidas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia
pachystachya Trécul e Eugenia florida DC. O extrato bruto e a fracdo acetato de
etila (47%) de Cecropia pachystachya (56%); a frag@o acetato de etila (35%) e
butanol (38%) de Eugenia florida e as fragbes hexano (18 %) e acetato de etila
(28 %) de Vernonia amygdalina apresentaram os maiores teores de fendlicos. A
grande quantidade de teores de flavonoides em algumas fragdes pode explicar a
alta concentracao de fendlicos totais encontrado nas fragdes hexano e acetato de
etila de Vernonia amygdalina e Cecropia pachystachya e na fragao acetato de etila
de Eugenia florida. A capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos
radicais livres DPPH presentes na solugéo (Cl,) em Cecropia pachystachya foi
maior na fragéo acetato de etila (2,51 mg/ mL), no extrato etandlico (3,80 mg/ mL)
e na fragcdo hexano (5,42 mg/ mL). Ja na fracdo butanol houve uma diminuicao da
capacidade antioxidante (23,04 mg/ mL). Vale ressaltar que a fragé@o acetato de etila
de Cecropia pachystachya apresentou a o maior de teor de flavonoides (8,80%).
Ja a Cl , de Vernonia amygdalina foi maior na fragéo hexano e diclorometano
ambas com 14,99 mg/ mL do que no extrato bruto etandlico (27,25 mg/ mL) e
frag&o butanol (Cl,, = 22,48 mg/ mL).

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais. Atividades antioxidante. Polifenolicos,
Cl
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ABSTRACT

BARACHO, Rosangela Dantas et al. Assessment of the total antioxidant and
phenolic activity of plants from the Fiocruz — Farmanguinhos medicinal plant
extract bank for complementary practice in coping with the symptoms of
Coronavirus (COVID-19).

Recent times, it has been noted that there has been an increase in interest in
medicinal plants that have antioxidant properties. The daily absorption of antioxidant
substances can generate an effective protective action against reactive oxygen
species (ROS) produced in cells by various physiological and environmental
stimuli. The literature cites that certain herbal medicines rich in phenolic compounds
can substantially improve mild to severe symptoms of COVID — 19, in addition
to reducing mortality a medicinal plant. The main constituents of the diet with
high anti-inflammatory and antioxidant capacity are vitamins C, carotenoids and
polyphenols. In view of the above, the main objective of this work is to preliminarily
evaluate the antioxidant activity and the effective concentration necessary to
sequester 50% of the DPPH radicals from the solution (IC,)) and to determine the
concentration of phenolic substances and foliar flavonoids in the fractions from the
crude extracts individual ethanolic compounds from dries and ground leaves of
Vernonia amygdalina (Delile) Sch. Beep. Ex Walp, Cecropia pachystachya Trécul
and Eugenia florida DC. The crude extract and the ethyl acetate fraction (47%)
of Cecropia pachystachya (56 %), the ethyl acetate fraction (35%) and butanol
(38%) of Eugenia florida and the hexane (18%) and ethyl acetate (28%) fractions
of Vernonia amygdalina showed the highest phenolic contents. The large amount
of flavonoid contents in some fractions may explain the high concentration of total
phenolics found in the hexane and ethyl acetate fractions of Vernonia amygdalina
and Cecropia pachystachya and in the ethyl acetate fraction of Eugenia florida.
The capacity of antioxidant agent to sequester 50 % of DPPH free radicals present
in the solution (IC, ) in Cecropia pachystachya was higher in the ethyl acetate
fraction (2.51 mg/ mL), in the ethanolic extract (3.80 mg/ mL) and in the hexane
fraction (5.42 mg/ mL). In the butanol fraction, however, there was a decrease
in the antioxidant capacity (23.04 mg/ mL). In the hexane and dichloromethane
fraction both with 14.99 mg/mL than in the crude ethanolic extract (27.25 mg/ mL)
and butanol fraction (IC,, =22.48 mg/mL).

KEYWORDS: Medicinal plants. Antioxidant activities. Polyphenols, IC_,.
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1- INTRODUCAO

Apopulagcédo mundial ja enfrentou varias pandemias de origens bacterianas e virais e,
estas foram responsaveis por milhdes de 6bitos em todo o planeta, contudo, é o COVID-19
o grande astro da atualidade (NEUMAN et al., 2011). O aparecimento do novo SARS-CoV?2,
em dezembro de 2019, causou um impacto sem precedentes em todo o mundo. Apesar
da maioria das mortes, provocadas pelo COVID-19, ocorram entre idosos e pessoas com
comorbidades cronicas, observou-se que este infortinio ocorreu em todas as idades e
condi¢cbes de saude (NEUMAN et al., 2011).

A classe de beta coronavirus correspondem uma familia (Familia: Coronaviridae)
de virus grandes variando de 80 a 120 nm de diametro, com o RNA ndo segmentados,
com fita simples de sentido positivo que circulam em animais, incluindo morcegos, gatos,
caes, camelos, entre outros (NEUMAN et al., 2011). A membrana viral € cravejada com
picos de glicoproteinas que dao aos coronavirus aparéncia de coroa. A classe de beta
coronavirus inclui o virus da sindrome respiratéria aguda grave (SARS e o SARS-CoV), o
virus da sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS e MERS-CoV) e o agente causador
do COVID-19 (SARS-CoV-2). O beta coronavirus codifica varias proteinas estruturais,
incluindo a proteina glicosilada (S) que funciona como um grande indutor de respostas
imunes do hospedeiro, além da serina- protease produzida pela célula hospedeira
TMPRSS21 (TAVARES et al., 2020). A glicoproteina S é responsavel pela ligagdo do virus
ao seu receptor celular e pela promogéo da fusédo do envelope viral com a membrana
celular, imprescindivel para a penetracgéo viral na célula hospedeira (TAVARES et al., 2020;
REGIS et al., 2020; NEUMAN et al., 2011). O receptor para a glicoproteina estrutural S é
a enzima chamada de ECA2. A ECA2 age como um receptor para a proteina estrutural
S (espicula) do SARS-CoV-2, através da qual o virus ganha acesso a célula hospedeira.
Esse mecanismo envolve a interagdo da glicoproteina S viral com o dominio extracelular
da ECA2, desencadeando mudancas conformacionais que desestabilizam a membrana
celular, propiciando a internalizagdo do SARS-CoV-2 e da ECA2, a replicagéo viral, e a
transmissao célula a célula (TAVARES et al., 2020; REGIS et al., 2020).

No envelhecimento ocorre a redugéo da expressao da ECA2 nos pulmdes. Durante
o0 decaimento da expressdo da ECA2 tecidual com o envelhecimento, pacientes idosos
apresentam maior gravidade de danos pulmonares e maior taxa de letalidade por COVID-19,
quando comparados com individuos jovens. Uma hipotese proposta (TAVARES et al., 2020;
REGIS et al., 2020) para explicar essa aparente incoeréncia entre idade avangada, nivel de
ECAZ2 tecidual e a gravidade de infecgéao pelo SARS-CoV-2 é a de que pessoas mais jovens,
com maior expressao de ECA2, sejam as mais predispostas a terem a infeccdo, ao passo
que individuos idosos, com menor expressao de ECA2, possam apresentar quadros mais
graves ao serem infectados, devido ao aumento dos efeitos mediados pela angiotensina 2
(Ang Il). Pesquisadores respaldam esta hipotese pelo fato de que s&o observados a reducao
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da expressdo de ECA2 tecidual, maior ativacdo de vias de sinalizagdo pré-inflamatérias
decorrentes da hiperatividade da via ECA/Ang Il, com o envelhecimento. Aliados a esta
hipétese evidéncias amplas do papel protetor conferido pela ECA2 contra a insuficiéncia
pulmonar e a existéncia de relagéo causal entre a via da ECA/Ang Il e SARS, estabelecida
em modelos animais (TAVARES et al., 2020; REGIS et al., 2020).

A pandemia COVID-19 permitiu a unido da comunidade cientifica internacional
e concomitante estudo participativo na busca de respostas em termos de terapéutica e
vacinas para controlar 0 novo coronavirus (SARS-CoV-2). Infelizmente, vidas foram
ceifadas e a pandemia devastou economias em todo o mundo (CASTRO, 2021 AMAZONAS
& FIGUEIREDO, 2021; LIU et al., 2021). Os programas de vacinagdo continuam sendo
uma importante abordagem de equidade para a seguranca da populagéo (FABREAU et al.,
2022) uma vez que o surgimento e a rapida disseminacao de vérias variantes do SARS-
CoV-2 e a perspectivas de surgimento de novos virus podem se tornar reais (FABREAU
et al., 2022; DAMLE, DAMLE, BHARATH, 2022; SANDERS et al., 2020; LIU et al., 2020).
A pandemia nos mostrou que néo é possivel continuarmos agredindo irresponsavelmente
o meio ambiente (CASTRO, 2021 AMAZONAS & FIGUEIREDO, 2021; LIU et al., 2021).

Pesquisas clinicas também sugerem que as respostas inflamatorias estao
desempenhando cada vez mais um papel critico na progressdo do COVID-19 (DAMLE,
DAMLE, BHARATH, 2022; SANDERS et al., 2022). As observacgdes clinicas relataram
alguns marcadores inflamatorios, que certamente auxiliam no rastreamento e mensuragéo
da gravidade e letalidade da doenca. Marcadores inflamat6rios como a procalcitonina
(PCT), ferritina sérica, velocidade de hemossedimentagédo (VHS), proteina C reativa (PCR)
e interleucina-6 (IL-6) tém sido relatados como, associados aos altos riscos de aumento
letalidade e infectividade do COVID- 19 (DAMLE, DAMLE, BHARATH, 2022). Portanto, é
imperativo a busca por tratamentos alternativos, com alta capacidade anti-inflamatoria e
antioxidante, que agenciem o fortalecimento do sistema imunolégico e, consequentemente,
possibilitem as redugdes de infecgdes virais.

O uso de compostos de ocorréncia natural e a busca por moléculas bioativas
tém grande importancia no acréscimo de novos produtos farmacéuticos (AMAZONAS &
FIGUEIREDO, 2021; NUNES et al, 2015 AGRA; et al, 2008). Muitas revisdes cientificas
mostram que resultados positivos sdo obtidos com o uso de medicamentos fitoterapicos
quando usados sozinhos ou combinados com medicamentos padrdo para o tratamento
de pacientes infectados com COVID-19 (MATHAI et al.,, 2022). Luo e colaboradores
(2020) relataram que certos medicamentos fitoterapicos (Ephedrae sp, Gypsum fibrosum,
Glycyrrhizae sp., Asteris sp., Ginseng sp., Codonopsis sp., Atractylodis sp., entre outras)
e medicamentos patenteados chineseses podem melhorar substancialmente os sintomas
leves a graves, além de reduzir a mortalidade. Esses medicamentos revelaram efeitos
antivirais, antioxidantes, anti-inflamatérios e aumento da imunidade, tornando-os uma
excelente opgao de tratamento para o COVID-19 (MATHAI et al., 2022; LUO et al., 2020).
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Em 2020, Benarba e Pandiella sugeriram que os produtos naturais possam ser
usados isoladamente ou em combinagdo como medicamentos alternativos para tratar/
prevenir a infeccdo por COVID-19. Eles descreveram que a aplicagdo de produtos
bioativos naturalmente disponiveis como extratos de ervas e seus componentes isolados
podem produzir agdes anti-COVID inibindo diretamente a replicagéo ou entrada do virus.
(BENARBA & PANDIELLA, 2020). Eles (BENARBA & PANDIELLA, 2020) demonstraram
que alguns componentes inibem o receptor ACE-2 ou a serina protease TMPRRS2, ambos
necessarios para que o SARS-CoV-2 infecte células humanas. A literatura cita que extratos
de produtos naturais podem inibir certas proteinas, como proteases semelhantes papaina
e semelhantes a quimotripsina envolvidas no ciclo de vida do virus SARS-CoV-2 (MATHAI
et al., 2022; BENARBA & PANDIELLA, 2020).

Damle, Damle e BR (2022) realizaram ensaios clinicos contra SARS-CoV-2 utilizando
a curcumina e o extrato de ashwagandha. Este estudo verificou aumento da imunidade
contra SARS-CoV-2. Eles avaliaram também, a atividade anti-SARS-CoV-2 dos extratos
etandlicos de Zanthoxylum piperitum(E1), Withania somnifera (E2), Calophyllum inophyllum
(E3), Andrographis paniculata (E4) e Centella asiatica (E5). Eles observaram, in vitro, que
os extratos E4, E5 e E2 foram promissores (LATHA et al., 2022). Eles misturaram os extratos
E4, E5 e E2 em igual proporgéo resultando na formulagdo ATRICOV 4. Esta formulagédo
foi avaliada quanto a toxicidade aguda e subcrénicaa COVID-19 e considerada segura a
2000 mg/kg de peso corporal (LATHA et al., 2022). Em seguida eles realizaram ensaios
clinicos de fase 1 (24 voluntarios saudaveis) e fase 2 (100 pacientes com COVID-19) para
avaliar a seguranca e o potencial do ATRICOV 452 para melhorar o nivel de marcadores
inflamatérios especificos de COVID-19. O ATRICQOV 452 foi considerado seguro nas fases
1 e 2. No estudo de fase 2, o ATRICOV 452 foi eficaz na dose de 1 mg, trés vezes ao dia
(DAMLE, DAMLE, BHARATH, 2022).

A avaliagdo da agdo antioxidante pode ser primordial para dar uma direcdo mais
eficiente nos estudos experimentais de uma planta medicinal (NUNES et al, 2015).
Os principais constituintes da dieta alimentar com alta capacidade anti-inflamatéria e
antioxidante sédo as vitaminas C e E, os carotenoides e polifenois (IDDIR et al., 2020;
SILVA et al., 2020). As substancias fendlicas possuem uma grande diversidade estrutural
com aproximadamente 10.000 compostos, sendo que alguns sao solUveis apenas em
solventes orgénicos, em agua e ha ainda aqueles que sdo grandes polimeros insoluveis
(KHODDAMI et al., 2013). As plantas usam esses compostos para biossintese de lignina e
pigmento, protecao contra organismos invasores (herbivoros, nematoides, insetos fitéfagos,
patégenos fungicos e bacterianos), crescimento, reproducéo e para muitas outras funcoes
importantes (BASTOLA et al., 2017). Eles sdo constituintes da dieta humana devido a sua
ampla gama de propriedades fisiologicas, como efeitos antialérgicos, antiarterogénicos,
anti-inflamatérios, antimicrobianos, antioxidantes, antitrombéticos, cardioprotetores,
vasodilatadores e antivirais (BASTOLA et al., 2017).
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As substancias fenodlicas séo classificadas em fenois simples (acidos fendlicos) ou
em polifendis (flavonoides, taninos), conforme o numero de unidades de fenol na estrutura.
Os &cidos fendlicos consistem em dois subgrupos, os acidos hidroxibenzoicos e os acidos
hidroxicinamicos (SAVI, 2015). A maior parte das substancias fenélicas ndo € encontrada
no estado livre na natureza, mas na forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto,
sollveis em agua e em solventes organicos polares, porém ndo sdo muito reativos
quimicamente. Estes compostos, possuem em geral caracteristicas acidas, e podem ser
isolados através da sua solubilidade em solugdes fracamente basicas (CARVALHO et al.,
2004).

A grande quantidade de flavondides em algumas fracdes pode explicar a alta
concentragdo de fendlicos totais encontrado nas fragées hexano e acetato de etila de V.
amygdalinae C. pachystachya e na fragdo acetato de etila de Eugenia florida. Os flavonbéides
e os demais compostos fendlicos presentes nos vegetais séo boa fonte de eliminagdes de
radicais livres e podem ter contribuido para agéo antioxidante observada em V. amygdalina,
C. pachystachya e E. florida. A atividade antioxidante de um flavono6ide depende fortemente
de sua estrutura quimica (AMIC et al., 2007). Esta atividade é influenciada pelo niamero
e posicao de grupos hidroxilas nos anéis B e A, e pela extenséo da conjugacgéo entre os
anéis B e C.

Os flavondides sdo compostos polifendlicos de ocorréncia natural caracterizados
por modificagdes no anel central que levam a diferenciacdo em subclasses distintas (BHATI
etal., 2021; COUTINHO et al., 2009), tais como: chalconas, flavanonas, flavonois, flavonas,
flavonois, isoflavonas, flavan-3- ols e antocianidinas (Figura 1). Eles sdo metabdlitos
secundarios biossintetizados a partir da fenilalanina do acido acético, (HUBER &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008) sendo o acido chiquimico o precursor da fenilalanina (KARAM
et al., 2013).

A distribuicéo dos flavondides no reino vegetal depende da familia, género e da
espécie, por exemplo, flavonoides encontrados nas folhas podem apresentar diferencas
estruturais daqueles presentes nas flores, galhos, raizes e frutos. Assim, em uma mesma
planta os flavonoides podem ser encontrados em diferentes quantidades dependendo
dos 6rgéos vegetais (MACHADO et al., 2008). Fatores naturais como raios ultravioleta,
a radiacdo solar, estacbes de chuva ou seca, alguns nutrientes e estagbes do ano
também influenciam no metabolismo e na produc¢do dos mais diversificados flavonoides
(MACHADO, 2005). O mesmo composto pode ainda apresentar diferentes concentra¢des
dependendo do 6rgdo vegetal em que se encontra, influenciadas por diversos fatores
naturais como radiagdo solar, raios UV, estacdes do ano e ainda outros fatores como
poluentes que podem alterar o metabolismo da planta (NAGULA et al., 2019). Na natureza,
podemos categorizar compostos polifenélicos em classes diferentes de compostos naturais
com base no numero dos anéis fendlicos presentes nele (TUNASAMY, SURYADEVARA,
ATHIMOOLAM, 2019; PATEL et al., 2018; MARCO et al., 2008). Estudos epidemiol6gicos
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mostram que uma dieta rica nestes compostos esta associada ao baixo risco de doencas
cardiovasculares e algumas formas de cancer, além de diversos relatos como tendo
atividade antibacteriano, anti-inflamatoria, antialérgica, antitromboética, vasodilatadora e
antiviral, (MARCO et al., 2008). Diversos fatores (quantidade e tipo de solvente, razéo
soluto/ solvente, agitagdo entre outros) podem influenciar no teor de compostos fendlicos
(TCF) e atividade antioxidante (AA) dos extratos vegetais. Quanto ao parametro de
temperatura, seu aumento melhora a solubilidade de compostos fendlicos no solvente e, por
consequéncia, proporciona maior eficiéncia na extracdo. No entanto, deve-se estabelecer
a melhor temperatura de extragéo, conhecendo as caracteristicas da matriz utilizada, pois
tempo e temperaturas elevadas podem favorecer a degradagéo e alteragdo da qualidade
de alguns componentes de forma irreversivel (SHARMA et al., 2015). Tabaraki, Heidarizadi
e Benvidi (2012) relataram que extracbes de matrizes vegetais realizadas em temperaturas
entre 52°C a 67°C podem aumentar a porosidade no tecido da parede celular. Assim a
permeabilidade do solvente é facilitada, permitindo hidrélise dos compostos fendlicos
ligados a proteinas ou polissacarideos, liberando o contetdo intracelular de forma eficiente
e consequentemente melhorando o processo de extragao destes compostos (RODRIGUES
et al., 2015; DAMIANI et al., 2014; NISHIYAMA et al., 2010; CACACE; MAZZA, 2002). Ja
Turkmen, Sari & Velioglu (2006) comparou os solventes utilizados nas extracdes (aquoso,
hidroalcoodlico e alcoodlico), sendo que melhores resultados foram obtidos utilizando
solventes hidroalcodlicos. Eles verificaram que as extragdes hidroalc6olicas foram mais
seletivas por grupos de caracteristica mais polar, favorecendo a extracdo de compostos
como quercetina e canferol (KARABEGOVI et al., 2014).

Os anéis aroméaticos dos flavonoides sao formados a partir dessa via biossintética
mista, onde através de reag¢des de condensacgdo, auxiliadas por enzimas, trés moléculas
de malonil coenzima A (CoA). As unidades vindas da via do acetato dao origem ao anel
A, enquanto a unidade vinda da via do chiquimato d& origem ao anel B e aos trés atomos
de carbono que se conectam aos A e B formam o anel C. Portanto, composi¢céo basica
dos flavondides é constituida por um nucleo principal, com 15 atomos de carbono (C15)
organizado em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos substituidos (DORNAS
et al., 2007). A ciclizagdo que resulta no desenvolvimento do anel A produz a chalcona que

se equilibra com a flavonona correspondente (Figura 1).
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Figura 1 Esqueleto basico de flavonoides

chalcona flavanona flavona
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Fonte: Adaptado de COUTINHO et al., 2009

A quercetina (Figura 2) apresenta atividade viricida, juntamente com outros
flavonéides (apigenina pelargonidina, procianidina) contra o virus da influenza tipo 3 e virus
herpes simplex. A quercetina promoveu a reducao da infectividade e a replicacao intracelular
do virus Herpes Simplex tipo 1 (HSV-I), poliovirus tipo 1, virus sincicial, a infectividade dos
coronavirus humanos e bovinos, OC43 e NCDCV, em 50% a uma concentra¢do de 60 ug/
mL, respectivamente. O kaempferol (Figura 2) reduziu a replicacdo do virus NCDCV em
65% a uma concentracdo de 10 pg/ mL e em 50% em OC43 (BHATI et al., 2021; RUSSO
et al., 2020).
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Figura 2 Exemplos de flavonéides com atividade anti-inflamatoria
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Fonte: Adaptada de COUTINHO et al., 2009

O coronavirus bovino, BCV, também foi sensivel a uma mistura de teaflavinas do
cha preto (teaflavina, teaflavina-3-monogalato, teaflavina-3’-monogalato e teaflavina-3,3’
digalato) com uma EC,, média de 34,7 ug/ mL em ensaios de infecciosidade na linha
celular HRT-18 (BHATI et al., 2021; RUSSO et al., 2020). A quercetina 7-ramnosideo
inibiu a replicacdo de virus da diarreia epidémica porcina (PEDV) em células Vero (uma
linhagem de células usadas em culturas de células. A linhagem Vero foi isolada de células
epiteliais renais extraidas de um macaco verde africano) com um Cl, de 0,014 pg/ mL e um
CE,, (concentragdo de citotoxicidade 50%) de 100 ug/ mL. Outros flavonoides, incluindo
quercetina, apigenina, luteolina, catequina, também, mostraram atividade anti-PEDV
significativa, mas com valores de CI50 de dez (apigenina) a oitocentas vezes (catequina)
maiores que a quercetina 7-ramnosideo indicando a importancia do O-grupos funcionais
dihidroxi em C-3’ e C-4’ e o ramnosideo na posigao 7 (Figura 3); (BHATI et al., 2021).

A literatura (COUTINHO et al., 2009) cita, também, a existéncia de outros fatores
estruturais (Figura 3) importantes para atividade anti-inflamatéria de flavonoides, séo
eles: a insaturacdo no anel C (posicdes 2-3), a carbonila em C-4 (Anel C), além do
numero e a posi¢cdo de grupamentos hidroxilas (por exemplo: padréo catecol no anel B
do flavondide, ou seja, anel 3’,4’-di-hidroxilado). Alguns pesquisadores observaram em
estudo comparativo entre pares glicosideo/ aglicona que a adicdo de residuos de agUcar
reduz significativamente a atividade anti-inflamatéria (COUTINHO et al., 2009). Entretanto,
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subclasses de flavonodides que ndo possuem um destes padrbes em sua estrutura, como
por exemplo, aglicona kaempferol (Figura 2), também se destacam por apresentar atividade
sobre enzimas da cascata de inflamagédo (COUTINHO et al., 2009).

O género Cecropia possui cerca de 60 espécies distribuidas em toda a América
do Sul com maiores ocorréncias no Brasil, Peru e Argentina (LORENZI; MATOS, 2002).
A espécie Cecropia pachystachya (torém) é bastante difundida no Sul e Sudeste do
Brasil (LORENZI; MATOS, 2002) sendo amplamente utilizada na medicina popular para
o tratamento de problemas respiratérios tais como asma, bronquite, tosse, além de ser
utilizada no controle da hipertensédo arterial e como anti-inflamatoria (ARAGAO et al.,
2013). A espécie Cecropia pachystachya é uma arvore didica, de 4-7 metros de altura, com
tronco de 15-20 centimetros de diametro. Possui folhas divididas de 9-10 lobos separados
até o peciolo por espagos de 2-3 centimetros, com a face superior um tanto &spera e a
inferior niveotormentosa. (LORENZI; MATOS, 2002)). Sabe-se que Cecropia pachystachya
apresenta elevados teores de substancias fendlicos e diversas propriedades farmacolédgicas
tais como: anti-alergénicas, anti-arteriogénicas, anti-inflamatoérias, antimicrobianas,
antitrombéticas, antioxidantes, antitumoral e efeitos cardioprotetores e vasodilatador
(COSTA & HOSCHEID, 2018; CONSOLINI, MIGLIORI, 2005). As folhas e cascas desta
planta sédo popularmente utilizadas como antitussivo, expectério, antiastomatico, diurético
e hipoglicémico, para aliviar inflamagéo, cicatrizacdo de feridas, hipertensdo, doencas
cardiacas, e como antipirética para o tratamento da febre na malaria também (RAMOS
ALMEIDA et al., 2006). As principais classes de compostos identificados nesta espécie séo
fendlicas (catequinas, flavondides e taninos) esteroides e terpenos. Na Argentina, o extrato
aquoso é preparado fervendo 40 g de folhas secas em 1L de agua em uma dosagem de trés
xicaras (200 mL cada) por dia. E popularmente conhecida como umbatba-do-brejo, arvore-
da-preguica, embauba, torém ou ambaiba. Alguns estudos farmacol6gicos tém evidenciado
que essa espécie apresenta efeitos sobre o sistema cardiovascular, dentre eles hipotensor
e cardioténico (CONSOLINI, MIGLIORI, 2005).

Figura 3 Requisitos estruturais observados para atividade anti-inflamatéria de flavonoide

Fonte: Adaptado COUTINHO et al., 2009
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Gymnanthemum amigdalinum (Delile) Sch.Bip. ex Walp. (Asteraceae), anteriormente
conhecido como Vernonia amygdalina Delile € um pequeno arbusto comumente chamado
de bitter leaf devido ao seu gosto peculiar. No Brasil, essa espécie é referida como aluma,
boldo ou alcachofra (DE ALMEIDA et al., 2012; AGRA et al., 2008). A planta pode crescer
até 3 m de altura em regides tropicais e tem a fama de ter varios beneficios para a saude
(FAROMBI, OWOEYE, 2011). Na medicina popular, os 6rgaos aéreos de V. amygdalina
sé@o usados principalmente como antipirético, laxante, antimalarico e antelminético (IGILE
et al.,, 1994; VIGNERON et al., 2005; AGRA et al., 2008). Estudos de diferentes extratos
mostraram antioxidante (IGILE et al., 1994; FAROMBI, OWOEYE, 2011). Essa espécie
nativa do Brasil pertence a familia Alismataceae. Triterpenos, esteroides e lignanas sao
0s principais constituintes quimicos do género Vernonia, sendo que os flavonodides e as
lactonas sesquiterpénicas sdo compostos mais frequentes (CARVALHO, COSTA, ABREU,
1999). O vernoniosideo A3 (Vernonia amygdalina) (JISAKA et al.,1993), e o vernoniosideo
B1 (Figura 4) sdo exemplos de compostos ativos com propriedades anti-helminticas
isolados (HUFFMAN et al., 1993).

Figura 4 Estruturas dos compostos vernoniosideo A3, vernoniosideo B1 isolados em Vernonia
amygdalina.

gy

vernoniosideo Ay vernoniosideo B,

Fonte: JISAKA et al.,1993; HUFFMAN et al., 1993

Eugenia florida € uma espécie endémica comumente encontrada em quase todo
territério brasileiro, principalmente nas regides sul e sudeste, na maioria das formacgbes
vegetais arbéreas, sendo comum na Mata Atlantica (LORENZI, 2000; CNCFLORA, 2016).
Eugenia florida é uma arvore, com 5-9 m de altura, com tronco castanho acinzentado e
pouco densa, com folhagem avermelhada ap6s brotag@o. As folhas sdo simples, opostas
de textura cartacea, glabras em ambas as faces, com base cuneada e 4pice acuminado.
As inflorescéncias apresentam-se em racemos auxiliares de 1-2 cm de comprimento, com
pilosidade hirta e flores perfumadas de cor branca. Esta espécie floresce em mais de uma
época do ano, predominado o periodo compreendido entre os meses de agosto e setembro.
O fruto é constituido por uma baga globosa, glabra, brilhante, com calice persistente, de
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cor vermelha ou preta quando madura, com polpa carnosa adocicada, contendo uma unica
semente. A frutificacdo ocorre nos meses de outubro e novembro com amadurecimento
principalmente em dezembro e janeiro (LORENZI, 2000; MUNIZ, 2008). Neste género ja
foram isolados flavonéides, taninos e terpenos. Os compostos terpénicos séo a outra classe
mais frequente observada no género Eugenia, sendo representados principalmente por
alguns esteroides, triterpenos pentaciclicos com esqueleto oleanano e lupano e (BARRETO
et al., 2013) e compostos fendlicos (BASTOS et al., 2019). Os compostos fendlicos das
espécies de Eugenia foram capazes de modular importantes biomarcadores de diabetes
(BASTOS et al., 2019). Bastos et al., (2019) avaliaram a atividade antioxidante dos extratos
pelo método DPPH. O extrato da hidroalc6olico da folha apresentou potencial atividade
sequestradora do radical DPPH muito proximo ao padrao da catequina (BASTOS et al.,
2019). Na avaliagdo dos parametros bioquimicos de ratos diabéticos tratados com o extrato
foram observadas reducdes significativas nos niveis séricos de glicose, frutosamina e
triglicerideos (38,0%, 31,0% e 19,7%, respectivamente), bem como aumento do colesterol
HDL (10,3%). A administragdo do extrato nao teve efeito significativo na funcédo renal, na
atividade de AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase) se nos
demais parametros do perfil lipidico (BASTOS et al., 2019). Além disso, houve melhora dos
danos hepéticos e renais nos animais diabéticos tratados, por meio da redugao dos valores
do malondialdeido (MDA, C3H402; produto da peroxidacgao lipidica) de 17,3% no figado e
13,8% nos rins (BASTOS et al., 2019).

A identificacdo e quantificacdo de substancias fenoélicas (tornou-se uma tarefa
complexa, com elevado grau de dificuldade metodoldgica e varios métodos espectroscopicos
e cromatograficos sdo usados para determinar compostos fenélicos totais em amostras de
plantas (BASTOLA et al., 2017). As técnicas cromatograficas incluem cromatografia gasosa
(CG), cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa (CG-EM), cromatografia
liquida de alta pressdo (CLAE) e cromatografia liquidade de alta eficiencia acoplada a
espectrometriade massa (CLAE-EM) (BASTOLAetal.,2017). No entanto, a determinagéo de
fendlicos por métodos cromatograficos é cara, requer tempo consideravel para preparacéo
de amostras e técnicos altamente treinados. Os métodos espectrofotométricos, por serem
convenientes, simples e reprodutivos, sdo os mais utilizados para a determinacdo de
fendlicos totais em espécies vegetais (BASTOLA et al., 2017). Estes métodos fundamentam-
se na medicdo da absorbancia, ou capacidade de absorcdo de luz radiante, por uma
solugéo, efetuando curvas padrdao de concentragées conhecidas, para comparacdo. Na
literatura, ha um numero consideravel de testes quimicos e bioquimicos para avaliacéo de
atividades antioxidantes in vitro de compostos, fragbes, extratos organicos ou moléculas
puras. Esses testes sdo ferramentas importantes para o rastreio de compostos bioativos
sintéticos e naturais.

Devido a complexidade da composicédo desses nas plantas, a separagdo e o

estudo individual de cada substancia antioxidante s@o praticamente inviaveis e custosos.
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Além disso, estes podem auxiliar na escolha das espécies de planta, determinar o grau
de maturagao, identificar condicbes ambientais ideais para isolamento de substancias
antioxidantes, detectar a presenca de substancias antioxidantes em alimentos como
frutas, legumes e bebidas para estudos quimicos e farmacol6gicos posteriores. Os testes
antioxidantes em alimentos, plantas e sistemas biolégicos podem ser classificados em
dois grupos: 0s ensaios usados para avaliar peroxidacao lipidica (um lipidio ou substrato
lipoproteico, sob condi¢cdes padréo, € usado e o grau de inibicao da oxidagéo é medido) e os
ensaios usados para medir a habilidade de sequestro de radicais livres. A necessidade em
se ter testes mais rapidos e eficientes para identificacdo e quantificacdo de determinadas
classes de compostos fenolicos promoveu a formagéao de métodos para avaliar a atividade
de antioxidantes naturais. Contudo, ndo ha um método simples e universal para determinar
quantitativamente a atividade antioxidante. Os métodos mais utilizados na avaliagdo do
potencial antioxidante e redutor, principalmente de fontes naturais, sdo os métodos DPPH,
ORAC e ABTS (ALVES et al., 2010).

Sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é um dos métodos
considerados, do ponto de vista metodolégico, dos mais faceis, precisos e reprodutivos
na avaliacdo da atividade antioxidante de flavonoides e terpendides proveniente de
diferentes matrizes (ALVES et al., 2010; BRAND-WILLIANS et al.,, 1995). A molécula
de DPPH corresponde a um radical livre (deslocalizagdo do elétron desemparelhado
por toda a molécula) e estavel. A molécula apresenta coloracdo violeta e, absorve no
espectro eletromagnético na regido do Ultravioleta/ visivel (UV/ vis) em etanol Imax em
aproximadamente 515 nm. Este método baseia-se na capacidade antioxidante de uma
determinada substancia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina (ALVES et
al, 2010). A hidrazina é obtida com mudanca simultanea na coloragéo de violeta a amarelo
palido. A interacado do antioxidante com o DPPH depende de suas conformagdes estruturais
e do numero de grupos hidroxilicos disponiveis (BRAND-WILLIANS et al., 1995). A melhor
interpretacdo dos resultados do método DPPH é através da CE50 (concentragdo efetiva
necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH da solugdo) ou CI50 (concentragédo
inibitoria para inibir 50% de uma determinada concentra¢do de radical). O valor de CI50 é
definido como a capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres
DPPH presentes na solugéo, portanto quanto menor o valor de CI50 maior a atividade
antioxidante do extrato (ARBOS et al., 2013; ATMANI et al., 2009). Contudo, o mecanismo
parece ser muito mais complexo, necessitando de um estudo posterior mais aprofundo,
para grande parte das moléculas testadas.

O método ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) é simples e sensivel,
mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxil que sdo gerados por
uma fonte radicalar, AZPH [dicloreto de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)] a 37°C, com
oxigénio atmosférico, que reage com o indicador fluorescente para formar um produto
nao fluorescente. Este pode ser medido por espectrofotometria com maxima emisséao de
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fluorescéncia (SALVADOR, et al., 2006). De modo geral, este ensaio avalia a atividade
antioxidante através da inibicdo da oxidacéo, induzida pelo radical peroxil, por transferéncia
de atomos de hidrogénio. A atividade antioxidante de uma dada substancia é determinada
através da diferencga entre a drea da amostra subtraida pela &rea do branco, medida pelo
decaimento da fluorescéncia com a adicdo da substancia antioxidante no decorrer do
tempo (OU et al., 2001).

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2’ azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] é bastante utilizado. O método ABTS e o DPPH
apresentam boa estabilidade em certas condi¢cdes de analise. Contudo, existem diferencas
importantes quanto a forma de manuseio e estrutura quimica destes dois reagentes. O
DPPH apresenta-se como um radical livre e ndo ha a necessidade de preparo. Enquanto,
o radical ABTS deve ser gerado por reacdes enzimaticas ou quimicas. Outra diferenca é
que o ABTS pode ser solubilizado em meios organicos e aquosos nos quais a atividade
antioxidante pode ser determinada, ja o DPPH somente pode ser solubilizado em meios
orgéanicos, especificamente alcodlicos (ARNAO, 2000). O método do ABTS foi relatado
primeiramente por Miller e Rice-Evans et al. (1993) e mais tarde adaptado por RE, et al.
(1999). O método consiste no monitoramento do decaimento do cation-radical ABTS+,
produzido pela oxidacdo do ABTS, gerado apds adicdo de uma amostra contendo
antioxidantes. Na auséncia de fenois, o ABTS+ é estavel. Ele reage energeticamente com
um doador de atomo de hidrogénio, como fendis, sendo convertido em uma forma néo
colorimétrica do ABTS. A extensa@o da perda de cor e quantificacdo da porcentagem de
inibicdo do ABTS* é determinada em fun¢do do Trolox um padréo submetido as mesmas
condi¢des de analise do antioxidante. O método € aplicavel ao estudo de antioxidantes
hidrossoluveis e lipossollveis, compostos puros e extratos vegetais (RE et al., 1999). A
vantagem do método esta na sua relativa simplicidade o que permite sua aplicagdo em
rotinas de laboratoério. Além disso, 0 método ABTS+ pode ser avaliado em diferentes faixas
de pH, o que torna essa metodologia importante para o conhecimento do efeito do pH em
mecanismos oxidantes (STRATIL et al., 2006).
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2- OBJETIVOS

2.1 Geral

Diante do exposto, este trabalho tem como principal objetivo avaliar, preliminarmente,
a atividade antioxidante e a concentracao inibitoria efetiva necessaria para sequestrar 50%
dos radicais DPPH da solugéo (Cl, ) determinar a concentragéo de substancias fenolicas
e flavonoides foliares das fragGes oriundas dos extratos brutos etandlicos individuais
de folhas secas e moidas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia
pachystachya Trécul e Eugenia florida DC., ricos em compostos fenolicos e que ndo fazem
parte da lista da RENISUS (Relag&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS),
a fim de que estes, em breve, possam auxiliar como praticas integrativas e complementares
em saude, na batalha de doencgas virais como o COVID 19,

2.2 Especifico

+  Obter os extratos brutos individuais de folhas secas e moidas de Vernonia
amygdalina, Cecropia pachystachya Trécul e Eugenia florida DC;

»  Fracionar os extratos brutos etandlicos individuais de folhas secas e moidas
de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya Tréecul e Eugenia florida DC
através de particao liquido — liquido;

+  Determinar a teor de flavondides (método Sousa et al., 2015) e fendlicos totais

(método adaptado de Hagerman & Butler e Waterman & Mole);

+ Avaliar a atividade antioxidante dos extratos brutos e algumas fragbes frente
ao radical livre de DPPH e determinar concentrag@o efetiva necessaria para
sequestrar 50% dos radicais DPPH da solugéo (Cl,).

2- Objetivos
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia de obtencéao dos extratos brutos e particionados de folhas secas e
moidas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia pachystachya Trécul e
Eugenia floridaDC., assim como a avaliagao da atividade antioxidante dos extratos particoes
frente ao radical livre de DPPH, e a determinagéo do teor de flavonoides e fendlicos totais
foram realizados no periodo julho de 2021 a setembro de 2022 no Laboratério de Quimica
da Biodiversidade (LQB/PAF) — Fiocruz Mata Atlantica. A concepg¢édo do projeto, assim
como a avaliacdo dos resultados foram realizados no LAQB/ UERJ-ZO. Os procedimentos

experimentais realizados estdo descritos a seguir.

3.1 Coleta e preparo dos extratos brutos e fracées

As partes aéreas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia
pachystachya Trécul e Eugenia florida DC. foram coletados individualmente na area de
plantio do Laboratério de Quimica da Biodiversidade (LQB/ PAF) — Farmanguinhos- Fiocruz
(Curicica- Jacarepagua), e submetido ao processo de secagem em estufa com circulagéo
forcada de ar a 40°C (Marca: Solob; Modelo: SL/1021490 -série 14.113), até atingir o
peso constante. Apés a desidratacdo, o material seco foi triturado em moinho de facas
(Moinho MA680; Marca Marconi; Malha granulométrica: 0,85 milimetros; série: 992435)
e acondicionado ao abrigo de luz e umidade. Uma amostra de aproximadamente 300 g
de folhas secas e moidas de Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia
pachystachya Trecul e Eugenia florida DC. foram colocadas, individualmente em trés
cartucho de filiro de papel e, adaptado a trés extratores soxhlet com 1 L de etanol cada
(PA 95%- Alphatec). Os extratos etandlicos isolados foram concentrados em evaporador
rotatério (Evaporador Rotativo MARCONI 2000), os residuos obtidos foram liofilizados por
48 horas (Liofilizador LIPTOP K105) e, posteriormente, depositado no banco de extrato do
Laboratorio (Tabela 1) de Quimica da Biodiversidade (LQB/ PAF — Fiocruz).

3.2 Particionamento dos extratos

Uma aliquota de cada extrato bruto etandlico (2 g) de folhas secas e moidas de
Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia pachystachya Trécul e Eugenia
florida DC. (2 g) foram submetidos a cinco extragcbes com 40 mL dos solventes: hexano,
diclorometano, acetato de etila, butanol e agua, sucessivamente (Tabela 1; Figura 5). Em
seguidas as fragbes foram concentradas em evaporador rotatorio (Evaporador Rotativo
MARCONI 2000), e as fragcdes obtidas foram liofilizadas por 48 horas (Liofilizador LIPTOP
K105). A agua utilizada foi obtida pelo Sistema Milli-Q Plus — Millipore®/Millipore Corporation
(EUA), com filtros de membrana Millipore 0,45 mL). Ja os solventes utilizados nas obtencoes
dos extratos e fragbes eram de grau cromatografico da marca Alphatec 95%.

3 Material e métodos
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Figura 5 Fluxograma do fracionamento de uma aliquota (2g) dos extratos brutos etanélicos das folhas
secas e moidas de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida.

Extrato Etandlico liofilizado (2 g)

| (1) SolugSe em MeOH; Agua (1:1)]. 120 mL

‘ Solugdo MeOH: Agua (1:10) (v:v)

| (2} »- Hexana, Sx 40 mL

Fragdo Hexano ‘ Solugio MeOH: Agua (1:10)

[ B0 5x 40 mL

Fracdo

‘ Solugdo MeOH: Agua (1:10) Diclorometano

| (] Acetato de etila, 5x 40 mL

‘ Solugio MeOH: Agua (1:10)

T5] - Butanal, 5x 40 mL

Fragio BuOH

Fragdo Acetato de Etila ‘

Fragdo Aquosa

Fonte: O proprio autor

Tabela 1 Rendimentos dos extratos brutos hidroalcéolicos (300 g) obtidos das folhas secas e moidas
das espécies Cecropia pachystachya, Vernonia amygdalina e Eugenia florida.

Rendimentos dos extratos brutos hidroalcoolicos (300 g) obtidos das folhas secas e moidas das
espécies Cecropia pachystachya, Vernonia amygdalina e Eugenia florida.

C. pachystachya V. amygdalina E. florida
Peso do % de Peso do % de Peso do renZ?n?znto
material rendimento material rendimento material (mg)
Extrato Bruto
(300gde
folhas secas 109,1390 g 36,38 109,567 g 36,52 72,9759 28,32
e moidas)
Fracao
Hexano 38,394 mg 1,91 52,512 mg 2,62 13,044 mg 0,65
Fragdo DCM 14,850 mg 0,74 36,725 mg 0,84 17,724 mg 0,89
Fracdo AcOEt | 8,890 mg 0,44 14,170 mg 0,71 15,351 mg 0,77
Fragdo BuOH 21,642 mg 1,08 18,752 mg 0,94 2,000 mg 0,18
Fracéo . o -
aquosa® 83,776 mg 29,25 122,187 mg 40,72 48,119 mg 16.03

Legenda: DCM= Diclorometono; AcOEt= Acetato de etila; BuOH= Butanol, * fragcdo aquosa a ser
liofilizada; ** resultado esperado.

Fonte: O autor
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3.3 Determinacéo de flavonodides totais

Para a determinacdo quantitativa de flavonoOides totais presentes nos extratos
etandlicos e de folhas secas e moidas de Cecropia pachystachya, Vernonia amygdalina
e Eugenia florida foi utilizado o método do cloreto de aluminio (SOUSA et al, 2015).
Este método baseia-se na complexagéo do cation aluminio (Al*®), da solugdo AICI,, com
as moléculas de flavondides presentes na amostra, formando um complexo estavel de
coloracao amarela, cuja intensidade & proporcional a concentracdo de flavondides na
amostra. Dessa maneira foi possivel determinar a quantidade de flavondides, evitando-se
a interferéncia de outras substancias fenolicas, principalmente os acidos fendlicos, que
invariavelmente acompanham os flavondides nos tecidos vegetais. O complexo gerado
absorve em comprimento de onda bem maior do que o flavondide sem a presenca do
agente complexante (cloreto de aluminio) (desvio batocréomico). Os acidos fendlicos,
mesmo os que formam complexos com AICI,, absorvem em comprimentos de onda muito
inferiores, evitando-se dessa maneira interferéncias nas medidas de absorbancia (SOUSA
et al, 2015). A leitura foi feita em Espectrofotdmetro UV/ vis (Espectrofotémetro Shimadzu
modelo: UV/PC 1601), em 455 nm, utilizando-se 0,5 g cloreto de aluminio dissolvido em
metanol. Em seguida, transferiu-se esta solucdo para um baldo volumétrico de 10,0 mL
e avolumou-se com metanol. A curva de calibragédo (Figura 6) foi obtida a partir de uma
solugdo mée com 2,0 mg de quercetina. A solucéo foi transferida para um baldo volumétrico
de 10,0 mL e avolumada com metanol. Aliquotas de 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 L
foram transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL. Adicionou-se 1,0 mL da solugcéo
de cloreto de aluminio e avolumou- se com metanol (Tabela 2). A leitura foi realizada em
triplicata em 455 nm. Transferiu-se 20,0 mg de extrato para um baldo volumétrico de 10,0
mL e completou- se com metanol. Uma aliquota de 5,00 mL foi transferida para um baléao
volumétrico de 20,0 mL, adicionou-se 1,0 mL da solugéo de AICI, e avolumou-se com
metanol. A leitura foi realizada em triplicata em 455 nm (NOBREGA, 2012).

Tabela 2 Dados obtidos para a construgéo da curva de calibragdo Quercetina (455 nm).

AICI3 Quercetina Absorbancias
~ ~ DESVIO
mL/ solucéo Concentragao (ug 3 PADRAO CV%
mae /mL) Rep 1 Rep 2 Rep 3 MEDIA
0,1 2,15 0,178 0,181 0,190 0,18 0,01 3,41
0,2 4,3 0,254 0,244 0,237 0,25 0,01 3,49
0,4 8,6 0,556 0,534 0,531 0,54 0,01 2,53
0,6 12,9 0,801 0,809 0,822 0,81 0,01 1,31
0,8 17,2 1,084 1,090 1,089 1,09 0,00 0,30
1 21,5 1,304 1,325 1,301 1,31 0,01 1,00

Fonte: O proprio autor
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Figura 6 Curva de calibragéo da Quercetina
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Fonte: O préprio autor

3.4 Determinacao de fendlicos totais

Para a determinacdo quantitativa de substéncias fenoélicas totais presentes
nos extratos etanolicos de folhas secas e moidas de Cecropia pachystachya, Vernonia
amygdalina e Eugenia florida, foi utilizado o método adaptado de Hagerman & Butler (1978)
e Waterman & Mole (1987). Nesse método a reacdo de complexagédo do cloreto férrico
com fendis produz uma coloragéo que pode ser medida em 510 nm no Espectrofotdmetro
UV/ vis. A solugéo de cloreto férrico foi preparada com 1,62 g de FeCl,. Em seguida
transferiu- se a amostra para um baldo volumétrico de 1000 mL e avolumou-se com uma
solugdo de HCI 0,001 M. Outra solugéo foi preparada com 1,0 g de dodecil sulfato de
sédio. Em seguida transferiu-se esta solugdo para um baldo volumétrico de 100,0 mL,
onde adicionou-se 5,0 mL de triatenolamina e, em seguida, completou-se agua destilada. A
curva de calibragéo (Figura 7) foi preparada a partir de uma solu¢ao mae com 10,0 mg de
acido tanico, transferido para um baldo volumétrico de 10,0 mL, em seguida, completou-
se agua destilada. Aliquotas de 1,0 mL foram transferidas para um balé&o volumétrico de 5
mL, juntamente com1,0 mL da solugéo de cloreto férrico e 2,0 mL da solugdo de dodecil
sulfato de sodio, em seguida, completou-se agua destilada. Foram transferidas aliquotas
de 200, 400, 600, 800 e 1000 pL para balées volumétricos de 10,0 mL avolumados com
agua destilada. Transferiu-se 10,0 mg de extrato para um baldo volumétrico de 100 mL,
solubilizou-se com 10 mL de agua destilada. Logo a seguir, adicionou-se 1,0 mL da solugéo
de cloreto férrico e 2,0 mL da solugéo de dodecil sulfato de sédio e, em seguida, completou-
se agua destilada. A leitura foi realizada em triplicata em 510 nm (NOBREGA, 2012).
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Figura 7 Curva de calibragéo do Acido tanico
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Fonte: O proprio autor

3.5 Ensaio de atividade antioxidante

A atividade antioxidante de extratos brutos etandlicos, foram avaliados por método
espectrofotométrico baseado no sequestro do radical livre 2,2-difenil- 1 -picril-hidrazil
(DPPH), por antioxidante produzindo um decréscimo da absorbancia (BRAND-WILLIANS
et al.,1995). A solugdo de DPPH (Sigma Aldrich) 60 M foi preparada diluindo 4,8 mg de
DPPH em um balédo volumétrico de 100 mL de metanol (Alphatec, 95,0%). Posteriormente,
solugbes com as concentracoes (0 a 60 pyM), foram obtidas conforme Tabela 4. Em
ambiente escuro, foi transferida a aliquota de cada solugédo de DPPH para a cubeta do
espectrofotometro (Espectrofotdbmetro Shimadzu modelo: UV/ vis), onde as leituras foram
realizadas a 515 nm. Foi utilizado metanol como branco para enquanto o branco de apenas
o metanol. (RUFINO et al., 2007). As amostras foram mantidas em repouso por 30 minutos
ao abrigo da luz. Em seguida transferiu-se uma aliquota de, aproximadamente, 4 mL de
cada solucdo de DPPH (10 pyM, 20uM, 30 pyM, 40 uM, 50 uM e 60 pyM) para cubetas de
vidro e realizou-se a leitura em espectrofotémetro a 515 nm (Espectrofotdbmetro Shimadzu
modelo: UV/PC 1601; Tabela 5). A partir das leituras obtidas, foi construido um gréafico onde
as concentracdes de DPPH (uM) foram inseridas no eixo X e as respectivas absorbancias
no eixo Y. A equacédo da reta (Figura 8) foi obtida a partir da regresséo linear dos pontos
obtidos (NOBREGA, 2012).

Uma aliquota do extrato bruto etandlico (10 mg) de folhas secas e moidas de Vernonia
amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida. foram diluidos, separadamente, em 5
mL de metanol em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 0,1 mL de cada do extrato
para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (60 yM). Posteriormente, as amostras de
cada planta foram mantidas em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz, procedeu-se entao
a leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu modelo: UV/PC 1601). As leituras (515 nm) foram
monitoradas a cada minuto, até observacao estabilizagédo da redugéo da absorbancia (Tabela
5, Figura 8). Apés as leituras, 0 Y da equacgéo da reta foi substituido pelo valor correspondente
a metade da absorbancia inicial do controle negativo para encontrar o consumo em yM de
DPPH que corresponde a metade da concentragéo inicial de DPPH, e em seguida, esse valor
foi convertido para grama de DPPH através da equacgéo da Figura 9.
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Tabela 3 Dados obtidos para a construgdo da curva de calibragdo Acido tanico (510 nm)

FeClI3 Acido Tanico Absorbancias
. DESVIO | oo
mL/rfgggao Concentracdo (ug/mL) | Rep1 | Rep2 | Rep3 | MEDIA | PADRAO

0,2 20 0,037 0,030 0,024 0,03 0,01 21
0,4 40 0,054 0,061 0,072 0,06 0,01 15
0,6 60 0,093 0,083 0,079 0,09 0,01 8
0,8 80 0,096 0,116 0,141 0,12 0,02 19

1 100 0,146 0,176 0,177 0,17 0,02 1

Fonte: O proprio autor

Tabela 4 Preparo das solugées para curva do DPPH

Solug&o de DPPH (mL)

Alcool metilico (mL)

Concentracgéo final de DPPH

(uM)

0 10 0
1,7 8,3 10
3,3 6,7 20
5,0 5,0 30
6,7 3,3 40
8,3 1,7 50
10 0 60

Fonte: O préprio autor

Tabela 5 Dados obtidos para a constru¢é@o da curva de calibragéo a 515 nm do DPPH

ConcentragdopM | Replica 1 | Replica 2 | Replica3 | MEDIA EESQ{IZI\(S CV% | DPPH
10 0,0480 | 00460 | 00470 | 00470 | 00010 | 21277 | 3,943
20 0,160 | 04150 | 0,160 | 0,157 | 00006 | 04992 | 7.886
30 0,1660 | 0,1630 | 0,1630 | 0,1640 | 0,0017 | 1,0561 | 11.829
40 0,2230 | 02200 | 02230 | 02220 | 00017 | 07802 | 15772
50 0,2930 | 02960 | 0,2960 | 02950 | 00017 | 05871 | 19.715
60 0,3800 | 03900 | 04050 | 03917 | 00126 | 32127 | 23.658

Legenda: CV %= percentagem do coeficiente de variacdo; M = micromolar Fonte: O préprio autor
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Figura 8 Curva de Calibragdo do DPPH
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Figura 9 Equagéo de converséo para g DPPH
g de DPPH= (uM DPPH/ 1000.000).394,3 (massa molecular do DPPH) (Equagéo 1)

Fonte: O proprio autor

A partir da avaliacdo da faixa de concentragéo ideal, por analise de regresséo
(Figura 10), calculou-se entdo a concentracdo de extrato necessaria para captar 50% dos
radicais livres (Figura 11). Para isso, os extratos brutos etanélicos (12 mg) de folhas secas
e moidas de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida foram diluidos,
separadamente, em 100 mL de metanol. Uma aliquota (2 mL) de cada extrato bruto diluido
foi transferido para um tubo de ensaio e avolumou-se com 2,0 mL de metanol (solugéo
A). Desta solugéo A retirou-se 2,0 mL e avolumou-se com 2,0 mL de metanol (solu¢do B).
Repetiu-se este processo de diluicao seriada obtendo sucessivamente as solugdes C, D e
E; cada solucdo obtida equivalia as concentra¢des de: 12 mg/ 100 mL (A), 6 mg/ 100 mL
(B), 3 mg/ 100 mL, (C), 1,5 mg/ 100 mL (D) e 0,75 mg/ 100 mL (E).

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 0,1 mL de cada diluigcdo seriada
(A- E) do extrato para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (60 pyM). Posteriormente,
as amostras de cada planta foram mantidas em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz,
procedeu- se entdo a leitura em espectrofotdmetro (Espectrofotdbmetro Shimadzu modelo:
UV/PC 1601) em comprimento de onda de 515 nm. As leituras foram monitoradas a cada
minuto, até observacgao estabilizagdo da redugao da absorbancia. Utilizou-se alcool metilico,
como branco, para calibrar o espectrofotdmetro. Plotou-se as concentragbes de DPPH
(M) no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo Y e calculou-se a equacao da reta. Os
valores de Cl,, foi calculada partir de cada equag&o da reta obtida dos extratos e fragbes de
Cecropia pachystachya, Vernonia amygdalina e Eugenia florida (Figura 11). A concentracéo
inibitoria (Cl, ) refere-se a minima concentragéo necessaria de antioxidante para inibir 50%

de uma determinada concentragéo de radical. Ja a concentragéo de eficiéncia (CE, ; Figura

50;
11) é definida pela quantidade de antioxidante necessaria para reduzir 50% da quantidade
inicial de radical, obtida a partir da raz&o entre o valor de Cl_, e da concentragéo inicial do

radical (SAVATOVIC et al., 2012).
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O valor de CE,, é obtido a partir da razéo entre o valor de Cl,; e da concentragéo
inicial do radical. A concentragéo inicial de DPPH é determinada a partir da média das
absorbancias das amostras controle, no tempo zero, com o uso da equagéo da reta da
curva de calibragéo de DPPH. O valor de Cl,; é definido como a capacidadedo agente
antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres DPPH presentes na solugdo, portanto
quanto menor o valor de Cl, maior a atividade antioxidante do extrato (ARBOS et al., 2013;
RUFINO et al., 2007).

Figura 10 Equivaléncia de Controle de DPPH

Y=ax-b Equacéo 2

Fonte: O préprio autor

Figura 11 Calculo da atividade antioxidante Cl , e CE;

(50 = b)
a [DPPH]_, = (Abs_

nirole

Clgy = 394,32

xatb)>x=500

Onde:
x=ClI, (mg/mL)
a= coeficiente angular
b= coeficiente linear

Onde:
b = Intercepgéo do eixo y
a = Inclinacao da reta

cl
50

CE. = ——/————
£~ [DPPH]_,

Fonte: MAGALHAES et al., 2018
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de calibracdo construida com a quercetina para obtencao de flavonodides
totais nas concentragbes 2,15; 4,3; 8,6; 12,9; 17,2 e 21,5 ug/mL promoveu a obtencao
do valor do coeficiente de linearidade (R?= 0,9969) e da equacéo da reta (y= 0,0606x +
0,0234). A leitura espectrofotométrica (Espectrofotometro Shimadzu modelo: UV/PC 1601)
foi feita em 455 nm e ftriplicata. Através da equacgéo da reta (y= 0,0606x + 0,0234) foi
possivel determinar o teor de flavondides totais presente no extrato bruto e fragées das
folhas secas e moidas de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida
(Tabela 6).

A curva de calibragdo construida com acido tanico permitiu a obtencao do teor
fendlicos totais nas concentragdes 20; 40; 60; 80 e 100 pg/ mL. A curva de calibragédo
promoveu a obtenc&o do valor de coeficiente de linearidade (R?= 0,985) e da equacgéo
da reta (y= 0,0014x + 0,0619). A leitura espectrofotométrica (Espectrofotometro Shimadzu
modelo: UV/PC 1601) foi feita em 510 nm, em triplicata. Através da equacgéo da reta obtida
(y=0,0014x + 0,0619) foi possivel determinar o teor de fenodlicos totais dos extratos brutos e
particionados das folhas secas e moidas de Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya
e Eugenia florida (Tabela 7).

A Tabela 6 revelou que os extratos de Cecropia pachystachya (2,90%) e Eugenia
florida (2,13 %) apresentaram o teor de flavonéides maior do que V. amygdalina (1,71%). As
fracdes acetato de etila de C. pachystachya (8,80%) e E. florida (5,78%) apresentaram maior
teor de flavonoides quando comparado com o de V. amygdalina (1,71 %). Observamos que
os flavonoéides de V. amygdalina concentraram-se, preferencialmente, na fragdo hexano
(Tabela 6). A curva de calibragdo construida para obtencdo de atividade antioxidante
(DPPH) nas concentragdes 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pyg/ mL (Figura 16). Esta apresentou
valor de coeficiente de linearidade de R? = 0,9859, e a equagdo dareta: y =0,0111x + 0,036.
A leitura espectrofotométrica (Espectrofotdbmetro Shimadzu modelo: UV/PC 1601) foi feito
em 515 nm, em triplicata (Tabela 6).

A Tabela 7 revelou que o extrato bruto (56%) e frag@o acetato de etila (47%) de
Cecropia pachystachya; fracao acetato de etila (35%) e butanol (38%) de Eugenia florida e
fragcdes hexano (18 %) e acetato de etila (28 %) de Vernonia amygdalina apresentaram os
maiores teores de polifendlicos.

Tunasamy, Suryadevara & Athimoolam (2019) determinaram que o conteudo dos
fendlicos (método Folin-Ciocalteau) e flavonoides totais (AICI3 &cido acético glacial,
solugcéo de piridina: etanol e solucdo de cloreto de aluminio) no extrato metanol, acetato
de etila e éter de petroleo das folhas de V. amygdalina. Estes resultados foram maiores
do que o obtido neste trabalho (Tabela 7). O extrato metanol das folhas de V. amygdalina
(TUNASAMY, SURYADEVARA & ATHIMOOLAM, 2019) foi significativamente maior (96,14
mg GAE/g extrato), juntamente, com o extrato acetato de etila (95,18 mg GAE/g extrato) e
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éter de petroleo (31,50 mg GAE/g extrato). Os teores de flavondides totais foram de 44,35
mL/ g, 42,52 mL/ g e 15,16 mL/ g de extrato para os extratos de metanol, acetato de etila
e éter de petroleo, respectivamente (TUNASAMY, SURYADEVARA, ATHIMOOLAM, 2019).
Estes resultados foram maiores do que os obtidos neste trabalho (Tabela 6), entretanto néo
podemos compara-los porque utilizamos metodologias diferentes.

Diversos fatores podem influenciar na capacidade antioxidante e no teor de
fendlicos totais dos extratos vegetais. Tais fatores podem justificar as variagcdes obtidas nos
resultados do presente trabalho em comparagéo aos trabalhos utilizados como referéncia.
Machado (2005), por exemplo, cita que fatores abi6ticos naturais como a radiagéo solar,
raios UV, periodos de seca ou chuva, nutrientes e estagbes do ano contribuem para a
alteragdo na concentracdo do contetdo dos fendlicos e, consequentemente, atividade
antioxidante dos extratos brutos. O aumento de temperatura, por exemplo, promove o
aumento no rendimento da extragdo de compostos fendlicos devido ao aumento da energia
cinética das moléculas. Dessa forma melhora a solubilidade e o coeficiente de difuséo
desses compostos, inclusive permitindo uma extragcdo mais rapida (THOO et al., 2010).
Ja a influéncia do solvente extrator se da pela estrutura quimica dos polifenéis. Essas
moléculas possuem propriedades hidrofilicas, pela possibilidade de as hidroxilas fazerem
ligacbes de hidrogénio, e hidrofdbicas, pela sua cadeia carbdnica. Assim, essas moléculas
séo soluveis em solventes organicos polares como metanol, etanol, acetona e agua. Esse
processo de solubilidade entre as fases é explicado pelo coeficiente de particéo (log P) em
que sdo consideradas as propriedades envolvidas nas interagdes intermoleculares entre
0s meios e o soluto estudado. Portanto, a polaridade do solvente € uma caracteristica
importante para determinar sua afinidade com esses compostos (OLIVEIRA et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2017; TSAO, 2010).

Temponi (2012) avaliou os teores de fendis e flavonoides totais equivalentes ao acido
galico e a rutina de V. polyanthes. Ele utilizou para a determinacao dos teores de fendis
totais o método de Folin-Ciocalteu e a quantificacdo dos teores de flavonodides totais foi
realizada por método espectrofotométrico acido acético glacial, solu¢éo de piridina: etanol
e solucao de cloreto de aluminio. Os teores de fenois totais de V. polyanthes variaram
de 0,76 a 18,63 g/100 g. As fra¢des butandlica (18,63 + 0,32) e residual (18,52 + 0,02)
apresentaram maiores teores de fenois totais quando comparadas com os demais produtos
analisados. Temponi (2012) observou que os teores de flavonoides totais variaram de 0,26
a 7,73 g/ 100 g no extrato etandlico e nas fragcbes avaliadas e a fracdo em acetato de
etila (7,73 + 0,14 g/100 g) produziu maior rendimento de flavonoides totais equivalentes
a rutina (TEMPONI, 2012). Apesar dos nossos resultados serem superiores aos obtidos
por Temponi (2012), ndo realizamos a mesma metodologia de extracéo e ensaios para a
determinacao de fendlicos (Tabela 7) e flavonoides (Tabela 6) descritos na literatura.

As Cecropia ou embaibas (LUENGAS-CAICEDO, 2005) sdo arvores pioneiras
que, no processo de formacéo florestal, possuem caracteristicas de alta resisténcia ao sol
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intenso e ao solo pobre de nutrientes. Luengas-Caicedo (2005) observou variagao sazonal
e intraespecifica durante a quantificagcdo do teor de polifendis totais (método de Folin-
Ciocalteau) e flavonoides (solucdo de cloreto de aluminio, acido acético glacial, piridina
etanol 20 %) nas folhas entre espécimes de C. glaziovii (nativos, cultivados e clones).
Luengas-Caicedo (2005) observou que a variagdo foi maior entre os espécimes nativos
do que entre os cultivados e clones. Foram detectadas diferengas entre os teores destes
metabdlitos entre os peciolos e as laminas foliares. Nas laminas foliares o teor de polifenois
totais variaram entre 1,9 % e 4,8 %, e os de flavonoides entre 0,3% e 3,8 %. Nos peciolos,
os teores de polifendis foram menores que 1% e, nos flavonoides estiveram entre 0,01% e
0,3%. Ja Costa & Hoscheid (2018) também usaram a quantificagdo de compostos fendlicos
totais por Folin-Ciocalteau para Cecropia pachystachya. Eles observaram que o teor das
substancias fendlicas foi, respectivamente, de 13,29 e 35,83 mg/ mL para os extratos
aquoso e etanodlico. Apesar dos nossos resultados serem superiores aos obtidos por
Luengas-Caicedo, (2005) e Costa & Hoscheid (2018), eles ndo puderam ser comparados
porque nao realizamos o mesmo procedimento para a determinagéo de fendlicos (Tabela
7) e flavonoides totais (Tabela 6).

Tabela 6 Determinagéo do teor dos flavondides totais do extrato e fragdes das folhas secas e moidas
de V. amygdalina, C. pachystachya e E. florida.

V. amygdalina

Er’gggé Abs Media | DP | CV% C°”nf|'_)(“9’ “’(';Zs)a o
Hexano | 0,454 | 0,455 | 0,460 | 046 | 000 | 070 7,14 250 | 2,86
DCM 0,067 | 0,063 | 0,065 | 0,07 | 000 | 308 0,69 250 | 0,27
AcOEt | 0279 | 0,288 | 0,279 | 0,28 | 001 | 1,84 4,27 250 | 1,71
Extrato | 0,279 | 0,288 | 0279 | 028 | 001 | 1,84 4,27 250 | 1,71
C. pachystachya
Erx;;tgé Abs Media | DP | CV% C°’:Tf|'_)(“ 9/ 'V('ﬁga o
Hexano | 0,643 | 0,639 | 0,650 | 0,64 | 001 | 086 10,42 250 | 4417
DCM 0,160 | 0,152 | 0,159 | 0,16 | 0,00 | 2,78 2,16 250 | 0,86
ACcOEt | 1,322 | 1,322 | 1,332 | 1,33 | 001 | 044 21,99 250 | 8,80
Extrato | 0,457 | 0,456 | 0,457 | 046 | 0,00 | 0,13 7,24 250 | 2,90
E. florida
Eﬁggg Abs Media | DP | CV% Corr‘TfI'_)(“g’ 'V(';Zs)a o
Hexano | 0,340 | 0,344 | 0343 | 034 | 000 | 061 5,30 250 | 2,12
DCM 0,251 | 0,238 | 0,242 | 024 | 001 | 273 3,63 250 | 1,45
AcOEt | 0883|0887 | 0,874 | 088 | 001 | 076 14,45 250 | 5,78
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Extrato |0,341 | 0,346 | 0,344| 0,34 | 0,00 | 0,73 | 5,33 | 250 | 2,13 |

Legenda: TFT = Teor de Flavonéides Totais; Abs = absorbancia; Conc. = concentragéo; CV =
coeficiente de variagéo; D.P = desvio padrao, DCM= Diclorometano; AcOEt= Acetato de etila

Tabela 7 Determinagéo do teor de fendlicos totais dos extratos bruto e fragbes das folhas secas e
moidas de V. amygdalina, C. pachystachya e E. florida.

V. amygdalina
Abs Media | D.P | CV% CO’;?I'_)(”Q’ 'V(';Zs)a TFeT %
Extrato | 0,107 | 0,109 | 0,108 | 0,11 | 0,00 | 003 32,93 2,0 16
Hexano | 0,114 | 0,113 | 0,108 | 0,11 | 0,00 | 2,88 35,55 2,0 18
ACOEt | 0,140 | 0,143 | 0,135 | 0,14 | 0,00 | 2,90 55,31 2,0 28
DCM | 0,054 | 0,056 | 0,051 | 0,05 | 0,00 | 469 5,88 2,0 -3
Butanol | 0,073 | 0,081 | 0,081 | 0,08 | 000 | 590 11,74 2,0 6
C. pachystachya
Er’g;itgé Abs Media | D.P | CV% CO’:T‘:I'_)(”Q/ 'V(';Sgs)a TFeT %
Extrato | 0,217 | 0,217 | 0,219 | 022 | 000 | 053 11,3 2,0 56
Hexano | 0,190 | 0,194 | 0,197 | 0,19 | 000 | 1,81 94,1 2,0 47
AcOEt | 0,199 | 0,202 | 0,202 | 0,20 | 0,00 | 086 99,4 2,0 50
DCM | 0,042 | 0,044 | 0,045 | 004 | 000 | 350 13,0 2,0 7
Butanol | 0,193 | 0,189 | 0,192 | 0,19 | 0,00 | 1,09 92,5 2,0 46
E. florida
Erxat;%tgé Abs Media | D.P | CV% Co’:‘fl'_)(”g/ 'V('ﬁ%s)a TeeT
Extrato | 0,122 | 0,105 | 0,106 | 0,11 | 001 | 0,89 35,1 2,0 18
Hexano | 0,159 | 0,162 | 0,161 | 0,16 | 0,00 | 0,88 70,5 2,0 35
AcOEt | 0,068 | 0,067 | 0,070 | 0,07 | 000 | 2,07 46 2,0 2
DCM | 0,100 | 0,102 | 0,100 | 0,10 | 0,00 | 0,00 27,7 2,0 14
Butanol | 0,710 | 0,470 | 0,169 | 0,17 | 0,00 | 042 77,0 2,0 38

Legenda: TFeT = Teor de fendlicos Totais; Abs = absorbancia; Conc. = concentragédo; CV = coeficiente
de variacéo; D. P = desvio padrdao; DCM= Diclorometano; AcOEt= Acetato de etila

Os resultados obtidos da capacidade antioxidante pelo método DPPH podem ser
apresentados como valor de CE50 ou CI50. Para a determinagédo do valor de CI50 do
extrato e das fragcdes de V. amygdalina, C. pachystachya e E. florida foram utilizadas as
equaclOes da reta geradas a partir dos dados da Tabela 8, substituindo o valor de y por 50
para obtencao da concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH. O
menor valor de CI50 significa, maior atividade antioxidante. (RUFINO et al., 2007). O CI50
para o extrato da folha seca e moida de V. amygdalina, C. pachystachya e de E. florida
foram, respectivamente, de 27,25 mg/ mL, 3,80mg/ mL e de 9,70 mg/ mL (Figura 12).
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Os resultados obtidos a partir dos dados (Tabela 9-12) da capacidade antioxidante
pelo método DPPH para determinagcéo do coeficiente de linearidade, equagdes da reta e
os valores de CI50 valores de CI50 das fragdes em butanol e hexano de C. amygdalina, C.
pachystachya e E. florida (Tabela 9 - 10 e Figura 13-14), acetato de etila de E. florida e C.
pachystachya (Tabela 11; Figura 15) e diclorometano de Vernonia amygdalina (Tabela 12;
Figura 16) foram descritos nas figuras 13 — 16. Vale ressaltar que somente algumas fra¢des
nao foram estudadas na totalidade devido ao término dos extratos brutos.

Velasquez et al. (2003) relatou que a redugéo do radical DPPH era dependente da
dose para o extrato etandlico C. pachystachya e Eugenia uniflora. O CI50 da fragdo aquoso
foi de 27,7 pg/ mL. Infelizmente, o autor ndo relatou a atividade do extrato etandlico.
Aragéo et al. (2010) citaram que o extrato metanoico C. pachystachya apresentou atividade
antioxidante relevante com CE50=3,1 mg/ mL e CE50=10,8 ug/ mL (poder de redugéo).
Os resultados foram comparados com os antioxidantes de referéncia da quercetina, rutina
e acido ascoérbico. O teor de flavonoides foi de 83 mg/ g planta e o de fendlicos foi de
326 mg/g planta. Observamos em nosso estudo que concentracdo inibitéria na fracéo
acetato de etila (CI50 = 2,51 mg/ mL; Figura 15), no extrato etandlico (CI50 = 3,80 mg/
mL; Figura 12) e na fragcdo hexano (CI50 = 5,42 mg/ mL; Figura 14). Ja na fragédo butanol
houve uma diminuicdo da capacidade antioxidante (CI50 = 23,04 mg/ mL; Figura 13).
Vale ressaltar que a fragdo acetato de etila de C. pachystachya apresentou o maior de
teor de flavonoides (8,80 %; Tabela 6). UGBOGU et al., (2021) citaram que a atividade
antioxidante do extrato metandélico de V. amygdalina foi determinada tratando ratos com
dose de 200 mg/ kg ap6s indugdo de dieta normal contendo 5% de Cycas revoluta (cicas).
Os resultados revelaram que a administracdo extrato etandlico de V. amygdalina induziu
um aumento nos niveis de MDA (malondialdeido) e redugé&o nos niveis de SOD (superoxido
dismutase) em comparagdo com o grupo controle. Além disso, o extrato etandlico de
V. amygdalina (0 — 30,51 g/ mL) inibiu a arginase. J4 Martins (2012) verificou, em seu
estudo, que o extrato da folha da Vernonia brasiliana quando comparado com espécies de
mesmo género apresentou maior atividade antioxidante que o extrato aquoso da folha da
Vernonia amygdalina, com CE50 igual a 600 pg/ mL; extrato etandlico da folha da Vernonia
condensata Baker, com CE50 de 56 pyg/ mL (DOUTRA et al., 2011) e menor atividade
que o extrato etandlico da folha da Vernonia polyanthes Less com CE50 de 10,54 pug/ mL
(ALVES & SOUSA, 2010). Martins, (2012) concluiu que os dados capacitavam o extrato
da folha da Vernonia brasiliana como um antioxidante promissor se comparado com as
outras Vernonias até entdo estudadas. J& YOURS et al., (2012) observou que em relagéo
ao extrato etanoico e as fragbes de V. polyanthes testadas, a fracdo em acetato de etila
foi a que apresentou maior atividade antioxidante, com um valor de CE50 igual a 4,28 ug/
mL. Oriakhi et al. (2013) e Alara, Abdurahman & Olalere (2020) revelaram que o extrato
etanolico de V. amygdalina apresentou um valor de CE50 igual 111,8 pg/ mL.
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O extrato bruto de Vernonia amygdalina, desenvolvido em nosso trabalho, apresentou
uma maior capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres DPPH
presentes na solugéo na fragcdo hexano e diclorometano ambas com CI150= 14,99 mg/ mL
(Figura 14 e 16, respectivamente) do que no extrato bruto etanélico (CI50 = 27,25 mg/ mL;
Figura 14) e fragéo butanol (C150= 22,48 mg/ mL; Figura 13). Vale ressaltar que os teores de
metabdlitos secundarios presentes nas plantas séo diretamente influenciados por uma lista
de fatores exteriores que levam a planta a ter uma concentragéo maior ou menor (GOBBO-
NETO & LOPES, 2007). Além disso, esses fatores também podem alterar a composi¢édo
quimica da planta, uma vez que sua composicdo também pode ser influenciada por
interacdes do tipo planta-planta, planta-animal e planta-microrganismos (ALVES, 2001).
Bastos et al., (2019) avaliou que a atividade antioxidante do extrato foliar hidroetandlico 70 %
de Eugenia florida foi 64,41 +1,48 [% de eliminagédo de DPPH (Concentragéo de 20 pg/ mL)
do extrato] e o CI50 foi .12,77 pg/mL. Considerando as analises estatisticas dos resultados
obtidos com a concentragdo de 20 ug/ mL, verificou-se que as amostras e os padrbes
apresentaram diferengas significativas no potencial como sequestradores de radicais
DPPH. Vale ressaltar que o valor de CI50 para o extrato (12,77 pg/ mL) foi ligeiramente
inferior ao valor obtido com os padrdes acido tanico (15,58 ug/ mL) e catequina (13,21
png/ mL), indicando excelente atividade antioxidante do extrato. Esse resultado se deve,
provavelmente, a presenga de uma grande variedade de compostos fendlicos identificados
no extrato por Bastos et al. (2019). Todas as substancias identificadas apresentavam
atividades antioxidantes consideraveis e um papel importante na quelacao de metais e na
eliminagcdo de ROS (BASTOS et al., 2019). Os valores de CE50 observada por Bastos et
al. (2019) foram mais proeminentes do que observados em outras espécies de Eugenia
(YADAV et al., 2014, CUNHA et al., 2016). A CI50 em nosso trabalho foi maior no extrato
bruto (9,70 mg/ mL; Figura 12) e na fracao acetato de etila (10,60 mg/ mL; Figura 15) de
Eugenia florida. Constatou-se que o uso de diferentes solventes influenciou no valor de C150.
Segundo Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2006), o tipo e a polaridade do solvente afetam
a transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio, consequentemente, influenciam no
potencial antioxidante. A presenca de compostos ndo antioxidantes nas solugdes testadas
também pode afetar o resultado. Além disso, é possivel também que fatores exteriores
como desenvolvimento e sazonalidade; indice pluviométrico e sazonalidade; temperatura
e altitude, entre outros possam ter contribuido com alteragdo da composicao quimica da
planta, uma vez que sua composicdo também pode ser influenciada por interagdes do
tipo planta-planta, planta-animal e planta-microrganismo (GOBBO-NETO & LOPES, 2007;
ALVES, 2001).
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Tabela 8 Dados do valor de DPPH extrato etanoico das folhas secas e moidas de Vernonia
amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida para a construgéo da curva de concentragcao

DPPH.
Vernonia amygdalina
DPPH Conc. 2 o
Ponto (mL) MeOH (ug/ mL) Abs Média | D.P CV %
1 =il 2 12 0,440 | 0,440 | 0,440 | 044 | 000 | 0,00
mae
2 P1 2 6 0,463 | 0,464 | 0,466 | 0,46 0,00 0,33
& P2 2 3 0,470 | 0,475 | 0,478 | 0,47 0,00 0,85
4 P3 2 1,5 0,485 | 0,483 | 0,483 | 0,48 0,00 0,24
5 P4 2 0,75 0,491 | 0,496 | 0,495 | 0,49 0,00 0,54
Cecropia pachystachya
Ponto | PPPH 1 vieon Conc. Abs Media | D.P | CV%
(mL) (pg/ mL)
Sol.
1 mae 2 12 0,164 | 0,172 | 0,172 | 0,17 0,00 2,73
2 P1 2 6 0,313 | 0,324 | 0,326 | 0,32 0,00 2,18
3 P2 2 3 0,390 | 0,397 | 0,397 | 0,39 0,00 1,02
4 P3 2 1,5 0,429 | 0,427 | 0,427 | 0,43 0,00 0,27
5 P4 2 0,75 0,436 | 0,448 | 0,446 | 0,44 0,00 1,45
Eugenia florida
DPPH Conc. -
Ponto (mL) MeOH (ug/ mL) Abs Média | D.P CV %
1 Sol mae 2 12 0,339 | 0,349 | 0,343 | 0,34 0,01 1,46
2 P1 2 6 0,416 | 0,413 | 0,419 | 0,42 0,00 0,72
S P2 2 3 0,451 | 0,456 | 0,455 | 0,45 0,00 0,58
4 P3 2 1,5 0,462 | 0,464 | 0,464 | 0,46 0,00 0,25
5 P4 2 0,75 0,470 | 0,475 | 0,473 | 0,47 0,00 0,53

Legenda: Legenda: DPPH = 2,2 — difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentragao; Abs.
absorbéancia; D. P = desvio padrao; CV = Coeficiente linear; Sol. mae= solugdo mae; MeOH= Metanol

Fonte: Proprio autor
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Figura 12 Curva de concentragcdo DPPH dos extratos das folhas secas e moidas de V. amygdalina, C.
pachystachya e E. florida
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Fonte: Proprio autor

Tabela 9 Dados utilizados para construgdo da curva de concentragdo DPPH das folhas secas e moidas
da fragdo butanol Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida.

Ponto D(r':i')* MeOH C°’r‘1‘1’|'_)(”9’ Abs Media | D.P | CV%
1 |so.mae| 2 12 | o564 | 0580 | 0549 | 056 | 002 | 275
2 P1 2 6 0,637 | 0637 | 0,642 | 0,64 | 000 | 045
3 P2 2 3 0,710 | 0712 [ 0,710 | 071 | 000 | 016
4 P3 > 15 | 0737 | 0737 | 0738 | 074 | 000 | o008
5 P4 2 075 | 0750 | 0758 | 0,755 | 075 | 000 | o054

DPPH Conc. (ug/

Ponto (mL) MeOH mL) Abs Media | D.P CV %
1 Sol. mae 2 12 0,525 | 0,538 | 0,539 0,53 0,01 1,46
2 P1 2 6 0,622 | 0,624 | 0,615 0,62 0,00 0,76
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3 P2 2 3 0,654 | 0,668 | 0,671 | 066 | 001 | 137
4 P3 2 15 | 0686|0690 | 0684 | 0690 | 000 | o044
5 P4 2 075 | 0693 | 0695|0707 | 070 | o001 | 1,08
|Eforiea ]
Ponto D(r';f')" MeOH CO’;;’I'_)(“g/ Abs Media | D.P | CV%
1 |so.mae| 2 12 | o489 | 0,492 | 0,488 | 049 | o000 | o043
2 P1 2 6 0,633 | 0,631 | 0,631 | 063 | 000 | 0,18
3 P2 2 3 0,706 | 0,710 | 0,708 | 0,71 | 0,00 | 0,28
4 P3 2 15 |0720| 0723|0721 | 072 | o000 ]| o021
5 P4 2 075 | 0734|0744 0745 | 074 |o000| o082

Legenda: DPPH = 2,2 — difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentragéo; Abs.
absorbancia; D. P = desvio padréo; CV = Coeficiente linear; Sol. mae= solugdo méae.

Fonte: Proprio autor

Figura 13 Curva de concentragcdo DPPH da fragéo butanol das folhas secas e moidas de Cecropia
pachystachya, Vernonia amygdalina e Eugenia florida.
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Fonte: proprio autor
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Tabela 10 Dados utilizados para construgdo da curva de concentracdo DPPH da fracdo hexano das

folhas secas e moidas Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida.

V. amygdalina

Ponto D(rfi')" MeOH 0(287' Abs Media | D.P | CV%
mL)
1 Sol mée 2 12 0542 | 0540 | 0,534 | 0,54 | 0,00 | 077
2 P1 2 6 0646 | 0649 | 0,644 | 0,65 | 000 | 0,39
3 P2 2 3 0,754 | 0,757 | 0,750 | 0,75 | 0,00 | 047
4 P3 2 15 0,765 | 0760 | 0,763 | 0,76 | 0,00 | 0,33
5 P4 2 0,75 0,775 | 0,780 | 0,774 | 078 | 0,00 | 0,41
C. paschystachya
Ponto D(IFTT)* MeOH 0(287' Abs Media | D.P | CV%
mL)
1 Sol mée 2 12 0154 | 0167 | 0,474 | 047 | 001 | 615
2 P1 2 6 0335 | 0336|0340 | 0,34 | 000 | 0,79
3 P2 2 3 0,446 | 0443 | 0438 | 0,44 | 000 | 0,91
4 P3 2 15 0501 | 0510 | 0,508 | 0,51 | 0,00 | 0,93
5 P4 2 0,75 0534 | 0532|0537 | 053 | 000 | 047
E. florida
Ponto | BPPH | MeoH 0(237 Abs Média | D.P | CV %
(mL) mL)
1 Sol mae 2 12 0,637 | 0640 | 0,646 | 0,64 | 000 | 0,71
2 P1 2 6 0690 | 0690 | 0,696 | 0,69 | 0,00 | 0,50
3 P2 2 3 0726 | 0731|0731 | 0,73 | 000 | 040
4 P3 2 15 0,746 | 0746 | 0,745 | 0,75 | 0,00 | 0,08
5 P4 2 0,75 0753 | 0756 | 0,755 | 0,75 | 0,00 | 0,20

Legenda: DPPH = 2,2 — difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentragéo; Abs =

absorbancia; D. P = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

Fonte: Proprio autor
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Figura 14 Curva de concentragdo DPPH do extrato das folhas secas e moidas fragdo hexano de
Vernonia amygdalina, Cecropia pachystachya e Eugenia florida.
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Fonte: proprio autor

Tabela 11 Dados utilizados para construgéo da curva de concentracdo DPPH da fragéo acetato de etila
das folhas secas e moidas de Eugenia florida e Cecropia pachystachya.

E. florida
Ponto | DPPH (mL) | MeOH | O Abs Média | D.P | CV%
(pg/ mL)
1 Sol. méae 2 12 | 0332 0333 | 0334 | 033 | 000 | 030
2 P1 2 6 0,508 | 05518 | 0,512 | 051 | 001 | 098
3 P2 2 3 0617 | 0624 | 0610 | 062 | 001 | 1,13
4 P3 2 15 | 0676 | 0679 | 0685 | 0,68 | 000 | 067
5 P4 2 075 | 0707 | 0715 | 0,713 | 0,71 | 0,00 | 059
C. pachystachya
Ponto | DPPH (mL) | MeOH | COn¢ Abs Média | D.P | CV%
(pg/ mL)
1 Sol. méae 2 12 | 0,066 | 0,067 | 0062 | 007 | 000 | 4,07
2 P1 2 6 0,239 | 0,236 | 0231 | 024 | 000 | 172
3 P2 2 3 0,351 | 0,349 | 0344 | 035 | 000 | 1,04
4 P3 2 15 |0406| 0417 | 0412 | 041 | 001 | 1,34
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| 5 | P4 | 2 | 0,75 |0,451| 0,430 | 0,445| 0,44 | 0,01 | 2,45 |

Legenda: DPPH = 2,2 — difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentragéo; Abs =
absorbancia; D. P = desvio padrédo; CV = coeficiente de variagcao

Fonte: Proprio autor

Figura 15 Curva de concentragcédo DPPH da fragé@o acetato de etila das folhas secas e moidas de
Cecropia pachystachya e Eugenia florida
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Fonte: Proprio autor

Tabela 12 Dados utilizados para constru¢éo da curva de concentracdo DPPH da fra¢é@o diclorometano
das folhas secas e moidas Vernonia amygdalina.

V. amygdalina

Ponto EZ:T; MeOH (H%??\EI:L) Abs Média | D.P | CV%
1 | Soimae | 2 12 | 0474 | 0447 | 0450 | o046 | 001 3,24
2 P1 2 6 |0575| 0578 | 0572 | o058 | 000 | 052
3 P2 2 3 | 0660|0670 | 0669 | 067 | 001 0,83
4 P3 2 15 | 0690 | 0,685 | 0,695 | 069 | 000 | 072
5 P4 2 075 |0740| 0759 | 0,752 | 075 | 0,01 1,28

Legenda: DPPH = 2,2 — difenil-1-picril-hidrazil; MeOH = metanol; Conc. = concentragéo; Abs =
absorbéancia; D. P = desvio padrédo; CV = coeficiente linear

Fonte: Proprio autor
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Figura 16 Curva de concentragcdo DPPH da fragéo diclorometano das folhas secas e moidas de

Vernonia amygdalina
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Fonte: Proprio autor
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5 CONCLUSAO

A pandemia do COVID-19 € uma ameaga significativa para a vida humana em todo
o mundo. Como ainda néo existe cura ou tratamento eficaz conhecido para o COVID-19,
todas as terapéuticas potenciais e estratégias de prevencdo que possam reduzir a
incidéncia ou gravidade da infecgéo sé@o de vital importancia. Terapias anti-inflamatorias,
enfoque do estado nutricional, ingestao de nutrientes e alimentos podem exercer efeitos
anti-inflamatérios, imunomoduladores, antitromboticas e antioxidantes podem prevenir ou
atenuar as manifestacdes inflamatérias e vasculares associadas ao COVID-19. Assim,
compostos com propriedades antioxidantes podem ser considerados na tentativa de reduzir
a “tempestade” de citocinas associadas a infecg¢ao pelo referido virus (DIAS et al, 2020).

A andlise preliminar da atividade antioxidante, concentracdo inibitoria efetiva
necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH da solucao (CI50), determinagéo de
concentracdo de substancias fendlicos e flavonoéides foliares totais das fragGes oriundas
das fragbes e dos extratos brutos etandlicos individuais de folhas secas e moidas de
Vernonia amygdalina (Delile) Sch.Bip. ex Walp, Cecropia pachystachya Trécul e Eugenia
florida DC permitiu observar que o uso de diferentes solventes afeta na transferéncia
de elétrons e de atomos de hidrogénio e, consequentemente, influenciam no potencial
antioxidante. Provavelmente, a presenca de compostos nao antioxidantes nas solugoes
testadas também afete no resultado.

O extrato bruto e a fragdo acetato de etila (47%) de Cecropia pachystachya (56%);
a fragdo acetato de etila (35%) e butanol (38%) de Eugenia florida e as fracbes hexano (18
%) e acetato de etila (28 %) de Vernonia amygdalina apresentaram os maiores teores de
fendlicos. A grande quantidade de teores de flavondides em algumas fragdes pode explicar
a alta concentracao de fendlicos totais encontrado nas fragdes hexano e acetato de etila
de Vernonia amygdalina e Cecropia pachystachya e na fragao acetato de etila de Eugenia
florida.

A capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres DPPH
presentes na solugéo (Cl, ) em Cecropia pachystachya foi maior na fragéo acetato de etila
(2,51 mg/ mL), no extrato etandlico (3,80 mg/ mL) e na fragdo hexano (5,42 mg/ mL). Ja
na fracdo butanol houve uma diminuicdo da capacidade antioxidante (23,04 mg/ mL). Vale
ressaltar que a fragédo acetato de etila de Cecropia pachystachya apresentou a o maior de
teor de flavonéides (8,80%). Ja a CI50 de Vernonia amygdalina foi maior na fragdo hexano
e diclorometano ambas com 14,99 mg/ mL) do que no extrato bruto etandlico (27,25 mg/
mL) e fragdo butanol (CI50= 22,48 mg/ mL).

Apesar deste estudo ter sido realizado no Laboratério da Plataforma Agroecologica
de Fitomedicamentos da Fiocruz, infelizmente, houve atraso para apresentagdo dos
resultados devido ao COVID, problemas técnicos em alguns equipamentos o que
ocasionaram mudangas no desenvolvimento da pesquisa. Pretende-se, futuramente,
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realizar estudos adicionais que quantifiquem outras classes de metabdlitos com acao
antioxidante nas espécies estudadas, obter as fra¢cdes diclorometano e acetato de etila

de Cecropia pachystachya e Eugenia florida e determinar o Cl,; calcular o CE,;; avaliar

50;
o potencial antioxidante da mistura das fracbes mais ativas e a realizar testes anti-

inflamatoérios com os extratos e fragdes isolados e associados.
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