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RESUMO

Chionanthus filiforms (Vell) P. S. Green, azeitona-do-mato, € uma arvore da familia
Oleaceae, endémica da Floresta Atlantica, com folhas opostas, simples e cartaceas,
flores brancas e frutos do tipo drupa. O estudo avaliou parametros farmacopeicos,
caracterizagao morfoanatdmica e histoquimica, perfil fitoquimico, quantificacido de
compostos bioativos e atividades biolégicas de extratos brutos e fragcdes de folhas,
caules e frutos de Chionanthus filiforms coletados em Curitiba, Parana, Brasil. Parte
do material foi destinada a analise morfoanatémica, histoquimica e microscopia
eletrbnica por varredura, revelando marcadores diagndsticos como paredes
celulares anticinais retas a onduladas, mesofilo dorsiventral, sistema vascular do
nervo central e distribuicdo de cristais, além de lipidios, polissacarideos e compostos
fendlicos. Outra parte do material foi destinada a realizagao de testes fisico-quimicos
(teor de solidos, umidade e cinzas), cujos resultados permaneceram dentro dos
limites estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira, 72 edicdo. Também foram
conduzidos o screening fitoquimico e a preparacdo de extratos brutos e etandlicos
de folhas e caules. No caso dos frutos, as fragdes foram obtidas por extragao
continua. O rendimento dos extratos etandlicos foi de 19,1% para as folhas e 11,6%
para os caules, enquanto os extratos aquosos liofilizados apresentaram rendimentos
de 0,8% e 0,69%, respectivamente. A partir do particionamento dos extratos
etandlicos, foram obtidas quatro fragbes semipurificadas de cada extrato: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e fragdo remanescente.O screening fitoquimico por CCD
e CCD bidimensional revelou a presenca de esteroides, flavonoides, cumarinas,
taninos e antraquinonas. Os extratos etandlicos, aquosos e fragcoes de folhas, caules
e frutos foram direcionados a quantificacdo de fendlicos totais, flavonoides totais e
taninos condensados, bem como a avaliagcdo da capacidade antioxidante pelos
métodos DPPHe e fosfomolibdénio. Nos ensaios antioxidantes, fragcdes polares de
folnas e caules (extrato aquoso, fracdo acetato de etila e fragdo remanescente)
apresentaram atividade comparavel ou superior a antioxidantes comerciais, incluindo
BHT, evidenciando significativo potencial redutor. Os extratos e fragbes foram
avaliados por ensaios para determinar suas atividades biolégicas, mostrando
auséncia de toxicidade relevante frente a Artemia franciscana e sem efeito
hemolitico significativo. Na atividade antimicrobiana, o extrato bruto da folha e
algumas fragbes (fracao cloroférmio, fragcdo hexano e fracdo acetato de etila)
apresentaram efeitos moderados a fracos contra P. aeruginosa, E. faecalis, S.
aureus e E. coli, com CIM variando de 125 a 1000 pg/mL. Os resultados indicam que
C. filiforms possui folhas e caules ricos em compostos bioativos, com elevada
capacidade antioxidante, baixa toxicidade preliminar e atividade antimicrobiana
seletiva, reforcando seu potencial farmacoldgico, nutracéutico e ecoldgico.

Palavras-chave: Chionanthus; antioxidante; fitoquimica; compostos fendlicos;
atividade bioldgicas.



ABSTRACT

Chionanthus filiforms (Vell.) P. S. Green, known as azeitona-do-mato, is a tree of the
family Oleaceae, endemic to the Brazilian Atlantic Forest , characterized by opposite,
simple, chartaceous leaves, white flowers, and drupaceous fruits. This study
evaluated pharmacopoeial parameters, morphoanatomical and histochemical
characterization, phytochemical profile, quantification of bioactive compounds, and
the biological activities of crude extracts and fractions from the leaves, stems, and
fruits of Chionanthus filiforms collected in Curitiba, Parana, Brazil. Part of the plant
material was used for morphoanatomical, histochemical, and scanning electron
microscopy analyses, which revealed diagnostic markers such as anticlinal cell walls
ranging from straight to wavy, dorsiventral mesophyll, vascular organization of the
midrib, and the distribution of crystals, along with the presence of lipids,
polysaccharides, and phenolic compounds. Another portion of the material was used
for physicochemical analyses (solids content, moisture, and ash), with results
remaining within the limits established by the Brazilian Pharmacopoeia, 7th edition.
Phytochemical screening and the preparation of crude and ethanolic extracts of
leaves and stems were also conducted. For the fruits, fractions were obtained by
continuous extraction.The yields of the ethanolic extracts were 19.1% for leaves and
11.6% for stems, whereas the lyophilized aqueous extracts yielded 0.8% and 0.69%,
respectively. Partitioning of the ethanolic extracts generated four semipurified
fractions from each extract: hexane, chloroform, ethyl acetate, and the remaining
fraction. Phytochemical screening by TLC and two-dimensional TLC revealed the
presence of steroids, flavonoids, coumarins, tannins, and anthraquinones. Ethanolic
extracts, aqueous extracts, and fractions from leaves, stems, and fruits were
subjected to quantification of total phenolics, total flavonoids, and condensed tannins,
as well as evaluation of antioxidant capacity using the DPPH- and
phosphomolybdenum methods. In the antioxidant assays, polar fractions from leaves
and stems (aqueous extract, ethyl acetate fraction, and remaining fraction) exhibited
activity comparable to or greater than that of commercial antioxidants, including BHT,
demonstrating significant reducing potential.Extracts and fractions were also
evaluated for biological activities, showing no relevant toxicity toward Artemia
franciscana and no significant hemolytic effect. In antimicrobial assays, the crude leaf
extract and some fractions (chloroform, hexane, and ethyl acetate fractions) exhibited
moderate to weak activity against P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus, and E. coli,
with MIC values ranging from 125 to 1000 ug/mL. Overall, the results indicate that C.
filiforms possesses leaves and stems rich in bioactive compounds, with high
antioxidant capacity, low preliminary toxicity, and promising selective antimicrobial
activity, reinforcing its pharmacological, nutraceutical, and ecological potential.

Keywords: Chionanthus; antioxidant; phytochemistry; phenolic compounds; biological
activity.
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1 INTRODUGAO

A pesquisa com amostras vegetais € relevante para a identificacdo de
compostos bioativos (Ntungwe et al., 2020), os quais podem apresentar atividades
biolégicas e farmacoldgicas importantes, como propriedades anti-inflamatdrias,
antioxidantes, antimicrobianas e anticancerigenas (Chan et al., 2016; Dima et al.,
2020). Em geral, esses compostos correspondem a metabdlitos secundarios,
associados ao sistema de defesa das plantas e a atracdo de polinizadores
(Mehmood et al., 2022).

A quimica de produtos naturais destaca-se como uma das principais
estratégias para a descoberta de novos farmacos, seja pela aplicagao direta de
substancias isoladas ou pela utilizacdo de seus modelos bioativos como inspiracao
para o desenvolvimento de novas drogas (Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006; Barreiro;
Bolzani, 2009; Aware et al., 2022). Nesse contexto, as florestas tropicais assumem
papel de destaque, pois concentram uma das maiores diversidades quimica e
biolégica do planeta, configurando-se como reservatérios estratégicos para a
prospeccao de moléculas com potencial terapéutico (Braz Filho, 2010; Valli; Bolzani,
2019).

O Brasil apresenta uma expressiva biodiversidade, distribuida em seis
biomas terrestres: Caatinga, Cerrado, Amazobnia, Mata Atlantica, Pampas e
Pantanal, que juntos ocupam aproximadamente 8,5 milhdes de km? (Valli; Russo;
Bolzani, 2018). Essa riqueza natural reforga ndo apenas a necessidade de
preservagao por seu valor ecologico intrinseco, mas também pela relevancia
farmacolégica associada ao potencial de descoberta de novos farmacos (Barreiro;
Bolzani, 2009; Braz Filho, 2010).

Entre as familias botanicas de interesse, destaca-se a Oleaceae, que
compreende cerca de 25 géneros e aproximadamente 790 espécies (Wallander;
Albert, 2000; Christenhusz et al., 2017). Os representantes dessa familia encontram-
se organizados em cinco tribos (Fontanesieae, Forsythieae, Jasmineae, Myxopyreae
e Oleeae) e apresentam como constituintes quimicos mais comuns os flavonoides,
monoterpenoides, iridoides, secoiridoides e glicosideos (Huang et al., 2019).

Inserido nesse grupo, o género Chionanthus L. reune 140 espécies

distribuidas em regiGes tropicais e subtropicais da Asia, Africa, América e Australia,
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além de areas temperadas do leste asiatico e nordeste da América (Fernandez-
Alonso; Cogollo-Pacheco, 2016). Classificado na subfamilia Oleoideae, tribo Oleeae
e subtribo Oleinae, o género apresenta monofilia confirmada por dados moleculares
(Green, 1994; Kew Science, 2024). Estudos anteriores apontaram a presencga de
metabdlitos bioativos relevantes nesse grupo, reforcando sua importancia para
pesquisas fitoquimicas e farmacoldgicas.

Entre as espécies do género Chionanthus L., destaca-se Chionanthus
filiformis (Vell.) P. S. Green, popularmente conhecida como azeitona-do-mato ou
azeitona-silvestre. A espécie apresenta como sindnimos taxondmicos Bonamica
filiformis Vell., Chionanthus mandioccanus (Eichler) Lozano & Fuertes, Linociera
mandioccana Eichler e Mayepea mandioccana (Eichler) Kuntze (Biral, Lombardi,
2024, Kolba, Gomes, Lombardi, 2020).

Assim, o estudo de espécies de Chionanthus L., em especial de C. filiformis,
apresenta relevancia cientifica e farmacoldgica. A investigacdo dessa espécie
contribui para a caracterizagdo morfoanatdmica, a identificacdo de compostos
bioativos e a avaliacdo de suas atividades biolégicas, ampliando o conhecimento

sobre a biodiversidade brasileira e seu potencial terapéutico.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a composicao fitoquimica, as caracteristicas morfoanatébmicas e as

atividades bioldgicas da planta Chionanthus filiforms (Vell) P. S. Green.

1.2.2 Objetivos especificos

o Realizar uma revisao integrativa do género Chionanthus L.;

o Coletar amostras de caules, folhas e frutos da planta Chionanthus filiforms
(Vell) P. S. Green;

° Realizar o estudo morfoanatémico dos caules e folhas;

° Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das amostras coletadas;

o Realizar analise fitoquimica preliminar das amostras coletadas;
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Preparar o extratos etandlicos das folhas e caules e fragdes dos caules,
folhas e frutos de Chionanthus filiforms (Vell) P. S. Green;

Extrair 6leo essencial das folhas e caules e obter o extrato aquoso de
Chionanthus filiforms (Vell) P. S. Green;

Fracionar os extratos e identificar as principais classes de constituintes
presentes nos extratos e fragdes de folhas, caules e frutos;

Identificar o teor de compostos fendlicos, flavonoides e taninos totais;
Investigar a capacidade antioxidante dos extratos etandlicos, extratos
aquosos e fracdes de folhas, caules e frutos de Chionanthus filiforms (Vell) P.
S. Green;

Determinar a toxicidade dos extratos etandlicos, extratos aquosos e fragdes
de folhas, caules e frutos frentes ao microcrustaceo Artemia franciscana;
Analisar a atividade hemolitica dos extratos etandlicos, extratos aquosos e
fragcbes de folhas, caules de Chionanthus filiforms (Vell) P. S. Green;
Verificar a atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos, extratos aquosos

e fragdes de folhas, caules de Chionanthus filiforms (Vell) P. S. Green.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA OLEACEAE

A familia Oleaceae é composta por 25 géneros e cerca de 790 espécies
(Christenhusz et al., 2017), apresentando distribuicdo global, predominando em
regides tropicais, subtropicais e temperadas, conforme demostrado na TABELA 1
(WFO, 2025)

TABELA 1 - S—)ENEROS DA FAMILIA OLEACEAE: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E
DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

(continua)

Género Caracteristicas morfoldgicas Distribuicao

Arbustos caducifdlios; folhas simples,
opostas, inteiras; flores pequenas,

_ . hermafroditas, solitarias ou em cimeiras Coreia do Sul

Abeliophyllum Nakai o

terminais, brancas ou rosadas; 2 estames;

ovario supero, bicarpelar e unilocular; fruto

capsula pequena

Arvores ou arbustos perenes ou
deciduos; folhas simples, opostas; flores
Chionanthus L. pequenas em paniculas ou racemos; 2 Américas, Asia, Africa
estames; ovario supero, bicarpelar, unilocular;

fruto drupa monospérmica.

Arvores ou arbustos perenes; folhas
simples, opostas, inteiras; flores pequenas,
hermafroditas, reunidas em racemos ou Comores e
Comoranthus Knobl ) o
paniculas; 2 estames; ovario supero, Madagascar
bicarpelar e unilocular; fruto drupa pequena,

geralmente monospérmica.

Arvores ou arbustos perenes; folhas
simples, opostas; flores pequenas em
Dimetra P.S. Green paniculas; 2 estames; ovario supero, Sudeste Asiatico
bicarpelar, unilocular; fruto drupa ou capsula

monospérmica.

Fontanesia Labill. Arvores ou arbustos deciduos; folhas | Oeste e Sul da Asia



Forestiera Poir

Forsythia Vahl

Fraxinus L.

Haenianthus Griseb.

Hesperelaea A. Gray

Jasminum L.

Ligustrum L.

simples, opostas; flores pequenas em
paniculas ou cimeiras; 2 estames; ovario
supero, bicarpelar, unilocular; fruto drupa

pequena, monospérmica.

Arvores ou arbustos caduciflios;
folhas simples, opostas, inteiras; flores
pequenas, hermafroditas ou unissexuais,
reunidas em racemos ou paniculas; 2
estames; ovario supero, bicarpelar e

unilocular; fruto drupa ou capsula pequena

Arbustos caducifdlios; folhas simples,
opostas; flores pequenas a médias em
racemos; 2 estames; ovario supero,

bicarpelar, unilocular; fruto capsula.

Arvores deciduas; folhas compostas,
opostas; flores pequenas, hermafroditas ou
unissexuais; 2 estames; ovario supero,

bicarpelar, unilocular; fruto sdmara alada.

Arvores ou arbustos perenes; folhas
simples, opostas, inteiras; flores pequenas,
hermafroditas, reunidas em racemos ou
paniculas; 2 estames; ovario supero,
bicarpelar e unilocular; fruto drupa pequena,

geralmente monospérmica

Arvores ou arbustos perenes; folhas
simples, opostas; flores pequenas em
racemos ou paniculas; 2 estames; ovario
supero, bicarpelar, unilocular; fruto drupa

pequena.

Trepadeiras, arbustos ou pequenas

arvores perenes; folhas simples ou
compostas, opostas; flores pequenas a
médias em cimeiras ou paniculas; 2 estames;
ovario supero, bicarpelar, unilocular; fruto

baga ou drupa.

Arbustos ou pequenas arvores

perenes; folhas simples, opostas, inteiras;
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(continua)

Mediterraneo

Ameérica do Norte,
Central e do Sul

Leste da Asia

Hemisfério Norte

Caribe

México

Asia, Africa, Oceania

Europa, Asia, Norte
da Africa




Menodora Humb. &
Bonpl.

Myxopyrum Blume

Nestegis F. Muell.

Noronhia Thouars

Notelaea Vent.

Nyctanthes L.

Olea L.

flores pequenas em paniculas ou racemos; 2
estames; ovario supero, bicarpelar, unilocular;
fruto drupa escura.

Arbustos ou subarbustos perenes;
folhas simples, opostas; flores pequenas em
racemos ou cimeiras; 2 estames; ovario

supero, bicarpelar, unilocular; fruto capsula

pequena.

Arbustos ou trepadeiras perenes;
folhas simples, opostas; flores pequenas em
racemos ou paniculas; 2 estames; ovario

supero, bicarpelar, unilocular; fruto capsula ou

drupa.

Arvores ou arbustos perenes; folhas
simples, opostas, inteiras; flores pequenas,
hermafroditas em racemos ou cimeiras; 2

estames; ovario supero, bicarpelar, unilocular;
fruto drupa.

Arvores ou arbustos perenes; folhas

racemos ou paniculas; 2 estames; ovario

supero, bicarpelar, unilocular; fruto drupa.

Arvores ou arbustos perenes; folhas
simples, opostas, inteiras; flores pequenas,
hermafroditas, reunidas em racemos ou
paniculas; 2 estames; ovario supero,
bicarpelar e unilocular; fruto drupa pequena,

geralmente monospérmica

Arbustos ou pequenas arvores
perenes; folhas simples, opostas, inteiras;
flores pequenas a médias em racemos ou

cimeiras, brancas com garganta laranja; 2

fruto capsula pequena.

simples, opostas, inteiras; flores pequenas em

estames; ovario supero, bicarpelar, unilocular;

Arvores ou arbustos perenes; folhas

simples, opostas, inteiras e coriaceas; flores
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(continua)

América do Norte e

Central

Sudeste Asiatico

Nova Zelandia,
Australia

Madagascar

Australia

Sul da Asia

Mediterraneo, Africa,
Asia

pequenas em paniculas axilares ou terminais;
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2 estames; ovario supero, bicarpelar, B
. (concluséo)
unilocular; fruto drupa carnosa.

Arvores ou arbustos perenes; folhas
simples, opostas, inteiras ou serradas; flores
Osmanthus Lour. pequenas em cimeiras ou paniculas; 2 Leste da Asia
estames; ovario supero, bicarpelar, unilocular;

fruto drupa pequena.

Arbustos caducifélios; folhas simples,
opostas, inteiras; flores pequenas,
Philadelphia L. hermafroditas, solitarias ou em cimeiras; 2 China, Coreia, Japao
estames; ovario supero, bicarpelar e

unilocular; fruto capsula pequena

Arvores ou arbustos perenes; folhas

) ) simples, opostas, inteiras; flores pequenas, Macaronésia
Picconia Webb &

Berth.

hermafroditas, reunidas em cimeiras ou
paniculas; 2 estames; ovario supero,

bicarpelar e unilocular; fruto drupa pequena

Arvores ou arbustos perenes; folhas
simples, opostas; flores pequenas em
racemos ou paniculas; 2 estames; ovario Afri Aci
Schrebera J.F. Gmel. | ) ) ] Africa, Asia
supero, bicarpelar, unilocular; fruto capsula ou

drupa pequena.

Arbustos ou pequenas arvores

caducifélias; folhas simples, opostas, inteiras;
) o ] Leste da Europa e
Syringa L. flores pequenas a médias em paniculas Asi

sia
terminais; 2 estames; ovario supero,

bicarpelar, unilocular; fruto capsula oblonga.

FONTE: Adaptado de WFO (2025)

As espécies ocupam diversos habitats, desde florestas tropicais umidas até
regides temperadas e semiaridas, evidenciando grande plasticidade ecoldgica. Essa
diversidade esta relacionada a adaptagcdes morfoldgicas e fisioldgicas, como folhas
resistentes a dessecacgao, capacidade de crescimento em solos pobres e estratégias
de dispersdo de sementes adaptadas a diferentes agentes polinizadores e

dispersores (Mabberley, 2017).
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A familia € atualmente classificada em cinco tribos: Fontanesieae,
Forsythieae, Jasmineae, Myxopyreae e Oleeae (Wallander, Albert, 2000).

A diversidade quimica da familia inclui flavonoides, monoterpenoides,
iridoides, secoiridoides e glicosideos, associados a atividades biolégicas como
propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias, antimicrobianas, hepatoprotetoras e
anticancerigenas (Huang et al., 2019; Chan et al., 2016; Dupin et al., 2020). Entre os
géneros, destacam-se Olea (oliveira), Fraxinus (freixo), Jasminum (jasmim),
Forsythia, Osmanthus e Syringa, todos com grande importdncia econdmica,
ornamental e ecoldgica (Fernandez- Alonso, Cogollo-Pacheco, 2016). O género
Olea apresenta diversos usos medicinais. As folhas de Olea europaea L. séo
utilizadas no tratamento da hipertensao arterial e na prevencdo de doencas
cardiovasculares (Maghrani et al., 2004; Stevens et al., 2021; Lawrendiadis, 1961), e
0 Oleo essencial obtido das folhas ou frutos € empregado no tratamento de
reumatismo, problemas circulatérios e como laxante (Feo et al., 1992; Ghazanfar, Al-
Al-Sabahi, 1993). No género Fraxinus, as sementes de Fraxinus excelsior L.
possuem efeito hipoglicemiante (Bai et al., 2010), enquanto as cascas de Fraxinus
ornus L. sao utilizadas para controle do colesterol e no tratamento de disturbios
gastrointestinais, incluindo diarreias (Maghrani et al., 2004; Feo et al., 1992). O
género Syringa apresenta extratos e compostos quimicos presentes em flores,
caules, cascas e raizes com atividades hepatoprotetora, anti-inflamatdria,
antibacteriana, antiviral e antitumoral. As flores sdo aproveitadas para extracao de
Oleo essencial e fabricacdo de perfumes, enquanto a madeira € utilizada na industria
moveleira (Wenbo et al., 2021). Além disso, na medicina popular, os botbes de
Strongylus vulgaris L. sédo utilizados no tratamento de dores articulares (Séukand et
al., 2017).

2.2 GENERO Chionanthus L.

Entre os géneros da familia Oleaceae, destaca-se Chionanthus L, incluido
na subfamilia Oleoideae, tribo Oleeae e subtribo Oleinae, cuja monofilia tem sido
confirmada por estudos moleculares (Green, 1994; Kew Science, 2024). O género
compreende cerca de 140 espécies, conforme apresentado na TABELA 2,

distribuidas pelas regiGes tropicais e subtropicais da Asia, Africa, América e



24

Australia, além das zonas temperadas do leste asiatico e do nordeste americano
(Fernandez-Alonso & Cogollo-Pacheco, 2016; Song et al., 2016; POWO, 2025). No

Brasil, sdo reconhecidas doze espécies nativas (Jardim Botanico do Rio de Janeiro,

2025).

TABELA 2 — RELACAO DAS ESPECIES DE Chionanthus L. COM RESPECTIVOS AUTORES E

AREAS DE OCORRENCIA

(continua)

Espécie

Localizagao

Autor e Ano

Chionanthus abriaquiensis

Chionanthus acuminatissimus

Chionanthus acunae
Chionanthus adamsii
Chionanthus albidiflorus

Chionanthus amblirrhinus
Chionanthus avilensis
Chionanthus axillaris
Chionanthus axilliflorus
Chionanthus bakeri
Chionanthus balgooyanus
Chionanthus beccarii
Chionanthus brachystachys
Chionanthus brassii
Chionanthus bumelioides
Chionanthus callophylloides
Chionanthus callophyllus
Chionanthus caudifolius
Chionanthus caymanensis
Chionanthus celebicus

Chionanthus chrysopetalus
Chionanthus clementis

Chionanthus colonchensis

Colémbia, Antioquia

Filipinas

Cuba
Jamaica
Sri Lanka

Tailandia

Venezuela

Australia, Queensland

Cuba

Cuba

Indonésia, Bornéu, Sarawak
Indonésia, Sumatra

Nova Caledénia

Papua-Nova Guiné
Bahamas, Cuba, Hispaniola
Indonésia, Bornéu

Tailandia, Malasia, Indonésia
Malasia, Peninsula da Malasia
llhas Cayman

Indonésia, Sulawesi

Peru
Filipinas

Equador

Fern.Alonso & Cogollo, 2016

(Merr.) Kiew ex de Juana,
2016

(Borhidi & O.Mufiz) Borhidi,
1980

Stearn, 1979

Thwaites, 1860
P.S.Green, 1999
P.S.Green, 1994

R.Br., 1810

(Griseb.) Stearn, 1976
(Urb.) Stearn, 1977
Kiew, 2002

(Stapf) Kiew, 1998
(Schltr.) P.S.Green, 1998
(Kobuski) Kiew, 1998
(Griseb.) Stearn, 1976
Kiew, 2002

Blume, 1851

(Ridl.) Kiew, 1979
Stearn, 1979

Koord., 1898

Cornejo ex Lombardi, 2017

(Quisumb. & Merr.) Kiew,
1998

Cornejo & Bonifaz, 2004



Chionanthus compactus

Chionanthus cordulatus

Chionanthus coriaceus

Chionanthus courtallensis

Chionanthus crassifolius
Chionanthus crispus

Chionanthus curvicarpus

Chionanthus cuspidatus

Chionanthus decipiens

Chionanthus densiflorus
Chionanthus dictyophyllus

Chionanthus diversifolius

Chionanthus domingensis

Chionanthus dussii
Chionanthus ellipticus
Chionanthus enerve
Chionanthus eriorachis

Chionanthus evenius
Chionanthus ferrugineus

Chionanthus filiformis
Chionanthus fluminensis
Chionanthus gardingor
Chionanthus gigas
Chionanthus globosus
Chionanthus glomeratus

Chionanthus grandifolius

Jamaica, Hispaniola

Indonésia, Bornéu, Sulawesi,
Maluku

Taiwan

india, Tamil Nadu, Kerala
Brasil

Indonésia, Bornéu, Sarawalk,
Sabah

Malasia, Malasia Ocidental
Indonésia, Bornéu

Mianmar, Tailandia, Peninsula
da Tailandia

Indonésia, Java, Sumatra
Hispaniola
Indonésia, Sumatra

Cuba, Republica Dominicana,
Haiti, Jamaica, México,
Panama, Porto Rico

llhas de Barlavento
Indonésia, Java, Sumatra
Indonésia, Bornéu, Sarawak
Tailandia

Indonésia, Bornéu

Brasil, Minas Gerais, Espirito
Santo

Brasil, Regiao Sul e Sudeste
Brasil, Rio de Janeiro
Tailandia

Papua-Nova Guiné
Indonésia, Bornéu
Indonésia, Sumatra

Filipinas

(continua)
Sw., 1788

Koord., 1898
(S.Vidal) Yuen P.Yang &
S.Y.Lu, 1998

Bedd., 1872
(Mart.) P.S.Green, 1994

Kiew, 1981

Kiew, 1985
Blume, 1851

P.S.Green, 1996

Zoll. & Moritzi, 1845
(Urb.) Stearn, 1977
Miq., 1861

Lam., 1791

(Krug & Urb.) Stearn, 1976
Blume, 1851

(Steenis) Kiew, 1983
(Kerr) P.S.Green, 1996
(Stapf) Kiew, 1979

(Gilg) P.S.Green, 1994

(Vell.) P.S.Green, 1994
(Miers) P.S.Green, 1994
Kiew, 2016

(Lingelsh.) Kiew, 1998
(Kiew) Kiew, 2002
Blume, 1851

(Elmer) Kiew, 1985
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Chionanthus greenii

Chionanthus guangxiensis

Chionanthus guianensis

Chionanthus hahlii

Chionanthus hainanensis

Chionanthus harmandii
Chionanthus havilandlii

Chionanthus henryae

Chionanthus holdridgii

Chionanthus implicatus

Chionanthus jamaicensis
Chionanthus kajewskii

Chionanthus kinabaluensis

Chionanthus kostermansii

Chionanthus lancifolius
Chionanthus leopoldii
Chionanthus ligustrinus
Chionanthus littoreus
Chionanthus longiflorus
Chionanthus longipetalus
Chionanthus lucens
Chionanthus luzonicus
Chionanthus macrobotrys

Chionanthus macrocarpus
Chionanthus macrothyrsus

Chionanthus mala-elengi

Chionanthus maxwellii

Brasil, Minas Gerais

China, Guangxi
Guiana Francesa, Venezuela

Arquipélago de Bismarck, llhas
Salomao

China, Hainan

Laos, Vietna
Indonésia, Bornéu

Estados Unidos
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Ilhas Saloméao

Indonésia, Bornéu, Sabah,
Monte Kinabalu

Indonésia, llhas Sunda
Menores, Sulawesi

Malasia, Peninsula da Malasia
Indonésia, Bornéu

México, Caribe

Indonésia, Sumatra

China

Indonésia, Bornéu

Indonésia, Bornéu

Filipinas, Luzon

Indonésia, Bornéu
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Vietna

Sul e Sudeste da Asia

Tailandia
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Chionanthus megistocarpus
Chionanthus micranthus

Chionanthus microbotrys

Chionanthus microstigma
Chionanthus minutiflorus
Chionanthus montanus

Chionanthus monteazulensis
Chionanthus nitens
Chionanthus nitidus
Chionanthus oblanceolatus
Chionanthus oblongifolius
Chionanthus oliganthus
Chionanthus pachyphyllus
Chionanthus palustris

Chionanthus panamensis

Chionanthus parkinsonii

Chionanthus parviflorus

Chionanthus pedunculatus
Chionanthus plurifloroides
Chionanthus pluriflorus
Chionanthus polycephalus
Chionanthus polygamu
Chionanthus porcatus
Chionanthus proctorii
Chionanthus pubescens
Chionanthus pubicalyx
Chionanthus purpureus
Chionanthus pygmaeus

Chionanthus pyriformis

Colébmbia

Brasil, Bahia

Camboja, Laos, Tailandia,
Vietna

Camboja, Laos, Tailandia,
Vietna

india, Myanmar

india, llhas Andaman & Nicobar,

Indonésia, Jawa

Brasil, Minas Gerais
Indonésia, Java

Filipinas

América Central
Indonésia, Sumatra, Java
Indonésia, Bornéu
Indonésia, Bornéu
Indonésia, Bornéu

México, Colémbia

China, Hainan, Laos, Malasia,
Mianmar, Tailandia, Vietna

Brasil, Bahia, Espirito Santo

Nova Caledbnia
Indonésia, Bornéu
Indonésia, Bornéu
Indonésia, Bornéu
Sul e Sudeste da Asia
Indonésia, Bornéu
Jamaica

Peru, Equador
Indonésia, Bornéu
Sri Lanka

EUA, Flérida

Tailandia
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Chionanthus quadristamineus

Chionanthus racemosus
Chionanthus ramiflorus
Chionanthus remotinervius
Chionanthus retusus
Chionanthus riparius
Chionanthus robinsonii
Chionanthus rostratus
Chionanthus rugosus
Chionanthus rupicola
Chionanthus sabahensis

Chionanthus salicifolius
Chionanthus sessiliflorus

Chionanthus sleumeri
Chionanthus sordidus
Chionanthus spicatus
Chionanthus spicifer
Chionanthus stenurus
Chionanthus subcapitatus
Chionanthus subsessilis
Chionanthus sulawesicus
Chionanthus sumatranus
Chionanthus sutepensis

Chionanthus tenuis
Chionanthus thorelii

Chionanthus timorensis
Chionanthus trichotomus
Chionanthus urbanii
Chionanthus vargasii
Chionanthus velutinus

Chionanthus verruculatus

Australia, llha de Lord Howe

Filipinas

Sul e Sudeste da Asia
Filipinas

China, Japao, Coreia
Papua-Nova Guiné
Vietna

Indonésia, Jawa
Indonésia, Bornéu
Indonésia, Sulawesi
Indonésia, Bornéu, Sabah
Papua-Nova Guiné

Papua-Nova Guiné, llhas
Carolinas

Australia, Queensland
Indonésia, Sulawesi
Indonésia, Bornéu
Malasia

Indonésia, Sulawesi
Vietna

Brasil, Minas Gerais
Indonésia, Sulawesi
Indonésia, Sumatra
Tailandia

Brasil, Rio de Janeiro

Camboja, Laos, Tailandia,
Vietna

Indonésia, llhas Sundas
Argentina, Brasil, Paraguai
Republica Dominicana, Haiti
Colébmbia

Tailandia

China
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(concluséao)

Chionanthus virginicus EUA, sudeste

L., 1753
Chionanthus vitiensis Fiji, Vanuatu (Seem.) A.C.Sm., 1988
Chionanthus wurdackii Peru B.Stahl, 1991

Chionanthus zeylanicus india, Tamil Nadu, Sri Lanka  |L., 1753

Chionanthus zollingerianus Indonésia, Java Koord. & Valeton, 1902

FONTE: Adaptado de PWO (2025)

Estudos com plantas do género Chionanthus L. identificaram metabdlitos
bioativos como flavonoides, secoiridoides, lignanoides, cumarinas, polissacarideos e
acidos fendlicos. Esses compostos demonstraram atividades antioxidante, anti-
inflamatodria, antiagregacéo proteica e citotoxica (Boyer et al., 2005; Boyer et al.,
2011; Penman; Bone; Lehmann, 2008; Mihai et al., 2023; Lee et al., 2019; Wang et
al., 2021; Kwak et al., 2009).

Dentre as espécies, algumas sao utilizadas na medicina popular. As folhas
de Chionanthus virginicus L. sédo usadas como colagogo, diurético e tonico (Gulgin et
al., 2008). O p6 das cascas de Chionanthus pubescens Kunth é empregado como
purgante e diurético (Lopez-Corona et al., 2022). As cascas de Chionanthus
zeylanica L. sdo eficazes para controlar o corrimento branco (Venkateswararao;
Ayyaraju; Kammakshamma, 2013). As folhas de Chionanthus retusus Lindl. &
Paxton sdo aplicadas no tratamento de diarreias e dores estomacais (Arias et al.,
2011; Chen et al., 2018). As folhas e cascas de Chionanthus mala-elengi (Dennst.)
P. S. Green sao utilizadas para tratar tonturas, epilepsia, cicatrizacdo de feridas e

doencgas hepaticas (Malathi et al., 2020).

2.3 ESPECIE Chionanthus filiforms (VELL) P. S. GREEN

Chionanthus filiforms (Vell.) P.S. Green apresenta como sindnimo
homotipico Bonamica filiforms Vell. e como sindnimos heterotipicos Chionanthus
mandioccanus (Eichler) Lozano & Fuertes, Linociera mandioccana Eichler e
Mayepea mandioccana (Eichler) Kuntze. Popularmente, a espécie € conhecida como
“azeitona-do-mato” ou “azeitona-silvestre”. Sua classificacdo taxonémica encontra-
se apresentada no QUADRO 1. Trata-se de uma arvore que pode atingir de 6 a 12

metros de altura, com folhas opostas, simples, inteiras e cartaceas, apresentando
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domacias e nervuras centrais e secundarias bem evidentes na face adaxial. As
inflorescéncias sdo axilares e paniculadas, com flores pediceladas, calice verde,
lobos triangulares e corola branca, produzindo frutos do tipo drupa (Teixeira et al.,
2016). No Brasil, a espécie é endémica da Mata Atlantica, ocorrendo nos estados de
Santa Catarina, Parana, Bahia e em todos os estados da regido Sudeste (Lombardi,
2015; Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2025).

QUADRO 1 — HIERARQUIA TAXONOMICA DE Chionanthus filiforms P.S. Green

Categoria Taxonomia
Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Lamiales
Familia Oleaceae
Género Chionanthus L.
Espécie Chionanthus filiforms P.S. Green

FONTE: Adaptado de Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Flora e Funga do Brasil (2025)
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3. MATERIAL E METODOS

O fluxograma apresentado na FIGURA 1 facilita a identificacédo e a

compreensao de cada etapa desta pesquisa cientifica.

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DAS FASES DA PESQUISA COM Chionanthus filiforms

i "

Reavisdo de literatura do
génsro Chionanthus

Cu:u!etafle matn?r'ia'i vegetal Morfoanalomia
Capdo do Cifloma |
[ Analise fitoguimica ]— Secagem e trituracdo Ensaios fisico-guimicos ]
Exiracio por Clevenger ] Exfracdo por Soxhlet
Oleo essencial J X modicado - extratos |

Extrato bruto a
Folhas, frutos e galhos Teor de solidos

=

Particionamento para
obtencio das fractes
semipurificadas

[ Triagem fitoquimica ] [ Capacidade antioxidante ][ Atividades bioldgicas ]

FONTE: A autora (2025)

3.1 REVISAO INTEGRATIVA DE Chionanthus L.

A revisao foi produzida com o objetivo de consolidar informacgdes relevantes
e abrangentes sobre os compostos isolados e as atividades biolégicas de espécies
de Chionanthus L.
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3.1.1 Metodologia

Foi realizada uma busca abrangente utilizando o termo "Chionanthus" nas
bases Google Scholar, LILACS, Medline, SciELO, Scopus e Web of Science, sem
restricio de data de publicagdo. Foram utilizados os termos “Chionanthus e
atividade biologica” e “Chionanthus e compostos isolados”, para selegcao dos artigos,
além de uma busca manual nas referéncias bibliograficas dos artigos selecionados.
O aplicativo Rayyan foi empregado para organizar os registros e eliminar duplicatas.

Foram inicialmente selecionados 117 artigos publicados entre 2005 e abril
de 2025, dos quais 15 foram considerados relevantes para a analise de atividades
bioldgicas e dos compostos quimicos isolados. Foram excluidos artigos com foco em
botanica ou agronomia, bem como publicagdes duplicadas. Os artigos incluidos
foram lidos na integra, e os dados organizados em planilha do Microsoft Excel,
registrando informagcbes como espécie, parte utilizada, local de coleta, amostra
analisada, ensaio realizado, resultados obtidos e referéncias bibliograficas. Todo o
processo de selecao e analise dos artigos foi conduzido por dois revisores de forma
independente. A revisao incluiu apenas artigos originais, publicados em portugués,
inglés ou espanhol, que apresentassem informagdes sobre constituintes quimicos ou

atividades bioldgicas de espécies do género Chionanthus L.

3.2 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal da espécie Chionanthus filiformis (Vell.) P. S. Green foi
coletado em 23 de outubro de 2023, no Capao do Cifloma, situado no Campus
Botanico da Universidade Federal do Parana, nas coordenadas geograficas de
25°26'55.8" S e 49°14'22.0" W (Figura 2). A area de coleta insere-se no bioma
Floresta Atlantica e apresenta clima subtropical umido. A coleta foi realizada durante
a estacao da primavera, periodo associado ao aumento da atividade metabdlica e ao

desenvolvimento vegetativo das plantas.
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FIGURA 2 - Chionanthus filiforms (Vell) P. S. Green, LOCAL DA COLETA

(N L

FONTE: A autora (2023)

As folhas, os caules e os frutos foram coletados de um exemplar adulto, com
aproximadamente 12 metros de altura, registrado no sistema de catalogacdo do
Cifloma e identificado no Herbario da Escola de Florestas de Curitibpa — EFC, sob o
numero de exsicata EFC14325 (ANEXO 1). A identificacdo botanica foi realizada
pelo mestre Inti Souza.

O estudo esta registrado na plataforma SISGEN sob o numero A5A3530
(ANEXO 2).

As amostras coletadas foram separadas, as folhas e galhos colocadas em
sacos de nylon e secas em temperatura ambiente. Apds secas, foram fragmentadas
em pequenas particulas em moinho de facas/martelo, com o objetivo de otimizar a
eficiéncia do processo extrativo, uma vez que, quanto menor as particulas, maior é a
area de contato entre o material vegetal e o liquido extrator. Ao final obteve-se 550 g
de folhas secas e 555 g de caules secos. Os frutos foram separados de acordo com
estado de maturagcdo, e acondicionados em sacos plasticos e congelados,
resultando em 30 g de frutos verdes e 35 g de frutos maduros. As amostras de
folhas e caules foram submetidas a extracao hidroalcodlica para a realizacédo dos

ensaios fitoquimicos e bioldgicos, além da hidrodestilagdo, com o objetivo de
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obtengcdo do oleo essencial. Os frutos, apos descongelamento e trituragéo,
passaram por extracdo continua, resultando em diferentes fracbes destinadas as

analises programadas.

3.3 ESTUDO MORFOANATOMICO E HISTOQUIMICO

Folhas e caules foram coletados de C. filiforms e fixados em solucdo de
formalina-acido acético-alcool 70 (FAA), a qual era composta de formaldeido, acido
acético e etanol 70%, na propor¢cédo de 0,5:0,5:9 (v/v). Este procedimento foi
realizado para preservar as estruturas celulares, inibindo os processos de autélise e
metabolismo (Johansen, 1940). Depois de 72 horas de fixagdo, o material botanico
foi lavado em agua destilada e acondicionado em uma solugéo de etanol 70% (v/v)
(Berlyn et al., 1976, kisue; Oliveira, 2000; Arruda, 2021) até a elaboragcdo das

ldaminas para a identificagcao das estruturas.

3.3.1 Preparo de laminas

As laminas semipermanentes das secdes da lamina, nervura central, peciolo
e caule foram preparadas pela técnica de cortes transversais, realizados
manualmente com o auxilio de uma lamina de barbear e suporte de isopor (Cortez et
al., 2016). As secgbes resultantes receberam coloragdo dupla, utilizando fucsina
basica para evidenciar os elementos lignificados e azul de Astra para os elementos
celulésicos (Kraus et al., 1998). Em seguida, os cortes corados foram posicionados
entre 1dmina e laminula, com adigdo de uma gota de solugdo de glicerina a 50%
para manter a hidratacdo, e selados com esmalte incolor (Berlyn et al., 1976).
Posteriormente, as amostras preparadas passaram a analise e registro fotografico

em microscopio foténico (BX40, Olympus®).

3.3.2 Técnica de diafanizagéo ou clareamento

As folhas passaram pelo processo de diafanizacdo antes de serem coradas.
Primeiramente, foram seccionadas em cortes de aproximadamente 1 cm? e
submersas em agua destilada em vidro de relégio. A seguir, clarificadas em uma

placa de Petri utilizando uma solugdo de hipoclorito de sddio em agua (80/20),
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preparada a partir de hipoclorito de sodio a 2,5%, até atingirem uma cor

transparente. Apos o clareamento, as se¢des foram lavadas com agua destilada por

6 vezes, a cada 15 minutos. As partes das folhas foram neutralizadas com uma

solugéo de acido acético a 5%, seguido de um novo enxague com agua destilada e

coradas com safranina a 1% (Franklin, 1945). O processo de montagem das laminas

foi realizado com glicerina a 50% (Kraus et al., 1998).

3.3.3 Testes histoquimicos

Os ensaios histoquimicos utilizaram folhas e caules previamente fixados em

solugdo FAA. Em seguida, o material vegetal foi seccionado manualmente, obtendo-

se cortes transversais que receberam tratamento com os reagentes e corantes
descritos no QUADRO 2.

QUADRO 2 - REATIVOS EMPREGADOS NOS TESTES HISTOQUIMICOS

Composto

Reativo

Resultado

Referéncia

Terpenos

Reagente de NADI

Azul ou Vermelho

Divid e Carde, 1964

o Sudan llI Laranja/ Azul escuro a
Compostos Lipofilicos Sudan Black B preto Pearse, 1972
L’|p|dos acidos Azul do Nilo Azul ou rosa Cain, 1947
Lipidos neutros
. Azul brilhante de Coomassie/ . Fisher, 1968
Corpos proteicos Xilidine Ponceau (XP) Azul brilhante/Vermelho Vidal, 1970

Polissacaridos neutros

Acido periodico de Schiff

Magenta

O'Brien e McCully,

(PAS) 1981

Amido Solugéo de iodo Castanho, roxo ou preto Johansen, 1940
Pectina Vermelho de ruténio Vermelho ou rosa Johansen, 1940
Fendlicos Cloreto férrico 2% Castanho a preto Johansen, 1940

Taninos condensados

Vanilina cloridrica

Vermelho

Mace e Howell, 1974

Alcaloides

Dragendorff,Ellram e Wagner

Laranja a castanho
avermelhado

Furr e Mahlberg, 1981
Svendsen e
Verpoorte, 1983
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FONTE: A Autora (2025)

3.3.4 Registos fotograficos e micromedigdes

O indice Estomatal (IE) de dez campos distintos do lado abaxial foi calculado
de acordo com a férmula descrita na Farmacopeia Brasileira, 72 Edigdo (BRASIL,
2019): % indice Estomatico = nimero de estématos / (niUmero de estdmatos +
numero de células epidérmicas) x 100. A equacao foi aplicada a todos os campos
analisados, sendo posteriormente determinadas a média e o desvio padrdo. O
comprimento e a largura dos estdbmatos foram mensurados em vinte exemplares
selecionados aleatoriamente no lado abaxial, possibilitando a estimativa do tamanho
médio. As imagens utilizadas nas analises foram obtidas em microscopio de luz
Olympus CX 31, acoplado a uma unidade de controle C-7070, pertencente ao

Laboratério de Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3.3.5 Microscopia eletrénica de varredura

O procedimento de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizado
para examinar a ultraestrutura superficial das amostras vegetais, permitindo a
analise da cuticula, caracteristicas do caule, folhas e peciolo, além do tipo e forma
de cristais. O material, fixado em FAA 70%, foi desidratado em uma série crescente
de solugdes etandlicas (70, 80, 90 e 100% v/v), sendo trocadas a cada 15 minutos
(Souza, 1998). Posteriormente, foi seco em um secador de ponto critico (Balzers
CPD 030 (BAL-TEC AG, Balzers, Liechtenstein) e revestido com ouro utilizando um
revestidor de pulverizagdo catédica Quorum (modelo SC7620), procedimento que
visa garantir condutibilidade eletrénica a amostra. A analise foi realizada em um
microscopio eletrénico de varredura (Jeol JSM 6360 LV) e em um sistema de
emissao de campo Tescan Mira3, operando em modo de alto-vacuo, com uma
tensdo de aceleragdao de 15 kV, no laboratério multiusuario (C-LABMU) da

Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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3.3.6 Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

A analise por espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) foi
realizada para caracterizar a composicao quimica elementar dos cristais presentes
nas amostras. Cristais aleatérios foram selecionados para analise, assim como
células sem cristais, utilizadas como controle negativo. Os espectros elementares
foram obtidos utilizando um detector de EDS acoplado ao microscépio eletrénico de
varredura por emissao de campo (FESEM) no modo de pressao variavel, operando
a 15 kV. As analises foram conduzidas no Complexo Multiusuario de Laboratoérios

(C-Labmu) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3.4 ENSAIOS FiSICOS-QUIMICOS

Os ensaios fisicos-quimicos auxiliam na identificacdo morfoanatémica e na
determinagdo do material botanico, além de atestar a pureza, revelam desvios de

qualidade e indicam possiveis adulteracdes.

3.4.1 Umidade (Perda por dessecagéao)

A quantidade de substancias volateis presentes nas folhas e caules de
Chionanthus filiforms (Vell) P. S. Green foi determinada seguindo a metodologia
descrita na Farmacopeia Brasileira 72 edigao (Brasil, 2024). Foram pesados 2 g de
cada amostra da planta seca e depositada em cadinho de porcelana, previamente
dessecado e tarado. Os cadinhos foram colocados na estufa a 100 °C por 2 horas.
Em seguida foram pesados, apos resfriamento no dessecador, até a obtencédo de
peso constante, diferenga de pesagem de no maximo 0,5% entre pesagens
consecutivas. O teste foi realizado em quintuplicata e o valor da umidade foi

determinado utilizando a férmula 1:

% umidade = (Pa — Ps / Pa) x 100 (1)

Considerar: Pa= Peso do cadinho + peso da amostra; Ps= Peso do cadinho

+ peso da amostra seca.
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O resultado foi expresso em porcentagem de umidade em relagdo ao

material vegetal seco.

3.4.2 Determinacdo de cinzas

O teor de cinzas totais de amostras de folhas e caules de Chionanthus
filiforms (Vell) P. S. Green, foi determinada seguindo a metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira 72 Edigdo (2024). A técnica é utilizada para determinar a
quantidade de componentes inorganicos e impurezas presentes em amostras
vegetais. Foram pesados 3 g do material vegetal em cadinhos de porcelana,
previamente dessecados e tarados até peso constante, em seguida levados a mufla
e incinerados por 6 horas a 600 °C. Apos resfriados em dessecador, foram pesados
novamente até peso constante. O teste foi realizado em quintuplicata e o teor de

cinzas totais foi determinado utilizando a féormula 2:

Teor de cinzas (%) = (P2 - P1/P3) x 100 (2)

Considerar: P1 = Peso do cadinho apos calcinagéo e resfriamento (g); P2 =

Peso do cadinho com amostra apds calcinacao e resfriamento (g); P3 = Peso da
amostra (g)

O resultado foi expresso em porcentagem de cinzas em relagdo ao material

SecCo.

3.5 ENSAIO FITOQUIMICO PRELIMINAR

O ensaio fitoquimico preliminar teve como finalidade identificar
qualitativamente os principais grupos de metabdlitos presentes na espécie vegetal.
Para isso, utilizou-se a metodologia descrita por Moreira (1979), com adaptagdes de
Miguel (2003). Foram preparados extratos aquoso e hidroalcodlico (20%) de folhas e
caules previamente secos e triturados, que passaram por reacdes de coloragao ou
precipitacdo especificas.

No extrato aquoso foram investigados: heterosideos antocianicos,

saponinicos e cianogénicos, além de taninos, grupos aminicos, acidos fixos e acidos
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volateis. No extrato hidroalcodlico foram avaliados: alcaloides, leucoantocianidinas,

flavonoides, cumarinas, iridoides, antraquinonas, esteroides e/ou triterpenos.

3.5.1 Preparo do Extrato Aquoso (20%)

Os extratos aquosos forma preparados utilizando 40 g de material vegetal
triturado (folhas e caules), extraidos com 200 mL de agua purificada em banho-
maria a 70 °C por 1 hora, com agitacdo ocasional. O extrato obtido foi filtrado e o

volume ajustado para 200 mL.

3.5.1.1 Pesquisa de heterosideos antocianicos e heterosideos saponinicos

Uma aliquota de 5 mL do extrato aquoso foi distribuida em trés tubos de
ensaio. O primeiro foi acidificado com &acido cloridrico 1 N até pH 1, o segundo
alcalinizado com hidroxido de sodio 1% até pH 10 e o terceiro ajustado para pH 7
(neutro). Considerou-se positiva a presenga de antocianinas quando houve mudancga
de cor para vermelho (meio acido), azul (meio alcalino) ou violeta (meio neutro).
Caso a coloracao observada fosse verde, a reacao foi interpretada como indicativa
de flavonoides. Na sequéncia, os mesmos tubos foram agitados por 5 minutos e
deixados em repouso por 30 minutos. A formacao de espuma persistente, com altura
igual ou superior a 1 cm, foi considerada evidéncia da presenga de heterosideos

saponinicos.
3.5.1.2 Pesquisa de heterosideos cianogénicos

Foram transferidos 5 mL do extrato aquoso para um tubo de ensaio, ao qual
se adicionou 1 mL de H,SO,4 1 N. Uma tira de papel picrossodico foi entdo suspensa
no tubo, que permaneceu em banho-maria a 60 °C por 30 minutos. A reacao foi
considerada positiva pela coloragao vermelha na tira de papel, indicando a presenca
de heterosideos cianogénicos.

3.5.1.3 Pesquisa de taninos

A 1 mL do extrato aquoso foram adicionadas 5 gotas de solugao de cloreto
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férrico a 1%. A coloracdo observada foi utilizada para interpretacéo: verde indica
taninos condensados, azul revela taninos hidrolisaveis e marrom sugere a presenga

de polifendis.

3.5.1.4 Pesquisa de aminogrupos

Uma alicota de 10 mL do extrato aquoso foram adicionadas em capsulas de
porcelana e aquecidos em banho-maria a 60 °C. Em seguida, cinco gotas do extrato
concentrado foram aplicadas em pontos previamente demarcados de uma tira de
papel-filtro. Apés a secagem, o papel foi nebulizado com solu¢gdo de ninidrina e
aquecido em estufa a 100 °C por 15 minutos. A reacdo € considerada positiva

quando ocorre o surgimento de coloragao azul-violeta.

3.5.1.5 Pesquisa de acidos fixos

Em um baldo de fundo chato foi colocado 20 mL do extrato aquoso e 2 mL de
hidroxido de sodio 1N, em seguida, aquecido sob refluxo por 30 minutos. Apos
resfriamento, a solugao foi acidificada com acido sulfurico 2N e extraida trés vezes
com 10 mL de éter etilico. Os extratos etéreos foram combinados, tratados com
carvao ativado, filtrados e evaporados em banho-maria a 50 °C até secura completa.
O residuo foi aquecido em estufa por 10 minutos e, em seguida, foram adicionados 5
mL de hidroxido de aménia 1N. Em uma tira de papel-filtro, dois pontos foram
demarcados e impregnados com o residuo amoniacal. Apds secagem em estufa,
uma gota do reativo de Nessler foi adicionada a um dos pontos. A presenca de cor

marrom indica acidos fixos.

3.5.1.6 Pesquisa de acidos volateis

Em tubo de ensaio foram adicionados 5 mL do extrato aquoso e acido
sulfurico 1N. Uma fita indicadora de pH foi suspensa no tubo, que foi aquecido em
banho-maria a 60 °C por 30 minutos. A presenca de acidos volateis é indicada

quando o pH é inferiora 7.
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3.5.2 Preparo do extrato hidroalcodlico a 20%

Pesaram-se 40 g de folhas e caules secos e triturados, os quais foram
adicionados a 200 mL de alcool etilico a 70% (v/v) e submetidos a aquecimento em
banho-maria a 70 °C durante 1 hora. O extrato alcodlico resultante foi
posteriormente concentrado até atingir um terco do volume inicial. A partir do extrato
concentrado, realizaram-se extragdes sucessivas com solventes organicos de
polaridade crescente: hexano, cloroférmio e acetato de etila. Cada extragao foi feita
em funil de separacao, agitando-se 10 vezes com volumes de 20 mL de solvente.
Apoés cada extracdo, os volumes das fragdes obtidas foram completados para 200
mL com o respectivo solvente.

Os extratos foram acondicionados em frascos ambar e identificados da
seguinte forma:

e Folhas: fragdo hexano (FHF), fragao cloroformio (FCF), fracdo acetato de etila
(FACF);

e Caule: fracdo hexano (FHC), fracao cloroférmio (FCC), fragao acetato de etila
(FACC).

O residuo obtido a partir do extrato de folhas foi denominado fracéo
remanescente de folhas (FRF), enquanto o proveniente do caule recebeu a
designacéao de fragdo remanescente de caule (FRC). Em ambos os casos, o volume
foi completado para 200 mL com etanol a 70% (v/v). Todas as fragdes
permaneceram sob refrigeracdo até a realizacdo das analises de seus respectivos

marcadores.

3.5.2.1 Pesquisa de alcaloides

Os alcaloides sdo compostos basicos cuja solubilidade depende do pH. A
pesquisa qualitativa desses compostos baseia-se na capacidade dos alcaloides, na
forma de sal (extratos acidos), de reagir com iodo e metais pesados (como bismuto,
mercurio e tungsténio), formando precipitados coloridos.

Neste ensaio, 50 mL de cada fragdo foram concentrados em banho-maria a
70 °C até secura. Em seguida, os extratos e fragoes foram ressuspendidos em 1 mL

de etanol e 20 mL de acido cloridrico a 1% (v/v). A partir dessas solugdes, 2 mL
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foram transferidos para cada tubo de ensaio, totalizando quatro tubos, sendo o
quarto utilizado como controle negativo.
Para a identificacdo dos alcaloides, foram adicionados aos tubos os
seguintes reagentes:
¢ Reativo de Mayer: formagao de precipitado ou leve turvagao branca;
¢ Reativo de Dragendorff: formacéao de precipitado vermelho-tijolo;
¢ Reativo de Wagner-Bouchard: formacao de precipitado alaranjado.
A ocorréncia de precipitados coloridos indica a presenca de alcaloides na

amostra.

3.5.2.2 Pesquisa de leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas sao flavonoides monoméricos 3,4-diols. A reagao para
sua identificagcao baseia-se na reducao das leucoantocianidinas em antocianidinas
na presenga de acido cloridrico, provocando mudanca de coloracdo do amarelo para
o vermelho.

No ensaio, 10 mL do extrato hidroalcodlico e das fragdes foram transferidos
para uma capsula de porcelana e concentrados em banho-maria a 60 °C até secura.
O residuo foi ressuspendido em 5 mL de alcool etilico P.A., adicionadas 5 gotas de
acido cloridrico concentrado e aquecido até ebulicdo. A reagado € considerada

positiva quando ocorre o aparecimento de coloragao vermelha.

3.5.2.3 Pesquisa de flavonoides

a) Heterosideos flavonicos: 20 mL do extrato hidroalcodlico e das fragbes foram
concentrados em banho-maria e ressuspendidos em 10 mL de etanol absoluto. Em
seguida, 5 mL da solucio foram transferidos para tubos de ensaio, adicionados 1 cm
de fita de magnésio e, lentamente, 1 mL de &cido cloridrico fumegante. A reacéo &
considerada positiva para:

e Flavonas: coloracéao laranja;

e Flavanonas: coloracgao violeta;

¢ Flavonadis: coloragao vermelha.
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b) Teste do oxalico bérico (reacdo de Taubock): 10 mL de cada fracdo foram
concentrados em capsula de porcelana a 60 °C. Acrescentaram-se 5 gotas de
acetona P.A., 30 mg de acido bdrico e acido oxalico (1:1), e a mistura foi novamente
concentrada. Em seguida, adicionaram-se 5 mL de éter etilico. A reagéo é positiva

para flavonois quando, sob luz UV, surge fluorescéncia amarela-esverdeada.

c) Ensaio de Pacheco: 10 mL do extrato ou fragdes foram concentrados em banho-
maria a 60 °C, adicionados cristais de acetato de sddio e 0,1 mL de anidrido acético,
seguidos de 0,1 mL de acido cloridrico concentrado. A coloragdo roxa indica

presenca de dihidroflavonoides.

d) Ensaio com zinco em Hcl: 10 mL do extrato ou fragdes foram concentrados,
ressuspendidos em 10 mL de etanol, e 5 mL da solugao transferidos para tubos de
ensaio com pastilhas de Zn. Adicionou-se lentamente HCI fumegante. A formacgéao de

coloragao roxa-violeta indica presenca de dihidroflavonoides.

3.5.2.4 Pesquisa de cumarinas

Utilizaram-se 30 mL de cada extrato ou fragdo, acidificados com acido
cloridrico 2 N até pH 1 e posteriormente concentrados em banho-maria a 60 °C até
reduzir a 5 mL. A fracdo hidroalcodlica foi extraida duas vezes com 10 mL de éter
etilico; o extrato etéreo obtido foi entdo concentrado a 5 mL. Em seguida, 3 mL da
solugao foram transferidos para tubos de ensaio, adicionados a 2 mL de hidréxido de
sodio 1 N e expostos a luz UV (366 nm, 15 min). A fluorescéncia azul ou verde-
amarelada indica a presenca de cumarinas. Para confirmacgao, o extrato residual foi
aplicado em papel-filtro em trés pontos. A mancha 2, tratada com hidroxido de sodio
1 N e exposta a luz UV, apresentando fluorescéncia azul ou verde-amarelada,

sugere reagao positiva para cumarinas.

3.5.2.5 Pesquisa de substancias iridoidais

Foram transferidos 2 mL do extrato e fragcdes para trés tubos de ensaio. No

primeiro adicionaram-se cristais de floroglucinol e 1 mL de acido cloridrico.

Coloracgéao verde escura indica reagao positiva. No segundo foi colocado duas gotas



44

de acido sulfurico. Coloragao rosa violacea indica reagao positiva. E no terceiro,
foram colocados cristais de vanilina e duas gotas de acido sulfurico. Coloragao rosa

cereja indica reagao positiva.

3.5.2.6 Pesquisa de heterosideos antraquindnicos

Uma aliquota de 30 mL do extrato e das fracdes foi aquecida sob refluxo com
5 mL de acido sulfurico 10% durante 30 minutos. Apds a filtracdo, adicionaram-se 30
mL de agua destilada e procedeu-se a extracdo da fragdo organica. A fragao
hidroalcodlica foi extraida duas vezes com 10 mL de éter etilico. Os extratos,
concentrados a 5 mL, foram submetidos a reagdo de Borntrager, com adi¢cdo de 5
mL de hidroxido de aménio 10%. A formacédo de coloragdo vermelha indica a

presenga de heterosideos antraquindnicos.

3.5.2.7 Pesquisa de esteroides e/ou triterpenos

a) Reacgao de Liebermann-Burchard: 30 mL do extrato e fra¢cdes foram concentrados
em banho-maria a 60 °C, ressuspendidos em 5 mL de cloroféormio e filtrados. Em
tubos de ensaio com volumes variados (0,1; 0,5 e 1,0 mL, completando 2 mL com
cloroférmio) adicionou-se 1 mL de anidrido acético e 2 mL de acido sulfurico
concentrado. A presenca de cor rosea escura ou azul: presenca de funcado carbonila
no C-3 e dupla ligacéo entre C-5 e C-6. Cor verde: fungédo carbonila no C-3 e dupla

ligacdo em C-5 e C-6 e Cor amarela: presencga de metila no C-14.

b) Reagdo de Keller-Kiliani: 2 mL do extrato e fragbes foram concentrados em
cadinhos, adicionados 2 mL de acido acético glacial e 0,2 mL de cloreto férrico 1%, e
transferidos para tubo com 2 mL de acido sulfurico concentrado. Formagao de cor na
zona de contato ou na fase acética indica desoxi-agucares: verde sugere triterpenos

e azul indica esteroides.



45

3.6 PREPARAGCAO DOS EXTRATOS E FRACOES

Foram preparados extratos aquosos e brutos a partir do material vegetal
selecionado. Em seguida, procederam-se as etapas de fracionamento, visando a

obtencgéao das diferentes fragoes.

3.6.1 Extrato aquoso

As folhas e caules foram submetidos ao processo de hidrodestilacéo,
utilizando um aparelho Clevenger, com a finalidade de obtencao do 6leo essencial e
do hidrolato, conforme os protocolos descritos ha Farmacopeia Brasileira, 72 edicao
(2024). O sistema experimental era composto por um baldo de fundo redondo, uma
manta de aquecimento e um condensador acoplado. Durante o procedimento, o
material vegetal foi fervido em agua destilada por aproximadamente seis horas,
possibilitando a separagao dos compostos volateis.

Para a extracao a partir das folhas, foram utilizados 500 g de material seco
previamente fragmentado, adicionados a 4 litros de agua destilada em baldo de
fundo redondo, sendo o sistema mantido sob aquecimento continuo durante seis
horas. No caso dos caules, foram empregados 505 g de material seco fragmentado,
imersos em 4,5 litros de agua destilada e submetidos as mesmas condi¢des de
extracao por hidrodestilagcdo. Ao término do processo, obtiveram-se dois produtos: o
Oleo essencial, coletado, acondicionado em frasco ambar hermeticamente vedado e
armazenado em freezer a —20 °C; e o hidrolato, fragdo aquosa rica em compostos
volateis hidrossoluveis, designada como extratos aquosos. Estes foram
denominados extrato aquoso das folhas (EQF) e extrato aquoso do caule (EQC),
posteriormente liofilizados e mantidos sob refrigeragao até a realizagao das analises.

3.6.2 Extrato etandlico

A obtencao dos extratos etandlicos de C. filiforms foi realizada por extragao
em sistema Soxhlet modificado, desenvolvido conforme descrito por Carvalho et al.
(2009), cujo modelo industrial & patenteado no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) sob o numero Pl 0601703-7 A2. Esse método apresenta elevado

rendimento e eficiéncia em relacdo a técnicas convencionais, sendo recomendado
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para o isolamento de compostos termoestaveis aplicaveis em analises quimicas e
formulagdes farmacéuticas.

Para o material foliar, utilizaram-se 500 g de folhas secas fragmentadas,
extraidas com 6,5 L de etanol 96°GL, em sistema de refluxo, por aproximadamente
seis ciclos de oito horas. No caso dos caules, a extragao foi conduzida com 505 g de
material seco fragmentado e 7 L de etanol 96°GL, mantidos em refluxo por cerca de
sete ciclos de seis horas cada. Os extratos hidroalcodlicos obtidos foram filtrados,
separando-se 3 g de cada um para testes biologicos e, em seguida, submetido a
banho-maria a 70 °C até a completa secagem. O restante foi concentrado em
evaporador rotativo, sob pressao reduzida, a 50 °C e 90 rpm, até reducao do volume
a um terco do inicial, e posteriormente submetido a secagem em banho-maria a 70
°C até completa eliminagdo do solvente. ApOos a secagem, os extratos foram
acondicionados em frascos ambar, a temperatura ambiente, até o momento do
fracionamento, obtendo-se 3,982 g de extrato bruto etandlico seco de folhas e 3,653

g de caules. O extrato das folhas foi denominado EBF, e o dos caules, EBC.

3.6.3 Teor de soélidos

O teor de sdlidos foi determinado a partir da eliminagao da fase liquida dos
extratos brutos e aquosos, conforme metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira, 72 edicao (Brasil, 2024). Para os extratos brutos, aliquotas de 10 mL
foram acondicionadas em placas de Petri previamente taradas e submetidas a
estufa a 105 °C por 2 horas. Apds o resfriamento em dessecador, as placas foram
novamente pesadas até obtencdo de massa constante.

A diferenga entre a massa da placa contendo o residuo sdlido e a da placa
vazia correspondeu ao teor de solidos presente em 10 mL de extrato. Os valores
foram expressos como massa de extrato seco em relacdo a massa da amostra
vegetal, sendo cada determinacgao realizada em quintuplicata. No caso dos extratos
aquosos, o teor de solidos foi obtido apds a liofilizagdo do material, permitindo o
calculo correspondente.

O teor de solidos também foi utilizado para o calculo do rendimento dos

extratos brutos e aquosos, de acordo com a formula 3:

Rendimento (% m/m) = (Teor de sélidos / Material vegetal seco) x100  (3)
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Em que: Teor de sélidos: massa (g) de solidos presente em 1 mL do extrato.
Material vegetal seco: massa (g) de planta seca e triturada utilizada para obtencéo

de 1 mL do extrato bruto.

3.6.4 Fracionamentos dos extratos brutos

Os extratos brutos etanolicos das folhas (EBF) e dos caules (EBC) foram
submetidos a fracionamento por extragdo liquido-liquido em sistema Soxhlet
modificado (Pl 0601703-7 A2) (FIGURA 3), utilizando-se solventes de polaridade

crescente, na seguinte ordem: hexano, cloroférmio e acetato de etila.

FIGURA 3 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DE FOLHAS DE Chionanthus filiforms (Vell)
P. S. Green EM SOXHLET MODIFICADO

FONTE: A Autora (2024)

O extrato etandlico concentrado foi colocado no Soxhlet, acoplado a um
baldo de fundo chato contendo pedras de porcelana e conectado a um condensador
de bolas. O conjunto foi mantido sob aquecimento em manta elétrica. Apés a adigédo
do primeiro solvente (hexano), o sistema foi mantido em refluxo para promover a
extracao adequada dos constituintes. O mesmo procedimento foi repetido com os
demais solventes, até o completo esgotamento do material.

Ao final, foram obtidas as seguintes fragdes das folhas: fragdo hexano
(FHF), fracdo cloroférmio (FCF), fracdo acetato de etila (FACF) e fragcédo
remanescente (FRF). Para os caules, as fracdes correspondentes foram: fragédo
hexano (FHC), fragdo cloroférmio (FCC), fracédo acetato de etila (FACC) e fracéo

remanescente (FRC).
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3.6.5 Extracdo dos frutos

Os frutos foram separados em maduros e verdes e extraidos
separadamente. Apds serem fragmentados em pequenas partes, foram submetidos
a extracao liquido-liquido continua em equipamento Soxhlet, utilizando solventes de
polaridade crescente: hexano, cloroférmio e acetato de etila. Utilizaram-se 35 g de
frutos maduros e 30 g de frutos verdes. Foram obtidos os seguintes extratos: hexano
do fruto verde (FHFV) e do fruto maduro (FHFM), cloroférmio do fruto verde (FCFV)
e do fruto maduro (FCFM), e acetato de etila do fruto verde (FACFV) e do fruto
maduro (FACFM). O rendimento de cada extrato foi calculado em relacdo a massa

de material vegetal seco dos frutos.

3.6.6 Rendimento dos extratos brutos e fragoes

Apods a obtencao das fracdes de folhas e galhos, bem como dos extratos dos
frutos, o rendimento foi calculado com base na massa inicial do material vegetal
seco e triturado (Férmula 4).

Rendimento (%) = teor de sdlidos totais/material vegetal seco x 100 (4)

3.7 PERFIL FITOQUIMICO DE EXTRATOS E FRACOES

Os extratos e fragbes das folhas, caules e frutos, foram avaliados pelos
ensaios de cromatografia em camada delgada e cromatografia em camada delgada
bidimensional.

A cromatografia em camada delgada é uma técnica analitica que utiliza uma
fase estacionaria, constituida por um adsorvente fixado sobre uma placa de
aluminio, e uma fase moével formada por uma combinacao de solventes, denominada
eluente. A amostra a ser analisada é aplicada sobre a fase estacionaria, e o
processo de separagao ocorre a medida que o eluente se desloca por capilaridade
ao longo da placa. O conjunto de materiais utilizados incluiu: cromatoplacas de silica

gel, cuba cromatografica, capilar de vidro para aplicagdo das amostras, fase movel e
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sistemas reveladores e o procedimento foi conduzido de acordo com a Farmacopeia
Brasileira, 72 edicdo (2019).

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatoplacas
de silica gel Whatman® 60 UV254 (3 x 5 cm). Em cada placa, aplicaram-se, com
auxilio de um capilar, de 5 a 10 yL de amostra nos pontos demarcados, com o
padrao especifico para a classe de composto analisada. A fase moével foi adicionada
a cuba cromatografica para saturagao do ambiente. Apés a eluicéo, as placas foram
secas a temperatura ambiente (25 °C) e tratadas com reveladores especificos para
cada grupo de metabdlitos secundarios. A visualizacdo foi realizada sob luz
ultravioleta antes e apds a revelagao, e a identificagcdo dos grupos de metabdlitos
ocorreu de acordo com a coloracao final observada. As fases moéveis e reveladores

empregados estdo descritos no Quadro 3.

QUADRO 3- PROCEDIMENTO PARA IDENTIFICAGAO DE METABOLITOS POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

(continua)
Metabdlitos Fase moével Revelador Resultado Referéncia
Esteroides Tolueno/Acetato | Vanilina fosforica Coloragao rosalviolacea |Oliveira et al.,
Triterpenos de Etila (93:7) (vIv) apos aquecimento em 2014
- Solugéo de chapa (105 °C)
vanilina 1% Wagner,
em etanol Bladr, 1996
- Acido fosférico 5%
(1:1)
Alcaloides Cloroférmio/ Reativo de Oliveira et al.,
Metanol Dragendorff 2014
(95:5) (m/v)
-Carbonato de Valente et al.,
Acetato de Etila/ bllsmuto 59 .. <006
-lodeto de potassio
Hexano/Metanol / o5 _ )
Acido férmico A Qd orid Coloragéo alaranjada
(4:2:2:0.2) -Acido cloridrico
concentrado 12 mL
-Agua destilada gsp
Acetato de Etila/ |100mL
Hexano/Metanol /
Dietilamina
(4:4:5:0,2)
Flavonoides Acetato de Etila/ NEU (m/v) Coloragédo amarela Wagner,
Acido Férmico/ - Difenol-etil-oxi-etil- | quando exposta a luz Bladr, 1996
Acido amino1 g uv
AcéticoGlacial/ - Metanol gsp 100
Agua Destilada  |mL
(100:11:11:26)
Cumarinas Diclorometano/ Hidréxido de Coloracéao azul Wagner,
Acetona Potassio 1% (m/v) |ou verde quando Bladr 1996
(1:1) -Hidréxido de exposto a luz UV
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ou Potassio 1g (concluséao)
Cloroférmio/ - Etanol gsp 100 mL
Acetona (1:1)

Taninos Acetato de Etila/ | Cloreto Férrico 2% |Coloragéo verde na Oliveira et al.,
Acido Férmico/ (m/v) presencga de taninos 2014
Acido Acético -Cloreto Férrico 2g |condensaveis, azul para
Glacial/ -Metanol ou Agua |taninos hidrolisaveis e Wagner,
Agua Destilada Destilada qsp 100 | marrom para compostos |Bladr, 1996
(100:11:11:26) mL fendlicos

Antraquinonas |Acetato de etila/ | Hidroxido de Coloragao vermelha Wagner,
Metanol/ Potéassio 5% (m/v) Bladr, 1996
Agua destilada  |-Hidréxido de
(100:17:13 Potassio 5g

- Etanol gsp 100 mL

FONTE: A autora (2025)

Na cromatografia em camada delgada bidimensional, utilizaram-se
cromatoplacas de silica gel Whatman® 60 UV254, com dimensdes de 2 x 3 cm. Na
base inferior da placa, aplicaram-se 5 yL da amostra, no ponto previamente
demarcado, utilizando um capilar de vidro. Em seguida, a placa foi inserida em cuba
cromatografica contendo o solvente especifico, garantindo que o nivel do eluente
nao ultrapassasse a linha de aplicacdo. Apds a completa eluicdo, a placa foi retirada
da cuba, seca a temperatura ambiente (=25 °C), girada em 90° e submetida a uma
segunda eluicdo em nova fase movel. Concluida esta etapa e apds a secagem
completa, aplicaram-se os reveladores especificos para cada grupo de compostos
analisados.

Foram analisados os extratos e fracbes que apresentaram resultado positivo
na cromatografia em camada delgada (CCD) preliminar. A visualizagado das placas
foi realizada sob luz ultravioleta, antes e apds a aplicagdo dos reveladores,
possibilitando a identificagdo dos grupos quimicos a partir da coloragdo final
observada. As fases moveis, os reveladores e as amostras empregadas estao

apresentados no Quadro 4.
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QUADRO 4- ANALISE DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA BIDIMENSIONAL

agua (63:32:5)

Metabdlito

secundario Fase moével Revelador Resultado Referéncia

Amostras

Cumarinas 12 fase: UV - A =254 | Fluorescéncia azulou Harmala,Botz,

FAC folha cloroférmio e 366 nm esverdeada-amarelada | 1990,

FAC fruto verde 22 fase: acetato de com adpatacgao.

FAC fruto maduro | etila’/hexano n-hexano

(30:70, viv)

Flavonoides 12 fase: UV /AICI3 | Coloragéo verde Heisig,

FAC folha acetato de etila/acido 1% em Wichtl,1990,co

FR folha férmico/agua (8:1:1, etanol / UV m modificagbes

FAC caue viviv); 22 fase:

FR caule metanol/acetato de Hawryt,

FAC fruto verde etila (10%/90%, v/v) Soczewinski,

FAC fruto maduro 2001,com
modificacdes

Triterpenos 12 fase: Reagente Saponinas esteroidais: | Kapusta et al.,

FH folha acetato de etila/acido | Liebermann- | cor verde; 2005,com

FH caule acético/agua (7:2:2); Burchard / | Saponinas modificagdes

FH fruto verde 22 fase: aquecimento | triterpénicas:

FH fruto maduro cloroférmio/metanol/ a130°C cor azul ou rosa escuro

FONTE: Autor (2024)

NOTA: fracao de acetato de etila (FAC), hexano (FH), fracdo remanescente (FR)

3.8 QUANTIFICACAO DE FENOLICOS, FLAVONOIDES E TANINOS

A determinacao dos compostos fendlicos, flavonoides e taninos foi realizada

em extratos brutos hidroalcodlicos, extratos aquosos e fragdes semipurificadas

obtidas de folhas, caules e frutos de C. Filiforms. Para isso, empregaram-se

métodos espectrofotométricos especificos para cada grupo de compostos, visando

quantificar seu teor total nas diferentes amostras. A comparagao entre as médias foi

realizada por analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey (p < 0,05),

utilizando o programa estatistico Sisvar, versao 5.6 (Ferreira, 2018).
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3.8.1 Determinacao do teor de fendlicos totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi realizada em octoplicata
pelo método de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Devequi-Nunes et al., (2018) .
Os extratos e fragdes foram preparados na concentragao de 200 pg/mL em metanol.
Em microplaca de 96 pocos, foram pipetados 20 uL da amostra, 80 pyL de
solucao de carbonato de sodio (7,5 g/100 mL) e 100 uL do reagente Folin-Ciocalteu
1 N em meio aquoso. Para cada amostra, foi preparado um branco contendo 20 pL
da amostra (200 pg/mL) e 180 pyL de metanol. A microplaca foi mantida no escuro
por 1 h, a temperatura ambiente (25 + 2 °C), e a absorbéancia foi medida a 690 nm
em leitor de microplacas.
A concentracao total de fendlicos foi determinada com base na curva padrao
de acido galico em metanol (ug/mL), pela equagao de regresséo linear y = 0,0024x +
0,0661 (r* = 0,9901), sendo expressa como equivalentes de acido galico (mg EAG/g

de amostra).

3.8.2 Determinagéao do teor de flavonoides totais

A quantificagdo de flavonoides totais foi realizada em octoplicata, conforme
a metodologia descrita por Surek et al. (2022). As amostras foram preparadas na
concentracao de 200 yg/mL em metanol.

Em microplaca de 96 pogos, foram pipetados 100 pL da amostra e 100 pL
de solucédo de cloreto de aluminio em metanol (2 g/100 mL). Para cada amostra, foi
preparado um branco contendo 100 pyL da amostra e 100 pL de metanol. A
microplaca foi mantida no escuro por 1 h, e a absorbancia foi medida a 414 nm em
leitor de microplacas.

A concentragao de flavonoides totais foi determinada com base na curva
padrao de rutina em metanol (ug/mL), utilizando a equagao de regressao linear y =
0,0115x + 0,0294 (r*> = 0,996), e expressa como equivalentes de rutina (mg ER/g de

amostra).
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3.8.3 Determinagao de taninos condensados

A quantificagdo dos taninos condensados totais foi conduzida pelo ensaio de
vanilina/acido sulfurico (Horszwald & Wilfried, 2011; Sun et al., 1998), utilizando
amostras preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em metanol. Em microplaca de
96 pocos, foram pipetados 25 yL da amostra, 150 pyL de solucdo de vanilina 4%
(m/v) em metanol e 75 pL de solugéo de acido sulfurico 32% (v/v) em metanol. Para
cada amostra, foi preparado um branco contendo 25 uL de agua purificada, 150 pL
de solugao de vanilina 4% e 75 pL de solugao de acido sulfurico 32%. A microplaca
foi mantida em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente (25 + 2 °C), e a

absorbancia foi medida a 500 nm em leitor de microplacas.

A concentracdo de taninos condensados totais foi determinada com base na
curva padrao de catequina em metanol (ug/mL), pela equagao de regresséo linear y
= 0,0003x — 0,0164 (r* = 0,990), sendo expressa como equivalentes de catequina

(mg EC/g de amostra).

3.9 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

A capacidade antioxidante foi determinada em extratos brutos
hidroalcodlicos, extratos aquosos e fragbes semipurificadas obtidas de folhas, caules
e frutos, utilizando os métodos do fosfomolibdénio e do radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH¢). Esses ensaios permitem avaliar a capacidade dos extratos
em reduzir agentes oxidantes e em neutralizar radicais livres. A comparagao entre
as medias foi realizada por analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
Tukey (p < 0,05), utilizando o programa estatistico Sisvar, versdo 5.6 (Ferreira,
2018).

3.9.1 Potencial antioxidante pelo teste Redug¢ao do Fosfomolibdénio

O teste foi realizado conforme a metodologia descrita por Prieto et al.,
(1999), que avalia o potencial antioxidante de misturas complexas. Como controles
positivos, foram utilizados hidroxitolueno butilado (BHT), acido ascorbico e rutina. As

amostras foram preparadas em metanol na concentragcéao de 0,2 mg/mL.
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Inicialmente, foi preparada a solugcdo reagente de fosfomolibdénio pela
mistura de 20 mL de acido sulfurico (3 mol/L), 28 mL de fosfato de sédio anidro (0,1
mol/L), 12 mL de molibdato de amdnio (0,03 mol/L) e agua destilada até completar
100 mL. Em seguida, em tubos de ensaio com tampas, foram adicionados 0,3 mL da
amostra, 1,5 mL de agua destilada e 1 mL da solugéo reagente de fosfomolibdénio.
No tubo branco, a amostra foi substituida por metanol. Cada amostra foi preparada
em triplicata. Os tubos foram incubados em banho-maria a 95°C por 90 minutos.
Apos o resfriamento a temperatura ambiente, o conteudo foi transferido para
microplacas para leitura espectrofotométrica a 690 nm.

A capacidade antioxidante relativa (AAR%) de cada amostra foi calculada

utilizando as equacgdes a seguir:

AAR% (BHT) = (B1 - B2/ abs BHT — B2
AAR% (Acido Ascorbico) = (B1 - B2 / abs acido ascdrbico - B2) x100
AAR% (Rutina) = (B1 - B2 /abs rutina - B2) x 100

em que:

BHT = hidroxitolueno butilado
B1 = absorbancia da amostra;

B2 = absorbancia do branco.
3.9.2 Potencial antioxidante pelo método do radical livre DPPH

O potencial antioxidante foi determinado pelo método do radical livre DPPH,
conforme descrito por Salgueiro et al., (2014), com adaptagdes. O ensaio se baseia
na capacidade dos extratos em reduzir o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe),
cuja reagao resulta em mudanga de cor mensuravel por espectrofotometria, a partir
da variagc&o de absorbancia (Tomei et al., 2007).

A solugao de DPPH- (0,24 mmol/L), foi feita imediatamente antes do uso. As
amostras foram preparadas na concentragcéo de 200 pg/mL em metanol. O ensaio foi
conduzido em microplacas, em octoplicata. Em cada poc¢o, adicionaram-se 71 uL da
amostra ou do controle positivo e 29 uL da solugdo de DPPHe. Para o branco, 71 uL
da amostra foram misturados a 29 uL de metanol, enquanto o controle negativo
continha 71 yL de metanol e 29 uL de DPPHe. As placas permaneceram no escuro

por 30 minutos, sendo entao realizada a leitura em espectrofotdbmetro a 540 nm.
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A capacidade antioxidante foi calculada a partir da curva padréo de Trolox
em metanol (ug/mL), utilizando a equagao de regressao linear y = -0,0127x + 0,2789
(r*=0,992), e expressa em equivalentes de Trolox (ug ET/mg de amostra).

A correlagéo entre os teores de compostos fendlicos totais, flavonoides e
taninos condensados e a capacidade antioxidante das amostras foi determinada por

meio do coeficiente de correlagdo de Pearson (p < 0,05).

3.10 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

As atividades biolégicas da C. filiforms foram investigadas por meio de
ensaios in vitro, permitindo avaliar o potencial citotoxico, a interagdo com
membranas celulares e a capacidade de inibir o crescimento microbiano. Esses

testes fornecem informagdes importantes sobre o perfil bioativo das amostras.

3.10.1 Determinagao da citotoxicidade pelo ensaio com Artemia franciscana

A toxicidade preliminar foi investigada utilizando-se os extratos brutos
hidroalcodlicos, extratos aquosos e fracbes semipurificadas obtidas de folhas, caules
e frutos, por meio do microcrustaceo Artemia franciscana. O ensaio baseou-se no
método de Meyer et al., (1982), com algumas adaptacgdes, caracterizando-se como
de baixo custo e rapida execugao. Os experimentos foram conduzidos no laboratorio
de Farmacotécnica do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do
Parana.

Para o inicio do teste, preparou-se uma solugéao salina (pH 9,0-10,0) a partir
de sal marinho Instant Ocean Sea Salt dissolvido em agua purificada (35 g/L). Parte
dessa solugao foi aerada por 30 minutos e utilizada para induzir a eclosédo dos cistos
de A. franciscana, enquanto o restante foi reservado para dissolugcao das amostras.
Os cistos permaneceram na solugao salina por 48 horas, sob agitagado continua e
aquecimento com lampada de 20 W, promovendo a eclosao dos nauplios, que foram
posteriormente coletados com pipeta Pasteur, atraidos pela luz.

As solugcdes mae das amostras foram preparadas na concentracdo de 1000
pMg/mL em solugéo salina contendo 1% de dimetilsulféxido (DMSOQO), a partir da qual
foram realizadas diluigcdes seriadas para obter 750, 500, 250, 100, 50 e 10 ug/mL. O

controle positivo utilizou sulfato de quinidina, e o controle negativo consistiu em
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solugdo salina com 1% de DMSO. Para cada teste, 5 mL das diferentes
concentracbes de amostras ou controles foram adicionados a frascos de vidro
contendo 10 nauplios de A. franciscana. Os frascos permaneceram abertos a
temperatura ambiente, em local limpo, durante 24 horas. Ao término do periodo,
contabilizou-se 0 numero de nauplios vivos e mortos. Todos os ensaios foram
realizados em quintuplicata. A analise estatistica dos resultados foi realizada pelo
método dos probitos (Finney, 1956), utilizando o software SPSS versdo 23.0
(Armonk, NY, USA), sendo consideradas téxicas as amostras com CLs, inferiores a
1000 pg/mL (Meyer et al., 1982).

3.10.2 Avaliagéo da citotoxicidade sobre eritrocitos

O ensaio de atividade hemolitica foi conduzido com extratos brutos
hidroalcodlicos, extratos aquosos e fragdes semipurificadas de folhas e caules, no
laboratério de Farmacotécnica do Departamento de Farmacia da Universidade
Federal do Parana. O procedimento seguiu o protocolo de Aslam et al., (2011), com
adaptacdes, e a hemodlise foi determinada por espectrofotometria. Para o
experimento, utilizou-se sangue de carneiro desfibrinado (Laborclin®, lote
210805031).

As amostras foram inicialmente diluidas em tampao fosfato salino (PBS, pH
7,2 £ 0,1, Newprov®, lote106085) e mantidas sob refrigeragdo. O sangue foi retirado
do refrigerador, homogeneizado suavemente e 5 mL transferidos para tubos Falcon,
sendo posteriormente centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de eritrécitos lavado com solugao salina tamponada com
fosfato (PBS) gelada, repetindo-se o processo trés vezes até que o sobrenadante se
tornasse incolor. A suspensao de eritrécitos foi entdo diluida em PBS para obtencao
de concentragéo final de 2,5%.

As solugdes estoque (SE) das amostras e controles foram preparadas a
1000 pg/mL em PBS contendo 10% de metanol. A partir dessas solugoes,
realizaram-se dilui¢des para concentragdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 75 pg/mL.
O controle negativo consistiu em PBS com 10% de metanol, enquanto a saponina e
a rutina foram empregados como padrées hemolitico e ndo hemolitico,

respectivamente, nas mesmas concentragdes das amostras.
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Para o ensaio, 20 yL das amostras ou controles foram adicionados a 180 pL
da suspensdo de eritrocitos a 2,5% em tubos tipo Eppendorf®. Os tubos foram
homogeneizados manualmente e incubados por 30 minutos em estufa a 37°C. Apds
a incubagdo, os tubos foram resfriados em banho de gelo por 5 minutos para
interromper a reacdo, e entdo centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm (Sigma 4-
15®). Em seguida, 100 uL do sobrenadante foram diluidos em 900 uL de PBS, e 200
WL desta diluicao foram transferidos para microplacas de 96 pocos para leitura em
espectrofotdmetro a 576 nm (Multiskan FC, Thermo Scientific®).

A hemodlise foi quantificada em porcentagem, considerando 100% a
absorbancia obtida com Triton X-100. Todos os testes foram realizados em
quintuplicata, e os resultados expressos em % hemdlise, calculados conforme
Rasool et al., (2015). As diferengas entre as médias foram analisadas por ANOVA,
seguida do teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o software Sisvar versdo 5.6
(Ferreira, 2018).

3.10.3 Avaliagéo da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela técnica de microdiluigdo em
caldo, conforme descrito por Surek et al., (2021) e de acordo com as normas do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Cockerill et al., 2012), utilizando
microplacas estéreis de 96 pogos com fundo em “U” e tampa. O ensaio foi conduzido
utilizando-se extratos hidroalcodlicos, extratos aquosos e fracdes semipurificadas de
folhas e caules. As amostras foram preparadas em metanol na concentragao de 20
mg/mL.

Foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas: Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 6538
e Enterococcus faecalis ATCC 29212. As cepas foram reativadas em agar Mueller—
Hinton (MH), suspensas em solugéao salina estéril a 0,85% e ajustadas ao padrao 0,5
da escala de McFarland (1 x 108 UFC/mL). Posteriormente, as suspensdes foram
diluidas na proporgao 1:20, obtendo-se a concentracao final de 5 x 10° UFC/mL.

Nas microplacas, realizou-se a diluicdo seriada dos extratos em 100 pL de
caldo Mueller—Hinton, nas concentracdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62
e 7,81 uyg/mL. Em seguida, 10 yL da suspensao bacteriana foram adicionados a

cada poco, atingindo a concentracéo final de 10* UFC/mL. Como controle negativo,
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utilizou-se o metanol, adicionando-se 100 pL de solugdo de metanol em 100 uL de
caldo Mueller—Hinton com 10 pL do in6culo bacteriano. Como controle positivo, foi
empregada a gentamicina, em concentragdes variando de 0,03 a 1000 ug/mL. As
microplacas foram incubadas a 35 °C por 20 horas.

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada como a menor
concentracdo do extrato capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano,
observada a olho nu, e expressa em microgramas por mililitro (ug/mL). A atividade
antibacteriana dos extratos e fragdes foi classificada de acordo com os valores de
CIM, conforme Pessini et al., (2003), sendo considerada boa quando a CIM for
inferior a 100 uyg/mL, moderada quando estiver entre 100 — 500 ug/mL, fraca quando

estiver entre 500 — 1000 pg/mL, e inativa quando for superior a 1000 pg/mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 REVISAO INTEGRATIVA

Os estudos analisados abordaram apenas cinco espécies do género
Chionanthus L.. C. retusus, C. virginicus, C. mala-elengi, C. pubescens e C.
zeylanicus, sendo C. retusus a mais estudada, com diferentes partes da planta
avaliadas. Conforme apresentado na TABELA 3, os principais compostos isolados
incluem flavonoides, secoridoides, lignanas, cumarinas, polissacarideos, acidos
fendlicos e Oleos essenciais, sendo que flavonoides e secoridoides se destacam
como o0s principais responsaveis pelas atividades biolégicas observadas nesse
género. A maior parte desses compostos foi detectada na casca de raizes, caules,
folnas e flores. De acordo com a TABELA 4, as espécies de Chionanthus L.
demonstram propriedades antioxidantes, atividades anti-inflamatorias, capacidade

de inibir a agregacao proteica e efeito citotodxico.

4.1.1 Compostos quimicos isolados

Pesquisas fitoquimicas em espécies de Chionanthus L. revelaram a
presenca de diversos compostos pertencentes a diferentes classes quimicas,

associados a variadas atividades biologicas, conforme mostrado na TABELA 3.

TABELA 3- MOLECULAS ISOLADAS DE ESPECIES DO GENERO Chionanthus L.

(continua)
Molécula isolada Amostra Espécie Referencia
1 2-(4’-metoxifenil)-2-(2’- Casca do caule | C. mala-elengi Malathi et al., 2020
metoxifenil)propano
2 (Z2)-1soeugenol
3 1-Feniletilenoglicol
4 2,4-Di-terc-butilfenol
5 1,2-Desidro-17-metiltestosterona
6 Alfa-asarona

7 Ar-turmerona




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

15

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Metoxieugenol

Fenol4-(3,7-dimetil-3-etenoct-1,6-
dienil)

3-(Dodecanamido)acido benzdico

2(3H)-Naftalenona 4,4A,5,6,7,8-
Hexahidro 4A,7,7-trimetil-, (R)-

Fenol2-metil-5-(1,2,2-
trimetilciclopentil)-, (S)-

7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro
(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-diona

BenzetanoaminaN-(2,2,2-
Trifluoro-) metiletilideno

Filirina

Acetoxipinoresinol-4”-O-3-D-
glicosideo

Pinoresinol-4’,4"-di-O-3-D-
glicosideo e

Pinoresinol-4"-O-B-D-glicosideo
Filirina-2-O-B-D-glicosideo
Filirina-6-O-B-D-glicosideo
Angustifoliosideo B
Oleuropeina

Ligustrosideo

Filirina

Pinoresinol-4’,4"-di-O-3- D-
glucoside

Pinoresinol-4"-O-f3-D-glicosideo
Filirina-2-O-B-D-glicosideo
Filirina-6-O-B-D-glicosideo
Angustifolioside B

Oleuropeina

Ligustrosideo

Quercetina

Kaempferol

Casca da raiz

Casca do caule

Flor

C. virginicus

C. retusus
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(continua)

Boyer et al., 2005

Penman et al., 2008

Lee et al., 2019



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

25

28

24

37

38

39

22

39

40

25

32

41

38

28

24

37

15

Astragalina
Nicotiflorina
Luteolina

Luteolina4'-O-B-D-
glucopiranosideo

Isorhoifolina
Taxifolina
Aromadendrina

Aromadendrina7-O-§-D-
glucopiranosideo

Taxifolina7-O-3-D-
glucopiranosideo

Eriodictiol 7-O-B-D-
glucopiranosideo

7-O-Metilparamicocumarina
Kaempferol

Luteolina

Quercetina

Apigenina
3,3',5,5',7-penta-hidroxi-flavanona
Filigenina

Oleuropeina

Filigenina

Pinoresinol

Kaempferol

Aromadendrina

2-(4-Hidroxifenil)
3,3',5,5',7-Pentahidroxi-flavanona
Luteolina

Quercetina

Apigenina

Filirina

Raiz

Caule
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Wang et al., 2021

Kwak et al., 2009



22

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

28

64

65

29

66

67

Oleuropeina

(7R,8R)-Guaiacilglicerol
2-(4-metoxifenil)-1-etanol
Heneicosano

2-Fenil-1-etanol
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
Alcool benzilico
Cicloheneicosano

Eugenol

Tricosano

Acido palmitico
2,6,10,14-tetrametilheptadecano
Tridecanal
2-(4-metoxi-1-fenil)acetato de etila
Docosano

Acetato de benzila

Acido benzéico

Acido octanoico
2-metoxi-4-vinilfenol

Acetato de 2-feniletila

Triacetina

GL-3

(8E)-nuzhenida

Luteolina

eriodictiol

Luteolosideo

Luteolina 4'-O-3-D-
glucopiranosideo

Acido ursdlico

Acido homovanilico

Flor

Semente

Fruto e Folha

C. pubescens
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(continua)

Gao, Yin, 2016

YU et al., 2024
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(conclusao)

Mihai et al., 2023
68 Acido p-cumarico

69 Acido trans-cinamico

70 2,5-Dihidroxifenilacético
71 Acido vanilico

72 Acido galico

73 3,4-dimetoxifenilacético

FONTE: A autora (2025)

O estudo da composicao fitoquimica da casca etandlica de C. mala-elengi
(Malathi et al., 2020) identificou 14 compostos. Dentre eles, destacam-se: (z)-
isoeugenol (2), um fenilpropandide com ligacdo dupla z, grupo metoxi e anel
aromatico; alfa-asarona (6), um éter aromatico com cadeia lateral alilica; e ar-
turmerona (7), um sesquiterpeno com estrutura ciclica complexa contendo multiplos
anéis e ligacdes duplas. Estes compostos apresentam atividades bioldégicas bem
conhecidas.

Alguns fendis também foram identificados, como 2,4-di-terc-butilfenol (4),
fenol, 4-(3,7-dimetil-3-etenoct-1,6-dienil) (9) e fenol 2-metil-5-(1,2,2-trimetilciclopentil)
-(S) (12), que diferem apenas pelos grupos substituintes no anel aromatico. O
esteroide testosterona 1,2-deidro-17-metil (5) apresenta ligagdo dupla entre os
carbonos 1 e 2 e um grupo metil na posi¢cao 17. Outros fenilpropandides incluem
metoxieugenol (8) e 2-(4'-metoxifenil)-2-(2'-metoxifenil) propano (1), enquanto 1-
feniletileno glicol (3) € um alcool fendlico. O composto 3-(dodecanoilamino)acido
benzoico (10) é um derivado acilado do acido benzodico, e 2(3H)-naftaleno-
1,2,3,4,4a,5,6,7,8-nona-hidro-4a,7,7-trimetil-, (R)- (11) é um naftaleno parcialmente
saturado com grupos metil e cetona na configuragdo R. Entre os compostos de
estrutura mais complexa, destaca-se o 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-
dieno-2,8-diona (13), que apresenta um sistema espird caracteristico, conferindo
rigidez e tridimensionalidade a molécula, e a benzenaetilamina N-(2,2,2-trifluoroetil)
(14), que combina um anel benzénico, uma cadeia etano com grupo amino e uma

substituigao trifluorometil, conferindo propriedades eletronicas e lipofilicas distintas.
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Lignanas e secoiridoides foram encontrados em extratos de raiz e caule de
C. virginicus (Boyer et al., 2005; Penman et al., 2008) e em caule e raiz de C.
retusus (Wang et al., 2021; Kwak et al., 2009).

A filirina (15) € uma lignana glicosilada, e seus derivados filirina-2-O-3-D-
glicosideo (19) e filirina-6-O-B-D-glicosideo (20) diferem apenas na posicao da
glicose. O dimero fendlico pinoresinol (40) originou os derivados glicosilados
pinoresinol-4',4"-di-O-B-D-glicosideo (17) e pinoresinol-4"-O-B-D-glicosideo (18),
enquanto acetoxipinoresinol-4"-O-3-D-glicosideo (16) apresenta acetilagéo adicional.
O lignanoide (7R,8R)-guaiacilglicerol (42) deriva de uma unidade guaiacil ligada a
glicerol substituido, e a filigenina (39) € uma aglicona formada por duas unidades
fenilpropandides. Entre os secoiridoides (21-23), angustifoliosideo B (21) contém
um anel iridoide com glicose ligada, oleuropeina (22) possui um nucleo secoiridoide
com grupo tirosol ligado a glicose, e ligstrosideo (23) apresenta variagbes de
substituintes que ampliam a diversidade estrutural e bioldgica.

Em C. retusus, os flavonoides s&o os principais metabdlitos secundarios,
identificados em flores, raizes, caules e sementes (Lee et al.,, 2019; Wang et al.,
2021; Kwak et al., 2009; Yu et al., 2024). Quatorze flavonoides foram isolados, todos
compartilhando a estrutura basica de dois anéis aromaticos conectados por uma
cadeia de trés carbonos.

Entre eles estao as flavonas agliconas quercetina (24) e kaempferol (25),
que diferem na posi¢ao das hidroxilas. Luteolina (28) possui hidroxilas nas posigdes
5 e 7 do anel A e grupo fendlico na posicéo 4’ do anel B; sua forma glicosilada é
luteolina 4'-O-B-D-glucopiranosideo (29). Aromadendrina (32) apresenta hidroxilas
em 3, 5 e 7 do anel A, e sua forma glicosilada é aromadendrina 7-O-3-D-
glucopiranosideo (33). Apigenina (37) contém hidroxilas em 5 e 7 do anel A e cetona
na posicdo 4 do anel C. Glicosideos de flavonoides incluem astragalina (26),
nicotiflorina (27) e sofrafalvanona (30), com glicose na posicao 3 do anel C.
Eriodictiol 7-O-B-D-glucopiranosideo (35) e taxifolina 7-O-B-D-glucopiranosideo (34)
também sao glicosilados; este ultimo deriva da dihidroflavona taxifolina (31).
3,3',5,5',7-pentahidroxiflavanona (38) € uma flavanona com multiplas hidroxilas,
enquanto 7-O-metilparamicoumarina (36) € uma cumarina metilada e 2-(4-
hidroxifenil)etanol (41) € um polifenol simples. Nas sementes, foram identificados:

GL-3, (8E)-nuzhenide, eriodictiol, luteolosideo e acido ursdlico.
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O dleo essencial das flores de C. retusus apresenta como constituintes

alcoois primarios, incluindo 2-(4-metoxifenil)-1-etanol (43), 2-fenil-1-etanol (45) e

alcool benzilico (47), além de acidos graxos (44, 50, 51, 55), hidrocarbonetos (48,
52), cetonas (46), fendis (49, 59), aldeidos (53) e ésteres (54, 56, 60, 61). Também

foram identificados os acidos benzoico (57) e octanoico (58).

Por fim, sete acidos fenodlicos foram isolados de frutos e folhas de C.

pubescens (Mihai et al., 2023), incluindo acido homovanilico (67), p-cumarico (68),

trans-cindmico (69), 2,5-diidroxifenilacético (70), vanilico (71), galico (72) e 3,4-

dimetoxifenilacético (73), diferenciando-se pelos grupos substituintes nos anéis

aromaticos (FIGURA 9).

4.1.2 Atividades bioldgicas e capacidade antioxidante, identificadas

Foram encontrados estudos envolvendo apenas quatro espécies do género,

conforme apresentado na TABELA 4, todos conduzidos por ensaios in vitro. Entre os

resultados observados estdo citotoxidade, capacidade antioxidante, acédo anti-

inflamatadria e inibicdo da agregacao de proteinas LCC.

TABELA 4 — POTENCIAL BIOLOGICO DO GENERO Chionanthus L. EM ESTUDOS

SELECIONADOS

(continua)
Espécie Amostra Extrato/ Ensaio Resultado Referéncia
composto
C. Casca daraiz Atividade de 10 pg/mL
virginicus captura do radical |EM 78,9% Gllgin et
Extrato anion superoxido EAC 83,2% al. 2007
metandlico (O2*—) em sistemas | a-tocoferol 71,4% v
(EM) PMS-NADH/NBT Trolox 78,2%
BHA 76%
BHT 47,3%
Tiocianato de ferro |20 pg/mL
Ec):(gtzttzddee em emulsdo de EM 79,3%
Y ) .
etila (EAC) acido linoleico EAC 83%

a-tocoferol 54,7%
Trolox 20,1%
BHA 74,4%

BHT 71,2%

(continua)



C.
virginicus

C.
virginicus

Casca da raiz.

Casca da raiz

Tinturas-mae.

Ligustroside
Oleuropeina

Atividade quelante
de metais em ions
ferrosos (Fe?")

Atividade de
captura de H,0,

ABTS

DPPH

Método de controle
de qualidade por
HPLC

Tiocianato férrico
em emulsdo de
acido linoleico

Atividade quelante
de metais sobre
ions ferroso (Fe?")

10 pg/mL

EM 94,5%

EAC 88,6%
a-tocoferol 21,6%
Trolox 48,5%
BHA 72,1%

BHT 64,3%

10 pg/mL

EM 74,3%

EAC 64,6%
a-tocoferol 69,8%
Trolox 51,1%
BHA 70,7%

BHT 67,1%

20 pg/mL

EM 57,8%

EAC 99,9%
a-tocoferol93,3%
Trolox 95,2%

20 pg/mL

EM 39,2%

EAC 83,6%
a-tocoferol 85,2%
Trolox 14,3%
BHA 86,2%

BHT 99,7%

Validadacéao
de método

20 pg/mL
Ligustroside 82,4%
Oleuropeina 90,4
a-tocoferoll 61,5%
Trolox 29,8%

BHA 74,4%

BHT 71,2%

10 pg/mL
Ligustroside 62%
Oleuropeina 50%
a-tocoferol 22%
Trolox 49%
BHA 72%
BHT 64%
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C.
virginicus

Folha
Inflorescéncia
Fruto

Extrato
etandlico

Atividade de
captura

de peroxido de
hidrogénio

ABTS

DPPH

Atividade de
captura do radical
anion superoxido
em sistemas PMS-
NADH/NBT

Fendlicos totais
(TPC)

Flavonoides totais
(TFC)

Antocianidinas

FRAP

10 pg/mL
Ligustroside 83%
Oleuropeina 81%
a-tocoferol 70%
Trolox 51%

BHA 71%

BHT 67%

ICs0 mg/mL
Ligustroside 14,69
Oleuropeina 9,96
a-tocoferol 1,57
Trolox 5,38

BHA 3,25

BHT 3,74

ICs0 mg/mL
Ligustroside 32,2
Oleuropeina 11,12
a-tocoferol 10.62
Trolox 62,50

BHA 9,86

BHT 9,41

10 pg/mL
Ligustroside 69%
Oleuropeina 34%
a-tocoferol 71%
Trolox 78%

BHA 76%

BHT 47%

TPC (mg GAE/q)
Folha 24.6031
Fruto 10.6721
Inflorescéncia
14.7404

TFC (mg QE/qg)
Folha 66,90

Fruto 14,09
Inflorescéncia 17,14

Antocianinas (mg de
cianidina-3-
glucosideo/L)
Inflorescéncia 3,89

ICs0 mg/mL

Folha 2,84

Fruto 2,87
Inflorescéncia 2,95
Trolox 0,019
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Mihai et al., 2023
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ABTS ICs0 mg/mL
Folha 55,98
Fruto 59,92
Inflorescéncia 61,15
Trolox 0,36

DPPH ICso mg/mL
Folha 66,39
Fruto 94,50
Inflorescéncia 83,47
Trolox 0,08

C. Folha Extrato Fendlicos totais TPC (mg GAE/qg)

pubescens |Inflorescéncia |etandlico (TPC) Folha 28,45

Fruto Fruto 11,46

Flavonoides totais |Inflorescéncia 11,28
(TFC)

Antocianidinas TFC (mg QE/g)

Folha 60,95
Fruto 13,81
Inflorescéncia 11,76

Antocianinas (mg de
cianidina-3-
glucosideo/L)

Fruto 5.33
Inflorescéncia 9.33

FRAP ICs0 mg/mL

Folha 2,84

Fruto 2,93
Inflorescéncia 2,94
Trolox 0,019

ABTS ICso mg/mL
Folha 55,85
Fruto 58,66
Inflorescéncia 66,97
Trolox 0,36

DPPH ICs0 mg/mL
Folha 62,88
Fruto 90,77
Inflorescéncia 73,38
Trolox 0,08

C. zeylanicus | Casca Extrato acetato Flavonoides,
de etila Teste preliminar esterdides,
para metabdlitos terpenoides, etal, 2013
secundarios taninos, glicosideos,
Extrato alcaloides e
metandlico agucares redutores
(ambos os extratos)

Venkateswararao

(continua)




C. retusus

C. retusus

C. retusus

Folha

Folha

Flores

Extrato
etandlico

com diferentes
concentracoes
de etanol

Fragdes
LCC-L-CR
LCC-C-CR
Lignina-CR

Compostos

24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35

DPPH

Flavonoides totais
(TFC)

DPPH

DPPH
Células RAW 264.7

Radical anion
superoxido (O,°7)
Células RAW 264.7

Sequestro de ROS
In vivo em peixe-
zebra

Efeito sobre a
agregacao de
proteinas
ATXN3Q71

Viabilidade de
células RAW264.7
(ensaio MTT)

Fendis,quinonas,
lignina, dleos fixos
(extrato metandlico)

50pg/ml
concentragao
Extrato acetato de
etila 29,42%
Extrato metanolico
72,63%

Acido ascorbico
23,38%

BHT 75,77%

98.46 mg/g

ECsof pg/ mL

Extrato bruto 38,78
Extrato 10%110,76
Extrato 20% 44,60
Extrato 30% 37,69
Extrato 40% 37,24
Extrato 50% 24,08
Extrato 60% 49,64

IC 50 (mg/ml)
LCC-L-CR: 0,05
LCC-C-CR: 0,2
Lignina-CR: 0,06

IC 50 (mg/ml)
LCC-L-CR 0,11
LCC-C-CR 0,19
Lignina-CR 0,14

200 mcg/mL
Supressao da
intensidade de
fluorescéncia

100 pyL.mL
LCC-L-CR 36,83%
LCC-C-CR 42,55%
Lignina-CR 44,15%
DMSO 43,05%
(4uL/mL)

Concentragbes de
40 e 80 mM
(apenas luteolina
apresentou
citotoxicidade em 80
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C. retusus

Raiz

Compostos
isolados

Efeitos inibitorios
na producéao de
NO em células
RAW 264.7

Viabilidade de
células HT22
(ensaio MTT)

Expressao de HO-1
em células
hipocampais HT22
(compostos 24, 25,
28, 30, 31, 33,

34 e 35)

Transferéncia
imunoldgica

Viabilidade
celular através
da via

de sinalizagao
HO (compostos
24,25, 28, 30,
31, 33, 34 e 35)

Efeitos inibitorios
na producédo de

mM)

ICs0 (UM)
(24) 37,93
(30) >100
(25) 21,25
(31) 78.53
(26) >100
(32) >100
(27)>100
(33) 71,56
(28) 5,99
(34) 57,18
(29) 30.60
(35) 60.86

20 and 40 mM
Concentracao
Sem citotoxicidade
<40 uM

24, 25, 28, 29, 31,
33 e 34: viabilidade
celular > 80% (40

pM)

26, 27, 30, 32, 35:
viabilidade celular
< 80% (40 pM)

10, 20, € 40 uM
concentragao
p< 0,05

p< 0,01

p< 0,001

Viabilidade celular

> 60%

24,25, 28,33 e 34

Viabilidade celular

<60% 29,31e35

IC 50 |JM
(36) 45,53
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C. retusus

Caule

(22, 24, 25,
28, 36, 38,
39)

Compostos

NO em
células
murinas RAW264.7

Efeitos citotoxicos

Efeitos citotdxicos

(37) 27,18
(25) 24,84
(38) 25,18
(28) 33,98
(39) 78,59
(24) 32,12
(22) 28,14
Indometacina 155,02

|C50 [JM
Doxorrubicina (DC)

DLD-1

(36) 38,51
(25) 20,22
(28) 13,69
(24) 10,41
(37) 12,25
(38) 40,18
(39) 39,25
(22) > 50
(DC) 0,38

MR-32
(36) > 50
(25) 28,17
(28) 30,18
(24) 25,81
(37) > 50
(38) 47,13
(39) > 50
(22) > 50
(DC) 0,034

CCRF-CEM
(36) > 50
(25) 24,38
(28) 15,35
(24) 13,52
(37) 19,48
(38) > 50
(39) 43,68
(22) > 50

(DC) 0,34
HL-60
(36) > 50
(25) 19,01
(28) 37,66
(24) 20,37
(37) 15,66
(38) > 50
(39) > 50
(22) > 50
(DC 0,12

ED50 pg/mL
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C. retusus

Flores

isolados

15, 22, 24,
25, 28, 32,
37, 38, 39,
40, 41, 42

Composto
isolado (32)

Ensaio MTT /
Células
neuronais SH-SY5y

Doxorrubicin (DC)

SK-MEL-2
(39)18,94
(40) >30
(25)6,04
(32) >30
(41) >30
(38) 21,70
(28)1,97
(24)3,43
(37)1,88
(15,22 e
42) >30
(DC) 0,13

HCT15
(39) 15,22
(40) 33,91
(25) 6,35
(32) 29,81
(41)>30
(38) 28,73
(28) 2,84
(24 1,84
(37) 2,51
(15,22 e 42) >30

(DC)0,92
A549

(39) 16,43
(40) 26,17
(25) 5,16
(32) 18,11
(41)>30
(38) 27,41
(28) 3,27
(24) 3,70
(37) 2,61

(15,22 e 42) >30
(DC) 0,03

SK-OV-3
(39) 15,76
(40) 26,82
(25)5,72
(32) 17,26
(41) >30
(38) 17,05
(28) 2,03
(24) 2,68
(37)2,14
(15,22 e 42) >30
(DC)0,16

Concentracgao de 40
UM
Sem citotoxicidade
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Ensaio de apoptose
com Annexina
Vl/iodeto de
propidio (PI)

Apoptose em
qualquer
concentragdo
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(continua)
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Regulagao do
estresse do RE
induzido por
METH em células
SH-SY5y

Fosforilagao da via
de sinalizagao
PI3K/Akt/mTOR
em células
SH-SY5y expostas
a METH

Autofagia induzida
por METH em
células neuronais

Intensidade de
Annexina V em
células SH-SY5y
Analise por
Western blot

Tempo (df = 11,
p < 0,05 versus
grupo tratado
com METH)

Dose (df = 17,
p < 0,05 versus
grupo tratado
com controle)

Redugao do

mRNA de CHOP em
células neuronais
expostas a METH (df
=11,p<0,05
versus grupo tratado
com METH e df =

17, p < 0,05 versus
grupo tratado com
controle)

Aumento do nivel
de fosforilagao

de PI3K (df = 11,

p <0,05

Versus grupo
tratado com METH)

Restauracao das
vias PI3K e Akt (df =
11, p < 0,05 versus
grupo tratado com
METH)

Efeito dependente
da dose
(df=17,p<0,05
VEersus grupo
tratado com
METH)

Efeito supressor
sobre a autofagia
nesse nivel
(df=11,p<0,05
Versus grupo
tratado com METH)
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Reducao da
expressao de Bax
em células
expostas a METH
(df=11,p <0,05 (concluséao)
VEersus grupo
tratado com
METH)

Reducao da
intensidade de
Caspase 3/7 pela
exposicao a

METH de forma
dependente

da dose (df = 17,

p < 0,05 versus grupo
tratado com METH)

FONTE: A autora (2025)

4.1.3 Potencial citotdxico

Testes de citotoxicidade in vitro foram realizados com substancias isoladas de
Chionanthus retusus. O efeito citoprotetor dos flavonoides é atribuido a ativacéo de
moléculas intracelulares envolvidas na cascata de sinalizagdo de quinases de
proteinas e lipidios no cérebro, além de influenciar o fluxo sanguineo
cerebrovascular (Vauzour et al. 2008; Dajas et al., 2003).

O estudo realizado por Lee e colaboradores (2019) investigou flavonoides
extraidos das flores da planta. No ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio brometo), que avalia a viabilidade celular com base na capacidade
das células metabolicamente ativas de reduzir o MTT a formazana, apenas a
luteolina na concentracdo de 80 mM apresentou efeito citotoxico. Os flavonoides que
aumentaram a viabilidade celular também foram avaliados quanto a capacidade de
induzir a expressdo da proteina HO-1, associada a protecdo de células cerebrais
contra estresse oxidativo. Os resultados indicaram que a presenga de grupos
hidroxila, a estrutura do anel B e o tipo de ligagdo C2-C3 influenciam a eficacia dos
flavonoides, sendo que os aglicones apresentaram maior atividade protetora do que
os glicosideos.

Além disso, Wang et al. (2021) avaliaram flavonoides da raiz contra linhas

celulares humanas de cancer, incluindo DLD-1 (carcinoma colorretal), CCRF-CEM
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(leucemia linfoblastica), HL-60 (leucemia mieloide) e IMR-32 (neuroblastoma).
Luteolina, quercetina e apigenina mostraram citotoxicidade relevante contra DLD-1 e
CCRF-CEM, enquanto kaempferol e apigenina foram ativos contra HL-60. Kwak et
al. (2009) testaram compostos do caule em células tumorais A549, OK-OV-3,
SKMEL-2 e HCT15, observando efeitos moderados para kaempferol, luteolina,
quercetina e apigenina, e citotoxicidade significativa para filigenina, pinoresinol,
aromaderina e 3,3,5,5’,7-pentahidroxiflavanona. Lee et al. (2022) mostraram que
aromaderina isolada das flores protegeu células neuronais SH-SY5y da
citotoxicidade induzida por metanfetamina, modulando o estresse do reticulo
endoplasmatico e ativando a via PI3K/Akt/mTOR.

Em conjunto, esses estudos indicam que C. retusus e seus flavonoides
derivados apresentam potencial promissor tanto como compostos citoprotetores
quanto como candidatos para investigacdo em diferentes tipos de cancer, com a

eficacia dependente da estrutura quimica dos flavonoides.
4.1.4 Capacidade antioxidante

O potencial antioxidante do género Chionanthus L. foi investigado por
diferentes metodologias in vitro, incluindo o0s ensaios 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP), além de testes de eliminacdo de radicais
superoxido e peroxido, inibicao da peroxidacdo da emulsdo de acido linoleico e
atividade quelante de ions ferrosos. A maioria dos estudos realizou pelo menos dois
ensaios para garantir maior confiabilidade. Os resultados indicam uma correlagéo
entre a atividade antioxidante e os compostos presentes, assim como suas
estruturas quimicas, sugerindo que essas espécies podem ser fontes promissoras
de antioxidantes naturais com potencial terapéutico. Vale ressaltar que as variacdes
nos resultados estdo relacionadas ao tipo de solvente, tempo de incubacgao e pré-
tratamentos, possivelmente devido a afinidade de certos compostos com os

Gllgin et al. (2007) demonstraram que os extratos metandlico e de acetato
de etila da casca da raiz de C. virginicus apresentaram capacidade antioxidante
superior aos padrées BHA, BHT, a-tocoferol e trolox, com efeito dependente da

dose. Os extratos exibiram maior atividade quelante de ions ferrosos, maior
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capacidade de eliminagdo de radicais anidnicos e inibicdo da peroxidagdo da
emulsdo de acido linoleico. O extrato metandlico mostrou maior eficiéncia na
eliminagcdo de perdéxido de hidrogénio, enquanto o extrato de acetato de etila se
destacou na eliminacéo de radicais ABTS. Apenas no ensaio DPPH a capacidade de
eliminagéo de radicais dos extratos foi inferior a dos padrdes, embora o extrato de
acetato de etila tenha apresentado os melhores resultados gerais. Esse potencial
antioxidante é provavelmente atribuido a presenga de lignanas e secoiridoides
(Boyer et al., 2005; Boyer et al., 2011).

Em estudo subsequente, Giilgin et al., (2008) avaliaram dois secoiridoides
isolados da casca da raiz, ligustrosideo (23) e oleuropeina (22). Nos ensaios de
peroxidacgao lipidica de emulsido de acido linoleico, ambos os compostos mostraram
atividade redutora superior ao controle e maior eliminagao de peroxido de hidrogénio
do que os padrdes. Contudo, nos testes de DPPH e ABTS, a atividade antioxidante
de ambos foi inferior a dos padrbes. Na avaliacdo da capacidade de quelar ions
ferrosos, a oleuropeina destacou-se também na eliminagcdo de radicais superéxido.
A atividade antioxidante de ambos os compostos depende da concentragao, sendo a
oleuropeina mais eficiente, possivelmente devido a presenga de um grupo hidroxila
fendlico adicional (Gulgin, 2006). Esses compostos também foram identificados na
casca do caule, oferecendo uma alternativa menos agressiva para coleta do material
vegetal (Penman et al., 2008).

O extrato de acetato de etila da casca do caule de C. zeylanicus apresentou
maior capacidade de eliminacdo do radical DPPH, atribuida principalmente a
presenca de compostos fendlicos (Venkateswararao et al., 2013). Resultados
similares foram observados em folhas de C. pubescens e C. virginicus L., que
demonstraram elevada atividade antioxidante, especialmente na redugdo de Fe*,
devido ao maior teor total de polifendis e flavonoides (Mihai et al., 2023). Como
espécies ornamentais, suas folhas representam fonte promissora de antioxidantes.
De forma semelhante, extratos etandlicos de folhas de C. retusus mostraram
significativa capacidade de eliminacao do radical DPPH, relacionada ao alto teor de
flavonoides, com condi¢gdes otimas de extracdo de 60% de etanol, poténcia
ultrassénica de 140 W, razéo liquido-sélido de 25:1 ml/g e temperatura de 80°C
(Wang et al., 2022).

Pei et al. (2020) investigaram complexos lignina-carboidrato (LCC-C-CR,

LCC-L-CR e Lignina-CR) extraidos de folhas de C. retusus, observando eficiente
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atividade antioxidante em ensaios in vitro, com ICsy, abaixo de 1 mg/mL nos testes de
eliminagdo de radicais DPPH e superoxido, destacando o complexo LCC-L-CR.
Além de ser dependente da dose, a atividade antioxidante mostrou correlacéo
inversa com o percentual de carboidratos, indicando que a heterogeneidade das
ligninas influencia a eficacia antioxidante (Ugartondo et al., 2008).

Em resumo, as espécies do género Chionanthus L. demonstram ser fontes
naturais promissoras de antioxidantes, sendo as folhas o material mais indicado para

extracao desses compostos bioativos.
4.1.5 Acéao anti-inflamatdria

Estudos in vitro investigaram os efeitos inibitérios sobre a producédo de éxido
nitrico (NO) na linhagem de macrofagos murinos RAW264.7, induzida por
lipopolissacarideo (LPS), utilizando flavonoides extraidos das flores (Lee et al.,
2019) e das raizes (Wang et al., 2021) de C. retusus. Conforme mostrado na
TABELA 5, os flavonoides das flores foram capazes de reduzir a produgao de NO,
embora com intensidades variadas em relagdo ao controle positivo (buteina).
Observou-se que a atividade anti-inflamatéria esta relacionada a estrutura dos
flavonoides: aqueles com estrutura catecol no anel B, como quercetina (24), luteolina
(28), luteolina 4'-O-B-d-glicopiranosideo (29), taxifolina (31), taxifolina 7-O-B-d-
glicopiranosideo (34) e eriodictiol 7-O-B-d-glicopiranosideo (35) , apresentaram
efeito superior aos compostos com estrutura de fenol, astragalina (26), nicotiflorina
(27), isorhoifolina (30), aromadendrina (32) e aromadendrina 7-O-B-d-
glicopiranosideo (33). Além disso, verificou-se que o aumento das fragdes de glicose
nos flavonoides tende a reduzir a atividade, embora a presenca de glicopiranosideos
na posig¢ao C-7 possa intensifica-la em relagéo aos agliconas. Entre os flavonoides
extraidos das raizes, kaempferol (25), apigenina (37), 3,3,5,5,7-
pentahidroxiflavanona (38) e oleuropeina (22) foram os mais eficazes na inibigéo da
producdo de NO, quando comparados ao controle positivo (indometacina),
reforcando a relacdo entre estrutura e atividade. Esses resultados indicam que a
presenca de um anel B com estrutura catecol e de uma porgao glicopiranosilica séo
determinantes para o efeito anti-inflamatério desses flavonoides, destacando C.
retusus como uma fonte promissora de compostos bioativos com potencial
terapéutico (Al-Khayri et al., 2022; Dias et al., 2021).
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4.1.6 inibicdo da agregacéo de proteinas LCC.

A expansdo anormal da sequéncia de poliglutamina (polyQ) esta associada a
doencgas degenerativas, como a doenga de Huntington e diferentes subtipos de
ataxias espinocerebelares (Lieberman et al., 2019). Nessas condigdes, as proteinas
polyQ formam agregados nos neurdnios, comprometendo fung¢des bioldgicas e
levando a neurodegeneracdo (Adegbuyiro et al., 2017). Compostos quimicos tém
mostrado reduzir a citotoxicidade dessas proteinas ao diminuir a formacao de
agregados (Hong et al., 2019; Walter et al., 2014). Nesse contexto, um estudo in
vitro revelou que o complexo LCC-L-CR, extraido das folhas de C. retusus (Pei et al.,
2020), foi capaz de inibir a agregagao da proteina polyQ em células neuronais,
evidenciando o potencial desse complexo na protegao contra disfungdes neuronais
associadas a doencas humanas causadas pelo desdobramento incorreto de

proteinas.

4.2 MATERIAL VEGETAL

Folhas, caules e frutos de Chionanthus filiformis foram coletados em
diferentes pontos da copa de um unico exemplar, abrangendo amostras em distintos
estagios de desenvolvimento, incluindo material jovem e maduro. As folhas e os
caules foram submetidos a secagem a sombra, em temperatura ambiente, por
aproximadamente 10 dias. Esse procedimento é essencial para a remogéo da agua,
assegurando a estabilidade do material vegetal e prevenindo reagdes quimicas
indesejadas, processos de degradacgao e a proliferacdo de microrganismos (Oliveira,
Petrovick, 2010).

ApoOs a trituragdo, obtiveram-se 550 g de folhas secas e 555 g de caules
secos. Os frutos foram separados em maduros e verdes e, posteriormente,
congelados, totalizando 30 g de frutos verdes e 35 g de frutos maduros.

O material coletado foi destinado as analises fisico-quimicas, ao rastreamento
fitoquimico, a obtencado de extratos e fracbes, bem como a realizagao de ensaios

biolégicos e capacidade antioxidante.
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4.3 ESTUDO MORFOANATOMICO E HISTOQUIMICO

Os resultados obtidos foram comparados aos dados previamente registrados
por Kolb et al., (2020), possibilitando identificar semelhangas e diferengas relevantes

para a caracterizacao taxondmica da espécie Chionanthus filiforms.

4.3.1 Caracteristicas morfologicas de folhas, caules e peciolo

A espécie é uma arvore que pode atingir até 12 metros de altura (FIGURA
4A). Seus ramos sao cilindricos, levemente tortuosos, com superficie que varia de
lisa a levemente rugosa, apresentando coloragdo que vai do marrom-claro ao
marrom-acinzentado (FIGURA 4B). As folhas adultas (FIGURA 4C) s&do simples,
opostas, de textura cartacea, com face adaxial verde-escura e face abaxial verde-
clara. Apresentam formato lanceolado a oblongo, apice acuminado, margens
inteiras, base simétrica e nervura central principal da qual se ramificam nervuras
secundarias ao longo da lamina foliar.

A analise de 20 folhas revelou comprimento médio de 17,12 + 2,22 cm e
largura média de 3,52 + 0,39 cm, enquanto o peciolo apresentou comprimento
meédio de 1,52 + 0,28 cm. Esses dados ampliam os registros de Kolb et al. (2020) e
confirmam os valores observados por Januario et al. (2012) em relagao a morfologia

e as dimensodes médias de C. filiformis.

FIGURA 4 - ARVORE, CAULES E FOLHAS DE C. filiforms
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FONTE: A autora (2023)
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NOTA: A: Exemplar de arvore em seu habitat original; B: folhas em um ramo; C: folha em vista de

superficie.

Na vista frontal, observa-se que a epiderme da folha possui paredes anticlinais
retas a levemente onduladas na superficie adaxial (FIGURA 5A), enquanto na face
abaxial essas paredes apresentam contorno sinuoso (FIGURA 5 B,C). Ambas as
superficies estdo revestidas por uma cuticula fina, ligeiramente estriada (FIGURA
5C). A morfologia das paredes anticlinais da face adaxial pode ser utilizada como
carater diagnéstico, ja que, em folhas de Chionanthus, as paredes anticlinais

geralmente sdo sinuosas (Kolb et al., 2020).

FIGURA 5 - MORFOANATOMIA DAS FOLHAS DE Chionanthus filiforms.

FONTE: A autora (2025)

NOTA: (A-D) Microscopia 6ptica e eletronica de varredura da lamina foliar: (A) tricoma glandular (gt)

na face adaxial; (B) estbmato anomocitico (st) na face abaxial; (C) vista de SEM mostrando estémato
(st) e tricoma glandular (gt); (D) sec¢ao transversal da lamina evidenciando epiderme (ep), parénquima
palicadico (pp), parénquima lacunoso (sp), feixe vascular (vb) e esclereide (scl). (E-H) Detalhes de
secdes transversais e SEM: (E) esclereides ramiformes (scl), parénquima lacunoso (sp) e gréo de
amido (sg); (F) nervura central em corte transversal mostrando epiderme (ep), colénquima (co), fibras
(fi), feixe vascular com xilema (xy), floema (ph), parénquima fundamental (gp) e esclereides (scl); (G)
detalhe do mesofilo com colénquima (co), parénquima fundamental (gp), esclereide (scl) e cristal
estildide (sl); (H) tricoma n&o glandular (nt) na face abaxial observado por SEM. Barras de escala: (A,
B, D, F) 50 ym; (E, G) 20 ym; (C, H) 20 ym.




82

A espécie apresenta folhas hipostomaticas, com estdbmatos anomociticos
situados ao mesmo nivel das células epidérmicas adjacentes (FIGURA 5 B,C). Os
estdmatos mediram, em média, 22,99 + 2,094 um de comprimento e 20,103 + 1,796
um de largura, com indice Estomatico (IE, %) de 14,835 + 1,746, sendo este o
primeiro registro de tamanho e IE para um representante do género Chionanthus
(Kolb et al., 2020; Brasil, 2024).

Tricomas glandulares do tipo peltado foram observados em ambas as faces
da lamina foliar (FIGURA 5 A,C,D), enquanto os tricomas ndo glandulares estao
restritos a superficie abaxial (FIGURA 5H). Estes tricomas simples e unicelulares
possuem cuticula estriada e distribuicdo esparsa, caracteristica util para diagndéstico
taxondmico. Tricomas, além de protegerem, participam de fung¢des biossintéticas,
absorgao de agua e detoxificagcdo de metais (Theobald et al., 1980; Almeida et al.,
2017; Li et al., 2023; Monchak et al., 2023; Antunes et al., 2024). Nas domacias,
presentes como jungbes em “V” entre nervura principal e secundarias, ocorrem
tricomas n&o glandulares alongados e multicelulares (Kolb et al., 2020; Chomicki et
al., 2024).

A epiderme adaxial € unisseriada, composta por células retangulares a
poligonais recobertas por cuticula fina (FIGURA 5 D,F). O mesofilo apresenta
disposi¢cao dorsiventral, com uma camada de parénquima palicadico e cinco a seis
camadas de parénquima lacunoso (FIGURA 5 D,E). A epiderme abaxial é
unisseriada, com células poligonais a cubicas. Os feixes vasculares colaterais sédo
circundados por células esclerenquimaticas e possuem extensdes de bainha
(FIGURA 5 D,F).

Enquanto o mesofilo dorsiventral € observado em C. micranthus, C.
parviflorus e C. tenuis, espécies como C. crassifolius, C. ferrugineus, C. fluminensis,
C. greenii, C. subsessilis e C. trichofomus apresentam mesofilo isobilateral ( Russin
& Everet, 1984; Kolb et al., 2020).

Esclereides ramiformes em formato de

“I”

foram identificadas no mesofilo
(FIGURA 5E), sendo uteis para classificagdo de espécies (Rao, Bhupal, 1973).
Estudos de esclereides, combinados com analises anatbmicas e ecologicas,
contribuem para compreender evolugao e diversificagao das dicotiledéneas.

A nervura central apresenta contorno levemente céncavo-convexo (FIGURA
6F), com epidermes unisseriadas de células arredondadas cobertas por cuticula fina.

Abaixo, observam-se 1-2 camadas de colénquima angular e parénquima
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fundamental (FIGURA 5G). O feixe vascular é colateral medulado, circundado por
anel esclerenquimatico e fibras que reforcam o floema. Esclereides esferoidais
ocorrem dispersas no colénquima e parénquima fundamental. Nos representantes
de Chionanthus, os feixes da nervura central sdo geralmente fechados e medulados,
exceto em C. subsessilis e C. fluminensis, que apresentam feixes fistulosos
(Antunes et al., 2023).

No peciolo, a secédo transversal é plano-convexa (FIGURA 6A), com
epiderme unisseriada de células poliédricas a cubicas, recoberta por cuticula fina.
Abaixo, o colénquima angular e o parénquima fundamental contém braquisclereides,
em dois tipos: parede espessa com lumen estreito e parede fina com lumen amplo
(FIGURA 6 C,D,H) (Rao, Bhupal, 1973). Tricomas simples, unicelulares e n&o
glandulares, além de tricomas peltados glandulares, estdo presentes na epiderme
(FIGURA 6 D,G). O colénquima cortical e o anel esclerenquimatico ao redor do feixe

vascular reforgam a sustentagao do peciolo (FIGURA 6 D,E).

FIGURA 6 - ANATOMIA DO PECIOLO E DO CAULE DE Chionanthus filiforms EM SECAO
TRANSVERSAL

FONTE: A auto_ra (2025).
NOTA: (A, B, D, E, F, G, H) microscopia 6ptica e (C) microscopia eletrénica de varredura. Peciolo (A,
C—H). Caule (B, D, E); (co) colénquima; (ep) epiderme; (fi) fibras; (gp) parénquima fundamental; (gt)
tricoma glandular; (nt) tricoma nao glandular; (pe) periderme; (ph) floema; (pi) medula; (sg) graos de
amido; (scl) esclereide; (xy) xilema . Barra de escala: (A, B) 200 ym; (C, D, E, F, H) 50 ym; (G) 25 ym.



84

O sistema vascular do peciolo é colateral, disposto em arco aberto com
extremidades invaginadas (FIGURA 6A), padrao tipico do género. O parénquima
central acumula graos de amido como reserva. A microscopia eletrbnica de
varredura evidencia a compactacdo da medula e detalha as glandulas peltadas
(FIGURA 6 B,F,H).

No caule maduro, a secao transversal varia entre esferoidal e poliédrica
(FIGURA 6B). Ele apresenta cuticula delgada, camada epidérmica poliédrica e
periderme com trés a cinco camadas de suber. O cértex contém braquisclereides
semelhantes as do peciolo. O sistema vascular é circundado por aproximadamente
trés camadas de células esclerenquimaticas, com cambio formando floema externo
e xilema central, intercalado por raios de parénquima. A medula central € composta
por células parenquimaticas grandes e de paredes finas (FIGURA 6C).

Essas observagées complementam os registros de Kolb et al. (2020), que
nao descreveram detalhadamente a anatomia das espécies estudadas. Assim,
caracteristicas como o tipo e disposi¢cao dos tricomas, a presenca e variagdo das
braquisclereides e o formato do sistema vascular no peciolo tornam-se relevantes
para a distingdo de Chionanthus filiforms em relagdo a outras espécies do género
(Wosch et al., 2015; Antunes et al., 2023).

Um estudo conduzido por Lersten & Horner (2009) examinou folhas de 240
espécies distribuidas em 23 géneros da familia Oleaceae, incluindo 33 pertencentes
ao género Chionanthus L. Os resultados mostraram que, de modo geral, as espécies
de Chionanthus apresentam cristais, com excecé&o de Chionanthus evenius (Stapf)
Kiew, em que eles ndo foram observados. Esses cristais foram encontrados em
diferentes tecidos, como no mesdfilo, na epiderme e nas regides préximas aos feixes
vasculares, mas ndo no interior dos feixes, estando restritos as células
parenquimaticas adjacentes. No caso de C. filiforms, ja foram relatados seis tipos
distintos de cristais: aciculares pequenas, 0s mais comuns no género, prismaticos,
estiléides, drusas, esferoides e areia cristalina.

Neste trabalho, os cristais de C. filiforms foram observados em idioblastos
do mesofilo, no colénquima da nervura central, no colénquima do peciolo, bem como
no cortex e na medula do caule. As imagens obtidas por microscopia eletrénica de
varredura (SEM) evidenciam essa diversidade morfolégica, sendo identificados dez
morfotipos cristalinos distintos: em forma de seta (FIGURA 7F), plano-agregado
(FIGURA 7E), placa retangular (FIGURA 7A), quadrado em H (FIGURA 7B), irregular
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(FIGURA 7C), retangular em H (FIGURA 7D), bipiramidal tipo dois (FIGURA 7G),
placa quadrada (FIGURA 7H), estiléide (FIGURA 71), e tabular (FIGURA 7J). Alguns
desses cristais, como seta, bipiramidais, quadrado em H, estiléides e tabulares,
também foram encontrados na forma de areia cristalina. A presenca desses
morfotipos, quando associada ao 6rgao vegetal em que se localizam, possui valor
diagnostico, pois C. filiforms apresenta cristais que nao haviam sido relatados
anteriormente para o género, como os tipos seta, bipiramidal tipo dois, retangular em
H, quadrado em H, irregular, plano-agregado, placa retangular, placa quadrada e
tabular.

FIGURA 7 - CRISTAIS DE Chionanthus filiforms OBSERVADOS POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

FONTE: A autora (2025)
NOTA: (B,C,D) nervura central; (A,G,H) peciolo; (E,F,J) caule.; (ar) cristal em forma de seta;
(ir) cristal irregular; (pl) cristal plano-agregado; (cf) cristal tabular; (rp) placa retangular; (sq) placa
quadrada; (pr) prismatico; (slc) areia cristalina estildide; (sl) cristal estildide, (ta) tabular. Barras de
escala: (E,F) 20 ym; (1) 10 ym; (H,J) 5 ym; (A-D) 2,5 ym; (G) 2 um.

Quando considerados em relagdo ao 6rgao em que se localizam, esses tipos
de cristais apresentam valor diagnostico, pois C. filiformis exibe morfotipos que

diferem das espécies de Chionanthus estudadas anteriormente (Kolb et al., 2020),
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incluindo formas em seta, bipiramidal tipo dois, retangular em H, quadrado em H,
irregular, agregado em placas, placa retangular, placa quadrada e tabular.

Os morfotipos de cristais podem servir como indicadores de espécies
especificas ou de grupos taxondmicos mais amplos, como observado em varias
familias e géneros de plantas, sugerindo seu potencial uso na classificagcdo e
identificacao taxonémica (Brito et al., 2021; Raeski et al., 2023; Antunes et al., 2023;
Antunes et al., 2024).

A composicao quimica dos cristais foi analisada por espectroscopia por
dispersao de energia de raios X (EDS) combinada com microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Os resultados mostraram picos predominantes de carbono, calcio
e oxigénio, indicando que se tratavam principalmente de cristais de oxalato de calcio
(C, 49,35%; O, 38,11%; Ca, 12,54%) (FIGURA 14). Um dos morfotipos também
apresentou magnésio (C, 20,43%; O, 44,79%; Mg, 4,41%; Ca, 30,37%) (FIGURA 8
E 9).

FIGURA 8 - CRISTAL EM FORMA DE SETA DE Chionanthus filiforms OBSERVADO POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E ANALISADO POR ESPECTROSCOPIA
POR DISPERSAO DE ENERGIA DE RAIOS X (EDS)

l:.. Spectro 1
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FONTE: A autora (2025)
NOTA: O pico em 0 keV corresponde ao ruido e o pico em ~2,2 keV indica o ouro do
revestimento da amostra.
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FIGURA 9 - CRISTAL AGREGADO EM PLACAS DO CAULE DE Chionanthus filiforms VISUALIZADO
POR MEV E ANALISADO POR EDS

Spectro 2

FONTE: A autora (2025)
NOTA:O pico em 0 keV representa o ruido e o pico em ~2,2 keV corresponde ao ouro usado
no revestimento da amostra

Estudos utilizando a técnica EDS mostram que os cristais em plantas sao, na
maioria, compostos por oxalato de calcio, nas formas weddelita e whewellita, além
de cristais de silica (SiO;) e carbonato de calcio (CaCOs). Tragos de outros
elementos, como magnésio, potassio e fosforo, podem estar presentes dependendo
da espécie e do ambiente de crescimento. A aplicacdo da EDS tem sido
fundamental para revelar a variedade quimica desses biominerais, evidenciando seu
papel em fungdes fisioldgicas e ecoldgicas, como a regulagao do calcio intracelular,

a protec¢ao contra herbivoria e a resisténcia a estresses ambientais.

4.3.2 Analise histoquimica

Os testes histoquimicos tém como objetivo de caracterizar grupos quimicos
em diferentes tecidos e células vegetais, permitindo visualizar a distribuicdo de
compostos especificos, sua localizagdo celular e 0s processos bioquimicos
associados (Almeida et al., 2023).

A espécie apresentou reagao positiva ao Sudan Il (FIGURA 10A) e ao

Sudan Black B (FIGURA 10E), indicando a presenga de compostos lipofilicos na
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cuticula de folhas e caules, além de corpos lipidicos na Iamina, no peciolo e no
caule. Esses corpos lipidicos também reagiram ao Nile Blue (FIGURA 10B),
corando-se de azul, sugerindo a presenga de lipidios acidos, enquanto a cuticula
apresentou coloragao rosa-claro, indicativa de lipidios neutros.

O corante Oil Red (FIGURA 10H) confirmou a presenca de lipidios nos
mesmos tecidos. Ja o reagente NADI (FIGURA 10L) evidenciou corpos lipidicos na
nervura central, no peciolo e no caule em azul, indicando terpenos, enquanto a
cuticula apresentou coloragdo purpura, sugerindo a presenga combinada de
terpenos e resinas oleosas.

Nos vegetais, os Oleos desempenham papel protetor contra agentes

externos e condi¢gdes ambientais adversas (Camargo et al., 2020).

FIGURA 10 - HISTOQUIMICA DE Chionanthus filiforms
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FONTE: A autora (2025)

NOTA: (A) nervura central com Sudan lll. (B) nervura central apés reacdo com azul do Nilo. (C)
nervura central em reagdo com P.A.S. (D) nervura central exposta ao Xilidina Ponceau. (E) mesdfilo
exposto ao Sudan Black B. (F) mesdfilo com solugdo de cloreto férrico. (G) meséfilo exposto ao
floroglucinol cloridrico. (H) caule com Qil Red. (l) caule corado com azul brilhante de Coomassie. (J)
caule tratado com dicromato de potassio. (K) caule com floroglucinol cloridrico. (L) peciolo tratado
com reagente NADI. (M) peciolo com solugéo de iodo. (N) peciolo apds tratamento com solugao de
cloreto férrico. (O) peciolo apds tratamento com floroglucinol cloridrico. (P) caule com floroglucinol
cloridrico. Barras de escala: (C,N,K) 200 uym; (A,B,D,F,G,H,I,J,L,M,N,O,P) 50 um; (E) 25 ym

O acido periodico Schiff — P.A.S. (FIGURA 10C) evidenciou polissacarideos
neutros, corados em magenta, localizados no floema e nas paredes celulares da
lamina, colénquima, parénquima fundamental, floema da nervura central e peciolo,
bem como no colénquima do coértex, floema, raios parenquimatosos e medula do
caule. Polissacarideos sdo macromoléculas biolégicas com fungdes antioxidantes
(Huang et al., 2017). A solugdo de iodo (FIGURA 10M) detectou grédos de amido na
lamina foliar, préximos aos feixes vasculares, e também na nervura central, peciolo
e caule, especialmente no coértex e proximos ao anel de fibras esclerenquimaticas,
além do floema e xilema, indicando o papel do amido como reserva energética
(Seung & Smith, 2019). O Ruthenium red corou positivamente a maioria dos tecidos,
exceto xilema, esclereides e anéis de fibras esclerenquimaticas. Tanto o Xylidine
Ponceau (FIGURA 10D) quanto o Coomassie Brilliant Blue (FIGURA 10I)
evidenciaram corpos proteicos no mesofilo, colénquima, floema e xilema da nervura
central, assim como no peciolo e no caule. Os reagentes cloreto férrico (FIGURA 16
F,N) e dicromato de potassio (FIGURA 10J) detectaram compostos fendlicos,
localizados principalmente no floema e nos raios parenquimatosos do caule. Taninos
condensados nao foram observados. Compostos fendlicos atuam na protecéo contra
danos e infec¢des (Duarte & Debur, 2005). O Floroglucinol Cloridrico (FIGURA 10G,
K, O, P) indicou elementos lignificados no xilema de feixes vasculares, esclereides
dispersas no mesodfilo, anéis de fibras esclerenquimaticas e xilema da nervura
central, peciolo e caule. Estes elementos conferem suporte mecanico e contribuem
para a hidrofobicidade da planta (Boerjan et al., 2003).

Alcaloides nao foram detectados apds o uso dos reagentes de Dragendorff,
Ellram e Wagner.

Os estudos sobre a anatomia dos 6rgaos vegetativos aéreos das espécies
do género Chionanthus L. ainda sdo escassos (Kolb et al., 2020). Com base nos

resultados obtidos, foi possivel ampliar o conhecimento taxonémico de C. filiformis,



90

por meio da descricdo detalhada da anatomia de folhas e caules, assim como da

analise histoquimica de seus tecidos

4.4 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Os parametros farmacopeicos contribuem para a padronizagdao e o controle

de qualidade de drogas vegetais (Brasil, 2019).

4.4.1 Umidade (Perda por dessecacgao)

O método de perda por dessecacdo quantifica os constituintes volateis
eliminada da droga vegetal, sendo um parametro utilizado no controle de qualidade
de drogas vegetais, o qual garante a estabilizacdo e eficiéncia do processo de
secagem (Brasil, 2019).

As folhas e caules de C. iliforms apresentaram teor de agua de 4,34 e 4,94,
respectivamente, conforme descrito na TABELA 5.

TABELA 5 - RESULTADOS DO PARAMETRO PERDA POR DESSECACAO DE FOLHAS E CAULE
DE C. filiforms

Amostra Umidade (%) Desvio padréao Desvio padrao relativo (%)
Folhas 4,34 0,097 2,23
Caule 4,94 0,247 5,60

FONTE: A autora (2025)

A presencga de agua no material vegetal pode favorecer o desenvolvimento de
bactérias e fungos, bem como a degradacédo de constituintes quimicos pela agao
enzimatica (Farias, 2007). Ao comparar os resultados obtidos nas amostras vegetais
com aqueles descritos para outras espécies na Farmacopeia Brasileira, 72 edigcédo
(BRASIL, 2024), observa-se que os valores se encontram em conformidade,
indicando menor viabilidade para o desenvolvimento de fungos e bactérias e
reducdo dos processos de degradacdo dos constituintes quimicos (Araujo et al.,
2008).
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4.4.2 Determinagéo de cinzas

A determinagao de cinzas constitui um parametro relevante para a detecgcao
de adulteragdes e de impurezas inorganicas (Shah, Seth, 2010). Os resultados

obtidos para folhas e caules estdo apresentados na TABELA 6.

TABELA 6 - RESULTADOS DO TEOR DE CINZAS DE FOLHAS E CAULE DE C. filiforms

Amostra Teor de cinzas (%) Desvio padrao Desvio padréo relativo (%)
Folhas 2,87 0,108 3,77
Caule 3,06 0,063 1,93

FONTE: A autora (2025)

Os valores médios encontrados para cada amostra da espécie estudada,
estdo dentro dos limites estabelecidos para a maioria das drogas vegetais descritas
na Farmacopeia Brasileira (2024). Uma vez que, n&o existem valores de referéncia
para esta espécie, os resultados encontrados podem ser utilizados como um
parametro importante no processo de padronizacdo e diferenciacdo desta espécie
(BRASIL, 2019).

4.5 ANALISE FITOQUIMICA

A avaliagao fitoquimica preliminar de Chionanthus filiforms foi conduzida por
meio de testes qualitativos, com o propdsito de identificar os principais grupos de
metabdlitos secundarios presentes na espécie. Para tanto, empregou-se a marcha
fitoquimica, baseada na observacao de mudancgas de coloragdo e na formagao de
precipitados.

Conforme apresentado na TABELA 7, a analise fitoquimica do extrato aquoso
de Chionanthus filiforms revelou a presengca de acidos graxos e compostos
resinosos tanto nas folhas quanto no caule, indicando a ocorréncia de metabdlitos
de fungao estrutural. Nos testes realizados, apenas as folhas apresentaram reagéao
positiva para taninos condensados, metabolitos conhecidos por suas atividades
antioxidante e antimicrobiana, possivelmente atuando na protegcdo desse 6rgao
contra estresses ambientais. Por outro lado, ndo foram detectados antocianinas,
saponinas, heterosideos cianogénicos, grupos amino ou acidos volateis, sugerindo

que, sob as condicdes avaliadas, a diversidade quimica do extrato aquoso é
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limitada. Esses achados indicam que as folhas concentram compostos de maior
relevancia biolégica em comparagdo ao caule, destacando seu potencial para

estudos farmacoldgicos e ecoldgicos.

TABELA 7 — COMPOSICAO FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS E CAULE DE C.
filiforms

Classe de metabolitos Caule Folha

Antocianinas (heterosideos) - -
Saponinas (heterosideos) - -
Cianogénicos (heterosideos) - -
Taninos hidrolisaveis - -
Taninos condensados - +
Amino grupos - -
Acidos fixos + +

Acidos volateis - -

FONTE: A autora (2024)
NOTA: Simbolo + é indicativo de reagao positiva, simbolo - é indicativo de reagdo negativa.

Os resultados da TABELA 8 referentes a analise fitoquimica das fracdes
hidroalcodlicas de folhas e caule de C. filiformis indicam a auséncia ou presenca em
baixas concentracbes de alcaloides, leucoantocianidinas, iridoides e heterosideos
antraquinénicos. Flavonoides e cumarinas foram detectados nas fragbes de acetato
de etila das folhas e em algumas fracbes do caule, evidenciando compostos
fendlicos de polaridade média. Esteroides e triterpenos foram identificados em quase
todas as fragdes, representando os metabdlitos mais abundantes.

Em sintese, folhas apresentaram principalmente flavonoides, cumarinas e
esteroides/triterpenos, enquanto o caule foi dominado por esteroides/triterpenos.
Esses dados fornecem base quimica para analises farmacoldgicas e comparacées

intra-género.



TABELA 8 - COMPOSIGAO FITOQUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS E

CAULES DE C. filiforms

Folha Caule
Classe de Teste FH | FC |FAC |[FR |FH |FC |FAC |FR
Metabdlito
Alcaloides Mayer - - - - - - - -
Alcaloides Dragendorff - - - - - - - -
Alcaloides Wagner- - - - - - - - -
Bouchard
Leucoantocianidinas Redugdo em - - - - - - - -
HCI
Flavonoides Heterosideos | - - + + - - + -
flavénicos
Flavonoides Taubock - - + + - - + +
(oxalico bérico)
Flavonoides Pacheco - - - - - - - -
Flavonoides Zinco/HCI - - - - - - - -
Cumarinas NaOH + UV - - + - - - - +
Cumarinas Confirmagéo em | - - + - - - - +
papel filtro
Iridoides Floroglucinol/ | - - - - - - - -
HCI
Iridoides H,SO, - - - - - - - -
Iridoides Vanilina/H,SO, | - - - - - - - -
Heterosideos Aquecimento | - - - - - - - -
antraquinbnicos com H,SO,
Heterosideos Borntrager - - - - - - - -
antraquindnicos
Esteroides/ Liebermann- + + + + - + + +
Triterpenos Burchard
Esteroides/ Keller-Kiliani + + + + - + + +
Triterpenos

FONTE: A autora (2024)
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NOTA: Simbolo + ¢ indicativo de reagao positiva, simbolo - é indicativo de reagdo negativa. Fragao
Hexano (FH); Fracao Cloroférmio (FC); Fracao Acetato de Etila (FAC); Fragdo remanescente (FR)

4.6 PREPARACAO E RENDIMENTO DO EXTRATO BRUTO

Os extratos brutos etandlicos das folhas e caules de C. filiforms foram obtidos
por meio de extracdo continua em Soxhlet modificado, realizada até o completo
esgotamento do material vegetal. Esta técnica foi escolhida por possibilitar a
extragcdo eficiente dos constituintes quimicos, garantir estabilidade térmica e reduzir
2009; Gil-Martin et al., 2022).

Adicionalmente, os extratos aquosos foram obtidos por hidrodestilagdo. Embora néo

o consumo de solventes (Carvalho et al.,
tenha sido possivel isolar o Oleo essencial, o material residual resultante do
processo foi aproveitado para a preparagdo dos extratos aquosos, assegurando o
melhor aproveitamento da biomassa vegetal.

Nos extratos obtidos, foi determinado o teor de sdlidos, cujos resultados estao
apresentados na TABELA 9 . Esse parametro foi calculado a partir da pesagem do
residuo proveniente da evaporagdo da fase liquida, correspondente ao material
solido remanescente, o que possibilitou estimar o rendimento dos extratos. Para as
folhas, o rendimento encontrado foi de 19,1%, enquanto para os caules foram de
11,60%. No caso dos extratos aquosos (TABELA 10), o rendimento foi obtido a partir

do material liofilizado, resultando em 0,8 % para as folhas e 0,69% para os caules.

TABELA 9 — TEOR DE SOLIDOS DOS EXTRATOS BRUTOS DE C. filiforms

Amostra Teor solidos (%) Desvio padrao Desvio padrao relativo (%)
Folhas 19,1 0,146 0,77
Caule 11,60 0,088 0,76

FONTE: A autora (2024)

NOTA: *% calculado em relag&o ao total de planta seca (g)

TABELA 10 — TEOR DE SOLIDOS DOS EXTRATOS AQUOSOS C. filiforms

Amostra Teor sélidos (%) Desvio padrao Desvio padrao relativo (%)
Folhas 0,8 0,11 0,65
Caule 0,69 0,05 0,56
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FONTE: A autora (2024)
NOTA: *% calculado em relag&o ao total de planta seca (g)

Em seguida, foi separada uma parte de cada extrato bruto etandlico das
amostras, para as atividades bioldgicas. Foram levados para evaporagao, resultando

em 3,982¢g de extrato bruto etandlico seco de folhas e 3,653g de caule.

4.7 FRACIONAMENTO

As fragdes FH, FC, FAC e FR, obtidas a partir de folhas e caules, foram
provenientes do fracionamento dos extratos brutos etandlicos. Em contraste, as
fragbes FHV, FCV e FACV dos frutos verdes, bem como FHM, FCM e FACM dos
frutos maduros, foram obtidas por fracionamento direto da amostra vegetal, sem a
etapa prévia de obtengao do extrato bruto. A Tabela 11 apresenta os rendimentos
alcangados, expressos em gramas e em porcentagem. O fracionamento em funcgéo
da polaridade dos solventes empregados favorece a identificagdo das classes de

metabdlitos, bem como o isolamento e a caracterizagao dos compostos presentes.

TABELA 11 - RENDIMENTO DAS FRACOES DAS FOLHAS, CAULE E FRUTOS DE C. filiforms

Folha Caule Fruto Fruto

Fracao verde maduro

g % g % g % g %
Fragdo Hexano 8,10 |1,62| 5,50 | 1,09 | 0,20 | 0,70 | 0,30 | 0,86

Fragéo Cloroférmio 6,40 (1,28| 4,10 | 0,81 | 0,40 | 1,33 |0,70| 2,00
Fragéo Acetato de etila | 2,00 (0,40| 1,10 | 0,22 | 0,30 | 1,00 | 1,00 | 2,86

Fracdo Remanescente | 5,30 [1,06| 1,20 | 0,24

FONTE: A autora (2024)

Os rendimentos das fragdes foram calculados com base na massa de material
vegetal seco, descontando-se a quantidade reservada para analises biologicas. Para
este estudo, foram considerados 500 g de folhas, 505 g de caule, 30 g de frutos
verdes e 35 g de frutos maduros. Entre as fragdes obtidas, a de maior rendimento foi
a fracdo acetato de etila do fruto maduro, enquanto a de menor rendimento

correspondeu a fragao acetato de etila do caule.
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Esses resultados indicam que a composicdo quimica e a solubilidade dos
metabdlitos secundarios diferem entre partes da planta e o estagio de maturacéo,
refletindo variagbes na quantidade de compostos extraiveis por solvente. O
fracionamento dos extratos brutos segundo a polaridade é, portanto, uma estratégia
importante, ndo apenas para facilitar a identificagdo das classes de metabdlitos
secundarios com potencial atividade biologica, mas também para aumentar a
eficiéncia na recuperagcao e isolamento desses compostos, comparativamente ao
uso do extrato bruto integral. Esses dados reforgam a importancia de considerar o
orgao vegetal, a polaridade do solvente e o estagio de desenvolvimento na analise

fitoquimica.
4.8 PERFIL FITOQUIMICO DE EXTRATOS E FRACOES

Os extratos brutos, aquosos e as fracdes de folhas, caules e frutos de
Chionanthus filiformis foram avaliados por cromatografia em camada delgada (CCD),
uma técnica que permite identificar qualitativamente os principais metabolitos por
meio de reagdes colorimétricas e fluorescentes. A CCD €& reconhecida por sua
rapidez, boa reprodutibilidade, simplicidade, eficiéncia e baixo custo (Alberton,
Falkenberg, Falkenberg, 2002; Valente et al., 2006). Conforme indicado na TABELA
12, essa analise revelou a presenca de esteroides, flavonoides, cumarinas, taninos e

antraquinonas.

TABELA 12 — GRUPOS QUIMICOS IDENTIFICADOS EM EXTRATOS E FRACOES DE FOLHAS,
FRUTOS E CAULES DE C. filiforms POR CCD

(continua)
Metabolitos

Amostras Esteroides | Alcaloides | Flavonoides | Cumarinas | Taninos Antraquinonas
EB folha + - - - + -

EB caule + - + + - -

EQ folha - - - - - -

EQ caule - - - - - -

FH folha + - - - + -

FH caule + - - - - -
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FH fruto verde + - - - - (concluséao)
FH fruto maduro + - - - - -
FC folha + - - - + -
FC caule - - - - - -
FC fruto verde + - - - - -
FC fruto maduro + - - - - -
FAC folha + - + + + +
FAC caule + - + - + -
FAC fruto verde - - + + - _
FAC fruto maduro - - + + - _
FR folha - - + - - -
FR caule + - + - + -

Fonte: A autora (2024)
Nota: O simbolo + indica reagdo positiva; o simbolo — indica reacédo negativa. Extrato bruto (EB);
Extrato aquoso (EAQ); Fragdo hexanica (FH); Fragéo cloroférmica (FC); Fragdo acetato de etila

(FAC); Fracéo residual (FR); Folha (F); Caule (C); Fruto verde (FV); Fruto maduro (FM).

Os esteroides foram identificados nas folhas, caule e frutos, exceto na fracéo
remanescente das folhas, na fragcao cloroférmica do caule, na fragdo acetato de etila
dos frutos e nos extratos aquosos. Os flavonoides ocorreram predominantemente
nas fracbes de acetato de etila e residual. Os taninos foram detectados
exclusivamente nas folhas e caule, abrangendo o extrato bruto, bem como as
fragbes hexano, cloroférmica, acetato de etila e residual. As cumarinas, por sua vez,
foram observadas no extrato bruto e na fracdo acetato de etila.

Esses achados corroboram com estudos em outras espécies do género
Chionanthus, com a analise histoquimica e com os resultados da marcha
fitoquimica. Mihai et al. (2023) identificaram flavonoides nas folhas e frutos de C.
virginicus, relacionando-os a atividade antioxidante. Boyer et al. (2005) isolaram
lignanas e secoiridoides da casca de raizes de C. virginicus, enquanto

Venkateswararao et al. (2013) relataram flavonoides, esteroides, terpenoides,
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taninos, glicosideos e alcaloides na casca de C. zeylanicus. Estudos em C. retusus
também evidenciaram flavonoides nas folhas, flores, raizes e caule (Wang et al.,
2022; Walter et al., 2014; Vauzour et al., 2008; Kwak et al., 2009), mostrando que
flavonoides, esteroides e taninos sdo compostos recorrentes no género, com
funcdes bioativas relevantes.

A variagao na presencga e intensidade desses metabolitos em C. filiforms pode
ser atribuida ao método de extracdo, a polaridade do solvente e ao tempo de
contato, que influenciam diretamente a eficiéncia na recuperagcao dos compostos
(Zhang, Lin, Ye, 2018; Hayouni et al., 2007).

A presenca de esteroides, flavonoides e taninos nas folhas e caule indica que
esses compostos desempenham fungdes ecoldgicas relevantes, como defesa
quimica contra herbivoros e patdgenos, além de possuirem potencial farmacolégico.
Flavonoides e cumarinas estdo relacionados a atividades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e hepatoprotetoras, enquanto esteroides e terpenos podem apresentar
efeitos antimicrobianos e antiproliferativos (Souza-Moreira et al., 2019; Zhao et al.,
2016).

O ensaio por cromatografia bidimensional permitiu identificar subgrupos de
metabdlitos secundarios nas fracbes de folhas, caule e frutos de C. filiforms,
conforme apresentado na TABELA 13. Esses resultados corroboram as observacgoes
dos testes histoquimicos e complementam os achados obtidos pela cromatografia
em camada delgada, evidenciando a diversidade quimica presente nas diferentes

partes da planta.

TABELA 13 — GRUPOS QUIMICOS IDENTIFICADOS NAS FRACOES DE FOLHAS, FRUTOS E
CAULE DE C. filiforms POR CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL

(continua)
METABOLITO AMOSTRA RESULTADO
Cumarina FAC folha 2 pontos azuis
FAC fruto verde 1 ponto azul
FAC fruto maduro 1 ponto azul
Triterpeno FH folha 1 ponto rosa
FH caule 1 ponto verde
FH fruto verde 1 ponto rosa
FH fruto maduro 1 ponto rosa
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(concluséao)
Flavonoide FAC folha
2 pontos verdes
FR folha 4 pontos verdes
FAC caule 2 pontos verdes
FR caule 3 pontos verdes
FAC fruto verde 2 pontos verdes
FAC fruto maduro 3 pontos verdes

FONTE: O autor (2024)
NOTA: Fragéo hexano (FH); fragcao acetato de etila (FAC); fracéo residual (FR)

Nos testes de cumarinas, a presenca de dois pontos azuis na fracdo acetato
de etila das folhas indica a coexisténcia de, pelo menos, dois subgrupos desses
compostos, enquanto a ocorréncia de um unico ponto azul nas fragdes de acetato de
etila dos frutos, verdes e maduros, sugere menor diversidade desse metabolito nos
frutos. Para os triterpenoides, a faixa rosa observada nas fracdes hexano de folhas e
frutos evidencia a presenca de saponinas triterpénicas, e a coloragao verde confirma
saponinas esteroidais, indicando que essas classes de compostos estao distribuidas
em diferentes partes da planta, com predominio nas fracbes mais apolares. A
analise de flavonoides revelou diferentes subgrupos em todas as fragdes testadas,
com pontos verdes variando em numero entre folhas, caule e frutos, mostrando que
a distribuigao e a diversidade desses compostos podem depender do 6rgao vegetal
e da polaridade da fracao.

A cromatografia bidimensional demonstrou ser uma ferramenta eficiente para
detalhar a composicado fitoquimica, permitindo maior resolugdo e separagcao de
compostos em extratos complexos, além de fornecer uma analise qualitativa rapida,
reprodutivel e complementar a cromatografia em camada delgada (Ciesla,
Waksmundzka-Hajnos, 2009).
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4.9 QUANTIFICACAO DE FENOLICOS, FLAVONOIDES E TANINOS

A quantificacdo de fendlicos totais, flavonoides e taninos foi realizada por
meio de equagdes de regressao linear, sendo os resultados expressos em mg

equivalentes do respectivo padrao, conforme apresentado na TABELA 14.

TABELA 14 — CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS, FLAVONOIDES E TANINOS TOTAIS

NOS EXTRATOS E FRACOES DE FOLHAS, CAULE E FRUTOS DE C. filiforms

TPC TFC TTC
Amostras (mg EAG/g) (mg ER/g) (mg EC/qg)

Média + DP Média + DP Média + DP
EB folha 2249,31+22,7" 388,55+3,89™ 580 +0,5°
EAQ folha 745+23,57¢ 19,81 +2,84° 575 +12,62°
FH folha 434,03+3,24° 112,60+8,32" 1332 +14°
FC folha 1976,0445,89° 178,58+8,93' n.d.
FAC folha 1365,97+2,94° 201,49+7,53! n.d.
FR folha 1435,51+£12,6° 159,09+3,15' n.d.
EB caule 1793,70+9,82° 24,78+10,37° n.d.
EAQ caule 751,74+3,36¢ 46,21+8,61° n.d.
FH caule 327,78+4,56° 23,99 +3,26° 691,11 £9,312
FC caule 2293,40+27,11" 20,07 +6,10° n.d.
FAC caule 2090,97+7,45° 72,53+4,34° n.d.
FR caule 753,47+25,34¢ 24,52+10,63° n.d.
FH fruto verde 211,124£23,80° 21,87+5,70° n.d.
FC fruto verde 237,85+22,40° 37,96+2,27° n.d.
FAC fruto verde 214,58+23,80° 51,29+2,64° n.d.
FH fruto madur 51,04 £11,02° 28,85+2,33° n.d.
FC fruto maduro 263,34+1,47° 36,31+2,63¢ n.d.
FAC fruto maduro 269,09+16,48° 50,24+2,27" n.d.

FONTE: A autora (2025)
Resultados de teor de compostos fendlicos, flavonoides e taninos expressos em: TPC — Teor de
compostos fenodlicos (mg EAG/g); TFC — Teor de flavonoides (mg ER/g); TTC — Teor de taninos (mg
EC/g). Extratos e fragdes: EB — Extrato Bruto; EAQ — Extrato Aquoso; FH — Fragdo Hexano; FC —
Fracao Cloroférmico; FAC — Fracdo Acetato de Etila (Folhas); FR — Fracdo Residual. Equivalentes
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padrao: GAE — acido galico equivalente; ER — rutina equivalente; EC — catequina equivalente.
Resultados expressos como média + desvio padréo. Letras iguais na mesma coluna indicam que os
valores nao diferem estatisticamente entre si pelo teste ANOVA seguido do post-hoc de Tukey, com
nivel de significancia de 5%. n.d. - ndo detectavel.

A quantificagao de fendlicos totais em C. filiformis evidenciou variagdes entre
as diferentes partes da planta e fragdes analisadas. As maiores concentragoes
foram observadas na fragéo cloroférmica do caule (2293,40 + 27,11 mg EAG/g) e no
extrato bruto das folhas (2249,31 + 22,7 mg EAG/g), os quais ndo apresentaram
diferenga significativa entre si, seguidos pela fragdo acetato de etila do caule
(2090,97 + 7,45 mg EAG/g). Em contrapartida, os frutos apresentaram os menores
teores de fendlicos totais, destacando-se a fracdo acetato de etila dos frutos
maduros (269,09 + 16,48 mg EAG/Q).

De acordo com a classificagdo de Chew et al. (2011), concentragdes acima
de 50 mg EAG/g sao consideradas altas, entre 50-30 mg EAG/g média-altas, entre
30-10 mg EAG/g média-baixas e abaixo de 10 mg EAG/g baixas. Assim, todos os
valores de C. filiformis enquadram-se na categoria de alto teor fendlico,
evidenciando o expressivo acumulo desses metabdlitos na espécie.

Quando comparados com outras espécies do género, os resultados de C.
filiformis se mostram significativamente mais elevados. Mihai et al. (2023) relataram
conteudos fendlicos totais em C. virginicus de 24,60 mg EAG/g em folhas, 10,67 mg
EAG/g em frutos e 14,74 mg EAG/g em inflorescéncias. Em C. pubescens, foram
registrados 28,45 mg EAG/g em folhas, 11,46 mg EAG/g em frutos e 11,28 mg
EAG/g em inflorescéncias. Esses valores se situam entre as categorias média-baixa
e média-alta, demonstrando que as diferengcas podem estar associadas tanto a
caracteristicas intrinsecas das espécies quanto ao tipo de solvente empregado na
extragao.

A analise estatistica das concentragdes em C. filiformis indicou diferengas
significativas entre extratos e fragdes de folhas, caule e frutos. Nas folhas e caules,
observou-se maior acumulo em fragdes menos polares, enquanto os frutos
apresentaram perfis mais homogéneos, sugerindo distribuicdo relativamente
uniforme de fendlicos.

O teor de flavonoides totais (TFC) também variou de forma expressiva entre
partes da planta e fracbes. As folhas destacaram-se com os maiores valores,

sobretudo no extrato bruto (388,55 mg ER/g) e na fragao acetato de etila (201,49
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mg ER/g),evidenciando predominio de compostos de carater apolar a semi-polar. Ja
a fragdo aquosa das folhas apresentou o menor teor (19,81 mg ER/g), indicando
baixa solubilidade desses metabdlitos em agua. No caule, os teores foram mais
baixos, com destaque para a fragdo acetato de etila (72,53 + 4,34 mg ER/g). Os
frutos exibiram valores intermediarios, sendo ligeiramente mais elevados na fracéao
acetato de etila, tanto nos frutos verdes (51,29 + 2,64 mg ER/g) quanto nos maduros
(50,24 + 2,27 mg ER/g), o que sugere um perfil quimico semelhante entre os
estagios de maturagéo. Esse padréo de predominancia nas folhas é corroborado por
estudos com outras espécies. Em C. virginicus, Mihai et al. (2023) reportaram 66,90
mg QE/g em folhas, contra 14,09 mg QE/g em frutos e 17,195 mg QE/g em
inflorescéncias. De forma semelhante, em C. pubescens, os valores foram de 60,95
mg QE/g em folhas, 13,82 mg QE/g em frutos e 11,77 mg QE/g em inflorescéncias.
Quanto a C. retusus apresentou teor ainda mais elevado (98,46 mg/g), além de ter
flavonoides como principais metabdlitos secundarios, identificados em diferentes
orgaos, como flores (Lee et al., 2019), raizes (Wang et al., 2021) e caules (Kwak et
al., 2009).

O teste de Tukey confirmou diferengas significativas no TFC entre as fragbes
de C. filiforms. As folhas, em especial nas fracbes apolares ou semi-polares, foram o
principal reservatério, enquanto caule e frutos apresentaram menores
concentracdes, com destaque apenas para algumas fracbes especificas. Esses
resultados reforcam que a distribuicdo de flavonoides é seletiva e dependente do
solvente utilizado, fator determinante para a otimizacdo da extracdo de compostos
bioativos.

A determinacgao especifica de taninos condensados em C. filiforms foi realizada
pelo ensaio de vanilina/acido sulfurico, um método direcionado exclusivamente as
proantocianidinas. Os resultados obtidos revelaram um acumulo expressivo de
taninos em fragdes especificas, com destaque para a fracdo hexanica das folhas
(1332 mg/g), enquanto as demais fracdes apresentaram valores significativamente
menores e semelhantes entre si, conforme evidenciado pelo teste de Tukey. Embora
os taninos condensados sejam compostos polares e, portanto, geralmente mais
abundantes em extratos e fragdes polares, a elevada concentracdo encontrada na
fragdo hexanica pode estar relacionada a diferentes fatores, arraste durante a

extracdo, formagao de complexos com compostos apolares, variagcbes no grau de
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polimerizagao ou interferéncias analiticas do método de quantificacéo ( Melo et al.,
2005; Muchuweti et al, 2005; Frazer et al 2009)
Os resultados obtidos indicam que as folhas e o caule representam fontes

relevantes de préantocianidinas, com destaque para a fragdo hexanica da folha.

4.10 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

A avaliacdo da atividade antioxidante de compostos bioativos requer a
aplicacdo de multiplas metodologias, uma vez que diferentes ensaios permitem

detectar mecanismos distintos de acao antioxidante (Oliveira, 2015).

4.10.1 Potencial antioxidante pelo método do radical livre DPPH

Os extratos e fracbes de C. filiforms foram avaliados quanto a sua
capacidade antioxidante por meio do ensaio de redug¢do do radical DPPH, com os
resultados expressos em equivalentes de Trolox (ug ET/mg de amostra), conforme
apresentado na TABELA 15. Os resultados da capacidade antioxidante, de acordo
com a metodologia aplicada, podem ser expressos como quantidade equivalente ao
padrao utilizado na amostra, em termos de ICsy, ou ainda como porcentagem de
inibicdo do radical livre (Magalhaes et al., 2011; Cansian et al., 2015). Assim, o
resultado foi expresso em equivalentes de Trolox (ug ET/mg de amostra), desta
forma quanto maior for o resultado encontrado, maior sera o potencial antioxidante

observado
TABELA 15 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (ENSAIO DPPH) DOS EXTRATOS E FRACOES DE

DIFERENTES PARTES DE Chionanthus filiformis, EXPRESSA EM EQUIVALENTES DE TROLOX (
ug ET/ mg DE AMOSTRA)

(continua)
Amostras Folha Caule Fruto verde Fruto maduro Padrées
Média £ DP Média £ DP Média £ DP Média £ DP Média £ DP
EB 107,4+6,29¢ 104,10+0,87° - - -
EAQ 129,76+0,79° 118,50+1,43¢ - - -
FH 73,42+4,13° 11,7746,67° 17,33+7,32° 9,4318,96° -
FC 117,30+5,28° 109,855,73° 26,14+4,73° 9,24 +5,92° -
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FAC 119,38+6,44° 120,22+1,44° 52,20+8,30° 50,07+8,10° (concluséo)
FR 118,29+1,63° 114,82+3,33° - - -
Vit C - - - -
123,04+1,34°
BHT - - - - 108,14+4,80°
Trolox - - - - 124,57+1,10°

FONTE: A autora (2025)

NOTA: Capacidade antioxidante expressos em DPPHe (ug ET/mg de amostra). EB: Extrato Bruto;
EQA: Extrato Aquoso; FH: Fragdo Hexano; FCF: Fracao Cloroférmio; FAC: Fragéo Acetato de Etila;
FRF: Fragao Residual. Resultados expressos em média aritmética e + Desvio padrao. Letras e
ndmeros iguais na mesma coluna, nao diferemestatisticamente entre si a nivel de 5% de significancia
pelo teste ANOVA post-hoc de Tukey.

Os resultados do ensaio DPPH para Chionanthus filiforms evidenciaram
variagdes na capacidade de neutralizacdo do radical livre entre os diferentes
extratos e fragdes, quando comparados aos padroes de referéncia (Trolox, vitamina
C e BHT). Tanto nas folhas quanto nos caules, as fragbes mais polares, como o
extrato aquoso (EAQ), a fragdo acetato de etila (FAC) e a fragdo residual (FR),
apresentaram o0s maiores valores de atividade antioxidante, estatisticamente
equivalentes aos de Trolox e vitamina C, indicando potencial antioxidante
comparavel ao de compostos comerciais. Em contraste, a fracdo hexanica (FH)
apresentou atividade significativamente inferior, especialmente nos caules,
sugerindo que compostos de menor polaridade contribuem de forma limitada para a
neutralizacao de radicais livres.

A anadlise estatistica demonstrou que, de modo geral, extratos e fragbes de
mesma natureza n&o apresentaram diferengas significativas entre folhas e caules.
Esse comportamento foi observado, por exemplo, nos extratos brutos (EB), cujos
valores para folhas (107,4 + 6,29 ug ET/mg) e caules (104,10 + 0,87 ug ET/mg)
foram estatisticamente semelhantes. Resultado semelhante foi verificado para os
extratos aquosos (EAQ), que apresentaram valores de 129,76 + 0,79 ug ET/mg para
folhas e 118,50 £ 1,43 ug ET/mg para caules, igualmente sem diferenga significativa.
A fragdo hexéanica (FH) -constituiu uma excecdo, apresentando diferenca
estatisticamente significativa entre folhas e caules. De modo geral, esses dados
indicam que, em C. filiformis, folhas e caules exibem comportamento antioxidante

equivalente quando avaliados extratos e fragdes correspondentes. Nos frutos, tanto
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verdes quanto maduros, as fragdes hexanica, cloroférmica e acetato de etila
apresentaram valores de atividade antioxidante inferiores aos observados para
folhas e caules. No entanto, as fracdes correspondentes entre frutos verdes e
maduros nao diferiram estatisticamente entre si, sugerindo que o estagio de
maturacdo nao exerceu influéncia significativa sobre a atividade antioxidante das

fracbes avaliadas.

De forma geral, os resultados indicam que a atividade antioxidante em C.
filiformis esta associada principalmente ao perfil quimico global das amostras, e ndo
a concentracao seletiva de compostos em fragdes especificas.

Em comparagdo com outras espécies do género Chionanthus, embora
diferengas metodoldgicas relacionadas a unidades e concentragbes dificultem
comparagdes diretas, observa-se que folhas e fragdes mais polares frequentemente
exibem maior atividade antioxidante. Entretanto, no presente estudo, C. filiforms nao
apresentou diferengas estatisticamente significativas entre folhas e caules,
evidenciando comportamento antioxidante equivalente entre essas partes da planta.
Ainda assim, as fracbes obtidas com solventes mais polares apresentaram maior
capacidade antioxidante, independentemente da origem do material vegetal,
destacando a influéncia da polaridade do solvente na extracdo de compostos
bioativos.

Corroborando esses achados, Gulgin et al. (2007) relataram, em C. virginicus,
39,2% de atividade antioxidante no extrato metandlico da raiz e 83,6% no extrato de
acetato de etila da casca, com valores comparaveis aos de a-tocoferol (85,2%) e
superiores aos de Trolox (14,3%). De forma complementar, Mihai et al. (2023)
observaram valores de ICso, mais baixos para extratos de folhas em comparacgéo a
frutos e inflorescéncias em C. virginicus e C. pubescens. Ademais, Wang et al.
(2022) demonstraram que, em C. retusus, a atividade antioxidante das folhas variou
em fung¢ado da concentracao alcodlica empregada nos extratos etandlicos.

Em conjunto, esses dados reforcam que, embora a literatura destaque
diferengas entre partes da planta em espécies do género Chionanthus, em C.
filiformis a atividade antioxidante esta predominantemente associada as fracoes
mais polares, mais do que a distingdo entre folhas e caules, evidenciando um perfil

antioxidante consistente entre essas amostras.
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4.10.2 Potencial antioxidante pelo teste de reducéo do fosfomolibdénio

Conforme demostrado na TABELA 16 todos os extratos e fracbes testados
apresentaram atividade antioxidante pelo método da reducdo do fosfomolibdénio,
embora em intensidades variadas. Como referéncia, os padrbes acido ascorbico
(AA), BHT e rutina foram considerados com 100% de atividade, permitindo avaliar o

desempenho relativo das amostras.

TABELA 16- RESULTADOS DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DETERMINADOS PELO METODO
DA REDUCAO DO FOSFOMOLIBDENIO, EM COMPARACAO COM OS PADROES DE

REFERENCIA

(continua)

AA (%) BHT (%) Rutina(%)

Amostras média = DP média £ DP média  DP
EB folha 6,00+2,29 149,98+0,66" 73,1416,43"
EAQ folha 21,01+1,38° 121,22+7,96° 59,11+0,33°
FH folha 20,75+2,23° 119,71+0,68° 58,3816,27°

FC folha 24,99+2,71" 144,16x13,17" 70,31+7,62"
FAC folha 21,71+8,96° 125,26+1,229 61,08+3,19°
FR folha 19,00+1,74 109,63+4,00' 53,46+4,90"

EB caule 34,28+4,06’ 197,74+0,09' 96,43+0,05'
EAQ caule 21,06+2,14° 121,44+12,33¢ 59,22+6,01°
FH caule 12,59+0,63¢ 72,61+3,62° 35,41£1,77¢

FC caule 44,75+2,53" 258,14+3,01' 125,897,
FAC caule 40,20+3,31' 231,91+12,71) 109,75+9,32'
FR caule 22,56+0,84° 130,144,849 63,46+2,36°

FH fruto verde 7,4910,18° 43,19+1,03° 21,06+0,50°¢
FC fruto verde 6,94+0,12° 40,03+0,68° 19,53+0,68°
FAC fruto verde 13,0040,69° 75,01+4,00° 36,58+1,95°
FH fruto maduro 7,9910,71° 46,07+4,10° 22,47+2,00°
FC fruto maduro 3,910,712 22,55+4,13% 10,99+2,01°
FAC fruto maduro 11,17+0,91¢ 64,45+5,24¢ 31,43+2,56°
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Acido Ascérbico 100" (conclus&o)
BHT 100°
Rutina 100'

Fonte: A autora (2025)
NOTA: EB: extrato bruto; EAQ: extrato aquoso; FH: fracdo hexano; FC: fragdo cloroférmio; FAC:
fracao acetato de etila ; FR: fragdo remanescente; BHT: butil-hidroxitolueno . Letras iguais na mesma
coluna nao apresentam diferenga estatistica significativa em nivel de p <0,05 pelo Teste de Tukey

O ensaio de fosfomolibdénio revelou diferengas significativas na capacidade
antioxidante entre as fracbes de Chionanthus. As fragbes FCC e FACC
apresentaram os maiores valores, indicando alta concentracdo de compostos
antioxidantes capazes de reduzir o complexo Mo(VI). Varias fragdes, principalmente
aquelas derivadas de folhas e caules, exibiram atividade antioxidante superior a do
padrao BHT, evidenciando o potencial redutor expressivo desses extratos naturais.
Em contraste, as fragcdes de frutos verdes e maduros mostraram atividade menor,
sugerindo menor acumulo de metabdlitos fendlicos com efeito antioxidante.

A comparacao com os padrdes de referéncia — acido ascorbico, BHT e rutina
, permite avaliar o desempenho relativo das fracbes. O fato de algumas fracdes
superarem o BHT destaca o elevado potencial antioxidante das folhas e caules,
possivelmente associado a presenca de flavonoides e outros compostos fendlicos,
reforcando que extratos naturais podem ter atividade equiparavel ou superior a
antioxidantes sintéticos.

Esses resultados reforcam a importancia do fracionamento para concentrar
compostos bioativos e sugerem que Chionanthus L., possui fragcbes promissoras
para aplicagdes farmacoldgicas ou nutracéuticas. Estudos complementares,
envolvendo diferentes individuos e regides geograficas, sdo necessarios para avaliar
a consisténcia desses efeitos e a variabilidade intraespecifica da atividade
antioxidante.

A analise de correlacado (Figura 11) mostrou que o teor de fendlicos totais
(TPC) apresenta forte associagdo com a atividade antioxidante tanto no ensaio
DPPH (r = 0,740) quanto no ensaio de fésfomolibdénio em relagdo ao BHT (r =
0,88), evidenciando que os compostos fendlicos sdo os principais responsaveis pela
capacidade antioxidante das amostras. Os flavonoides totais (TFC) exibiram
correlagdo moderada com TPC (r = 0,518) e com o ensaio de fosfomolibdénio em

relacdo ao acido ascorbico (r = 0,414), indicando que apenas uma fragdo dos
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fendlicos totais corresponde a flavonoides, os quais contribuem parcialmente para a
atividade antioxidante.

Por outro lado, os taninos condensados (TTC) apresentaram correlagao nula
ou muito baixa com a maioria dos parametros avaliados, sugerindo que esses
compostos podem atuar de forma independente ou que sua contribuicdo
antioxidante n&o é plenamente detectada pelos métodos empregados. A capacidade
antioxidante avaliada pelo ensaio de fésfomolibdénio em relagdo a rutina mostrou
correlagbes baixas ou negativas com TPC, TFC e DPPH, o que pode indicar
seletividade da reac&o para determinados compostos ou limitagdes do método na

representacéo da atividade antioxidante total.

FIGURA 11- MAPA DE CALOR DAS CORRELAGCOES ENTRE OS METODOS DE DETERMINAGCAO
DE COMPOSTOS BIOATIVOS E ENSAIOS ANTIOXIDANTES
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Fonte: A autora (2025)

NOTA: O gréfico apresenta a matriz de correlagéo de Pearson entre os teores de compostos fendlicos
totais (TPC), flavonoides totais (TFC), taninos totais (TTC) e os métodos de avaliagdo da capacidade
antioxidante (DPPH), e fosfomolibdénio com o padrdo acido ascobico ((Fosfo_AA), padrdo BHT
(Fosfo_BHT) e padrao rutina (Fosfo_Rutina). A intensidade da cor indica a for¢ga da correlagédo
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(positiva em vermelho e negativa em azul), enquanto os valores numéricos representam os
coeficientes de correlagao entre os métodos

4.11 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

As fracbes e extratos foram avaliados quanto a toxicidade por meio de
ensaios com Artemia franciscana e hemacias, e a atividade antimicrobiana foi
investigada por meio do teste de microdiluicdo frente a microrganismos

selecionados.

4.11.1 Avaliagao da Toxicidade Frente a Artemia franciscana

A avaliagdo da toxicidade foi realizada por meio de bioensaios utilizando
Artemia franciscana, um microcrustaceo de agua salgada amplamente utilizado
como alimento vivo em aquarismo e reconhecido como um bioindicador da
qualidade ambiental (Meyer et al., 1982; Lima et al., 2011). A toxicidade de extratos
de origem vegetal pode ser estimada com base na determinagdo da concentragao
letal média (CLso), que representa a dose necessaria para causar a morte de 50%
dos nauplios expostos (Cavalcante et al., 2000; Parra et al., 2001; Nascimento et al.,
2008). Os dados obtidos a partir dessa analise toxicologica estdo apresentados na
TABELA 17.

TABELA 17 - MORTALIDADE DE Artemia franciscana E CLs, UTILIZANDO EXTRATOS E FRACOES
DAS FOLHAS, CAULE E FRUTOS DE Chionanthus filiforms

(continua)
Concentragado pg/mL
CLso IC de 95%
Amostras 10 [ 50 | 100 | 250 | 500 | 750 |1000 | (ug/mL) (ng/mL)
EB Folha 1 2 1 1 1 2 3 >1000 -
EB Caule 0 2 3 3 1 1 1 >1000 -
EAQ Folha 0 1 0 1 1 0 1 >1000 -
EAQ Caule 0 1 0 1 1 1 2 >1000 -

FH Folha 0 0 0 0 0 1 1 >1000 -




FH Caule

FH Fruto verde

FH Fruto maduro

FC Folha

FC Caule

FC Fruto verde

FC Fruto maduro

FAC Folha

FAC Caule

FAC Fruto verde

FAC Fruto maduro

FR Folha

FR Caule

Metanol

Sulfato de Quinidina

>1000

>1000
>1000

>1000

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000

119,5

110

(conclusao)

73 a 197

FONTE: A autora (2025)

NOTA: Extrato Bruto (EB), Extrato aquoso (EAQ) Fragcédo Hexanica (FH), Fracéo Cloroférmio (FC),
Fracdo Acetato de Etila (FAC), Fracdo Remanescente (FR). IC= Intervalo de Confianga. CLsy=

concentragao letal

De acordo com Meyer et al. (1982), amostras sdo consideradas ativas

quando a CLso € inferior a 1000 pg/mL. Conforme observado na TABELA 17,

nenhuma das amostras testadas apresentou letalidade relevante sobre os nauplios

de Artemia franciscana. Embora algumas mortes tenham sido observadas, o total

nao se mostrou diferente de forma relevante em relagdo aos controles positivo

(sulfato de quinidina) e negativo (metanol) (Meyer et al., 1982).

A metodologia empregada apresenta vantagens importantes, como baixo

custo, facilidade de execucgao, rapidez e simplicidade, sendo adequada para ensaios

preliminares de toxicidade (Nascimento et al., 2008).

Até o momento, ndo foram encontrados estudos publicados sobre a

toxicidade de espécies do género Chionanthus frente a A.

impossibilitando comparacdes diretas com a literatura existente.

franciscana,
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O ensaio com A. franciscana é considerado um teste preliminar eficiente

para a deteccao de toxicidade de compostos bioativos e auxilia na definicdo do

direcionamento de pesquisas futuras em areas como atividade farmacoldgica,

antitumoral, antibacteriana e ecotoxicidade (Amarante et al.,, 2011). Para uma

avaliagdo completa da toxicidade de Chionanthus filiforms, seriam necessarios

estudos adicionais in vitro e in vivo, incluindo analises de toxicidade aguda, crbnica e

hepatotoxicidade.

4.12 Avaliagao da citotoxicidade sobre eritrocitos

Os resultados referentes ao ensaio de atividade hemolitica dos extratos e

fragbes de Chionanthus filiformis estdo apresentados na TABELA 18. Verificou-se

que nenhuma das amostras avaliadas induziu hemdlise, ndo sendo observada

hemdlise total in vitro em nenhuma das concentracdes testadas.

TABELA 18 - AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRAGCOES DE

FOLHAS E CAULES DE Chionanthus filiforms (continua)
Concentragao pg/mL
Amostra 75 100 250 500 750 1000 Controle
EAQ 4.877 5.604 0.415 3.321 2179 1.661
Folha + 0,52 +0,88" +5,81° 251 + 0,56" +1,22"
EAQ 2.283 3.113 3.321 3.425 2.906 2.075
Caule +1,06™ 10,561 10,76 10,49 +0,35° +0,84%
EB 1.634 2.684 2.684 2.801 2672 2.801
Folha +1,41" £1,13" 13,627 10,79° 1 6,54" +1,22°
EB 2179 2.698 2.906 1.660x 1.660 3.321
Caule +1,50* 11,48" +0,80° 3,54" +0,92" 10,35
FH 2.906 2.075 2.595 1.661 2179 2.491
Folha 10,47° +1,40¢ +0,51" +0,73" +0,59" +0,40"
FH 5.369 1.634 0.933 1.401 3.735 4.669
Caule 1,53 +0,68" +1,74° +0,91° +1,29° +1,67"
FC 2.906 2.491 3.113 1.453 2.802 0.415
Folha +1,48° +1,43" +3,29¢ +1,68¢ +3,95° +5,15°
FC 1.245 3.113 2.802 3.528 3.425 4.566
Caule +1,41° +1,53¢ +1,13° 1,19 14,23 +1,59"
FAC 0.933 0.700 1.167 0.583 0.817 1.284
Folha +0,39° +0,15¢ +1,4 +0,29° +0,79¢ +2,48'
FAC 3.943 3.321 3.217 2.906 5.812 4.566
Caule 14,54° 15,97 3,17 14,10° 15,44 +6,60"
FR 2.229 7.890 4.354 7.166 6.291 4.610
Folha 1,77 +1,89 +2,39° +0,87" +1,81" +2,87"
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FR (concluséo
Caule 8.637 5.135 3.268 1.634 4.202 1.984 )
+3,34Y +1,53! +1,52 +3,75" +0,67° +2,00
Rutina 1.751 2.334 2.567 3.034 4.202 4,902
+1,19 +1,34™ +0,6361" +1,15° +2,35° +0,62!
Saponina 5.708 19.614 75,186 86,939 87,017 90,053
+6,17" +1,477 +2,79% +6,34ab + 3,63ab +10,73%¢
Metanol 16.086
. - - - - - +7,13%
PBS 19.925
- - - - - - +7,82%

FONTE A autora (2025)

NOTA: Extrato Bruto (EB), Extrato aquoso (EAQ), Fragdo Hexano (FH), Fragdo Cloroformio (FC),
Fracao Acetato de Etila (FAC), Fragdo Remanescente (FR). NOTA: Resultados expressos em média
aritmética e + Desvio padrao. Diferenca estatistica em nivel de 5% de significancia pelo teste de
Tukey. Letras minusculas n iguais nao diferem estatisticamente entre si, em todas as linhas e colunas

Para que uma amostra seja considerada hemolitica, € necessario que
promova a lise de, no minimo, 50% dos eritrocitos em comparagdo ao controle
positivo (Dos Santos Junior et al., 2010; Fang et al., 2020). A hemdlise decorre de
alteracbes estruturais na membrana celular, que podem envolver desorganizagao da
bicamada lipidica, modulagao do transporte idbnico ou outros mecanismos citotoxicos
capazes de comprometer a estabilidade e o equilibrio celular (De Souza Lima; Soto-
Blanco, 2010).

A avaliagdo da atividade hemolitica dos extratos e fragdes obtidos das folhas
e caules de Chionanthus filiformis, associada ao teste de toxicidade em Artemia
franciscana, possibilitou investigar o perfil toxicolégico da espécie e de seus
constituintes quimicos. Esses ensaios sdo amplamente empregados como
ferramentas de triagem preliminar em estudos com plantas medicinais, permitindo
identificar materiais com baixo risco citotéxico (Kublik et al., 1996; Gandhi; Cherian,
2000; Kalegari et al., 2011; Colacite, 2015).

Neste estudo, a rutina foi utilizada como padrao n&do hemolitico e a saponina
como padrao hemolitico, nas concentragbes de 75 a 1000 pg/mL. A rutina, um
flavonoide com reconhecida atividade antioxidante, atua na protecédo dos eritrocitos
contra a hemdlise, sequestrando radicais livres e preservando a integridade da
membrana (Abe et al., 2014). Em contraste, a saponina induz hemdlise mesmo em
baixas concentragbes, devido a sua interacdo direta com a bicamada lipidica

(Karabaliev; Kochev, 2003).
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Os resultados indicam que os extratos aquosos (EAQ), extratos brutos
etandlicos (EB) e fragdes de folhas e caules de Chionanthus filiformis apresentam
baixa atividade hemolitica, com valores consistentemente inferiores ao limite critico
de 50% em todas as concentragdes avaliadas.

As amostras das folhas mostraram, de modo geral, baixa atividade
hemolitica, sugerindo um perfil de segurancga preliminar favoravel. Em praticamente
todas as concentragbes testadas (75 a 1000 pg/mL), os niveis de hemodlise
permaneceram abaixo daqueles observados para a Rutina, utilizada como controle

ndo hemolitico, indicando que os extratos e fragdes das folhas n&do promovem lise

significativa dos eritrécitos (GRAFICO 1).

GRAFICO 1 - ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRAGCOES OBTIDAS DAS FOLHAS DE
Chionanthus filiforms EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES (75-1000 MG/ML)
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NOTA: O grafico apresenta a porcentagem de hemdlise induzida pelos extratos brutos e fragbes
(EAQ: extrato aquoso, EB: extrato bruto, FH: fragdo hexanica, FC: fragéo cloroférmica, FAC: fracao
acetato de etila, FR: frag&o residual) em diferentes concentragdes (100—1000 pg/mL). As linhas
tracejadas representam os padrées de comparacgao: rutina (controle negativo) e saponina (controle
positivo)

As amostras de caules apresentaram maior variagdo em comparagéo as
folhas, mas também ndo demonstraram hemdlise significativa. Isso indica que os
caules de C. filiformis possuem toxicidade hemolitica baixa a moderada, com
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algumas fracgdes lipofilicas mostrando tendéncia a niveis ligeiramente mais elevados,

ainda dentro de limites considerados seguros para extratos vegetais (GRAFICO 2).

GRAFICO 2 - ATIVIDADE HEMOLITICA DOS EXTRATOS E FRAGCOES OBTIDAS DOS CAULES DE
Chionanthus filiformis EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES (75-1000 MG/ML)
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NOTA: O grafico apresenta a porcentagem de hemodlise induzida pelos extratos brutos e fragdes
(EAQ: extrato aquoso, EB: extrato bruto, FH: fracdo hexano, FC: fragdo cloroférmio, FAC: fragdo
acetato de etila, FR: fragdo residual) em diferentes concentragées (100-1000 pg/mL). As linhas
tracejadas representam os padrées de comparacgao: rutina (controle negativo) e saponina (controle
positivo)

As fragcbes hexano de folhas e caules (FHF e FHC), nas quais foi detectada
a presenga de saponinas, exibiram maior variagdo da hemolise, embora em niveis
reduzidos. A fracdo hexano de caule atingiu 5,37% de hemdlise a 75 pg/mL,
enquanto a de folhas alcangou 2,91% na mesma concentragdo, comportamento
compativel com o efeito moderado das saponinas. Outras fragbes, como as
residuais (FRF e FRC), apresentaram picos superiores em algumas concentragoes,
notadamente 7,89% para FRF a 100 ug/mL e 8,63% para FRC a 75 ug/mL, valores
que, ainda assim, permanecem abaixo do limiar de toxicidade eritrocitaria

A andlise estatistica pelo teste de Tukey demonstrou que, de modo geral,
ndo houve diferenca significativa entre a maioria dos extratos e fragbes em relacdo a

rutina, corroborando a baixa atividade hemolitica. No entanto, algumas fracdes
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hexano e residuais apresentaram diferengas estatisticas significativas, embora em
niveis de hemolise considerados seguros (<10%). Esses resultados sugerem que a
presenca de saponinas em determinadas fragcbes esta associada a um aumento
moderado da permeabilidade da membrana.

Além disso, todos os extratos e fragdes apresentaram valores de hemdlise
inferiores aos controles metanol e PBS, indicando efeito protetor sobre as hemacias.
Ensaios fitoquimicos por cromatografia em camada delgada (CCD) confirmaram a
presenca de flavonoides e taninos, compostos com reconhecida agao antioxidante,
capazes de estabilizar a membrana eritrocitaria e neutralizar espécies reativas de
oxigénio (Zuanazzi; Montanha, 2007; Ahmed et al., 2019). Observou-se, ainda, que
as fracbes com maior atividade hemolitica coincidiram com aquelas em que foram
identificadas saponinas, reforcando a relacéo entre esses metabdlitos e 0 aumento
da permeabilidade da membrana.

Embora os achados indiqguem baixo potencial citotéxico, torna-se necessario
realizar ensaios adicionais in vitro e in vivo para confirmagdo da seguranga
farmacolégica dos extratos e fragdes. Os resultados obtidos reforcam a utilidade do
ensaio hemolitico como ferramenta de triagem preliminar em pesquisas com plantas
medicinais, contribuindo para a identificacdo de extratos promissores e seguros para

o desenvolvimento de fitoterapicos (Kundishora; Sithole; Mukanganyama, 2020).

4 13 Potencial antimicrobiano

A atividade antimicrobiana dos extratos e fragbes de Chionanthus filiforms foi
avaliada frente aos microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). A maior concentragdo testada foi 1000

pug/mL. Os resultados obtidos estdo descritos na TABELA 19.
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TABELA 19 — CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM, MG/ML) DOS EXTRATOS E FRACOES
DE Chionanthus filiforms FRENTE A MICRORGANISMOS PADRAO

Staphylococcus Enterococcus Escherichia Pseudomonas
Amostras aureus ATCC 6538 faecalis ATCC coli ATCC aeruginosa ATCC

29212 25922 27853

EAQ Folha >1000 >1000 >1000 >1000

EAQ Caule >1000 >1000 >1000 >1000

EB Folha >1000 500 1000 125

EB Caule >1000 >1000 >1000 >1000

FH Folha >1000 500 1000 500

FH Caule >1000 >1000 >1000 1000

FC Folha >1000 >1000 >1000 125

FC Caule >1000 1000 >1000 >1000

FAC Folha 1000 1000 1000 >1000

FAC Caule 500 500 500 >1000

FR Folha >1000 >1000 >1000 1000

FR Caule >1000 >1000 >1000 >1000

Gentamicina 0,417 8 2,5 2

FONTE: A autora (2025)

NOTA: Extrato aquoso (EAQ), Extrato Bruto (EB),Fragédo Hexano (FH), Fragdo Cloroformio (FC),
Fracao Acetato de Etila (FAC), Fragdo Remanescente (FR). Valores expressos em ug/mL; >1000 =
inativo nas concentragdes testadas

Conforme a classificacdo proposta por Pessini et al. (2003), sendo
considerada boa quando a CIM ¢ inferior a 100 pg/mL, moderada quando varia entre
100 e 500 pg/mL, fraca quando se situa entre 500 e 1000 pg/mL e inativa quando
apresenta valores superiores a 1000 ug/mL, a maioria dos resultados obtidos pode
ser considerada inativa (CIM >1000 uyg/mL) frente as cepas bacterianas testadas.
Esse comportamento foi especialmente evidente contra as bactérias gram-negativas
(E. coli e P. aeruginosa), cuja maior resisténcia esta relacionada a barreira imposta
pela membrana externa (Nikaido, 2003).

Apesar disso, alguns extratos e fragdes apresentaram atividades relevantes.
O extrato bruto da folha (EB Folha) exibiu atividade moderada contra P. aeruginosa
(125 pg/mL) e atividade fraca frente a E. faecalis (500 ug/mL). A fragao cloroférmio
da folha (FC Folha) também apresentou atividade moderada contra P. aeruginosa
(125 pg/mL). Além disso, a fragdo hexano da folha (FH Folha) apresentou atividade

moderada contra E. faecalis (500 yg/mL) e contra P. aeruginosa (500 uyg/mL). Ja a
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fracdo acetato de etila da folha (FAC Folha) exibiu atividade fraca frente a S. aureus,
E. faecalis e E. coli (CIM = 1000 pg/mL).

Esses resultados indicam que as folhas concentram compostos com maior
potencial antimicrobiano em comparacdo aos caules, pois o0s melhores
desempenhos foram observados exclusivamente a partir desse 6rgao vegetal. O fato
de fracOes apolares e semipolares (hexano, cloroféormio e acetato de etila) terem
apresentado atividade sugere o envolvimento de metabdlitos de natureza lipofilica,
como terpenoides e fendlicos pouco polares, frequentemente associados a atividade
antimicrobiana em espécies da familia Oleaceae.

Embora os valores de CIM sejam superiores aos observados para a
gentamicina, os achados reforgam o potencial biologico de C. filiformis. O extrato
bruto da folha, a fragao cloroformio da folha e, em menor grau, as fracées hexano e
acetato de etila da folha destacam-se como os resultados mais promissores,
justificando estudos futuros de isolamento e caracterizagdo de compostos bioativos.
Ressalta-se que ndo foram encontrados estudos prévios de atividade antimicrobiana
em espécies do género Chionanthus, o que impossibilita a comparacao direta dos

resultados obtidos com a literatura.
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5 CONCLUSAO

O género Chionanthus L. apresenta potencial para diversas atividades
bioldgicas, conforme demonstrado em ensaios realizados in vitro. Estudos indicam
que suas espécies contém compostos farmacologicamente relevantes,
especialmente compostos fendlicos, amplamente reconhecidos por suas
propriedades antioxidantes e terapéuticas. Esses metabdlitos constituem
importantes candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos.

Entretanto, todas as atividades bioldgicas relatadas até o momento baseiam-
se exclusivamente em avaliagbes preé-clinicas, conduzidas em modelos laboratoriais
ou celulares, sem confirmagdo em estudos clinicos. Além disso, muitos dos
compostos identificados ainda ndo tiveram seus potenciais biolégico e farmacoldgico
plenamente investigados. Assim, tornam-se necessarios estudos adicionais que
elucidem mecanismos de agado, seguranga, doses eficazes e possiveis efeitos
adversos. Também é fundamental ampliar as pesquisas para outras espécies do
género, que reune mais de 100 espécies distribuidas globalmente. Investigacoes
sistematicas sdo essenciais para explorar de forma abrangente o potencial bioldgico
e farmacoldgico do grupo.

No presente estudo, Chionanthus filiformis apresentou elevado potencial
bioldégico, com folhas e caules atuando como principais reservatérios de compostos
bioativos. A caracterizagdo anatdémica revelou marcadores diagnodsticos importantes,
como paredes celulares anticinais retas a onduladas, mesofilo dorsiventral,
organizacgao vascular do nervo central e distribuicdo de cristais, além da presenga de
lipidios, fendlicos, polissacarideos e amido, contribuindo para a identificacdo
botanica da espécie.

A analise fitoquimica evidenciou predominancia de flavonoides, cumarinas e
esteroides/triterpenos nas folhas, enquanto os caules apresentaram maior
concentracdo de esteroides/triterpenos. A quantificacdo de fendlicos totais indicou
niveis elevados, classificando folhas e caules como materiais de alto teor fendlico
com destaque para a fracao cloroférmica do caule e para o extrato bruto das folhas.
O teor de flavonoides totais foi igualmente expressivo nas folhas, sobretudo no
extrato bruto (388,55 mg ER/g) e na fracdo cloroformio (178,58 mg ER/g), sugerindo
predominancia de compostos apolares a semipolares. Em contraste, fracoes

aquosas e frutos apresentaram valores menores. Os taninos condensados foram
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particularmente abundantes na fragdo hexano das folhas (1332 mg/g), reforgando o
papel protetor e antioxidante desses metabdlitos.

Nos ensaios antioxidantes, os métodos de foésfomolibdénio e DPPH-
revelaram atividade elevada nas fragbes polares de folhas e caules (EAQ, FAC e
FR). No DPPHe, essas fracbes apresentaram capacidade de neutralizacdo de
radicais estatisticamente comparavel aos padrdes Trolox e Vitamina C, enquanto
fracdes menos polares, como FH, exibiram atividade consideravelmente menor.
Fragdes de frutos demonstraram menor capacidade antioxidante, com exceg¢ao da
FAC, que manteve valores relevantes (52,20 ug ET/mg no fruto verde e 50,07 ug
ET/mg no fruto maduro). No ensaio de fésfomolibdénio, varias fracbes apresentaram
potencial redutor superior ao antioxidante sintético BHT.

Os testes de toxicidade indicaram provavel perfil seguro, sem letalidade
significativa para Artemia franciscana e baixa atividade hemolitica. Quanto a
atividade antimicrobiana, folhas e suas fragdes apresentaram melhor desempenho,
com atividade moderada contra Pseudomonas aeruginosa e efeito fraco frente as
demais bactérias avaliadas. Os caules exibiram atividade mais limitada.

Em conjunto, os resultados demonstram que C. filiformis possui folhas e
caules ricos em compostos fendlicos, flavonoides e taninos, apresentando alta
capacidade antioxidante, baixa toxicidade preliminar e atividade antimicrobiana
seletiva. Tais caracteristicas destacam o potencial farmacoldgico, nutracéutico e
ecologico da espécie. Estudos futuros envolvendo diferentes populagdes, estacdes
do ano e regides geograficas sdo essenciais para confirmar a consisténcia dos
resultados, compreender a variabilidade intraespecifica e aprofundar o

conhecimento sobre os mecanismos de agao de seus compostos bioativos.
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ANEXO 1 — EXSICATA DE Chionathus filiforms (VELL) P.S. Gren
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ANEXO 2 - ACESSO AO PATRIMONIO GENETICO

Ministério do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
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Cadastro n2 A5A3530
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Josiane de Fatima Gaspari Dias Universidade Federal do Parana
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Deise Prehs Montrucchio Universidade Federal do Parana
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