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RESUMO

Erythroxylum suberosum A.St.-Hil. (Erythroxylaceae) é conhecida popularmente como “cabelo
de negro” e utilizada popularmente como antidiarreico, adstringente, antirreumatico,
anestésico e para indigestao. Esta espécie pode ser encontrada em ambientes iUmidos como
a Mata Atlantica, nas regides semiaridas e Cerrado. No presente trabalho, foi avaliada a
sazonalidade da atividade antioxidante da espécie E. suberosum A.St.-Hil. correlacionada
com o teor de hiperosideo e isoquercitrina. Foram feitas 4 coletas de folhas no periodo
compreendido entre novembro de 2013 a maio de 2014 e preparados extratos aquosos (EA),
etandlicos (EE) e hexanicos (EH) a partir das folhas secas. A avaliacdo do perfil
cromatogréfico dos extratos permitiu a identificacdo de isoquercitrina e hiperosideo nos
extratos EA e EE. No periodo avaliado, o teor de flavonoides nos extratos EA variou de 41, 8
png/mg a 23,3 pg/mg (hiperosideo) e 18,0 ug/mg a 12,9 ug/mg (isoquercitrina). Nos extratos
EE, hiperosideo e isoquercitrina foram quantificados entre 25,5 a 19,0 ug/mg e 10,9 a 14,4
png/mg, respectivamente. Para o ensaio de atividade sequestradora de radicais DPPH®*, todos
0s extratos mostraram atividade. O extrato mais ativo foi o EA2, referente a coleta em
novembro de 2013 (Clso= 4,45 pg/mL), semelhante ao padrdo BHT. Para o método de reducéo
do complexo fosfomolibdénio, os extratos referentes a coleta em agosto de 2013 EAL (186,28
pg/mL equivalente AA) e EE1 (206,39 pg/mL equivalente AA) foram os mais ativos. As
correlagbes relativas ao EA indicaram que a medida que os teores de isoquercitrina e
hiperosideo aumentaram, o poder antioxidante dos extratos pelo método do fosfomolibdénio
também aumentou, sendo encontradas correlacdes fortes positivas significativas. Desta
forma, a atividade antioxidante de EA pdde ser atribuida em grande parte a presenca destes
flavonoides. As correlacdes relativas ao EE indicaram que a medida que os teores de
isoquercitrina e hiperosideo aumentaram, o poder antioxidante dos extrato EE pelo ensaio de
atividade redutora de DPPH*reduziu. Desta forma, a atividade redutora de DPPH* de EE pode
nao ser atribuida a estes flavonoides. Foi também observado que a medida que a umidade
relativa aumentou, o teor de hiperosideo e isoquerctrina tendeu a diminuir, bem como a
atividade antioxidante. Por outro lado, o teor de hiperosideo e isoquercitrina foi inversamente
proporcional & reducdo da temperatura e diretamente proporcional que ao aumento da
radiagdo. Essa tendéncia foi observada também no que se refere a atividade antioxidante, o
aumento da temperatura e da radiacdo global incrementaram a atividade redutora de
fosfomolibdénio. Quanto a atividade sequestradora dos radicais DPPH*, a medida que a
radiacdo aumentou, a atividade tendeu a diminuir, apesar do aumento do teor dos flavonoides.
Os resultados obtidos revelaram que para obter um extrato a partir das folhas de E. suberosum
A.St.-Hil., o melhor periodo de coleta, para se obter melhores teores de isoquerctrina e
hiperosideo e maior atividade antioxidante, € no més de agosto. E o melhor solvente extrativo
foi a &gua, utilizando processo de infuséo.

Palavra-chave: Erythroxylum suberosum A.St.-Hil.; Atividade antioxidante; Hiperosideo;
Isoquerctrina; Sazonalidade.



ABSTRACT

Erythroxylum suberosum A.St.-Hil (Erythroxylaceae), is popularly known as "cabelo-de-nego"
and used for indigestion and as antidiarrheal, astringent, antirheumatic, anesthetic remedy.
This species can be found at Atlantic Forest, at the Semi-Arid and Savannah regions. In this
study, we evaluated the seasonality of the antioxidant activity of the species E. suberosum
A.St.-Hil correlated to hyperoside and isoquercitrin content. Leaves were collected during
August 2013, and May 2014. Aqueous (EA), ethanol (EE) and hexane (EH) extracts were
prepared from the dried leaves. The chromatographic profile of extracts shows isoquercitrin
and hyperoside. The flavonoid content on EA extracts varied from 41, 8 pg/mg to 23,3 ug/mg
(hyperoside), and from 18,0 pg/mg to 12,9 pg/mg (isoquercitrin), while EE extracts show
ranges of 25,5-19,0 ug/mg and 10,9-14,4 pg/mg to hyperoside and isoquercitrin, respectively.
All extracts presented antioxidant activity. For DPPH* assay, the most active extract was an
EA2, obtained from leaves collected in November 2013 (Clso = 4.45 pug/mL), similar to standard
(BHT). For the reduction of phosphomolybdenum complex method, EAL1 and EE1 extracts
(August 2013) - 186.28 ug/mL AA equivalent and 206.39 pg/mL AA equivalent, respectively —
were the most active. The correlations for the EA extracts indicated that as higher isoquercitrin
and hyperoside content, as higher antioxidant activity in both methods. Regarding DPPH*
assay, in EE, the concentration of isoquercitrin and hyperoside is inversely proportional to
antioxidant activity. It was also observed that as the rainfall was increased, flavonoid content
tended to decrease, as well as antioxidant activity measured by both DPPH*® and
phosphomolybdenum methods. Also, as the temperature decayed, the flavonoid content
tended to increase. Moreover, as the temperature and global radiation increased, the activity
by phosphomolybdenum method tended to increase, while for the DPPH* scavenging, as the
radiation is increased, the activity tended to decrease, despite the increased content of
flavonoids isoquercitrin, and hyperoside. The lack of correlation between radiation and activity
(by DPPH* method) confirmed the negative correlation between the observed radical
scavenging activity and content of flavonoids. The results showed that the best collection
period to obtain an extract from the leaves of E. suberosum A.St.-Hil, with high isoquercitrin
and hyperoside content, is August (dry weather). The extractive solvent to give best-improved
yields of these flavonoids was water, by using the infusion process.

Keyword: Erythroxylum suberosum A.St.-Hil; Antioxidant activity; Hyperoside; Isoquercitrin;
Seasonality.
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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1. Familia Erythroxylaceae e género Erythroxylum

A familia Erythroxylaceae apresenta distribuicdo pantropical com quatro
géneros e cerca 240 espécies, tendo seus maiores centros de extensa variedade e
incidéncia na Venezuela, Brasil e Madagascar (DALY et al., 2004; IRACEMA et al.,
2007). Erythroxylum P.Browne € o género que possui a maior quantidade de espécies,
com distribuicdo ampla, podendo ser vistas nos quatro continentes, principalmente na
América tropical (PLOWMAN et al., 2001). Os demais géneros, Aneulophus Benth.,
Nectaropetalum Engl. e Pinacopodium Exell & Mendonga, possuem poucas espécies
e se apresentam exclusivamente no continente africano (DALY et al., 2004,
PLOWMAN & HENSOLD, 2004).

Existem 230 espécies do género Erythroxylum, correspondendo a 97% das
espécies da familia Erythroxylaceae entre arvores e arbustos. Cerca de 187 destas,
podem ser encontradas na regido neotropical. Para identificacdo do género, se
considera as estipulas da planta, como uma parte importante a ser analisada
(PLOWMAN & HENSOLD, 2004; RIBEIRO et al., 2013).

O principal centro de diversidade e endemismo da Erythroxylum se concentra
na América do Sul, especialmente no Brasil e na Venezuela (PLOWMAN &
HENSOLD, 2004). Esse grupo disponibiliza uma grande versatilidade ecolégica, onde
as espécies podem ser encontradas tanto em ambientes Umidos, tais como: a Mata
Atlantica e a Floresta Amazbnica, como também, nas regifes semiaridas, tendo
ocorréncia em diferentes niveis de elevacfes, desde o nivel do mar, até habitats
montanhosos (DALY et al., 2004).

Os dados mais abrangentes para Erythroxylaceae no territério nacional foram
descritos por Peyritsch (1878) que descreveu 82 espécies de Erythroxylum,
pertencentes a quatro se¢des, embasado no tamanho e formato das folhas, morfologia
das sépalas e numero de flores na inflorescéncia. Outras informagdes sé&o
encontradas em descricbes de novas especies (AMARAL & LEONI, 1992;
PLOWMAN, 1983, 1986, 1987).

O interesse pelos estudos do género intensificou-se no século XIX, apds o
isolamento, em 1855, da substancia ativa (alcaloide) de Erythroxylum coca Lam, cujas

folhas apresentavam atividades farmacoldgicas e sdo ainda hoje empregadas pelos
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indigenas da regido andina da Ameérica do Sul (ZUANAZZI et al., 2001).
Quimicamente, o género caracteriza-se, pela presenca de alcaloides do grupo
tropano, dentre eles, destaca-se a cocaina, um alcaloide natural sintetizado por
Erythroxylum coca, util como anestésico local em pequenas cirurgias (BOHM et al.,
1982; GRIFFIN & LIN, 2000).

Porém, a cocaina ganhou visibilidade por sua atuagéo psicoativa no Sistema
Nervoso Central (SNC), tornando-se atualmente um dos grandes problemas da salde
publica no mundo, devido ao seu consumo ilicito, causando dependéncia no usuario
(ALAGILLE et al., 2005). A cocaina representa 80% do total dos alcaloides nas folhas
da coca. A sua estrutura quimica foi totalmente elucidada em 1898 (FERREIRA &
MARTINI, 2001).

Cinquenta e uma espécies diferentes do género Erythroxylum foram analisadas
para investigacdo da presenca de cocaina. Destas, 28 ndo haviam sido pesquisadas
anteriormente. Foi detectada a cocaina em 23 espécies silvestres, com o destaque
para a espécie Erythroxylum laetevirens, onde a quantidade relatada foil0 vezes
maior do que aquelas encontradas em outras espécies estudadas, apresentando
grande semelhanca as espécies comumente cultivadas. Devido a sua distribuicdo, foi
sugerido ndo utilizar a cocaina como marcador especifico para o género (BIERI et al.,
2006).

1.2. Erythroxylum suberosum A.St.-Hil.

A espécie E. suberosum A.St.-Hil. vem sendo utilizada, no Brasil, por cerca de
200 anos no Brasil, de acordo com descricdes relatadas por naturalistas europeus.
Ainda sobre seu uso tradicional brasileiro, ela € comumente utilizada em patologias
relacionadas a producéo espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN), como por exemplo, em alguns tipos de reumatismos. Porém, existe
uma escassez de estudos sobre a composi¢do quimica, como também a atividade
biol6gica da E. suberosum (OLIVEIRA, 2015).

Esta espécie é conhecida popularmente como “cabelo-de-negro”, “mercurio do
campo” e “galinha choca”. De acordo com o trabalho de Nascimento e colaboradores
(2012), E. suberosum pode ser também utilizada como abortivo e tem apresentado

acao antibacteriana frente a linhagem Staphylococcus aureus e antifungica para
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cepas de Cryptococcus neoformans, Candida krusei e C. glabbrata (MARIA et al.,
2012).

Tem potencial anti-hipertensivo, apresentando ag&do vasodilatadora
dependente de Oxido nitrico, em anéis de aorta de camundongos normotensos
(LUCAS-FILHO, 2009). Neste mesmo trabalho, foram analisadas outras espécies do
género Erythroxylum, que responderam a esta mesma acéao anti-hipertensiva. O autor
citou outras atividades encontradas para extratos das espécies de Erythroxylum como,
anti-inflamatoéria, antibacteriana, acdo estimulante em disfuncdes hepaticas,
vesiculares, doencas venéreas e respiratorias. A Figura 1 apresenta imagens da

espécie E. suberosum A.St.-Hil.

Yo |

AN XN 3

Figura 1: Erythroxylum suberosum A.St.-Hil. A) galhos; B) arvore; C) folhas.
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1.3. Antioxidantes e estresse oxidativo

Os radicais livres podem ser conceituados como espécies quimicas instaveis
gue sao produzidas em pequenas quantidades no periodo de metabolizacao celular,
como na sintese de energia, controle do crescimento celular, fagocitose e producéo
de compostos biologicos. Os radicais livres, em sua maioria, sdo gerados a partir do
oxigénio molecular diatbmico (O2) e sdo conhecidos como espécies reativas de
oxigénio (ERO), como exemplo, o anion radical superoxido (O2*), os radicais hidroxila
(HO*) e peroxila (RO2°*), e 0 6xido nitrico (NO) (LIMA et al., 2001; SOUSA et al., 2007;
OLIVEIRA et al.; 2008). Contudo, outros oxidantes que nao sejam radicais livres,
podem sofrer reacdes e formar radicais (LIMA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2008).

No interior das células, na cadeia respiratéria mitocondrial pode se originar a
maioria dos radicais livres, devido a ineficiéncia da transferéncia de elétrons ao
oxigénio, na fosforilacdo oxidativa e na producdo de adenosina trifosfato (ATP),
resultando assim, na superproducao localizada (mitocéndria) de radicais superoxidos
(ZOCCARATO et al., 2007).

Os radicais livres podem apresentar efeitos benéficos ou patolégicos. O
estresse oxidativo é um desequilibrio que ocorre na producao entre ERO e/ou ERN e
uma falha no sistema defesa antioxidante contra estes radicais. Assim, quando a
sintese de radicais livres sobrepde a acao das moléculas antioxidantes de origem
enddgena, pode acarretar danos a proteinas, lipidios e acidos nucléicos presentes
nas células e em sua superficie (AITKEN et al., 2012; KADIRVE et al., 2014).

Grandes concentracdes de espécies reativas podem ser associadas a doencas
degenerativas, como o cancer, doencas cardiovasculares, disfuncédo cerebral,
cataratas e decaimento do sistema imunologico (AMES et al., 1993). Além disso, 0
estresse oxidativo se relaciona frequentemente com as fases da carcinogénese
(iniciagdo, promocao e progressao): 1) quando ha excesso de radicais livres
resultando em um processo celular danoso; 2) influenciando na sintese de compostos
téxicos; 3) induzindo danos aos tecidos (FUCHS-TARLOVSKY, 2013).

Os agentes antioxidantes, por sua vez, sao definidos como qualquer substancia
gue apresenta prevencao ou inibicdo de um substrato oxidavel, podendo agir tanto em
altas concentracbes como em baixas concentracbes mantendo assim sua atividade
efetiva (MAHOMOODALLY et al., 2012).
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Dentre as enzimas responsaveis pela defesa antioxidante do organismo
destacam-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx), que fazem parte da primeira linha de defesa endbégena de
neutralizacdo das ERO. Por meio delas, as células tentam manter baixas quantidades
de radical superéxido e de peroxido de hidrogénio, evitando assim, uma maior
formacdo do radical hidroxila. Existem outras substancias antioxidantes n&o
enzimaticas, como a glutationa (GSH), a vitamina A, vitamina C, vitamina E, zinco e
selénio (PAPAS, 1999; BERNAUD & FUNCHAL, 2011).

Os ativos com propriedades antioxidantes agem em trés distintas linhas de
defesa organica contra ERO. A primeira é a de prevencdo, caracterizando-se pela
protecdo no surgimento de substancias agressoras. A segunda € a interceptacao, 0s
antioxidantes impedem os radicais livres de iniciar suas atividades destrutivas. E a
Gltima é o reparo, que ocorre quando as duas primeiras linhas de frente ndo obteriam
efetivo sucesso e os produtos pré-oxidantes provenientes dos ERO, estdo sendo
continuamente formados e podem se acumular no organismo (SANTOS, 2012;
BIANCHI & ANTUNES, 1999).

1.4. Plantas Medicinais e doencgas relacionadas ao estresse oxidativo

A utilizacdo da natureza na cura e alimentos ocorre desde os primérdios da
humanidade e plantas, animais e fungos foram utilizados empiricamente pelo homem
para o tratamento de doencas. Desde entdo, remédios a base de plantas tém sido
utilizados oralmente, por via tépica e outras aplicacdes curativas utilizadas na
medicina tradicional (VIEIRA et al., 2010; WAGNER & WISENAUER, 2006).

As plantas e os derivados obtidos destas, sdo considerados como um recurso
de grande importancia no combate e a prevencao de patologias de grande gravidade.
De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) aproximadamente 80% da
populacdo do mundo se encontram dependentes das préticas tradicionais para o
tratamento de doencas que se apresentam de decorréncia comum (GENEVA,
2011;VALLEY et al., 2015).

Para a maioria dos pesquisadores que estudam plantas medicinais,
aproximadamente 70% das plantas do mundo apresentam uma finalidade de uso
medicinal. Algumas destas podem apresentar compostos antioxidantes, podendo ser

utilizadas também na industria de alimentos processados, prolongando a vida Uutil
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destes, especialmente em alimentos ricos em gorduras poliinsaturadas (SANNIGRAHI
et al., 2010; KRISHNAIAH et al., 2011).

Com perspectiva na area da saude, as propriedades antioxidantes de plantas
especificas podem apresentar uma grande versatilidade na aplicacdo. como exemplo,
a prevencao de doencas cardiovasculares e tumores malignos, que pode estar
associada a ingestédo de cha com quantidades significativas de antioxidantes naturais
(JOYEUX et al., 1995; SILVA et al., 2005).

Alguns medicamentos originam-se de compostos encontrados em diversas
plantas em todo o mundo e estdo sempre fornecendo novas possibilidades para
producdo de medicamentos para humanidade (KRISHNAIAH et al., 2011).

O progresso da area cientifica permitiu o desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos confiaveis e eficazes, ou seja, medicamentos que possuem como
principio ativo o extrato de alguma droga vegetal. Entretanto, ainda ha caréncia de
estudos nesta area que comprovem a utilizacao segura e eficaz para uma diversidade
de plantas medicinais (RIBEIRO et al., 2005).

Ainda com relacdo aos fitoterapicos, em um estudo com extratos da espécie
Semecarpus anacardium, 0Ss autores mostraram um significativo potencial
antioxidante, sendo o extrato etandlico, aguele com maior potencial (BARMAN et al.,
2013). Essa espécie contéem compostos fendlicos, bem como outras substancias, que
proporcionam acao antimicrobiana, que podem combater artrites e que apresentam
propriedades mutagénicas (BARMAN et al., 2013)-

Outros exemplos séo as plantas medicinais indianas, que apresentam grande
potencial antioxidante, devido a compostos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos e
taninos) e promovem diversos efeitos, como por exemplo: anti-inflamatorio,
anticancerigeno e anti-aterosclerético (WONGA et al., 1998; MAIGA et al., 2006).
Dentre as espécies analisadas, Diospyros abyssinica como uma das que exibiram
maior atividade na estabilizacdo de radicais livres. Os extratos metanol e etanol 80%
dessa espécie foram considerados uma rica fonte de compostos. Esta espécie é
utilizada tradicionalmente pelos chineses e indianos (MAIGA et al., 2006).

Foi realizado um levantamento de plantas de diversas localidades do mundo
gue apresentavam atividade antioxidante por Krishnaiah e colaboradores (2011). A
Pistacia lentiscus, muito utilizada na Argélia, mostrou atividade sequestradora de
radicais livres em duas metodologias: 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH*) e H20:2.

Porém, para a inibicdo da peroxidacao lipidica, sua resposta foi relativamente baixa,
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em comparacdo as demais. Os extratos que apresentaram resultados significativos
foram etandlico e aquoso.

Salvia officinalis L. € uma planta de origem mediterranea muito utilizada por
apresentar, em sua composicado, grande quantidade de compostos fendlicos com
propriedades antioxidantes. O extrato metandlico apresentou o melhor resultado
antioxidante, pelo método onde se verificou uma maior concentragdo de acido
rosmarinico, em relagédo ao extrato aquoso. Porém, utilizando métodos diferentes para
avaliacao da estabilizacdo de radicais, o extrato aquoso se apresentou mais eficiente
(LIMA et al., 2007).

Para as espécies listadas na Tabela 1, foram encontrados valores de Clso, que
indicaram o potencial sequestrador de radicais livres. Entre as familias presentes na
pesquisa, a Palmae e Fabaceae apresentaram maior capacidade antioxidante pela
metodologia com radical DPPH*. Um dos extratos da familia Palmae apresentou

valores para Clso semelhantes a rutina purificada (SILVA et al., 2005).

Tabela 1: Capacidade sequestradora de radicais DPPH* por espécies brasileiras
(SILVA et al.,2005).

Concentracao Inibitoria (Clso)

Familia Espécie Partes da planta Clso pg/mL
Epicarpo dos frutos 41,9 pg/mL
Copernicia cerifera Folhas 23,5 pg/mL
Mesocarpo dos frutos 5,3 pg/mL
Palmae
Mauritia vinifera Epicarpo dos frutos 71,0 pg/mL
Syagrus oleracea Epicarpo e mesocarpo de frutos 27,0 pg/mL
Bauhinia variegata Partes aéreas 37,0 pg/mL
Fabaceae
Bauhinia candida Partes aéreas 45,4 pg/mL
Lamiaceae Hyptis fasciculata Partes aéreas 57,9 pg/mL

Clso= Concentracao inibitéria de 50% dos extratos de diferentes partes de plantas utilizando método de
reducao do radical DPPH* para andlise de efetividade.
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O interesse nos compostos antioxidantes tem aumentado devido a sua
utilizacdo ser direcionada também para o tratamento da artrite reumatoide (AR)
(TRICHOPOULOU et al., 2003; KHANNA et al., 2007; MARINO et al., 2015).

Em doencas como a artrite reumatoide, os danos resultantes podem ocorrer
devido a peroxidacdo de lipidios localizados na membrana celular. Assim, a
aceleracdo da desordem ocorre em termos de estrutura e funcdo das membranas que
sofrem peroxidagdo. Um simples comprometimento com a defesa antioxidante, como
a sua baixa eficacia ou inativacao desta, pode conduzir a um aumento na peroxidacao
de lipidios em linfécitos, baco e timo, em condicbes causadas pela doenca. As
condicdes apresentadas do baco e timo (6rgao lifonoides) na atrite reumatoide, pode
ser relacionada a fagocitose (BARBAR & HARRIS, 1994; ISLAMOV et al., 2000;
RAMPRASATH et al., 2005).

Um dos fatores observados na doenca € a producdo de ERO que ocorre
simultaneamente com o processo inflamatério, levando assim, a oxidacdo de
proteinas e de lipidios, sustentando a inflamacéo.

O estresse oxidativo desempenha um importante papel na patogénese AR,
qguando, por exemplo, os niveis de ERO produzidos podem exceder a capacidade
antioxidante das enzimas produzidas pelo organismo, perturbando assim, o equilibrio
redox (producdo e eliminacdo de ERO), o que aumenta as respostas inflamatérias da
via NF-KB (HITCHON & EL-GABALAWY, 2004; KONDO et al., 2009).

O malondialdeido (MDA) e a peroxidacao lipidica em pacientes com artrite
reumatoide (AR) apresentam-se niveis elevados, de acordo com alguns ensaios
clinicos. Contudo, para antioxidantes enzimaticos ou ndo, baixos valores sé&o
encontrados, especificamente para glutationa peroxidase (GSH-peroxidase) e
superoéxido dismutase (SOD), o que sugere um aumento do estresse oxidativo e uma
capacidade antioxidante significativamente baixa, que comumente, ocorrem em
pacientes com AR (XIAO et al., 2011).

As macromoléculas do tecido conjuntivo como colageno, acido hialurbnico e
proteoglicanos (proteinas intracelulares), podem sofrer os efeitos dos radicais livres,
como as imunoglobulinas (Ig ou anticorpos) e outros tecidos, que apresenta alta
relevancia para a patogénese da AR. Gerados por células polimorfonucleares (PMN),
os radicais livres, alteram o IgG (anticorpo da classe antitoxinas), que por sua vez,
pode ativar PMN, gerando radicais adicionais, como por exemplo, superdxidos.

Podem também ativar as células PMN diretamente, sem necessitar de moléculas



22

interceptoras, propagar o processo inflamatério, facilitando a sintese de quimiotaticos
no local onde ocorre a inflamagao (KHANNA et al., 2007; TOWNSEND et al., 2010;
VENKATESHA et al., 2011).

O tratamento para artrite reumatoide € destinado a neutralizacdo das ERO. O
liquido sinovial e o sangue periférico de individuos com a doenca apresentam altos
niveis de ERN e ERO, e estas podem ser: superoxido, radicais hidroxila, peroxido
(HADJIGOGOS, 2003; FILIPPIN et al., 2008).

O acumulo de ERO pode induzir a erosdo da cartilagem e articulagdes.
Farmacos que oferecam protecdo dos componentes presentes nesta regido, podem
representar potencial alvo terapéutico na AR. Em outro caso, os ERO podem interagir
diretamente no acido desoxirribonucleico (DNA), oxidando suas bases nitrogenadas
(guanina), como também induzir mutacfes somaticas (modificaces nos genes),
alterar a funcdo de uma proteina e/ou capacidade de induzir e reagir a uma resposta
imunolégica (imunogenicidade) (RALL et al., 2000; ISHIBASHI, 2013).

Extratos vegetais podem proteger a cartilagem da destruicdo ocasionada pelas
doencas artriticas. Os antioxidantes presentes em certos extratos de plantas podem
aumentar a atividade da superoxido dismutase (SOD), um antioxidante endégeno. Em
continuacdo ao tratamento da AR, na medicina ayurvédica, um dos mais antigos
sistemas medicinais da humanidade, a Trewia polycarpa, revelou propriedades
antioxidantes em sua composic¢ao, podendo induzir a um aumento na atividade de
superéxido dismutase/glutationa peroxidase e assim, uma reducédo da peroxidacao
lipidica (KHANNA et al., 2007; TOWNSEND et al., 2010; VENKATESHA et al., 2011).

Os compostos extraidos das plantas, como os polifenéis, podem regular a
expressado de sinais pré-inflamatérios, assim, apresentam uma significativa acao no
combate e prevencdo da doenca (TRICHOPOULOU et al., 2003; KHANNA et al.,
2007; MARINO et al., 2015;).

Alstonia scholaris € uma planta comumente utilizada na medicina popular para
o tratamento de varias doencas, incluindo a artrite. A acao da Alstonia scholaris deve
ser considerada, para o alivio de dores reumaticas, devido a presenca de flavonoides
e triterpenoides, identificados nos extratos etandlicos provenientes de folhas dessa
espécie, que possivelmente diminuem a resposta inflamatéria na AR (ARULMOZHI et
al., 2011; MARINO et al., 2015).

De acordo com INCA (Instituto Nacional de Cancer) em 2014, a estimativa

mundial era que o terceiro tipo mais comum de cancer nos homens e o segundo em
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mulheres, na relacdo de prevaléncia entre outros seria o cancer de colon. Pode-se
propor que, uma inflamag&o no célon deriva da elevagdo na sintese de espécies
reativas oxigénio e nitrogénio que logo adiante, podera resultar em danos sobre, DNA,
RNA, proteinas e lipideos, acarretando assim, um dos neoplasmas mais ocorrentes
na populacao brasileira (JAIN et al., 2011).

Assim, substédncias com atividade antioxidante possuem destaque no
tratamento de doencas. Na renovagéao celular e no tratamento de doencas ligadas ao
estresse oxidativo, tais como diabetes, hiperlipidémicas, e entre outras. Alguns
antioxidantes naturais, eficazes a AR, podem ser citados, tais como o resveratrol, a
epigalocatequina galato, oleuropeina, quercetina e as fragéo flavonoide do suco de
bergamota (Citrus bergamia) (MARINO et al., 2015).

Atualmente ha um interesse crescente tanto da industria farmacéutica quanto
da industria de cosméticos pelos tratamentos alternativos que atendam os desejos
dos consumidores. E cada vez maior a demanda por recursos terapéuticos especificos
para o cuidado estético da pele. A busca pela juventude prolongada que fascina os
individuos para a manutencéo da saude da pele (VERAS, 2009).

O envelhecimento da pele € uma das manifestacdes mais visiveis no corpo
humano devido aos diversos fatores que se desencadeiam com o passar dos anos.
Existem grandes evidéncias cientificas que apontam os radicais livies como um dos
principais modificadores da pele, tornando-a assim com maior predisposicéo para o
aparecimento repentino de rugas, falta de pigmentacéo, ressecamento e flacidez da
pele (IVIE, 2008).

1.5 Polifenois presentes na dieta

Ao logo do tempo, os investigadores cientificos tém relacionado o consumo de
frutos e vegetais a saude e tentando esclarecer e identificar a forma em que os
compostos presentes em certas plantas, transmitem beneficios ao organismo
humano. Frutas e vegetais sdo fontes ricas em compostos bioativos de grande
potencial, que atuam como antioxidante e na prevencédo de doencas degenerativas
(DENNY & BUTTRISS, 2005).

A mudanca de habitos alimentares, com uma menor ingestdo de produtos
processados pelas industrias alimenticias, pode prevenir complicacdes de certas

doencas tais como doengas vasculares e alguns tipos de cancer (JAKOBEK, 2015).
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De acordo com Wink (2013) em um levantamento sobre o numero de
fitoquimicos conhecidos, mostrou que alcaloides e polifendis séo as classes com mais

nimero de compostos.

Tabela 2: Distribuicdo de origem vegetal de compostos naturais conhecidos por
classes [Wink (2013)].

Metabdlitos secundarios Compostos

Alcaloides 21.000
Aminoécidos 700
Carboidratos 200
Glicosideos cianogénicos 200

Poliacetilenos e acidos graxos 1.500
Policetideos 750

Polifenois 20.000

Dados encontrados por Yuan e colaboradores (2005), podem correlacionar a
acao dos polifenois presentes em alimentos comestiveis, com o efeito inibitério sobre
o desenvolvimento de tumores por meio de diversos mecanismos (YUAN et al., 2005),
como por exemplo, adeséo celular e diminuicdo dos niveis plasméticos de IL-6, pela
ingestao de vinho branco e tinto. Também com o0 aumento na vasodilatacéo, indicando
melhoras na funcéo endotelial em homens com doenca arterial coronariana, tém sido
evidenciado (WILLIAMS et al., 2004).

A absorcédo dos polifenois pelo organismo humano, varia de acordo com as
estruturas quimica e com o tipo. Os compostos melhores absorvidos pelo organismo
sao isoflavonas, acido galico, catequinas, flavanonas e glicosideos de quercetina, que
apresentaram cinéticas distintas, para o ensaio de biodisponibilidade.(MANACH et al.,
2004; WILLIAMSON & MANACH, 2005).

Tém sido relatados aproximadamente 8.000 diferentes estruturas fendlicas
distribuidas em plantas e alimentos (CROZIER et al., 2009). Variando o nimero de
anéis fendlicos e a quantidade e tipos de grupos funcionais ligados a estes compostos
fendlicos estdo possivelmente envolvidos na defesa contra a agressao dos raios

ultravioleta ou de seres patogénicos (MANACH et al., 2004).
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Para os polifenois, existem cada vez mais informacdes sobre uma variedade
de atividades no organismo humano, que sao fundamentais para real compreensao
do papel desses metabdlitos nos efeitos sobre a regulacdo enzimética e sua acéo
antioxidante. Estas atividades dos polifenois podem ser atribuidas aos grupos
hidroxila presente na molécula, podendo apresentar funcdo protetora em doencas
cardiovasculares, de acordo com alguns autores (FRANKEL et al., 1993; RICE-
EVANS et al., 1997; CROZIER et al., 2009).

Os polifenois podem atuar sobre doencas que apresentam uma provavel
origem a partir do desequilibrio no organismo na producéo e eliminacéo de radicais
livres (estresse oxidativo). Por exemplo, aterosclerose é uma doenca multifatorial,
sendo a hipercolesterolemia um fator de risco para esta doenca (MEISINGER et al.,
2005; KOSTYUK et al., 2011). De acordo com Kostyuk e colaboradores (2011), os
polifenois podem executar, por meio de suas propriedades moduladoras, o controle
da inflamacéo vascular, como também desempenhar papel antioxidante. Desta forma,
a quercetina e resveratrol impediram o desequilibrio redox, quando adicionado em
células endoteliais tratadas com LDL oxidado (KOSTYUK et al., 2011)

As raizes de Geranium sanguineum L. sdo utilizadas tradicionalmente para o
tratamento de infecc¢des intestinais e processos inflamatérios. Também € utilizada
para o tratamento de doencas dermatolégicas, na forma de banho e cataplasmas na
regido afetada. O &cido gélico, de comprovada acdo antioxidante, € encontrado em
guantidades significativas nesta espécie (IVANCHEVA et al., 1992).

Silva e colaboradores (2005) descreveram as espécies da familia Palmae como
versateis, apresentando boa aplicacdo para diversos fins. Por exemplo, o buriti
(Mauritia vinifera), um fruto rico em carotenoides, é muito utilizado, devido a sua agéo
antitumoral (RODRIGUEZ, 1999; SILVA et al.,, 2005). Espécies da familia
Polygalaceae séo citadas para analgesia (PEPATO et al.,, 2002) e espécies das
familias Fabaceae e Lamiaceae podem apresentar atividade no combate a diabetes
e anti-inflamatéria (SILVA et al., 2005).

1.6 Estudo de Sazonalidade
Para as plantas, existem dois metabolismos que podem acontecer em nivel

primério ou secundario. Em nivel primério, sua funcdo retne processos necessarios
para o crescimento e desenvolvimento do vegetal (BUER & MUDAY, 2004; TAYLOR
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& GROTEWOLD, 2005). Os componentes dos metabolitos secundarios podem
constantemente sofrer alteragcbes e exigéncias para sua adaptacédo frente a
mudancgas, de acordo com as variagbes na selecdo ambiental. Diante deste
conhecimento, o aumento sobre informacées dos mecanismos envolvendo genes
atribuidos para diversificacdo evolutiva, pode ser determinante para elucidar a funcao
ecoldgica dos metabdlitos secundarios (TAYLOR & GROTEWOLD, 2005; BRUNETTI
et al., 2013).

Os metabdlitos secundéarios sdo um produto diferenciado ndo essenciais ao
longo da vida de um organismo. A sua producdo pode advir de uma diversidade de
metabolitos primarios e por uma variada sinalizacao (Verpoorte; Alfermann, 2000).
Devido as plantas serem sésseis e ndo podendo escapar dos seus predadores, elas
sintetizam e armazenam uma diversidade de metabdlitos secundéarios contra
herbivoros, com uma variedade de parametros farmacologicos e propriedades
toxicologicas, pois ndo apresentam semelhanca aos animais, onde o sistema
imunoldgico age no combate aos agentes externos (WINK, 2010; 2013).

Ainda de acordo com Verpoorte e Alfermann (2000), o metabolismo secundario
pode apresentar uma diversidade quimica, e todo organismo tem integrado um de
conjunto metabdlitos secundarios que podem compartilhar caracteristicas com outros
organismos, quer estejam relacionados ou néo. Sendo assim, estes compostos
podem ser sintetizados em um grupo taxondémico restrito, e desempenhar um papel
importante na interagcdo dos organismos que estdo envolvidos, assegurando a
sobrevivéncia destes em seu ecossistema.

Na década dos anos oitenta, ocorreu 0 maior nivel de desenvolvimento ou
conhecimento sobre a bioquimica do metabolismo secundario. O metabolismo
secundario ocorre de maneira coordenada em relacdo ao periodo e espaco da
ontogénese da planta (WIERMANN, 1980; HARTMANN, 2007).

As plantas ndo somente produzem metabdlitos para fugirem dos herbivoros,
podendo também se comunicar, por meio de uma sinalizacdo quimica e atrair insetos
polinizadores, animais dispersadores de sementes ou bactérias fixadoras de
nitrogénio em processo de simbiose (rizobios). Ainda, alguns destes metabdlitos
podem armazenar nitrogénio, apresentar protecdo UV e acao antioxidante
(HARTMANN, 2007; WINK, 2008). Os metabdlitos secundarios e sua classe de

flavonoides podem fornecer pigmentagao em partes da planta, protecdo no combate
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aos raios ultravioleta e também podem sinalizar a interacdo planta-herbivoro
(IBRAHIM, 2005).

Sazonalidade vem da palavra sazonal e significa um periodo que varia em
certas épocas do ano. A quantidade e o tipo de metabolitos secundarios ndo sao
constantes durante o decorrer do ano e idade da planta, e assim, o periodo em que a
planta é coletada é um fator de extrema importancia para garantir que contenha os
teores adequados um composto especifico. Além disso, alteracdo no seu ambiente
proveniente do ritmo circadiano, radiacdo, indice pluviométrico, temperatura, altitude
e etc., pode interferir na producdo de compostos do metabolismo secundario
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

A variacdo sazonal na carateristica quimica de folhas tem sido documentada.
Os compostos quimicos presentes na superficie das folhas, desempenham um rico
papel e de grande importancia, para as interacdes entre plantas e herbivoros (insetos).
A aproximacado, no periodo da quimiorecepcao da oviposi¢do, de variados insetos,
pode estar limitada a superficie das folhas (BART & WILLIAMS, 1993; BROOKS &
FEENY, 2004).

Alguns trabalhos tém sido realizados para compreender como 0S mecanismos
quimicos de periodos sazonais podem interagir afetando outras espécies ou
aumentando o nivel taxonémico. Estes relatam que a resisténcia é a descricdo do
comportamento dos genes de uma planta que pode impedir ou prevenir a
multiplicacdo de um parasita no tecido foliar de uma planta. A tolerancia, por sua vez,
seria a capacidade da planta de promover reestruturacdo apOs agressdes
ocasionadas por um certo parasita. Assim, quando o estudo se iniciou sobre estas
estratégias de defesa, era relatado como repetitivas na interacao planta-herbivoro.
Atualmente, esta teoria pode ser sustentada como um efeito complementar, onde
estas estratégias se expressam simultaneamente sem estimulos externos, em uma
producao prépria (MAURICIO, 2000; FORNONI et al., 2004; CARMONA & FORNONI,
2013).

Hipoteses foram propostas para o valor do tecido foliar das plantas e tém sido
utilizadas, com grande amplitude, para o entendimento e explicacao para alocacao de
diferentes metabolitos secundarios nas folhas. A primeira hipétese esta na propria
producdo de metabdlitos secundéarios que ocasiona desvio de energia e nitrogénio
que, assim, se torna indisponivel para utilizacdo no crescimento e reproducdo da

planta. Quanto a defesa, essa atribuira para a planta (ao seu tecido foliar), um valor
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de acordo com os seus niveis de defesa, dependente dos estimulos externos. Em
altimo, a alocacao, nas fases fenoldgicas, pode aumentar a producao de compostos
de defesa, necessitando de muitos locais para armazenamento destes metabdlitos
secundarios, utilizando também o tecido foliar destas plantas (MCKEY, 1979;
BROOKS & FEENY, 2004).

(" )
21 + S40 de grande valor, devido a
Metabolitos producdo de energia e nitrogénio
Ari desviado e nao disponivel para o
SECunda”OS crescimento e reproducao .
\ J
( )
* O nivel de defesa deve atribuir um
Defesa valor significativo do tecido vegetal
para uma planta.
\ J
(" )
~ » A alocacéo de compostos para defesa,
Alocagao pode aumentar nas fases fenoldgicas.
\ J

Figura 2: Esquema de hipoteses para o valor significativo dos tecidos para as plantas
[( MCKEY, 1979; BROOKS & FEENY, 2004)].

Kessler (2015) explicou em sua publicacdo, as hipéteses da evolucdo de
producdo dos metabdlitos secundarios induzidos por herbivoros. Assim, a evolucao
pode ser constituida de trés hipéteses: A defesa 6tima, que pode ser denominada
guando ha uma diminuicdo da expresséao da resisténcia com a auséncia, e aumento
desta, com a presenca de herbivoros. Outra hipotese € a de alvo em movimento, onde
existe a possibilidade de producdo induzida, pelos herbivoros, dos metabdlitos
secundarios, com modificagcédo fenotipica. Terceira e ultima hipotese, transferéncia de
informacédo. Pode ser pela facilidade de troca de informacdes da planta com o
ambiente, interagindo assim, com os membros da comunidade, limitando o ataque de

herbivoros (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de trés hipéteses para evolucdo dos metabdlitos secundarios

causados pela herbivoria.

Os metabdlitos secundarios podem apresentar um grande beneficio da planta,
devido a mediacdo de interacbes com a comunidade presente, como por exemplo,
uma grande gama de organismos que mantém uma variabilidade natural nas
estratégias de defesa da planta. Portanto, os associados a comunidade biolégica
podem variar nas estratégias de defesa de uma planta, que participa de uma positiva
interacdo com 0s ambientes bibticos e abidticos, nas condicbes necessarias para que
estas interacdes ocorram (Kessler, 2015).

Iniciado pelos agrébnomos, a pesquisa sobre a tolerancia na herbivoria tem sido
realizada devido a compreensédo da necessidade de sustentar grandes rendimentos
da planta, mesmo com a presenca de certos danos. Assim, a tolerancia a herbivoros
(insetos) sugere uma relacao da expresséao fenotipica de tracos antes e logo apos os

danos com recursos de alocacéo, estrutura e atividade fotossintética da planta. Para
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uma planta que tolera os danos, ele estard neutralizando efeitos negativos,
compensando a perda de seus tecidos, podendo apresentar também resisténcia pela
via quimica e meios fisicos (FORNONI et al., 2003; FORNONI, 2011).

Citado por Fornoni (2011), a tolerancia € um mecanismo que sinaliza uma
resposta generalizada a perda de tecidos pela planta, podendo existir outra resposta
em mesmo nivel, para compensar os danos causados pelas diferentes espécies de
herbivoros. Dentro do que se é evidenciado, as descobertas na pesquisa consideram
a resposta gerada pela tolerancia como especifica para as modificacdes (danos) que
incidem nos tecidos imposta na herbivoria. Os estudos para elucidar o mecanismo de
tolerancia nas plantas, tém sido considerado na pesquisa um assunto que nao pode
ser integrado a teoria da evolugéo entre planta-herbivoro.

Para compreensao dos efeitos ambientais nos papéis dos tragos constitutivos
(pré-dano) versus os induzidos (p6s -dano) a tolerancia, existe uma grande barreira
na identificacdo das vias de mecanismos (STEVENS et al.,, 2008). Mas para o
entendimento delineado, o uso de ferramentas gendmicas pode contribuir para a
identificacdo destas vias.

Os efeitos da herbivoria estdo associados a disponibilidade limitada ou ndo dos
recursos ambientais, que podera determinar o aumento ou diminuicdo da expressao
génica. Nao ocorrendo alteracao destes genes, ndo ha presenca de associacdo com
as modificacbes dos recursos presentes no ambiente (FORNONI et al., 2003;
STEVENS et al., 2008; SCHMIDT & BALDWIN, 2009; KARBAN, 2011).

Os mecanismos (resisténcia e tolerancia) podem se correlacionar afetando
geneticamente o nivel da resisténcia, quando se apresenta alterado o nivel de
tolerancia. Porém, quando ndo existe a capacidade de se correlacionarem, o
mecanismo de tolerdncia da planta, pode impor selecdo sobre os herbivoros,
alterando seu crescimento e desempenho (STINCHCOMBE, 2003).

Em pastoreio de mamiferos, foi observado que a utilizacéo de plantas ao longo
dos anos para alimentagdo destes, induzia modificacbes na composicdo da
comunidade destas plantas e assim, a dominagao surgiria, para as normalmente
tolerantes. Algumas destas espécies podem se tornar escassas, pela ocorréncia da
herbivoria de outras espécies (DEL-VAL & CRAWLEY, 2005).

Entretanto, uma resposta causada pela herbivoria, em alguns momentos, se
torna menos prejudicial para o desenvolvimento e reproducgéo das plantas, que algum
outro tipo de dano de origem artificial (SCHAT & BLOSSEY, 2005).
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Na oviposicdo de insetos, a selecdo das plantas pode apresentar-se de
extrema importancia, pois as substancias quimicas (metabdlitos) produzidas na
superficie do tecido foliar, podem repelir estes insetos em seu periodo de oviposi¢ao.
Para repelir estes insetos, como meio de defesa, as plantas aumentam a
concentracdo destas substancias e iniciam um funcionamento como barreiras para a
atuacdo das fémeas, podendo sugerir que os efeitos destes produtos sao
diferenciados daqueles que sdo ofertados pela planta na fase posterior, a de
desenvolvimento larval (JOGESH et al., 2014).

Considerando ainda a producao dos metabdlitos, existe a possibilidade de duas
hipoéteses relacionadas a auséncia de danos sobre as plantas, onde, os beneficios
adquiridos da alocacgédo para defesa, podem ser perdidos. Espécies exaticas e nativas
podem apresentar semelhantes niveis de herbivoria (CHUN et al., 2010). Para inducao
de plantas vizinhas, elas representam uma susceptivel associacdo com danos a
outras plantas e tém sido observados com grande frequéncia pelos pesquisadores
(FORNONI, 2011).

Porém, ainda ndo se considera uma relacdo ao aumento dos danos vizinhos
com a tolerancia. As plantas podem apresentar interacdes diretas e indiretas em
relacdo a outras plantas que tém crescimento adjacente a elas, que sofrerd e/ou nao
influéncia, aumentando (suscetibilidade associativa) ou diminuindo (resisténcia
associativa) uma possivel deteccao ou vulnerabilidade por herbivoros. As interacdes
planta-planta podem ser analisadas por meio dos resultados, tipicamente medidos
como, modificacbes graduadas de herbivoria ou quantidade de herbivoros, sendo
também encontradas as duas relagdes somadas (BARBOSA et al., 2009).

As plantas que nascem nas proximidades, podem alterar qualidade e
guantidade dos nutrientes do solo, que podem ser necessarios para O
desenvolvimento e defesa das plantas focais. Estes podem determinar fatores
essenciais na herbivoria. A desfolha de pastagem leguminosa pode aumentar a
transferéncia de nitrogénio para plantas adjacentes (vizinhas), causando assim,
interferéncia no fluxo de nitrogénio no solo. As transferéncias de nitrogénio de
leguminosas para espécies sem fixagcdo e limitacdo de nitrogénio podem alterar
interacOes de competicao para a estrutura de uma comunidade vegetal (AYRES et al.,
2007; BARBOSA et al., 2009).

A luz solar pode apresentar utilidade no controle do sinal sensorial, como a

capacidade de movimento das plantas por meio do fototropismo, na reproducao e
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crescimento das plantas. Um fator ambiental que pode influenciar no comportamento
das plantas e fisiologia de alguns organismos vivos € a luz solar e por meio da
fotossintese, converte a energia obtida pela luz, em uma energia quimica, sendo
armazenada como hidratos de carbono. As adaptac6es em um ambiente iluminado
Sao essenciais para a sobrevivéncia da planta e em condicdes limitadas de luz, havera
um movimento foliar e dos cloroplastos direcionado para captacédo destas. Plantas
gue apresentam alta intensidade ao impedir fotodanos por luz UV-B, respondem por
meio do deslocamento dos cloroplastos (organelas presentes em seres
fotossintetizadores), sintetizando assim, pigmentos fotoprotetores (KAMI et al., 2010;
HIGA et al., 2014)

Os fotorreceptores que se apresentam nos animais, estdo em 06rgaos
totalmente especificos enquanto que, nas plantas, se localizam por toda a sua
estrutura e podem estar presentes em suas raizes. Independentemente da
luminosidade (alta ou baixa). Existe uma variedade de plantas que apresentam
familias fotorreceptoras que contribuem para captar a quantidade de luz fornecida pelo
ambiente. Varios fotorreceptores podem detectar com precisdo e responder a
alteracdes dinamicas da composicéo espectral, a modificagdes no direcionamento da
luz e duracao (fotoperiodo). Em certos momentos, o local de fotopercepc¢éo da luz,
podera coincidir com uma regido da planta que comumente ja responde aos estimulos.
Porém, em outros momentos, o local para esta resposta, sera considerado distante
da fotorrecepcao. Assim, as plantas podem captar a luz, que dispara sinais de longa
distancia, somente para mediar uma resposta (CHITOSE et al., 2010; CHAVES et al.,
2011; JOGESH et al., 2014).

O estudo de sazonalidade podera contribuir para avaliagdo da variacéo do teor
de ativos da planta e sua influéncia na atividade biol6gica frente a diferentes variacdes
ambientais durante o ano, sendo possivel estabelecer o melhor periodo de coleta do
material botanico para uso terapéutico.

Este projeto contribui com o desenvolvimento de pesquisas e inovagdo em
plantas medicinais e fitoterapicas, com a valoragdo de plantas nativas do Bioma

Cerrado.
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2.0 OBJETIVO GERAL

Avaliar a possivel variagdo sazonal da composicdo quimica da espécie
Erythroxylum suberosum A.St.-Hil., relacionando a atividade antioxidante com o teor

de hiperosideo e isoquercitrina.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Obter amostras de folhas de E. suberosum A.St.-Hil. e extratos brutos

aguosos, etandlicos e hexanicos obtidos a partir destas;

» Determinar o possivel potencial antioxidante de extratos obtidos pelos
meétodos de atividade doadora de H* ao radical DPPH*® e pelo método de
redugéo do complexo fosfomolibdénio;

> Avaliar a composicao quimica dos extratos por CCD e CLAE;

> Correlacionar a atividade antioxidante com os teores de hiperosideo e

isoquercitrina dos extratos obtidos;

> Avaliar a sazonalidade das folhas da espécie E. suberosum A.St.-Hil.

correlacionando as variaveis ambientais (temperatura, indice pluviométrico e radiacéao
global) com o teor de hiperosideo e isoquercitrina, e com a atividade antioxidante dos

extratos provenientes das folhas de E. suberosum A.St.-Hil.

3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

v' EQUIPAMENTOS

» Analisador de Umidade Infra-Vermelho (GEHAKA® IV 200);

= Bomba de vacuo (EXIPUMP — AAKE®);

= Camarade UV - 365nm (Prodicil®);

» Capela de exaustao (Permution®);

» Espectrofotometo UV-1800 (Shimadzu®) com software UVProve 2.33.;
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Evaporador Rotativo (Heildolph®), contando com bomba de vacuo (Heildolph®
Instruments D-91126) e refrigerador (Heildolph® MX07R-20-HDZ2E);

Lavadora Ultrasonica (UNIQUE Ultrasonic Cleaner®);

Liofilizador Advantage Plus XL-70 (SP Scientific®), contando com bomba de vacuo
2005SD (SP Scientific®) e compressor de ar (AIR COMPRESSOR 1NNE5 SP
Scientific®);

Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE/DAD LaChrom
Elite® (Hitachi, Tokyo, Japan) com bomba L2130; injector L2200; forno para coluna
L2300; detector L2455 DAD (Hitachi, Tokyo, Japan); Coluna PurospherStar® RP
C18e (Merck, Germany);

Moinho Tipo Croton MA-580 (Marconi®);

Banho Ultratermoestato ( Nova Etica®).

REAGENTES

2,2-difenil-1-picril-hidrazina — DPPH (Sigma-Aldrich®);
Acido ascorbico (Fisher®);

Alcool etilico (J.T.Baker®);

Hexano (Vetec ®);

Hidroxitolueno de butila — BHT (Sigma®);

Rutina (Sigma®);

Silica gel 60G (Analitica®);

Hiperosideo (Chromadex®);

Quercitrina (Sigma®);

Isoquercitrina (Sigma®);

Isovetexina (Sigma®);

Kaempferol (Sigma®);

Acido sulfarico (Quimex/Merck®);

Fosfato de sédio (Vetec®);

Molibdato de ambnio (Honeywell Riedel-de haen®);
Acetato de etila (Vetec®);

Acido acético (Synth®);

Acido férmico (Isofar®).
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3.2MATERIAL BOTANICO

As folhas de Erythroxylum suberosum A.St.-Hil. foram coletadas no cerrado
stricto no campus Darcy Ribeiro da Fundacao Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia
- Distrito Federal, entre o periodo de agosto/2013 (1a coleta) a maio/2014 (4a coleta),
nos horarios de 11h a 12h e nas datas entre 18 e 20 entre intervalos de trés meses.
A coleta ocorreu manualmente e obedecendo a critérios como: maior proximidade
entre as arvores e a nao selecao das folhas previamente.

As folhas foram identificadas e uma exsicata depositada no herbario da
Universidade de Brasilia (UB) pelo botanico Prof. Dr. Christopher Willian Fagg
(Voucher Fagg CW2192).

Foram coletados aproximadamente 3,0 Kg de folhas em cada periodo sazonal
para extracdo com diferentes solventes. Todas as folhas passaram por secagem
natural em ambiente arejado ao abrigo de luz, sem utilizacdo do método de lavagem
em agua corrente previamente, devido a sua consisténcia coriacea, sendo verificado
o teor de umidade por meio de analisador de Umidade Infravermelho (GEHAKA® IV
200). Foram consideradas folhas secas aquelas que apresentaram umidade abaixo
8,5%. Apls secagem, as folhas foram pulverizadas em moinho tipo Croton MA-580
(Marconi®) A partir das folhas secas, foram preparados extratos aquosos, etandlicos

e hexanicos.

3.30BTENCAO DOS EXTRATOS

Foram preparados extratos aquoso (EA), hexanico (EH) e etandlico (EE) com
folhas coletadas nos diferentes periodos (agosto/2013 a maio/2014), obtendo trés
extratos diferentes para cada periodo de coleta, totalizando 12 extratos, que foram
submetidos a diferentes ensaios.

O extrato aquoso (EA) foi preparado por método de infusédo, no qual a agua foi
fervida, arrefecida a 70°C, e em seguida vertida sobre as folhas secas rasuradas, na
proporcao de 100 g/L (folhas; agua). Apos resfriamento a 50°C, o extrato obtido foi
filtrado, congelado a -20 °C e liofilizado no Liofilizador Advantage Plus XL-70 (SP
Scientific®), com bomba de vacuo 2005SD (SP Scientific®) e compressor de ar (AIR
COMPRESSOR 1NNE5 SP Scientific®). Apos processo de liofilizagcdo, o extrato

aguoso seco foi armazenado a -20 °C para posterior analise.
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Os extratos hexanicos (EH) e etandlicos (EE) foram preparados por processo
de maceracao, onde as folhas foram maceradas por 7 dias na proporgao 1:10
primeiramente com o solvente hexano. O rasurado que havia sido submetido ao
hexano, passou pelos mesmos processos, sendo desta vez macerado com etanol. Os
extratos obtidos foram submetidos ao processo de concentracdo em evaporador
rotativo, seguido de secagem em banho-maria a 60 °C para evaporacdo do solvente
residual. Apos secagem os extratos foram pesados e em seguida acondicionados em
freezer a -20 °C.

O rendimento dos extratos obtidos foi determinado relacionando o peso das

folhas secas inicial e o peso do extrato seco obtido.

3.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Para determinacao do potencial antioxidante dos diferentes extratos EA, EE e
EH dos diferentes periodos de coleta (agosto/2013 a maio/2014) foram preparadas
solucbes maes dos extratos na concentracdo de 1 mg/mL nos seus respectivos
solventes de origem, tais como agua, etanol e hexano. Em seguida, foram preparadas
diluicbes seriadas das solu¢cbes maes para determinacdo do Clso (concentracao
inibitéria de 50%) nos diferentes ensaios. A figura 4 mostra a estrutura do DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl).

3.4.1 ATIVIDADE REDUTORA DO RADICAL DPPH®

Em tubo de ensaio foram adicionados 1 mL de tampé&o acetato de sédio (100
mM) pH 5,5, 1 mL de &lcool etilico (95 %), 100 puL de amostra e 500 pL solucao
alcoodlica de DPPH* (250 mM). Apds 10 minutos foi realizada leitura em 517 nm, em
espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu®) com software UVProve 2.33 (BLOIS, 1958).
A atividade dos extratos foi expressa em porcentagem de inibicdo, calculada pela

seguinte férmula:

Absorbancia das amostras x 100

Porcentagem de inibigéao (%) =

Absorbancia do controle
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A andlise de regressdo linear da porcentagem de inibicdo versus a
concentracéo de extrato no meio de reacao foi estabelecida e a equacéo 