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RESUMO

A espécie Senegalia nitidifolia Speg., nativa da América do Sul, pertence a familia
Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, ocorre principalmente no bioma Mata Atlantica.
Este trabalho tem como objetivo contribuir com o estudo fitoquimico inédito desta
espécie. Foram preparados extratos etandlicos 80% dos galhos e folhas
separadamente, na sequéncia esses extratos foram fracionados em solventes
organicos de polaridade crescente, obtendo as fragdes hexano, cloroférmio, acetato
de etila e remanescente. Foram realizados ensaios preliminares para caracterizagcéo
de metabdlitos secundarios, onde confirmou-se a presenca de alcaloides, taninos,
flavonoides, esteroides e triterpenos. Na sequéncia, um composto foi isolado por
Coluna Cromatografica e identificado através do método de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), o triterpeno friedelina foi isolado da fragdo hexano dos galhos. As
atividades biologicas dos extratos e suas fragdes também foram analisadas. Para as
propriedades antimicrobianas foi empregado o método de Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) observando a inibicao do crescimento de S. aureus em 125,0 ug/mL
para o extrato bruto e fragdes cloroférmio e remanescente das folhas e 62,5 ug/mL
para fragcao acetato de etila das folhas, seguido de Concentracédo Bactericida Minima
(CBM) demonstrando agao bactericida os extratos de folha principalmente contra S.
aureus na concentracao de 250,0 ug/mL para todas as fragdes, exceto a fragao
hexano. A fracdo cloroférmio das folhas apresentou acido bactericida contra P.
aeruginosa em 500,0 yg/mL. Também foi feito o doseamento de flavonoides e
polifendis totais, utilizando uma curva de calibragédo com os padrdes catequina e acido
galico, respectivamente, com teor de 69,81 mgEAG/g £ 0,60 de polifendis e 50,0
mgECAT/g £ 0,34 de flavonoides para fracdo acetato de etila de folhas e 100,37
mgEAG/g £ 0,90 de polifendis e 107,44 mgECAT/g £ 0,70 de flavonoides para fragao
acetato de etila de galhos. A analises de propriedade antioxidante de captura do
radical ABTS, captura do radical DPPH e poder de reducao de ferro partiu de uma
curva de calibragdo do padrao trolox. As amostras de galhos apresentaram maior agao
antioxidante. A espécie nao apresentou toxicidade frente Artemia salina. O presente
trabalho mostrou-se satisfatério no intuito de levantar novas informacgdes a respeito
da espécie estudada, resultando em um estudo promissor.

Palavras-chave: antioxidante. antimicrobiano. friedelina. Senegalia nitidifolia.
toxicidade. triterpenos.



ABSTRACT

The species Senegalia nitidifolia Speg., native to South America, belongs to the
Fabaceae family, Mimosoideae subfamily, and occurs mainly in the Atlantic Forest
biome. This work aims to contribute to the unprecedented phytochemical study of this
species. Ethanol extracts of 80% of the branches and leaves were prepared
separately, then these extracts were fractionated in organic solvents of increasing
polarity, obtaining the hexane, chloroform, ethyl acetate and remaining fractions.
Preliminary tests were carried out for the characterization of secondary metabolites,
where the presence of alkaloids, tannins, flavonoids, steroids and triterpenes was
confirmed. In the sequence, a compound was isolated by Chromatographic Column
and identified through the method of Nuclear Magnetic Resonance (NMR), the
triterpene friedelin was isolated from the hexane fraction of the branches. The
biological activities of the extracts and their fractions were also analyzed. For the
antimicrobial properties, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) method was
used, observing the inhibition of the growth of S. aureus at 125.0 pg/mL for the crude
extract and chloroform and remaining fractions of the leaves and 62.5 ug/mL for the
acetate fraction of ethyl extract of leaves, followed by Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) demonstrating bactericidal action of leaf extracts mainly against
S. aureus at a concentration of 250.0 ug/mL for all fractions, except for the hexane
fraction. The chloroform fraction of the leaves showed bactericidal action against P.
aeruginosa at 500.0 ug/mL. The dosage of flavonoids and total polyphenols was also
performed, using a calibration curve with the catechin and gallic acid standards,
respectively, with a content of 69.81 mgEAG/g + 0.60 of polyphenols and 50.0
mgECAT/g = 0.34 of flavonoids for ethyl acetate fraction of leaves and 100.37
mgEAG/g = 0.90 of polyphenols and 107.44 mgECAT/g = 0.70 of flavonoids for ethyl
acetate fraction of twigs. The analysis of the antioxidant property of ABTS radical
scavenging, DPPH radical scavenging and iron reducing power was based on a
calibration curve of the trolox standard. The samples of branches showed greater
antioxidant action. The species did not show toxicity against Artemia salina. The
present work proved to be satisfactory in order to raise new information about the
studied species, resulting in a promising study.

Keywords: antioxidant. antimicrobial. friedelin. Senegalia nitidifolia. toxicity.
triterpenes.
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1 INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais € uma pratica que acompanha o desenvolvimento
humano desde os primérdios. E possivel encontrar na natureza uma grande
diversidade de substancias com atividades biologicas que podem ser empregadas na
alimentagao e no tratamento de enfermidade (CORDELL, 2014; DOUGHARI, 2012).

O interesse em compostos ativos encontrados na natureza direciona o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, alimenticios e outros de
importancia industrial. Estes estudos geralmente partem da investigacdo de
organismos encontrados na natureza, sendo as plantas os mais pesquisados
(NEWMAN; CRAGG, 2016).

As acacias pertencem a familia Fabaceae, Subfamilia Mimosoideae e
agrupadas na Tribo Acacieae. Representantes desta familia estdo presentes em
nossas vidas, sendo utilizadas na alimentacdo, industria de madeira e fibras, na
agronomia e na pecuaria (AHMAD; ANWAR; HIRA, 2016; RIBEIRO; DE QUEIROZ;
MORIM, 2016).

As acacias encontram-se divididas em cinco géneros, sendo o de maior
representacdo em territorios tropicais e subtropicais do mundo o género Senegalia
com cerca de 217 espécies (VITAL, 2018). Diante do potencial apresentado para
contribuicdo do desenvolvimento de produtos naturais por meio da pesquisa de
elementos que compdem a biodiversidade brasileira, o género Senegalia destacou-se
por incluir espécies descritas na literatura contendo metabdlitos de interesse, como
exemplo a goma arabica, produto obtido a partir da espécie Senegalia senegal
(ANDRADE et al., 2005).

Este trabalho busca realizar um estudo analisando os compostos presentes
na espécie Senegalia nitidifolia, isolando e caracterizando alguns destes metabdlitos,
bem como conhecer suas atividades biologicas e relaciona-las aos constituintes
quimicos encontrados na espécie estudada, colaborando com o conhecimento da
espécie e suas possiveis aplicagoes.

Poucos estudos sobre a Senegalia nitidifolia Speg. foram realizados até o
momento e considerando a possibilidade de desenvolvimento de novas terapéuticas,
o estudo fitoquimico e de atividades bioldgicas da espécie justificam a importancia da

pesquisa.
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1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo geral

Contribuir com o conhecimento cientifico da espécie Senegalia nitidifolia

Speg.

1.1.2 Objetivos especificos

- Realizar uma revisao bibliografica abordando espécies do género Senegalia
(FABACEAE MIMOSOIDEAE);

- Localizar, coletar, identificar espécie Senegalia nitidifolia e cadastrar no
SISGEN;

- Realizar ensaios fitoquimicos preliminares (screening fitoquimico) através
do método de Cromatografia em Camada Delgada (CCD);

- Isolar metabdlitos presentes no extrato bruto e fragdes organicas da espécie
estudada utilizando o método de separagdao em Coluna Cromatografica
Aberta.

- ldentificar os compostos isolados dos extratos com o método de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

- Realizar o doseamento de compostos fendlicos totais e flavonoides totais
presentes na espécie estudada;

- Verificar a propriedade antioxidante do extrato bruto e fragdes orgéanicas de
folhas e galhos;

- Realizar testes in vitro de atividade antimicrobiana do extrato bruto e fracoes
organicas das folhas e galhos;

- Realizar analise de toxicidade do extrato bruto e fragbes orgénicas frente ao

microcrustaceo Artemia salina.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae encontra-se distribuida por todo o globo, de acordo com
Lewis et al. (2005) existem cerca de 727 géneros e 19.327 espécies reconhecidas.

Fabaceae € uma familia agrupada no taxon das angiospermas, sendo
considerada a maior familia botanica do Brasil, com 2.826 espécies (RIBEIRO; LIMA,
2009), sendo a segunda familia com maior diversidade no bioma Mata Atlantica,
ficando atras da familia Orchidaceae (FORZZA et al., 2010). Apresenta diversos
representantes, desde grandes arvores a arbustos e pequenas ervas (LEWIS et al.,
2005).

E uma familia de importancia econémica, sendo utilizada no forrageamento,
marcenaria, combustiveis, pesticidas, corantes, gomas, oleos, na medicina e
ornamentacao. Também apresenta importancia alimenticia como fonte de proteina e
micronutrientes (YAHARA et al., 2013).

A familia Fabaceae ¢é agrupada dividida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (POLHILL; RAVEN, 1981).

2.2 SUBFAMILIA MIMOSOIDEAE

Segunda maior subfamilia das Fabaceae, com cerca de 3.270 espécies e 82
géneros. Possui representantes distribuidos pelas regides tropicais, subtropicais e
zonas temperadas, com maior diversidade na América, Africa, Asia e Australia
(TAMASHIRO; ESCOBAR, 2016).

Em territério brasileiro encontra-se aproximadamente 824 espécies, sendo as
tribos Mimoseae e Ingeae de maior distribuicédo.

A subfamilia Mimosoideae ¢é dividida em quatro tribos, Mimoseae,
Mimozygantheae, Acacieae e Ingeae, com representantes de diferentes fendtipos,
sendo arvores, arbustos, lianas e raramente plantas aquaticas (TAMASHIRO;
ESCOBAR, 2016).
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2.3 TRIBO Acacieae

A tribo Acacieae é a segunda maior representante em numero de individuos.
E composta por 1350 espécies com distribuicdo cosmopolita (figura 1) (MASLIN;
MILLER; SEIGLER, 2003).

O nome Acacia foi proposto em 1754 por Philip Miller e tem origem da palavra
grega “Akakia’ que significa espinhos. Também & o nome popular da espécie A.
nilotica (ORCHARD; MASLIN, 2003).

Em 1978, Les Pedley apos seu trabalho de revisdo propds o sistema de
classificagao onde o antigo género Acacia foi dividido em trés subgéneros, sendo eles
Acacia, Aculeiferun e Phyllodineae. Esses subgéneros também foram divididos em
multiplas sec¢des (MASLIN; MILLER; SEIGLER, 2003).

Atualmente esse sistema foi desconsiderado e passou a ser utilizado o
sistema proposto por Orchard e Maslin (2003) e adotado oficialmente no Congresso
Oficial de Botanica de 2005. Assim, o género Acacia foi dividido em cinco novos
géneros: Acacia, Acaciella, Mariosousa, Senegalia e Vachellia. O nome do antigo
género Acacia foi reservado para o antigo subgénero Phyllodinae que compreende a
maioria das espécies australianas. Também é comum encontrar o termo Acacia Sensu
Lato (Acacia s. I.) como referéncia a todas as espécies anteriormente agrupadas no
género Acacia (BARROS; MORIM, 2014).

FIGURA 1 - DISTRIBUICAO COSMOPOLITA DO GENERO Acacia
l = “

FONTE: Maslin; Miller; Seigler (2003).
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Existem registros histéricos do uso de acacias desde o tempo do Egito antigo
por meio de hierdglifos simbolizando a arvore (MURPHY et al., 2003). Registros
revelam o uso da goma arabica, mecanismo de defesa da planta, no embalsamento
de mumias (SANCHEZ et al., 2017).

Atualmente destaca-se o uso deste género com a producéo da goma arabica,
muito empregado na industria alimenticia para controle da fluidez de materiais. Possui
acao estabilizante, formadora de filmes, espessante, floculante e emulsificante
(DAOUB et al., 2016).

Esta goma é proveniente do exsudato excretado pela planta como mecanismo
de protegao, presente principalmente nas espécies Senegalia senegal e Senegalia
seyal, contra insetos e invasores. Isto ajuda na cicatrizagdo de eventuais feridas
geradas na planta (SANCHEZ et al., 2017).

O uso desta espécie também se da com fins paisagisticos para arborizagao
de zonas urbanas e rurais bem como para recuperagdo de solos degradados
(ANDRADE et al., 1998; FARIA et al., 1998; SOUZA et al., 2004).

Algumas espécies sao muito empregadas em plantios destinados a produgao
de lenha (LORENZI, 2009; SOUZA et al., 2004), polpa para celulose, madeira para
construcdo, movelaria, fibra de média densidade (MDF), aglomerados, compensados
(SOUZA et al., 2004; KAMO et al., 2009) e produgéo de adesivos (LORENZI, 2009).
Além disso, suas flores sdo meliferas, utilizadas por abelhas do género Apis sp. na
producao de mel (BARBOSA, 2002).

Como uso tradicional, ja foi relatado o uso de acacias em afeccgdes bucais,
diarreia, infecgbes urinarias, gastrite, tuberculose, asma e dores de cabeca.
Destacam-se propriedades anti-inflamatéria, antibacteriana, antimicrobiana,
antiplaquetaria, anti-hipertensiva, analgésica e anticancerigena. Estudos revelam que
estas atividades estao relacionadas aos componentes quimicos geralmente presentes
em espécies do género, sao eles acidos fendlicos, alcaloides, terpenos, taninos e
flavonoides (ANDRADE, 2007).

Muitas espécies que compdem esse género ja foram pesquisadas e descritos
seus constituintes fitoquimicos com relevante importancia, bem como atividades
bioldgicas de interesse medicinal (ANDRADE, 2007).

Foram demonstrados efeitos anti caries e outras enfermidades bucais no
estudo de Ebtihal Abdalla M. Mohieldin et al. (2017) apresentando ag&o antimicrobiana

para extrato etanolico de cascas da espécie Acacia seyal, principalmente contra o
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Streptococcus sobrinus. A acao antibacteriana de extrato etandlico das flores de A.
podalyriifolia foi estudada como sendo eficaz contra as cepas gram-positivas. Triagens
fitoquimicas identificaram a presenga de fendis e flavonoides nas flores (ANDRADE,
2007).

A acao anti-inflamatéria e antinociceptiva de proteinas presentes nas
sementes de A. farnesiana, apresentando redugdo de edemas induzidos em ratos
(LEAL et al., 2006). Atividade antioxidante descrita por Rakesh Kumar (2017) e
larvicida contra larvas de Coleoptera (SELIM et al., 2017).

Através de varios estudos, as espécies desta familia vém se apresentando
como uma fonte promissora de diversos produtos de origem natural com valor

agregado na industria.

2.4 GENERO Senegalia

2.4.1 Atividades biologicas encontradas no género Senegalia

Atualmente é possivel encontrar na literatura diversas aplicagcbes de espécies
do género na medicina popular como recurso para tratamento de diversas
enfermidades, como diarréia, infecgdes do trato urinario, asma, tuberculose, gastrite,

entre outras, algumas atividades relatadas estao descritas na tabela 1.

TABELA 1 — ATIVIDADES BIOLOGICAS DESCRITAS PARA ESPECIES DO GENERO Senegalia

Espécie Atividade biologica Referéncia
Antiviral, antifungica,
antibacteriana,antipirética, (ALAMBAYAN
S. catechu anticoncepcional et al., 2015)
Analgésica, antinflamatéria,
antitlcera, antitumoral, (FAUJDAR et
S. ferruginea adstringente al., 2016)
(ALAJMI et al.,
S. hamulosa Antimicrobiana 2017)
Anti-inflamatéria, analgésica, (AUGUST et
S. mellifera antipirética, antimicrobiana al., 2017)
(ABDLLHA et
S. seyal Infertilidade, cancer, dermatoses al., 2016)

FONTE: O autor (2022).
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2.4.2 Compostos quimicos encontrados no género Senegalia

Uma série de metabdlitos secundarios ja foram relatados de varias espécies,
muitas vezes de constituintes quimicos um tanto distintos. Dentre eles incluem
alcaloides, glicosideos cianogénicos, ciclitois, acidos graxos e oleos de sementes,
fluoroacetato, gomas, aminoacidos nao proteicos, terpenos (incluindo 6éleos
essenciais, diterpenos, fitosterol, geninas e saponinas de triterpenos), taninos
hidrolisaveis, flavonoides e taninos condensados. Os mais conhecidos sdo os
polissacarideos (gomas) e as substancias fendélicas complexas (taninos condensados)
(SEIGLER, 2002).

2.5 ESPECIE Senegalia nitidifolia Speg.

TABELA 2- CLASSIFICACAO TAXONOMICA DA ESPECIE Senegalia nitidifolia

Reino Plantae

Filo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Sub-Familia Mimosoideae
Tribo Acacieae
Género Senegalia
Espécie Senegalia nitidifolia

FONTE: Vital (2018).

De acordo com os dados apresentados na base de dados REFLORA, a
espécie Senegalia nitidifolia (Speg.) Seigler & Ebinger, possui como sinénimo o
basiénimo Acacia nitidifolia Speg., apresenta-se como liana (trepadeira) terricola. De
origem nativa brasileira, ndo endémica, com ocorréncias confirmadas na regiao sul
(Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina) e Nordeste (Bahia), sendo encontrada
nos biomas Caatinga, Mata Atlantica e Pampa. Possui os homes vernaculos grapia,
unha-de-gato e vamos-junto (TERRA; MORIM, 2020). Também podendo ser
encontrada em regides do Paraguai (RICO-ARCE, 2007) e Argentina (CIALDELLA,

2018). Sua distribuigao no territorio brasileiro esta representada na figura 2.
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E uma espécie helidfila (exposicdo ao sol) e higréfila seletiva, crescendo
preferencialmente em solos Uumidos de encostas e de lenta drenagem, beira de
regatos ou em solos pedregosos no interior de matas maduras onde a vegetacao
arbérea é aberta (BURKART, 1979).

FIGURA 2 - DISTRIBUIGCAO DE Senegalia nitidifolia EM TERRITORIO BRASILEIRO
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FONTE: Barros e Morim (2014).

Morfologicamente caracterizada como liana robusta e lenhosa, chegando a
cerca de 15 metros de altura. Seu caule ¢ inclinado, tortuoso, de base reta a digitada
(figura 3b). Casca interna bege clara, macia ao corte e fibrosa (figura 3c). Ao ser ferida
libera um exsudado pegajoso e incolor. Possui folhagem lustrosa e ramos em se¢des
quadradas cobertos de aculeos recurvos de até 6 milimetros de comprimento (figura
3d). Suas folhas (figura 3a) sao grandes, com comprimento entre 15 a 25 centimetros,
bipinadas. As pinas de comprimento de 4 a 9 centimetros com 11 a 27 pares de foliolos
oblongos. Suas flores em amplas paniculas brancas amareladas (figura 5). As vagens
retas, marginadas e transversais (figura 4b). Sementes ovais de cor castanha (figura
4c) (MARCHIORI, 1991; BARROS; MORIM, 2014; MILLER, 2015).
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E morfologicamente relacionada a S. tucumanensis, sendo diferenciada pelas
hastes quadrangulares na secao, raquis com nectarios extraflorais, folhetos maiores
e ovario glabro (BARROS; MORIM, 2014).

As caracteristicas principais para identificacdo em campo sao: Liana lenhosa
armada, caule trilobado e folhas paripinadas com glandulas estipuladas (MILLER,
2015).

FIGURA 3 - RAMOS, CASCA INTERNA E ACULEOS DE Senegalia nitidifolia

FONTE: Miller (2015).
LEGENDA: A) ramos e folhas; B) caule; C) casca interna e D) aculeos.
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FIGURA 4 - ESQUEMA DE ESTRUTURAS DE Senegalia nitidifolia

) d)
k)

FONTE: Cialdella (2018). Modificado por: O autor (2020).

LEGENDA: a) Esquema de folha em pina com disposigcéo dos foliolos secundarios; b) Esquema de
vascularizacgido de primeira e segunda ordem de S. nitidifolia; c) Sementes e funiculo de S. nitidifolia; d)
Grao de polen de S. nitidifolia.

FIGURA 5 - FLORES E VAGENS DE Senegalia nitidifolia

FONTE: The Field Museum (2020). Modificado por: O autor (2020).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ETAPAS DA PESQUISA

O desenvolvimento deste estudo seguiu as etapas descritas na figura 6. A
principio foi encontrado o local para coleta do material vegetal estudado, em seguida
confirmado sua identidade e solicitado cadastro no SISGEN. Apdés a coleta o material
foi seco, triturado, pesado e identificado para dar inicio as analises laboratoriais. Com
as amostras secas e trituradas, foram realizadas analises de cinzas totais e de volateis
totais. Foram preparados extratos hidroalcodlicos e suas fragbes em solventes
organicos para analises preliminares através da técnica de Cromatografia em Camada
Delgada.

O material vegetal foi utilizado no preparo de extratos hidroalcodlicos brutos e
fracionado em solventes organicos de polaridade crescente utilizando aparelho
Soxhlet. Os extratos e suas fragdes foram secos e direcionados a analises de
atividades biolégicas e analises de compostos quimicos presentes nas amostras

vegetais.

FIGURA 6 - ORGANOGRAMA DAS ETAPAS EXPERIMENTAIS

Colatn Identificacéo Obtengao
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Fonte: O autor (2020).




29

3.2 MATERIAL VEGETAL
3.2.1 Coleta e identificagao

A coleta do material vegetal foi realizada no municipio de Curitiba, Parana, na
regido denominada Capéao do CIFLOMA (Centro de Ciéncias Florestais e da Madeira)
na UFPR, campus Jardim Boténico. As coordenadas do local de coleta s&o: Latitude
-25.448678 de Longitude -49.238778 (figura 6). A coleta foi realizada no més de abril
de 2021, o espécime vegetal encontrado e o mostrado na figura 7. Foram obtidas para
a pesquisa amostras de folhas e galhos da espécie Senegalia nitidifolia (figura 8). Foi
solicitado acesso ao patriménio genético sob cadastro SISGEN de codigo AGAC4AC.
A identificacao da espécie foi realizada por comparagao no Museu Botanico Municipal
de Curitiba com o numero MBM305162.

FIGURA 7 - LOCAL DE COLETA DAS AMOSTRAS VEGETAIS

s
e
F

ONTE: Google Maps (2021).
NOTA: Local de coleta representado com o ponto vermelho.



FIGURA 8 - PLANTA Senegalia nitidifolia NO LOCAL DE COLETA DO MATERIAL VEGETAL
- 3 Y o ¥ = R TR T T T

FONTE: o autor (2021).
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FIGURA 9 - CARACTERISTICA DE DIFERENTES REGIOES ANATOMICAS DA ESPECIE Senegalia
nitidifolia

FONTE: O autor (2021).
LEGENDA: A) folhas; B) galhos; C) sementes; D) Vagens e E) Tronco com espinhos.

Para que fosse possivel localizar a planta utilizou-se o trabalho de Miller

(2019), onde apresenta as coordenadas (-25.2650 e -49.1433) e descreve a chave de
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identificacdo da espécie Senegalia nitidifolia (figura 9). A planta foi inicialmente
identificada por comparagdo com registros encontrados no Herbario Escola da
Floresta Curitiba (EFC), o material foi identificado como sendo Senegalia nitidifolia

Speg. Familia Fabaceae e subfamilia Mimosoideae.
3.2.2 Preparo do material vegetal

Ap0s coleta, o material foi separado em porgdes de folhas e galhos (figura 10),
o material foi seco em ambiente protegido da luz com ventilagdo constante, durante
uma semana, com temperatura ambiente média de 23 °C.

As amostras secas foram trituradas em moinho de facas (figura 11), pesadas
e armazenadas em vidros devidamente identificados e encaminhados para o preparo
dos extratos brutos hidroalcodlicos de galhos e de folhas. Foram obtidos 658,2 g de
amostras de folhas secas e 1136,0 g de amostra de galhos secos.

FIGURA 10 - MATERIAL VEGETAL COLETADO E SEPARADO EM GALHOS DE FOLHAS EM
PROCESSO DE DESIDRATACAO

FONTE: O autor (2021).
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FIGURA 11 - MOINHO DE FACAS E MARTELOS UTILIZADO NO PROCESSO DE MOAGEM DO
MATERIAL VEGETAL ESTABILIZ@DO

g e lmydss

il

FONTE: O autor (2021).

3.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS
3.3.1 Umidade

A determinacgao do teor de umidade presente na droga vegetal foi realizada
através do método descrito na Farmacopeia Brasileira 62 Edi¢ao (2019).

Foram pesados em balanca analitica de precisao 1,0 g de material vegetal
seco e triturado. O material foi depositado em cadinhos previamente preparados e
pesados e entdo levados a estufa a 100 °C até que a diferenga entre as duas pesagens
correspondeu a, no maximo, 0,5% do peso da amostra. Os valores obtidos foram
anotados e utilizados na equacéo (1) para obter o teor de umidade.

Foram utilizadas amostras de folhas e galhos. As analises foram realizadas

em quintuplicata.
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2 - P1)

Umidade (%) = "2 x 100

Onde:

P1= Peso do cadinho contendo amostra depois da secagem (g);
P2= Peso do cadinho contendo amostra antes da secagem (g);
P3= Peso da amostra (g).

3.3.2 Cinzas totais

Para a determinacéo do teor de cinzas totais foi utilizado o método descrito na
Farmacopeia Brasileira 62 Edicdo (2019).

Partindo de uma aliquota de 1,0 g de cada amostra vegetal seca e pulverizada
depositadas em cadinhos de porcelana previamente preparados e pesados, foram
levadas a incineracdo em mufla por 90 minutos a 600 °C. Os valores de peso das
cinzas foram anotados e utilizados no calculo para obter o teor de cinzas totais através
da equacao (2).

Essa técnica é empregada para a determinar a quantidade de componentes
inorganicos presentes na amostra vegetal (BRASIL, 2019, p 112).

Foram utilizadas amostras de folhas e galhos. A analise foi realizada em

quintuplicata.

(P2=P1)

Cinzas totais (%) = 100

(2)
Onde:
P1= Peso do cadinho depois da calcinagao e resfriamento (g);

P2= Peso do cadinho com a amostra depois da calcinagao e resfriamento (g);
P3= Peso da amostra (g).

3.4 SCREENING POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Os ensaios preliminares foram realizados através de cromatografia em
camada delgada (CCD), processo qualitativo fundamentado na separagdo de
compostos presentes em uma amostra através da eluigdo de um solvente ou mistura
com uma polaridade especifica (fase mével) que carrega a amostra sobre uma
superficie contendo um composto de polaridade diferente (fase estacionaria), neste

caso a fase estacionaria foram placas com silica-gel GF 254 nm para todos os
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ensaios, conforme a fase movel elui sobre a placa cromatografica, ocorre a separagéo
dos compostos por caracteristicas fisico-quimicas, onde compostos de maior
afinidade com a fase moével em relagdo a estacionaria apresentam um maior
deslocamento comparado aos compostos de maior afinidade com a fase estacionaria,
que ficam mais retidos na placa. Ao final desta técnica temos uma separagao de
compostos gradual e observavel através de métodos para revelagao, podendo ser de
natureza quimica ou fisica (PAVIA et al., 2009).

Foram preparados extratos hidroalcodlicos com 200,0 mL de etanol 80%, de
acordo com o método de maceragao a quente descrito pela Farmacopeia Brasileira 62
Edicao (2019), utilizando 40,0 g de cada amostra vegetal da espécie (folhas e galhos)
em banho-maria (Nova Etica) a 70 °C por 1 h. Os extratos hidroalcodlicos foram
concentrados e particionados com solventes de polaridade crescente, utilizando funil
de separacao. Ao final foram obtidas as fragbes hidroalcodlica, hexano, cloroférmio e
acetato de etila de cada amostra vegetal (figura 12).

As amostras utilizadas foram levadas a secura em banho maria e solubilizadas
em 2,0 mL de metanol.

Para caracterizagdo de cada grupo fitoquimico foram utilizados os métodos

descritos na tabela 3.
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FIGURA 12 - EXTRATO HIDROALCOOLICO DE FOLHAS E GALHOS E SUAS FRACOES
ORGANICAS
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FONTE: O autor (2021).
LEGENDA: F) Folhas e G) Galhos.

TABELA 3 - CONDIGOES APLICADAS NO ENSAIO DE CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
PARA IDENTIFICACAO DE GRUPOS FITOQUIMICOS

Grupo Fitoquimico Fase Movel Revelador Referéncia

Alcaloides FM-1 Dragendorff WAGNER, 1996
Flavonoides FM-1 Reativo de NEU + Luz UV WAGNER, 1996
Antraquinonas FM-1 Dietilamina + calor WAGNER, 1996
Cumarinas FM-2 Hidréxido de potassio + calor MIGUEL, 2003
Esteroides/triterpenos FM-2 Vainillina sulfurica 1% + calor WAGNER, 1996
Iridoides FM-2 Floroglucina + Ac. cloridrico + calor ~ MIGUEL, 2003
Taninos FM-1 Cloreto férrico 5% Alcodlico WAGNER, 1996

FONTE:O autor (2021).
NOTA: FM-1) Acetato de etila : acido formico : acido acético glacial : agua (100:11:11:27);
FM-2) Tolueno : acetato de etila (96:04).
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3.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES
3.5.1 Extratos brutos de folhas e galhos

Foram preparados extratos brutos partindo do material vegetal seco e triturado
das folhas e dos galhos da planta. O extrato foi obtido através do equipamento Soxhlet
modificado (figura 13), em baldo de vidro de 6000,0 mL em manta aquecedora, de
acordo com Carvalho (2001), utilizando como solvente extrator etanol 80%.

Para o preparo dos extratos brutos de folhas e galhos foram adicionados ao
aparelho Soxhlet, contendo pérolas de vidro, 658,2 g de material seco e triturado com
7300,0 mL de etanol 80% para o extrato de folhas e 1136,0 g de material seco e
triturado com 7000,0 mL de etanol 80% para o extrato de galhos. O processo de
extragao foi realizado com dez ciclos de refluxo do aparelho. Os volumes obtidos
foram de 6800,0 mL de extrato bruto hidroalcodlico de folhas de S. nitidifolia e de

5100,0 mL de extrato bruto hidroalcodlico de galhos de S. nitidifolia.

FIGURA 13 - APARELHO DE SOXHLET COM MATERIAL VEGETAL UTILIZADO NO PREPARO DO
EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE S. nitidifolia
" d » g

FONTE: O autor (2021).

Ao final, uma aliquota de cada extrato foi retirada para calculo de teor de
solidos e rendimento do processo de extracdo. Também foi separada um volume
correspondente a 3,0 g de extrato seco de amostra (240,0 mL de extrato de galhos e
146,34 mL de extrato de folhas) a fim de serem utilizados nos ensaios posteriores para

comparacgao dos resultados de suas fragées organicas.
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O extrato foi concentrado em aparelho de rota-evaporador e levado para
particionamento em aparelho Soxhlet em solventes organicos de diferentes

polaridades.

3.5.1.1 Teor de solidos dos extratos brutos

Os calculos de teor de solidos presentes nos extratos brutos das folhas e dos
galhos foram realizados utilizando uma aliquota de 2,0 mL de extrato em placas de
petri previamente preparadas e pesadas. O procedimento foi desenvolvido de acordo
com a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 62 Edi¢ao (2019). Os ensaios
foram realizados em triplicata.

Primeiramente as placas de petri foram lavadas com agua e sabao, apos
secagem foram limpas com alcool e postas a secar em estufa (100 °C) até o peso
constante. As placas foram entdo pesadas e anotado os valores para os calculos.

Foram adicionados 2,0 mL dos extratos, utilizando pipetas volumétricas, e
levadas a secura em estufa a 100 °C.

As placas contendo os extratos secos foram pesadas até o peso constante e
os valores utilizados no calculo para a determinacao do teor de sélidos presente nos

extratos brutos.

3.5.1.2 Rendimento do processo de preparo dos extratos brutos etandlicos

Os volumes dos extratos ao final do processo e os valores do teor de sdlidos
foram utilizados para o calculo do valor do rendimento obtido no processo de extragao
através da equacéo (3).

(Vol.EBxTS)
MV

Rendimento Extrato Bruto (%) =

@)

Onde:

Vol. EB = Volume de extrato bruto obtido (mL);
TS= Teor de soélidos do extrato bruto (%);

MV= Quantidade de material vegetal utilizado (g).
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3.5.2 Particionamento dos extratos brutos de folhas e galhos

Os extratos brutos (644,03 mL de extrato bruto de folhas e 1082,73 mL de
extrato bruto de galhos, considerando a retirada das amostras de extrato inicial) foram
submetidos a um processo de particionamento em solventes organicos, em etapas
onde estes ficaram em contato com solventes de polaridade crescente, sendo eles
hexano, cloroférmio e acetato de etila. Este processo é conhecido como extracao
liquido-liquido e foi realizado segundo Carvalho (2001), onde uma parcela dos
compostos presentes nos extratos brutos hidroalcodlicos sao retirados deste liquido
por conter propriedades fisico-quimicas que conferem maior afinidade com o solvente
organico em contato.

Além das fragbes orgéanicas também foram mantidas parcelas dos extratos
hidroalcodlicos (extratos brutos) e os remanescentes dos extratos hidroalcodlicos
apos o particionamento (extrato hidroalcodlico com percentual de seus compostos
removidos e presentes de forma fracionada nos solventes organicos).

Foram obtidas no final deste processo cinco amostras para cada material
vegetal (folhas e galhos). As dez amostras foram transferidas para frascos de peso
conhecido e levados a evaporagao em banho-maria a 70 °C. As massas dos solidos
resultantes de cada fragao foram pesadas para calculo de rendimento, identificadas e
armazenadas sob refrigeragao e protegidas da luz.

As amostras obtidas foram denominadas da seguinte forma: extrato bruto de
folhas (EBF); fracdo hexano de folhas (FHF); fracdo cloroférmio de folhas (FCF);
fragdo acetato de etila de folhas (FAF); fracdo remanescente de folhas (FRF); extrato
bruto de galhos (EBG); fragdo hexano de galhos (FHG); fragcao cloroféormio de galhos
(FCG); fracao acetato de etila de galhos (FAG) e fragcdo remanescente de galhos
(FRG).

3.6 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS

3.6.1 Isolamento dos constituintes quimicos

Apos analisar as fragdes dos extratos através do método de cromatografia em

camada delgada para identificagdo dos grupos fitoquimicos presentes em cada



40

amostra, foram selecionadas algumas fragdes para separagao e identificagdo dos

compostos através do método de cromatografia em coluna aberta (figura 14).

FIGURA 14 - ELUICAO DA AMOSTRA FHG EM COLUNA CROMATGRAFICA SIMPLE14S

\ E M - —— F JT

FONTE: O autor (2022).

Foram separadas 5,0 g da fragdo hexano do extrato de galhos e empacotada
em uma pastilha de 75,0 g de silica-gel 60 Merck® (0,063 - 0,200mm), na qual a
amostra é eluida aplicando o método de graduacao de fase mével. A capsula de
amostra em silica foi depositada no topo da coluna e eluida em misturas de solventes
organicos com polaridade gradativa, alterando a mistura a cada 100,0 mL de fase
movel aplicada. Foram recolhidos fragdes de 5,0 mL em diferentes frascos numerados
e relacionados a cada grupo de fragcbes com a fase movel utilizada, obtendo 118

fragdes no final, de acordo com a tabela 4.
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TABELA 4 - SISTEMA DE ELUICAO EM COLUNA CROMATOGRAFICA PARA SEPARACAO DE
COMPOSTOS PRESENTES NA FRACAO HEXANO DOS GALHOS (FHG)

Fragbes Hexano %(v/v) Acetato de etila %(v/v) Metanol %(v/v)

01 ao 03 100 0 0
04 ao 08 95 5 0
09 ao 13 90 10 0
14 a0 18 85 15 0
19 ao 26 80 20 0
27 ao 34 75 25 0
352042 70 30 0
43 ao 49 65 35 0
50 ao 56 60 40 0
57 ao 65 55 45 0
66 ao 75 50 50 0
76 ao 85 45 55 0
86 ao 93 40 60 0
94 ao 105 65 35 0
106 ao 115 0 100 0
116 ao 118 0 0 100

FONTE: O autor (2022).

3.6.2 Caracterizagao de constituintes quimicos isolados

Fracdes das amostras que apresentaram substancias isoladas pelo processo
em coluna cromatografica foram encaminhadas para o Centro de Ressonancia
Magnética Nuclear da UFPR, no Departamento de Quimica.

A amostra separada por Coluna Cromatografica selecionada para a analise
de RMN presente na fragao hexano dos galhos (FHG) foi identificada como FHG-08.
Foram realizados testes de solubilidade da amostra e em seguida suspendida em
cloroféormio deuterado, foram solicitadas analises de RMN de 'H e "*C. Para essa
analise foi utilizado o aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker DPX 200,
operando a 4,7 Tesla, observando os nucleos de 'H a 200,13 MHz e "*C a 50,62 MHz.

A fragdo obtida na separagdo por coluna cromatografica foi deixada em
evaporacgao e, ao verificar a formagao de cristais, foi lavada com éter de petroleo e

separada para analises de caracterizagdo por analise de Ressonancia Magnética
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Nuclear (RMN). Os espectros obtidos foram analisados para elucidagao da férmula

molecular destes compostos organicos.

3.6.3 Polifendis totais

A avaliacdo do conteudo de polifendis totais foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (ROSSI; SINGLETON, 1965). Para essa
analise foram testadas amostras do extrato bruto e suas fra¢gdes preparadas de galhos
e de folhas, sendo dez amostras no total.

As amostras foram preparadas na concentragao de 2,0 mg/mL partindo de
10,0 mg de extrato seco diluido em 5,0 mL de metanol 80%. Os tubos contendo a
amostra foram agitados em vértex e tratados em banho ultrassénico por 30 min. Em
seguida as amostras foram centrifugadas para a retirada do sobrenadante. O processo
de extracao foi repetido trés vezes.

A partir da sequéncia de diluigdes de uma solugéo padrao de acido galico em
metanol, foi construida uma curva de calibragdo em microplacas (figura 15) de 11
pontos (1,0; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625; 0,003; 0,002 e 0,001 mg/mL)
utilizada para determinar as concentracées de compostos fendlicos presentes nas
amostras a partir do valor de absorbancia demonstrado a 690 nm em aparelho
espectrofotdbmetro Shimadzu®, modelo UV-1601 PC.

A curva de calibragdo obtida apresentou um coeficiente de determinacao
R2=0,9989 e equacédo da reta de y = 0,5231x - 0,0216.

Os resultados obtidos a partir de uma curva de calibragdo padrdo de acido
galico e expressos em miligrama equivalente de acido galico por grama de extrato (mg

EAG/g). As analises foram realizadas em triplicata.
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FIGURA 15 - MICROPLACAS DO ENSAIO DE POLIFENOIS TOTAIS
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FONTE: O autor (2022).

3.6.4 Flavonoides totais

Para estes ensaios as amostras analisadas foram preparadas da mesma
forma que no doseamento de polifendis totais. A analise seguiu 0 método descrito por
Zhishen et al., (1999).

Foi construida uma curva de calibragdo de catequina em microplacas (figura
16) com 11 pontos (1,0; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625; 0,003; 0,002 e
0,001 mg/mL) utilizada para determinar as concentra¢des de flavonoides totais pelo
valor de absorbancia a 540 nm em aparelho espectrofotdbmetro Shimadzu®, modelo
UV-1601 PC.

Os resultados sédo expressos em miligramas equivalentes a catequina por
grama de extrato (mg ECAT/q).

A curva de calibragao apresentou coeficiente de determinagdo R?=0,9997 e
equacao da reta y = 2,2362x - 0,0897.

Os ensaios foram realizados em triplicata.
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FIGURA 16 - MICROPLACA DO ENSAIO DE FLAVONOIDES TOTAIS

FONTE: O autor (2022).

3.7 ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.7.1 Propriedades antioxidantes

Os ensaios realizados para avaliacdo da capacidade antioxidantes foram
desenvolvidos com as mesmas solug¢des de amostras preparadas para os ensaios de
polifendis e flavonoides totais (2,0 mg/mL em metanol 80%). Foram realizados trés
testes laboratoriais, sendo estes a propriedade antioxidante de redugado de ferro
(FRAP), capacidade de captura do radical DPPH e capacidade de captura do radical
ABTS.

Para os trés ensaios foi utilizada uma curva de calibracdo em microplacas
utilizando Trolox (6-hydroxy-2,5,7-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) como
padrao, preparada utilizando 10 pontos (0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6
mMol/mL).

Os resultados para capacidade antioxidante foram representados por milimol
equivalente ao Trolox (mMol TEAC/q).
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3.7.1.1 Radical DPPH

O ensaio de captura do radical DPPH é um método de analise indireta,
fundamentado na medida da capacidade antioxidante do extrato, que por sua vez,
pode conter determinadas substancias capazes de fornecer um atomo de hidrogénio
para sequestrar o radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), formando hidrazina.
Esta reacdo resulta na alteracéo da coloragao de violeta para amarelo palido. Método
muito utilizado na determinagéo de atividade antioxidante de alimentos.

O DPPH reage com doadores de prétons, sendo reduzido. Essa reagao pode
ser facilmente acompanhada por espectroscopia. Quando a amostra apresenta
capacidade de reduzir o DPPH evitando sua oxidacdo, a quantidade de DPPH restante
no sistema é proporcional a capacidade antioxidante da amostra (SANCHEZ-
MORENO, 2002; BONDET et al., 1997).

A avaliagédo da propriedade antioxidante foi realizada através do método de
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) segundo Blois (1958), modificado por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995). Foram testadas 10 fragdes do extrato, sendo cinco
fragdes do extrato bruto de galhos e cinco de extrato bruto de folhas (hidroalcodlico,
hexano, cloroférmio, acetato de etila e fragdo remanescente).

Para a realizagao foi preparada a solugdo de DPPH pensando 0,0024 g e,
com auxilio de um baldo volumétrico ambar, diluida em 50,0 mL de metanol (0,10
mMol/L).

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos (figura 17), em cada pogo
foi adicionado 190,0 uL de DPPH e 10 pyL de cada amostra.

A curva de calibragao apresentou coeficiente de determinacao R?=0,9983 e
equagao daretay =-2,1377x + 2,372.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

Apos 30min de reagao em repouso no escuro as absorbancias foram medidas

em 540nm por aparelho espectrofotdbmetro Shimadzu®, modelo UV-1601 PC.
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FIGURA 17 - MICROPLACAS DO ENSAIO DE CAPTURA DO RADICAL DPPH

FONTE: O autor (2022).

3.7.1.2 Captura do radical ABTS

Para essa analise foi utilizado o método descrito por Re et al (1999).

A técnica de analise de capturara do radical ABTS & um ensaio utilizado para
conhecer a atividade antioxidante de compostos, tanto hidrofilicos como lipofilicos,
como por exemplo os flavonoides, hidroxicinamatos e carotendides. E fundamentado
na pré-formacéo inicial do mono cation radical acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico, formado pela reacdo de oxidagdo do ABTS com persulfato de
potassio, com a reducdo subsequente deste radical por compostos presentes
doadores de hidrogénio.

A formacéao do cation radical é observada pela formacgao de coloracéo e sua
neutralizagdo pode ser acompanhada pela descoloragado ao longo do tempo, apds a
adicdo do antioxidante (STRATIL et al., 2006; SURVESWARAN et al., 2007;
PICCINELLI et al., 2004).

Os diferenciais deste método estdo nos fatos de que ndo a formacao de
intermediario durante a formacgao do radical, a atividade antioxidante é observada por
descoloragao apos a adigdo do composto analisado, sendo assim o radical é formado
livre da presenca do composto estudado e por ser um ensaio aplicavel em sistemas

lipofilicos e aquosos (RE et al. 1999).
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A solugédo de ABTS foi preparada com a adigdo de 192,0 mg de ABTS em
agua destilada e completada em baldo volumétrico para 50,0 mL, a solugéo foi
transferida para frasco &mbar e armazenado sob refrigeracao.

Para o preparo da solugao de persulfato de potassio a 140,0 nM, foi utilizado
378,4 mg do sal para 10,0 mL de agua destilada em baldo volumétrico, a solugéo foi
transferida para frasco ambar e armazenada a temperatura ambiente.

Apos o preparo dos reagentes, o radical ABTS foi obtido através da reagao de
5,0 mL da solucdo de ABTS com 88,0 yL da solucéo de persulfato de potassio. A
mistura foi mantida no escuro, a temperatura ambiente, por 16 h. Em seguida é
ajustada a coloragdo com adi¢cao de agua destilada até apresentar absorbancia de
734 nm.

As analises foram realizadas em microplacas de 96 pocos (figura 18) com a
adicao de 290,0 uL de ABTS e 10,0 puL de cada amostra, assim como de branco e
padrao, apos 30 minutos em repouso foi medida a absorbancia em 690 nm por
aparelho espectrofotometro Shimadzu®, modelo UV-1601 PC.

A curva de calibragao apresentou coeficiente de determinacdo R?=0,9921 e
equacao da retay =-2,0198x + 1,7875.

A analise foi realizada em triplicata.

FIGURA 18 - MICROPLACAS DO ENSAIO DE CAPTURA DO RADICAL ABTS
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FONTE: O autor (2022).
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3.7.1.3 Capacidade antioxidante de reducéo do ferro (FRAP)

A metodologia utilizada nesta analise foi descrita por Benzie e Strain (1996).

A avaliagdo de capacidade de reducdo de ferro estd fundamentada na
atividade dos compostos presentes nos extratos de reduzirem o ion Fe3+ (ion férrico)
presente no complexo 2,4,6-tripiril-s-triazina (TPTZ), para a forma Fe2+ (ion ferroso).
Esta reacdo pode ser acompanhada observando a mudancga de coloragdo de roxo
claro para um roxo intenso, a medida é realizada através da absorbancia da solugéo,
em aparelho espectrofotdbmetro. O aumento da absorbancia é diretamente
proporcional ao potencial oxidante (URREA-VICTORIA et al., 2016).

A solugao de cloreto férrico 20 mM foi preparada pesando 0,135 g de FeCl3 e
diluida em baldo volumétrico de 25,0 mL com agua destilada.

Solugédo de TPTZ 10mM preparado pesando 0,03212 g de TPTZ e diluido em
10,0 mL de HCI.

A solugao de acido cloridrico (PM 36,46) foi preparada partindo de 3,31 mL de
HCI concentrado diluido e ajustado para o volume de 1,0 L em baldo volumétrico com
agua destilada.

Tampao acetato 300 mM (pH 3,63) preparado adicionando 1,87 g de acetato
de sodio anidro com 16,0 mL de acido acético glacial com o volume ajustado para 1,0
L, em baldo volumétrico com agua destilada.

Solugao de FRAP preparada no momento da analise, em erlenmeyer coberto
com papel aluminio.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos (figura 19). O volume de
290,0 uL de solugao FRAP foi adicionado ao pogo, em seguida 10,0 uL da amostra foi
adicionado e deixado reagir por 30 min em repouso no escuro € medida a absorbancia
em 570 nm por aparelho espectrofotémetro Shimadzu®, modelo UV-1601 PC.

A curva de calibragao apresentou coeficiente de determinacdo R?=0,9965 e
equagao daretay = 1,2307x - 0,1727.

A analise foi realizada em triplicata.
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FIGURA 19 - MICROPLACAS DO ENSAIO DE PODER ANTIOXIDANTE DE REDUGCAO DO
FERRO (FRAP)
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FONTE: O autor (2022).

3.7.2 Atividade antimicrobiana

As analises de atividade antimicrobiana foram realizadas segundo o método
de determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) por microdiluicdo em caldo,

conforme CLSI e padronizado por Veiga et al. (2019).

3.7.2.1 Preparo do in6culo

As cepas bacterianas testadas foram semeadas em placas de petri com agar
CLED como meio de cultura 24 horas antes do ensaio e mantidas em estufa a 37 °C.

No dia seguinte a suspensao bacteriana foi preparada transferindo a colénia
bacteriana para 1,0 mL de solugao fisiolégica (solugédo salina 0,9%) e agitando até
apresentar turbidez equivalente a 0,5 na escala de MacFarland (~1,0 x 108 UFC/mL).
Em seguida a suspensao foi diluida em proporgéo 1:20 (~5 x 10° UFC/mL).

As cepas bacterianas utilizadas nos ensaios foram Staphylococcus aureus
(ATCC 6358), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
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3.7.2.2 Preparo da solugao estoque das amostras

Foram preparadas solugdes estoque das amostras na concentracéo de 20,0
mg/mL em 1,0 mL de solug¢édo salina 0,9% estéril com DMSO 10%. O processo de
solubilizacdo foi realizado com agitagdo em vortex e posteriormente banho
ultrassbénico a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas por 10 minutos para separacgéo de particulas em suspenséo.

3.7.2.3 Concentragao inibitéria minima (CIM)

Utilizando microplacas de 96 pocos com fundo em “U” foram preparadas as
amostras, controle positivo e controle negativo.

As amostras foram diluidas caldo Mueller Hinton. No primeiro pogo foi
adicionado 190,0 pL de caldo e 10,0 yL das solugcbes estoque das amostras,
totalizando 200,0 uL de amostra, em seguida foram realizadas diluicbes seriadas
transferindo 100,0 pL do primeiro pogo para outro poco contendo 100,0 pyL de caldo,
esse procedimento foi repetido até a obtengédo das concentragées 1000 pg/mL; 500
pMg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 ug/mL; 31,25 pg/mL; 15,62 pyg/mL e 7,8 ug/mL.
Ao final foram adicionadas 10,0 uL da suspensao bacteriana para cada concentragéao
(COCKERILL et al., 2012).

Para confirmar a ndo interferéncia do liquido diluente nos resultados foram
preparados 10,0 yL do mesmo (solugao salina com 10% de DMSO) com 90,0 uL de
caldo e 10,0 pyL de suspensao bacteriana.

Como controle positivo, 0 agente antimicrobiano gentamicina (100 pg/mL; 50
Mg/mL; 25 ug/mL; 12,5 pg/mL; 6,25 ug/mL; 3,125 pg/mL; 1,56 ug/mL; 0,78 ug/mL;
0,390 pug/mL; 0,195 pg/mL; 0,097 pg/mL; 0,04 ug/mL; 0,02 ug/mL) foi adicionado aos
POGOS.

Os controles negativos foram 100,0 uL de caldo com 10,0 yL de suspenséao
bacteriana.

As microplacas foram entdo mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas até a
realizag&o da leitura dos resultados. Os ensaios foram realizados em triplicata.

A determinagdo das concentragdes que apresentaram inibicao total do
crescimento bacteriano foi realizada a olho nu e expressas em microgramas por

mililitro (ug/mL) referente ao antibiético gentamicina.



51

As atividades de inibicdo do crescimento bacteriano apresentadas pelos
extratos foram classificadas de acordo com Pessini et al. (2003), onde CIM menor que
100 pg/mL é considerado bom, de 100,0 a 500,0 pg/mL moderado, de 500 a 1000

pMg/mL fraco e acima de 1000 pg/mL é considerado inativo.

3.7.2.4 Concentragao bactericida minima (CBM)

Na sequéncia dos resultados observados pelo método de CIM as
concentragdes que apresentaram inibicao do crescimento bacteriano foram semeadas
(10,0 yL) em agar CLED e mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas com o intuito de
verificar as concentragdes que apresentaram agao bacteriostatica (inibicdo do
crescimento) e as de agao bactericida (eliminagcao das bactérias).

O valor da concentragdo bactericida minima (CBM) foi determinada pela
menor concentragdo que nao apresentou crescimento de coldnias bacterianas na
superficie do meio de cultura e duas concentragbes acima. As razbes CBM/CIM

também foram avaliadas para verificacdo de tolerancia.

3.7.3 Toxicidade frente a Artemia salina

A toxicidade preliminar foi avaliada conforme a metodologia de Meyer (1982),
com adaptagdes. Este ensaio é baseado no uso de diferentes concentragdes das
amostras em um meio onde se desenvolve o microcrustaceo Artemia salina, um
organismo usado como controle para analisar o grau de letalidade de uma substéancia.

Diluigdes da amostra foram preparadas e adicionadas a um sistema onde uma
quantidade conhecida de A. salina se desenvolve, apds o intervalo de 24 horas foram
verificados os numeros de nauplios mortos e vivos que estiveram em contato com as
substancias analisadas. Os dados foram tratados através de métodos estatisticos
para estabelecer o valor da ClLso, substancias que apresentam valores de ClLso

menores que 1000 pg/mL séo consideradas potencialmente téxicas.

3.7.3.1 Preparo da solugao salina

Para simular o ambiente natural de desenvolvimento de A. salina foi preparado

uma solugao salina de "agua do mar artificial" utilizando 14,13 g de sal marinho (Instant
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Ocean Sea Salt) em 400,0 mL de agua destilada. O pH foi mantido entre 8-10, ajustado
com carbonato de sédio, caso necessario. A solugao foi aerada por 30 minutos com

compressor de ar.

3.7.3.2 Eclosao dos cistos

Foram pesados 200,0 mg de cistos de A. salina e adicionado aos 400,0 mL
da solucdo salina preparada anteriormente. Em um béquer de 1000 mL, foram
mantidos em agitacéo leve sob iluminagao de 20 Watts por 48 horas, para induzir a

eclosao dos cistos.

3.7.3.3 Preparo das amostras e controles

Solugbes estoques das amostras foram preparadas com 100,0 mg das
amostras solubilizadas em 1,0 mL de DMSO e completando com solucao salina, em
baldo volumétrico, até 100,0 mL, resultando na concentracédo de 1000 pg/mL em
solugao salina com DMSO 1,0%.

Partindo das solugbes estoque, as amostras foram preparadas nas
concentragdes 10 ug/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL; 250 pg/mL; 500 ug/mL; 750 ug/mL e
1000 pg/mL, conforme a tabela 5. Os ensaios foram realizados em quintuplicata.

O preparo do controle positivo foi realizado da mesma forma que as amostras
utilizando sulfato de quinidina, em solu¢gdes com as mesmas concentragoes.

Como controle negativo foi utilizado solugédo de DMSO 1,0 % em solugéo

salina.
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TABELA 5 - DILUIGOES PARA UTILIZADAS PARA AS CONCENTRAGOES DAS AMOSTRAS
ANALISADAS NO ENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE A. salina

Concentracao (ug/mL) Volume Solugéo Estoque (uL) Volume Solugdo Salina (uL)
1000 5000 -
750 3750 1250
500 2500 2500
250 1250 3750
100 500 4500
50 250 4750
10 50 4950

FONTE: O autor (2022).

3.7.3.4 Avaliagao da toxicidade

Foram transferidos 10 nauplios de A. salina para frascos de penicilina
contendo o volume de 5,0 mL para cada concentragdo preparada das amostras, em
quintuplicata. Apds 24 horas em local aberto e temperatura ambiente foram realizadas

as contagens de nauplios mortos e vivos.

3.7.3.5 Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados foram analisados através do programa estatistico SPSS
Software, versdo 23.0. A determinagao dos valores de CLso foram realizadas pelo
método probit (FINNEY, 1971), com intervalo de confianga de 95% e valores de X2

Resultados de CLso maiores que 1000 pg/mL indicam nado toxicidade das

amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

4.1.1 Teor de umidade e cinzas totais de galhos e folhas

Os resultados para o teor de umidade para as amostras de galhos e folhas

secas e trituradas da espécie Senegalia nitidifolia estdo descritos na tabela 6.

TABELA 6 - RESULTADOS DA DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE E CINZAS TOTAIS PARA
GALHOS E FOLHAS

Amostra Umidade (%) Cinzas totais (%)
Galhos 6,13% 3,37%
Folhas 6,00% 7,43%

FONTE: O autor (2021).

As amostras vegetais secas e ftrituradas de folhas de S. nitidifolia
apresentaram um teor de umidade de 6,0% e teor de cinzas totais igual a 7,43%,
enquanto as amostras de galhos secos e triturados apresentaram teor de umidade de
6,13% e de cinzas 3,37%.

4.2 SCREENING POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Os resultados obtidos nas analises preliminares para caracterizagao de

grupos fitoquimicos presentes na espécie estao apresentados na tabela 7.
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TABELA 7 - RESULTADO DAS ANALISE PRELIMINARES PARA GRUPOS FITOQUIMICOS POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Esteroides/Triter

Alcaloides Taninos Flavonoides penos Cumarinas Antraquinonas lIridoides

Amostra

HAF + + + - - - -
FHF - - - + - - -
FCF + - + - - - -
FAF - - + - - - -
HAG + + + - - - -
FHG - - - + - - -
FCG - - + - - - -
FAG - - + - - - -

FONTE: O autor (2021).

LEGENDA: HAF) Hidroalcodlico de folhas; FHF) Fragdo hexano de folhas; FCF) Fragao cloroférmio de
folhas; FAF) Fragao acetato de etila de folhas; HAG) Hidroalcoolico de galhos; FHG) Fragao hexano de
galhos; FCG) Fracgao cloroférmio de galhos e FAG) Fracédo acetato de etila de galhos.

FIGURA 20 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA PARA ALCALOIDES

FONTE: O autor (2021).
LEGENDA: F) Folhas e G) Galhos.

Os resultados obtidos na andlise de alcaloides por CCD (figura 20) confirmou
a presencga de alcaloides com reacao positiva para o reagente de Dragendorff, porém
a fase movel demonstrou n&o ser a ideal para a separacéo dos compostos analisados.
Na literatura atualmente ja existem relatos da presenca de alcaloides

adrenérgicos como N-metil-beta-fenetilamina, N-metiltiramina, beta-fenetilamina
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(Camp e Lyman, 1956; Camp e Norvell, 1966; Camp et al., 1965; Evans et al., 1977,
Forbes et al., 1995), sendo alguns desses considerados responsavel por efeitos
toxicos em cabras e ovelhas (FORBES et al., 1995; CLEMENT et al., 1997).

FIGURA 21 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA PARA TANINOS

s i .
FONTE: O autor (2021).
LEGENDA: F) Folhas e G) Galhos.

Na analise de CCD para taninos (figura 21) foi revelada a presencga de taninos
condensados nas folhas e galhos, observada apenas na fracdo hidroalcodlica. A
reagao com cloreto férrico 1% permite diferenciar taninos condensados de taninos
hidrolisados pela coloragao das bandas apds a revelagao.

Os compostos secundarios mais relatados em estudos de espécies do género
sdo os taninos condensados, espécies como S. seyal apresentam em média 13,3%
de taninos na casca de S. melifera 19,3%. A espécie de maior quantidade de taninos
ja descrita no género é a S. senegal com 25,1% (MUGEDO; WATERMAN, 1992).

Os principais compostos encontrados em estudos até o momento sédo as
proantocianidinas e constituem um importante produto comercial, sendo considerado

um alimento importante na dieta animal (SMITH et al., 2001).
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FIGURA 22 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA PARA FLAVONOIDES

HIDROALCOOLICO HEXANO CLOROFORMIO ACETATO DE
ETILA

FONTE: O autor (2021).
LEGENDA: F) Folhas e G) Galhos.

A presenca de flavonoides foi detectada nas amostras vegetais de folhas e
galhos (figura 22), sendo negativa para apenas na fracdo hexano, isso pode ser
explicado pela caracteristica dos flavonoides, pois sdo compostos fendlicos de alta
polaridade e ndo possuem afinidade com o hexano, um solvente de baixa polaridade.

As amostras de folhas apresentaram um numero maior de bandas, com
coloracao e Rf diferentes, pelo menos cinco compostos desse grupo podem ser
observados pela revelagdo com reagente de NEU ao ser exposto a radiagdo UVb.
Comparando os valores de Rf e as coloragdes das bandas com dados encontrados
na literatura, assim como informacdes obtidas na revisao de literatura de espécies do
género, é possivel supor que os flavonoides presentes na planta sdo pertencentes ao
grupo das catequinas por ser o composto flavonico mais descrito no género (MALAN,

1991), sendo necessario mais estudos para caracterizagdo destes compostos.
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—
FONTE: O autor (2021).
LEGENDA: F) Folhas e G) Galhos.

A CCD para esteroides e triterpenos (figura 23) apresentou resultados
positivos para as amostras vegetais, sendo detectada apenas na fracdo hexano.
Compostos de caracteristicas esteroidais possuem baixa polaridade, e assim, sao
facilmente extraidos por solventes organicos como hexano ou éter de petréleo. A
reacdo com vanilina sulfurica 1% revelou diversas bandas com diferentes Rfs
demonstrando a presenca de diversos compostos destes grupos.

As bandas que nao sofreram deslocamento com a acédo da fase movel
utilizada podem estar relacionadas com compostos saponinicos, pois também reagem
com o revelador utilizado, porém, como a fase movel utilizada foi direcionada a
compostos de baixa polaridade nao deslocam compostos de alta polaridade como as
saponinas.

Fitoesterdis ja relatados em uma série de espécies do género sao
espinasterol, estigmastenol, estigmasterol e beta-sitosterol (CLARK-LEWIS; DAINIS,
1967). Ja foram avaliadas atividades antitumorais de uma variedade de triterpenos
presentes em espécies de Senegalia (HARIDAS et al., 2001; HARIAUSEK et al.,
2001).
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4.3 EXTRATOS BRUTOS E SUAS FRACOES

4.3.1 Caracteristicas dos extratos brutos e suas fracdes soélidas

Os extratos e suas fragdes apds serem secos apresentaram aspectos fisicos
caracteristicos, para os extratos de folhas o extrato bruto demonstrou coloracao
castanho escuro e textura viscosa (figura 24 a), a fragdo hexano coloragdo verde
escuro e aspecto de graxa (figura 24 b), a fragao cloroférmio apresentou coloragao
idéntica ao extrato bruto com maior fluidez, demonstrando reter agua na sua mistura
(figura 24 c), a fragédo acetato de etila teve a coloragdo castanho claro e a mais rigida
(figura 24 d), sendo quebradica e a fragdo remanescente de coloragdo mais escura
que o extrato bruto, sendo também levemente fluidica.

O extrato bruto de galhos também apresentou coloragdo castanho escuro e
viscoso (figura 24 f), a fragdo hexano com coloragao verde escura e aspecto de cera
(figura 24 g), fracao cloroférmio muito semelhante ao extrato bruto (figura 24 h), fragcao
acetato de etila dos galhos e a fragcdo remanescente demonstraram as mesmas

caracteristicas das respectivas fracoes das folhas (figura 24 i e j).

FIGURA 24 - CARACTERISTICAS DOS EXTRATOS BRUTOS DE FOLHAS E GALHOS E SUAS
FRACOES ORGANICAS SECOS

4 '%l

LEGENDA: A) EBF; B) FHF; C) FCF; D) FAF; E) FRF; F) EBG; G) FHG; H) FCG; I) FAG e J) FRG.

FONTE: O autor (2022).
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4.3.2 Calculo de rendimento dos extratos brutos

Os extratos brutos resultantes do processo apresentaram um volume de
6800,0 mL para amostra de folhas e 5100,0 mL para amostra de galhos, os extratos
foram homogeneizados e avaliados os valores de teor de sdlidos, sendo de 2,05%
para o extrato de folhas e 1,25% para o extrato de galhos.

Partindo dos valores de volume e teor de sodlidos foi possivel calcular o
rendimento do processo de extracdo, sendo de 21,18% para o extrato bruto de folhas
e 5,61% para o extrato bruto de galhos. Os resultados estdo apresentados na tabela
8.

TABELA 8 - RESULTADO DOS CALCULOS ~DE RENDIMENTO DOS EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS DE FOLHAS E GALHOS DA ESPECIE Senegalia nitidifolia

Amostra Droga vegetal Volume extrato bruto Teor de sélidos Rendimento

vegetal (9) (mL) (% m/v) (% m/m)

Folhas 658,2 6800,0 2,05 21,18

Galhos 1136,0 5100,0 1,25 5,61

FONTE: O autor (2021).

4.3.3 Calculo de rendimento do processo de particionamento

Apos separagao de parte dos extratos brutos (referente a 3,0 g de solido)
destinada a analises posteriores, os extratos foram submetidos ao processo de
fracionamento por particado liquido-liquido em solventes de diferentes polaridades,
obtendo as fracbes hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente
hidroalcodlico. As fracdes foram levadas a secura e com a massa resultante de extrato
seco de cada uma, foi possivel calcular o rendimento do processo e a proporcéo de
extrato equivalente a droga vegetal.

As fracdes cloroformio e remanescente das folhas resultaram em um extrato
fluidico, com reteng¢ao de agua. Para que os valores calculados pudessem representar
0 mais préoximo da realidade estas fragdes tiveram aliquotas submetidas a uma
pequena analise de teor de umidade em triplicata para ser desconsiderado o valor
correspondente a quantidade de liquido retido.

Os resultados dos calculos estdo apresentados na tabela 9 e 10.
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TABELA 9 - RESULTADO DOS CALCULOS DE RENDIMENTO DAS FRACOES DE EXTRATO DE
FOLHAS DA ESPECIE Senegalia nitidifolia EM RELACAO AO EXTRATO BRUTO

Fracao Extrato liquido (mL) Extrato seco (g) Droga vegetal (g) Rendimento (% m/m)
EBF 146,3400 3,0000 14,1650 2,15
FHF 521,0192 10,6810 50,4297 7,66
FCF 1053,4285 21,5955 101,9667 15,48
FAF 222,4417 4,5601 21,5302 3,27
FRF 4828,4249 98,9837 467,3677 70,94
Total 6771,6500 138,8203 655,4592 99,48

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: EBF) Extrato bruto de folhas; FHF) Fracdo hexano de folhas; FCF) Fracao cloroférmio de
folhas; FAF) Fracao acetato de etila de folhas e FRF) Fragdo remanescente de folhas.

TABELA 10 - RESULTADO DOS CALCULOS DE RENDIMENTO DAS FRACOES DE EXTRATO DE
GALHOS DA ESPECIE Senegalia nitidifolia EM RELACAO AO EXTRATO BRUTO

Fracao Extrato liquido (mL) Extrato seco (g) Droga vegetal (g) Rendimento (% m/m)
EBG 240,0000 3,0000 53,4759 4,71

FHG 668,5200 8,3565 148,9572 13,11

FCG 772,6000 9,6575 172,1480 15,15

FAG 169,3440 2,168 37,7326 3,32

FRG 3223,4400 40,2930 718,5490 63,22

Total 5073,9090 63,4238 1130,5490 99,52

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: EBG) Extrato bruto de galhos; FHG) Fragdo hexano de galhos; FCG) Fragéo cloroférmio
de galhos; FAG) Fragao acetato de etila de galhos e FRG) Fragdo remanescente de galhos.

O processo de extragdao e particionamento resultou em um rendimento de
99,48% para as folhas e 99,52% para os galhos, sendo a perda de material durante o

procedimento de 0,52% na extragado das folhas e 0,48% na extracdo dos galhos.
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4.4 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS

4.4.1 Composto FHG-08

Ao realizar as analises cromatograficas no screening fitoquimico foi observada
a presenca de uma banda presente apenas na fracdo hexano da amostra vegetal de
galhos (figura 25), voltando a atenc&o do estudo quimico para esta banda em
especifico, a partir da separagao dos compostos presentes na fragdo hexano dos
galhos (FHG) na coluna cromatografica (figura 26) e CCD, foi possivel localizar e isolar

um composto, sendo este denominado de FHG-08, como demonstrado na figura 26.

FIGURA 25 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA REVELANDO A PRESENCA DA
BANDA FHG-08 NA FRACAO HEXANO DOS GALHOS

HIDROALCOOLICO HEXANO CLOROFORMIO ACETATO DE ETILA
e

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: a) Banda de interesse; FHG-08; F) Folhas; R) Raizes; G) Galhos; FM-1: Acetato de
etila:acido féormico:acido acético glacial:agua (100:11:11:27); FM-2: Tolueno:acetato de etila (96:04).



63

FIGURA 26 - FRACAO FHG-08 EM PROCESSO DE CRISTALIZACAO E CCD DE CONFIRMAGAO

FONTE: O autor (2022).

NOTA: Fase mével utilizada = Tolueno : acetato de etila (96:04).

LEGENDA: 1) CCD da fragdo FHG antes da separacgao por coluna cromatografica; 2) Fragdo numero
08 da separagao de bandas da fragdo FHG por coluna cromatografica com precipitagéo de cristais e 3)
CCD confirmando presenga da banda FHG-08.

A fragao isolada cristalizou rapidamente com a evaporacdo do solvente,
formando precipitados cristalinos no fundo do frasco, com isso foi possivel separar o
composto purificado e encaminhar para analise de RMN de 'H e **C no Laboratorio de
Ressonancia Magnética Nuclear no Departamento de Quimica da UFPR.

Os resultados apresentados nos espectrogramas obtidos (figura 27, 28 e 29)
foram analisados e comparados com dados da literatura, a fim de caracterizar o
composto isolado. A tabela 11 mostra a relagao dos valores de sinais obtidos em RMN

para o composto isolado com dados da literatura.
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FIGURA 27 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO ISOLADO FHG-08
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FONTE: O autor (2022).

FIGURA 28 - ESPECTRO DE RMN DE "*C DO COMPOSTO ISOLADO FHG-08
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FONTE: O autor (2022).
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FIGURA 29 - ESPECTRO DE RMN DE "*C (AMPLIADO) DO COMPOSTO ISOLADO FHG-08
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FONTE: O autor (2022).

4.4.1.1 Identificagdo do composto FGH-08 por ressonancia magnética nuclear
(RMN)

TABELA 11 - VALORES DE DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN **C PARA O COMPOSTO
ISOLADO FHG-08 COMPARADOS A DADOS DA LITERATURA PARA FRIEDELINA (CONTINUA)

FHG-08 Referéncia R?feréncia
3C (friedelina) (KROGH, 1996) (ARAGAO et al., 1990)
1 (CH2) 22,27 22,3 22,7
2 (CH2) 41,51 41,5 41,8
3(C) 213,29 213,2 213,0
4 (CH) 58,46 58,2 58,2
5 (CH) 42,14 42,1 42,8
6 (CH2) 41,28 41,3 41,2
7 (CH2) 18,23 18,2 18,3
8 (CH) 53,10 53,1 53,2
9(C) 37,43 374 37,8
10 (CH) 59,47 59,4 59,5
11 (CH2) 35,61 35,6 35,2

12 (CH2) 30,49 30,5 32,4
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TABELA 11 - VALORES DE DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN *C PARA O COMPOSTO
ISOLADO FHG-08 COMPARADOS A DADOS DA LITERATURA PARA FRIEDELINA (CONCLUSAO)

13 (C)
14 (C)

15 (CH2)
16 (CH2)
17 (C)

18 (CH)
19 (CH2)
20 (C)

21 (CH2)
22 (CH2)
23 (CHs)
24 (CHs)
25 (CHa)
26 (CHa)
27 (CHs)
28 (CHs)
29 (CHa)
30 (CHs)

39,68
38,28
32,41
36,00
29,98
42,78
35,33
28,15
32,76
39,24
6,81
14,64
17,93
20,27
18,65
32,07
35,01
31,77

39,7
38,3
32,4
36,0
30,0
42,8
35,3
28,1
32,7
39,2
6,8
14,6
17,9
20,2
18,6
32,1
35,0
31,8

38,2
39,7
30,6
36,1
30,0
42,9
35,3
28,2
32,9
39,3
6,8
14,1
18,2
20,1
18,6
32,1
35,0
31,8

FONTE: O autor (2022).

Os espectros de RMN apresentados na tabela 11 permitiram identificar

sinais que revelam a presencga de carbonos quaternarios (C), terciarios (CH),

secundarios (CH2) e primarios (CH3). A absorcao na faixa de 213,0 ppm é referente

ao carbono C3 da carbonila presente no composto quimico e representa uma das

principais caracteristicas moleculares do composto isolado. A comparacéo dos

resultados de RMN de "*C com os encontrados na literatura levaram a conclusao de

que a substancia isolada FHG-08 se trata do triterpeno pentaciclico friedelina (figura
30) (ARAGAO et al., 1990).
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FIGURA 30 - ESTRUTURA QUIMICA DO 3-OXO-FRIEDELANO
29 30
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FONTE: O autor (2022).

A formacgao do cristal de friedelina demonstrou formagao em agulhas e
incolor.

Pesquisa realizada por Ferro (2016) demonstrou a inibicdo do edema
induzido por carragenina em camundongos Swiss machos e fémeas em doses de
friedelina de 10,0 mg/kg, com inibicdo da formagao de edema apds 2 h da
administragao de forma semelhante a indometacina, antiinflamatoério utilizado como
farmaco de referéncia no estudo, apresentando mesma dose e tempo de resposta.
Também avaliada a acao antiinflamatéria de friedelina frente a indugao de edema
pelos mediadores de inflamagao serotonina, histamina e PGE-2 em camundongos
Swiss, observando a reduc¢ao da formagao de edema 60 minutos apos a
administragao de 10,0 mg/kg de friedelina apenas para os testes frente a histamina e
PGE2, nao demonstrando redug¢ao na analise induzida por serotonina.

Neste mesmo estudo foi avaliada a agao da friedelina na resposta
inflamatdria de pleurisia induzida por LPS, sendo verificado a redugao no fluxo
leucdcitos e neutrofilos em todas as doses testadas (1, 10 e 50 mg/kg) comparadas
ao efeito antiinflamatério de dexametasona (2,5 mg/kg).

Foi observada a redugao do numero de neutrofilos aderidos as células
endoteliais comparados ao controle utilizado (fucoidina) e a redugcédo da quimiotaxia
de neutrdéfilos comparados ao antiinflamatério dexametasona, a redugéo de

qguimiotaxia causada por friedelina também foi comprovada por microscopia. Na
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avaliacao do efeito de friedelina na quantificacdo de citocinas presentes no processo
de pleurisia, observou-se que doses de friedelina a 50,0 mg/kg reduziu os niveis de
todos os mediadores avaliados (IL-6, IL-1beta, CXCL2 e CXCL1) (FERRO, 2016).

4.4 1.2 Biossintese dos triterpenos friedelanicos

FIGURA 31 - BIOTRANSFORMAGAO DE 2,3-EPOXIESQUALENO A FRIEDELINA
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FONTE: Corsino et al. (2000).
NOTA: OSCs = Oxidoesqualeno ciclase.

Foi descrito por Corsino e colaboradores (2000) a biotransformacédo de
triterpenos através da ciclizagdo do 2,3-epoxiesqualeno (figura 31). Este estudo
demonstrou a formacao de friedelina em folhas de Maytenus ilicifolia (espinheira-
santa).

Em 2010, Wang et al. realizou um estudo sobre a biossintese de terpenos pela
expressdo da enzima oxidoesqualeno cintase (OSC) de Kalanchoe daigremontiana
em Saccharomyces cerevisiae, esquematizando os precursores formados nos
rearranjos catalisados pelas enzimas OSCs (figura 32).

As propriedades farmacoldgicas ja descritas para os compostos da classe
friedelano  incluem  antihipertensivo,  antinociceptivo, antiedematogénico,
vasorelaxante e antimicrobianos. (JIAO et al., 2007; ANTONISAMY et al., 2011; SUNIL
et al., 2013; CHINSEMBU, 2016).
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FIGURA 32 - SEQUENCIA DE REARRANJOS E TRITERPENOS FORMADOS NA CICLIZAGAO

CATALISADA POR OSCs
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FONTE: Wang et al. (2010).



70

4.4.2 Polifendis totais e flavonoides totais

Compostos fendlicos sao considerados os principais compostos responsaveis
pela atividade antioxidante de drogas vegetais (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBYLIA,
2002).

O ensaio de Folin-Ciocalteu ¢ um dos métodos mais utilizados para
doseamento de fendis totais, sendo geralmente aplicado em estudos junto com
métodos baseados na transferéncia de eletros, mostrando uma correlagao entre os
compostos fendlicos e a atividade antioxidante (SINGLETON et al. 1999).

Caracteriza-se por uma mistura de acidos fosfotunguistico e fosfomolibidicos
em meio basico (coloragao amarela). Os compostos fendlicos presentes na amostra
sao oxidados formando O2 que reage com os acidos formando compostos que levam
a alteracao de cor. A determinacao de fendis é frequentemente apresentada em
equivalente a acido galico (SINGLETON et al. 1999).

Os resultados das analises de polifendis e flavonoides totais estéao
apresentados na tabela 12 e no grafico 1. As amostras vegetais de galhos
apresentaram valores superiores as amostras de folhas, com destaque para as
fragdes acetato de etila (100,37 mgEAG/g + 0,90 para galhos e 69,81 mgEAG/g £ 0,60

para folhas).
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TABELA 12- TEOR DE POLIFENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS BRUTOS E
FRACOES ORGANICAS DE FOLHAS E GALHOS DE Senegalia nitidifolia

Polifendis totais Flavonoides totais

Amostra (mg EAG/g) + DP (mg ECAT/g) + DP
EBF 33,48 (x0,77) g 23,73 (£ 0,13) e
FHF 13,51 (£ 0,27) i 12,88 (+ 0,90) f
FCF 31,95 (£ 0,07) h 23,65 (£ 0,36) e
FAF 69,81 (£ 0,60) c 50,00 (£ 0,34) b
FRF 41,88 (£ 0,49) e 31,03 (£ 0,50) c
EBG 36,43 (£ 0,37) f 27,01 (£ 0,68)d
FHG 13,45 (£ 0,46) i 14,00 (£ 0,34) f
FCG 74,37 (£ 0,21) b 48,40 (£ 0,73) b
FAG 100,37 (£ 0,90) a 107,44 (£ 0,70) a
FRG 56,86 (+ 0,45) d 24,40 (£ 0,84)e

FONTE: O autor (2022).

NOTA: Médias seguidas das mesmas letras e niumeros na mesma coluna néo diferem entre si pelo

Teste de Tukey (p < 0,05).
LEGENDA: EBF) Extrato bruto de folhas; FHF) Fragcao hexano de folhas; FCF) Fragao cloroférmio de

folhas; FAF) Fragédo acetato de etila de folhas; FRF) Fracdo remanescente de folhas; EBG) Extrato

bruto de galhos; FHG) Fragdo hexano de galhos; FCG) Fracao cloroférmio de galhos; FAG) Fragao
acetato de etila de galhos; FRG) Fragdo remanescente de galhos

GRAFICO 1 - RESULTADO DOSEAMENTO DE POLIFENOIS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Polifenodis Totais
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FONTE: O autor (2022).

LEGENDA: EBF) Extrato bruto de folhas; FHF) Fracao hexano de folhas; FCF) Fragao cloroférmio de
folhas; FAF) Fragédo acetato de etila de folhas; FRF) Fragdo remanescente de folhas; EBG) Extrato
bruto de galhos; FHG) Fragcdo hexano de galhos; FCG) Fracéo cloroférmio de galhos; FAG) Fragao
acetato de etila de galhos; FRG) Fragéo remanescente de galhos.
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4.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.5.1 Propriedades antioxidantes

Os valores obtidos nos ensaios para avaliagao das propriedades antioxidantes
estdo descritos na tabela 13 e grafico 2, apresentados como mg equivalente ao Trolox
por grama de extrato (mgTEAC/Qg).

As fragcdes acetato de etila demonstraram maior presenga de compostos
polifendlicos e flavonoides. As fragdes hexano ndo demonstraram acao antioxidante

significativa, provavelmente pela baixa concentragéo destes compostos.
4.5.1.1 Captura do radical DPPH

A maior inibicao de radical DPPH foi apresentada pela fragao acetato de etila
dos galhos (595,00 mMoITEAC/g + 3,00), seguindo da fragdo acetato de etila das
folhas (399,65 mMoITEAC/g * 3,68).
4.5.1.2 Captura do radical ABTS

Os maiores resultados apresentados para inibicao de radicais ABTS foram
demonstrados pela fragdo acetato de etila dos galhos (284,95 mMoITEAC/g + 2,68)
seguido da fragao acetato de etila de folhas (190,76 mMoITEAC/g £ 0,93).
4.5.1.3 Capacidade de reducéo de ferro (FRAP)

Os resultados para as analises de capacidade de reducao de ferro tiveram

como destaque a fracao acetato de etila de galhos (1107,02 mMoITEAC/g £ 11,62) e
a fragao cloroférmio de galhos (712,78 mMolTEAC/g £ 10,91).



73

TABELA 13 - RESULTADOS DOS ENSAIOS DE CAPACIDADE DE CAPTURA DOS RADICAIS DPPH
E ABTS E PODER DE REDUCAO DE FERRO (FRAP)

Amostra

DPPH

EBF
FHF
FCF
FAF
FRF
EBG
FHG
FCG
FAG
FRG

268,25 (+ 5,32) d
198,42 (¢ 2,10) f
399,65 (+ 3,68) b
195,21 (+ 2,08) g
176,51 (+ 1,24) h
387,03 (+ 3,54) ¢
595,00 (+ 3,00) a
216,13 (+ 3,90) e

ABTS FRAP
(mMol TEAC/g) £+ DP (mMol TEAC/g) tDP (mMol TEAC/g) £ DP
43,31 (£ 1,21) h 213,57 (x3,4) g
62,70 (+ 1,006) f 256,34 (+2,08) e

190,76 (+ 0,93) b 675,27 (+ 2,30) ¢
97,98 (+ 1,28) d 286,55 (+ 3,15) d
56,21 (+ 1,68) g 242,88 (+ 3,61) f
165,54 (£2,07)c 712,78 (+10,91) b
284,95 (+2,68)a  1107,02 (+ 11,62) a
86,97 (+ 2,95) e 193,92 (+2,79) h

FONTE: O autor (2022).

NOTA: Médias seguidas das mesmas letras e nimeros na mesma coluna nao diferem entre si pelo

Teste de Tukey (p < 0,05).

LEGENDA: EBF) Extrato bruto de folhas; FHF) Fracdo hexano de folhas; FCF) Fracao cloroférmio de
folhas; FAF) Fracdo acetato de etila de folhas; FRF) Fragao remanescente de folhas; EBG) Extrato
bruto de galhos; FHG) Fracao hexano de galhos; FCG) Fracao cloroférmio de galhos; FAG) Fragao
acetato de etila de galhos; FRG) Fragdo remanescente de galhos.



74

GRAFICO 2 — RESULTADOS DOS ENSAIOS DPPH, ABTS E FRAP DE EXTRATOS DE FOLHAS E
GALHOS DE Senegalia nitidifolia
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FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: EBF) Extrato bruto de folhas; FHF) Fragcao hexano de folhas; FCF) Fragao cloroférmio de
folhas; FAF) Fragdo acetato de etila de folhas; FRF) Fracdo remanescente de folhas; EBG) Extrato

bruto de galhos; FHG) Fracdo hexano de galhos; FCG) Fracao cloroférmio de galhos; FAG) Fracao
acetato de etila de galhos; FRG) Fracdo remanescente de galhos.

4.5.2 Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos na avaliagdo das atividades antimicrobianas pelo
método de Concentragdo inibitéria minima sao representados em pg/mL e estdo

descritos a seguir.
O extrato bruto e fragdes do extrato de galhos ndo apresentaram nenhuma

agao antimicrobiana contra os microrganismos testados.
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4.5.2.1 Concentragao inibitéria minima (CIM)

TABELA 14 - RESULTADOS DA DETERMINAGAO DA CONCENTRAQAQ INIBITORIA MINIMA DO
EXTRATO BRUTO E FRACOES DAS FOLHAS DE S. nitidifolia FRENTE AS CEPAS BACTERIANAS
TESTADAS

Concentracao inibitéria minima (ug/mL)

Amostras S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa
EBF 125 1000 - -

FHF - - - -

FCF 125 500 1000 500

FAF 62,5 500 1000 1000
FRF 125 500 1000 -

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: EBF) Extrato bruto de folhas; FHF) Fragao hexano de folhas; FCF) Fragao cloroférmio de
folhas; FAF) Fragao acetato de etila de folhas e FRF) Fragdo remanescente de folhas.

O extrato bruto de folhas apresentou atividade apenas contra S. aureus e E.
faecalis, com 125,0 yg/mL para inibicdo de S. aureus e 1000 pg/mL para E. faecalis.
A fragao de cloroférmio do extrato de folhas apresentou agao contra S. aureus (125,0
pug/mL), E. faecalis (500 pug/mL), E. coli (1000 ug/mL) e P. aeruginosa (500 ug/mL). Ja
a fragédo acetato de etila demonstrou atividade inibitoria no crescimento de S. aureus
(62,5 ug/mL), E. faecalis (500,0 pg/mL), E. coli (1000,0 ug/mL) e P. aeruginosa (1000,0
pMg/mL). A fragdo remanescente demonstrou agao contra S. aureus (125,0 uyg/mL), E.
faecalis (500,0 ug/mL) e E. coli (1000,0 uyg/mL). A fragdo hexano das folhas nao
apresentou atividade frente a nenhum dos microrganismos testados (tabela 14 e 15).

De acordo com a classificagado de Pessini et al. (2003) a fragdo acetato de
etila das folhas apresentaram resultado considerado S. aureus FCF como bom e
moderado para EBF, FCF e FRF. Contra E. faecalis a atividade de FCF, FAF e FRF

foi considerada fraca e inativa para EBF.
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TABELA 15 - RESULTADOS DA DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO BACTERICIDA MINIMA DO
EXTRATO BRUTO E FRACOES DAS FOLHAS DE S. nitidifolia FRENTE AS CEPAS BACTERIANAS
TESTADAS

Concentragéo bactericida minima (pg/mL)

Amostras S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa
EBF 250 - - -

FHF - - - -

FCF 250 500 1000 500

FAF 250 1000 1000 -

FRF 250 - - -

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: EBF) Extrato bruto de folhas; FHF) Fracdo hexano de folhas; FCF) Frag&o cloroférmio de
folhas; FAF) Fracéo acetato de etila de folhas e FRF) Fracao remanescente de folhas.

Para um ensaio geral de atividade antimicrobiana € importante que os tipos
de bactérias testadas sejam variados em sua natureza morfoldgica e bioquimica, a fim
de verificar os grupos que podem ser sensiveis ou ndo ao agente antimicrobiano e
propor um possivel mecanismo de acgéo.

O conjunto de microrganismos utilizados deve conter bactérias de diferentes
classificagbes como gram positivas e gram negativas, cocos, bacilos, aerdbicos e

anaerobicos, assim como fungos leveduriformes e filamentosos.

4.5.3 Toxicidade frente Artemia salina

O ensaio de toxicidade preliminar utilizando microcrustaceos Artemia salina é
um bioensaio desenvolvido para avaliar a concentracao letal (CLso) em pesquisas com
produtos naturais em pg/mL. Esse método é aplicado em analises de residuos de
pesticidas, micotoxinas, niveis de poluicdo e componentes que comprometem o
ambiente marinho (MEYER et al., 1982).

Os resultados obtidos no bioensaio de toxicidade por A. salina estao

apresentados na tabela 16.
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TABELA 16 - RESULTADOS DA ANALISE DE TOXICIDADE PRELIMINAR PELO METODO
UTILIZANDO Artemia salina COM AS FRAGOES DOS EXTRATOS DE FOLHAS E GALHOS E SUAS

DILUICOES
Mortalidade/Concentragao Intervalo de
10 50 100 250 500 750 1000 CLso Confianca
Amostra  (ug/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) 95% (pg/mL)
EBF 0 1 0 2 0 3 2 >1000 -
FHF 0 1 0 0 0 0 0 >1000 -
FCF 0 0 0 0 0 0 3 >1000 -
FAF 1 0 1 2 0 2 1 >1000 -
FRF 0 1 0 0 2 1 4 >1000 -
EBG 0 0 2 5 7 11 14 >1000 -
FHG 0 1 2 2 3 5 14 >1000 -
FCG 0 3 1 4 2 2 1 >1000 -
FAG 1 1 0 0 1 3 23 >1000 -
FRG 1 1 1 0 0 0 1 >1000 -
Branco 0 0 0 0 0 0 0 >1000 -
374,55 -
Quinidina 2 8 8 15 26 27 35 510,36 751,96

FONTE: O autor (2022).

LEGENDA: EBF) Extrato bruto de folhas; FHF) Fracao hexano de folhas; FCF) Fragao cloroférmio de
folhas; FAF) Fragédo acetato de etila de folhas; FRF) Fragdo remanescente de folhas; EBG) Extrato
bruto de galhos; FHG) Fracdo hexano de galhos; FCG) Fragao cloroférmio de galhos; FAG) Fragao

acetato de etila de galhos; FRG) Fragado remanescente de galhos.

De acordo com Meyer et al. (1982), apenas amostras com o resultado inferior

a 1000 pg/mL para CLso frente a A. salina podem representar uma atividade toxica.

Nenhuma amostra apresentou CLso inferior a 1000 pg/mL, sendo assim, a

espécie Senegalia nitidifolia ndao possui uma atividade téxica considerando este

método.

A auséncia de atividade toxica na espécie demonstrada neste ensaio supode

que o uso desta planta por seres humanos pode nao representar riscos a saude,

sendo necessario mais estudos para confirmar essa hipétese.
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5 CONCLUSAO

As amostras vegetais de folhas e galhos da espécie Senegalia nitidifolia
coletadas no Capado do CIFLOMA, no Campus Jardim Botanico da Universidade
Federal do Parana passaram por processo de estabilizagdo, extracao,
particionamento e submetidas a analises que resultaram em dados que contribuem
com o desenvolvimento cientifico, possibilitando conhecer melhor o perfil fitoquimico
e as atividades bioldgicas da espécie estudada.

Foi possivel identificar a substancia friedelina, composto inédito em estudos
das espécies do género. Suas atividades biolégicas demonstraram bom desempenho
como antioxidante e antimicrobiano. A analise de toxicidade preliminar por A. salina
indica um grau de segurancga no uso desta planta.

Os resultados do screening fitoquimico revelou compostos secundarios de
interesse que direcionam estudos futuros com o intuito de melhor descrever a

composi¢cao quimica presente pela espécie Senegalia nitidifolia.
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