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Resumo 

 

 

O bioma Caatinga é hoje um dos três principais ecossistemas da América do Sul, 

representando uma fonte potencial para a busca de novas moléculas. Dentre essas 

moléculas, encontram-se aquelas com atividade antioxidante que auxiliam no 

combate aos radicais livres, reduzindo o estresse oxidativo. A literatura evidencia que 

os antioxidantes presentes no mercado são de origem sintética e há uma série de 

efeitos tóxicos causados por seu uso prolongado, o que estimula a busca por novos 

produtos de origem natural. O trabalho investigou a atividade antioxidante de extratos 

metanólicos de três espécies vegetais encontradas no Bioma Caatinga: Abarema 

cochliacarpos (AC), Stryphnodendron pulcherrimum (SP) e Tanaecium xanthophyllum 

(TX) por metodologias in vitro: ensaio do DPPH, ABTS, fosfomolibdênio. Adicionalmente 

foi realizada as metodologias de FRAP e Poder Redutor, posteriormente a investigação 

fitoquímica dos extratos bem como dosagem do teor de fenóis e flavonóides totais com o 

intuito de apontar os possíveis compostos ativos responsáveis por tal atividade e, por fim, 

a análise por HPLC afim de qualificar e quantificar os fenóis presentes na amostra e a 

atividade citotóxica foi feita por atividades contra células HeLa e de hemácias humanas. 

A análise do perfil fitoquímico evidenciou a presença de saponinas, taninos e terpenóides 

e glicosídeo cardiôtonico, em todos os extratos, enquanto que pholataninos foram 

encontrados em AC e TC, antraquinona em TC, Alkaloide não foi encontrado em nenhum 

dos extratos. As dosagens de fenóis totais e flavonóides dos extratos variaram de 97.13 

a 112,39 (mg EAG. g 
1
 extrato) e 23,54 a 28,96 (mg EQ. g 

1
 extrato), respectivamente. 

Os valores de CI50 da atividade sequestradora de radicais DPPH variaram de 0,457 a 

1,162 µg/mL. A CI50 de sequestro de radicais ABTS variou de 244,2 a 281,1 e a 

porcentagem da capacidade antioxidante total (%CAT) de 11,50 a 24,38 %. A atividade 

de redução do íon do ferro pelo método de FRAP ficou entre 477,78 e 850,89 µg/mL, e 

atividade de poder redutor indicou uma absorbância de 1.4 para o extrato SP seguido de 

1.1 e 0.89 dos extratos AC e TC onde obtiveram leituras próximas a absorbância do 

controle quercetina que foi 1.5. A atividade hemolítica de todos os extratos apresentaram 

hemólise abaixo de 3% o que indica que não obtiveram atividade citotóxica contra células 

humanas, a avaliação dos ensaios de atividade citotóxica contra células tumorais mostrou 

que os extratos não apresentam atividade contra células tumorais. No presente estudo 

evidenciou-se o papel chave dos compostos fenólicos na atividade antioxidante dos 

extratos estudados, e que os mesmos não apresentam citotoxicidade como os compostos 

já utilizados. Mais estudos são necessários para isolar esses compostos para melhor 

caracterizá-los, assim como a realização de testes de atividade antioxidante in vivo. 

 
Palavras Chave: Produtos Naturais, Caatinga, Atividade Antioxidante, Mimosoideae, 
Bignonieae 

 



 

 

 

 

Abstract 

 

 

The biome Caatinga is one of three main open ecosystems of South America, rep-

resenting an environment of potential source of new molecules. Among molecules 

characterized this biome presented antioxidant activity that helps to fight free radicals, 

reducing oxidative stress. Studies shown that the antioxidants present in the market are of 

synthetic origin, and large part is related to toxic effects caused by prolonged use. This 

fact driving the search for new natural products antioxidants. The present study investigate 

the antioxidant activity of methanol extracts of three species of plants found in the 

Caatinga: Abarema cochliocarpos (AC), Stryphnodendron pulcherrimum (SP) and 

Tanaecium xanthophyllum (TX), for in vitro methodologies: DPPH assay, ABTS, 

Fosfomolibdênio (capacity total antioxidant - CAT), the oxidation of ions by FRAP and The 

Power Reducing. Moreover, the phytochemical investigation of extracts and total phenols 

and flavonoids were measured by HPLC analysis and Folin Chateau, respec-tively. The 

cytotoxic effect of extracts was observed against tumor cells and erythrocytes of human. 

The phytochemical analysis revealed the presence of saponines, tannins, terpenoid and 

glicosides for all extracts, but only pholabatannis was found in CA and CT, and 

anthraquinone in CT. Finally, the presence of alkaloids was not evidenced in the extracts. 

Total phenols and flavonoids of extracts ranged from 97.13 to 112.39 (mg GAE. G-1 

extract) and 23.54 to 28.96 (mg EQ. G-1 extract), respectively. The IC50 values of DPPH 

radical scavenging activity ranged from 0.457 to 1.162 g / ml. For the radical sequestration 

ABTS, IC50 values ranger from 244.2 to 281.1, and the percentage of total antioxidant 

capacity (% CAT) from 11.50 to 24.38%. The iron ion reduction activity by FRAP method 

was between 477.78 and 850.89 mg / mL, and for reducing power activity indicated an 

absorbance of 1.4 by SP extract followed 1.1 and 0.89 by AC and CT extracts, 

respectively, the absorbance of quercetin control was 1.0. The cytotoxic analysis in human 

erythrocytes and against tumor cells revealed not cytotoxic action of extracts. Therefore 

the present study revealed a key role of phenolic compounds in the antioxidant activity of 

the extracts studied. Although, more studies are needed to isolate these compounds, to 

better characterize them, as well as the realization of antioxidant activities in vivo tests. 

 

Keywords: Natural products, Caatinga,  Antioxidant activity, Mimosoideae, Bignonieae
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1. Introdução 

 

O Domínio Caatinga abrange uma região semi-árida do Nordeste Brasileiro e 

constitui um dos principais ecossistemas da América do Sul, com cerca de 900.000 

km2, o que corresponde a aproximadamente 10% do território do Brasil (WERNECK, 

2011; BOMFIM, 2016). Por um longo período, a Caatinga foi classificada como região 

pobre na biodiversidade e endemismo de espécies, entretanto, estudos têm retificado 

esses equívocos, mostrando que a Caatinga abriga um biota muito rica e diversificada 

(LEAL; SILVA, 2003) (ALBUQUERQUE et al., 2007a), com altos níveis de espécies 

en-dêmicas e com características peculiares devido a adaptação às condições 

ambientais locais prevalentes como clima semiárido típico, intensa radiação solar, 

altas tempera-turas, baixa umidade e chuvas escassas (PASSOS; MESQUITA; 

BORGES-NOJOSA, 2016) (DPR, 2016). 

Apesar dessa diversidade, a maioria das regiões da Caatinga permanecem 

desconhecidas ou pouco pesquisadas. Apesar de sua ameaça contínua por 

atividades antropogênicas (LEAL et al., 2005), a Caatinga permanece negligenciada, 

com cerca de apenas 1% de sua área estando incluída em unidades de proteção 

completa de conservação (LEAL; SILVA, 2003). A Caatinga é também o ecossistema 

brasileiro menos investigado cientificamente (SILVA et al., 2012). 

Muitas espécies de plantas medicinais da Caatinga são amplamente 

conhecidas e utilizadas na medicina popular tradicional e para a produção comercial 

de produtos fitoterápicos, porém poucos estudos farmacológicos foram realizados 

para comprovar a sua eficácia . A investigação de espécies de planta da Caatinga 

com propriedades medicinais pode contribuir para a identificação de novos farmacos. 

Nesse contexto, a atividade antioxidante de produtos naturais tem sido investigada 

para avaliar seu poten-cial uso em estudos de condições relacionadas com o estresse 

oxidativo, como câncer, desordens autoimunes, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). 

Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J.W. Grimes, popularmente 

conhe-cida como “barbatimão”, é uma planta da família Fabaceae nativa do Brasil, 

ocorrendo predominantemente na Mata Atlântica e Caatinga (SILVA et al., 2010c). 

Análise fitoquí-mica do extrato metanólico de A. cochliacarpos permitiu a detecção de 

saponinas, catequinas, taninos, fenóis e antraquinonas (SILVA et al., 2009). Esta 
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espécie tem sido bastante utilizada na medicina popular para tratamento de úlceras 

externas e gástricas, inflamação e câncer (AGRA et al., 2008; SANTOS, 2008) . 

O gênero Stryphnodendron pertence à familia Fabaceae e subfamília 

Mimosoideae e é constituído de 48 espécies (RIBEIRO et al., 2015), incluindo 

Stryphnodendron pulcherrimum, chamado popularmente de barbatimão, 

jubarbatimão, juerana-branca, paricá, paricazinho e caubi. S. pulcherrimum tem um 

papel ecológico importante como atrativo de abelhas do grupo meliponina 

(MONTEIRO; RAMALHO, 2010). Estudos prévios de espécies de Stryphnodendron 

identificaram atividades antiulcerogênica, antioxidante, cicatrizante, antimicrobiana, e 

leishmanicida (LOPES et al., 2005; LUIZE et al., 2005; SOUZA et al., 2007a). 

A familia Bignoniaceae é predominantemente tropical, e inclui cerca de 80 

gêneros e 840 espécies de árvores, arbustos, cipós e lianas, dentre eles o gênero 

Tanaecium com 17 espécies. Os membros do gênero Tanaecium têm padrões de 

distribuição variável, que vão desde a América Central até a metade norte da América 

do Sul. A especie Tanaecium cyrtanthum é encontrada na floresta seca e vegetação 

da Caatinga na Bolivia, Paraguai, Brasil e Argentina. Espécies do gênero Tanaecium 

têm sido muito utilizadas no Brasil como inseticidas naturais (FAZOLIN et al., 2007). 

O objetivo deste trabalho foi analisar a composição fitoquímica e a 

citotoxicidade dos extratos metanólicos de três plantas endêmicas da Caatinga: A. 

cochliacarpos, S. pulcherrimum e T. cyrtanthum e avaliar a sua atividade antioxidante 

por diferentes métodos in vitro.
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2. Fundamentação Teórica 

2.1 Plantas Medicinais 

Os produtos naturais são utilizados pela humanidade desde tempos remotos. 

A busca por um tratamento de doenças, por meio da ingestão de ervas, foi uma das 

primeiras formas de utilização de plantas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). As plantas 

medicinais sempre foram de grande importância para o avanço de estudos na área da 

química e da medicina moderna, devido a diversos estudos relacionados a essas 

plantas, ocorreu a descoberta de diversos metabólitos expressivamente ativos, com 

variadas atividades biológicas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). 

Metabólitos secundários como terpenoides, alcaloides e fenois fazem parte da 

planta. E eles possuem diversas funções biológicas, como defesa contra herbivoria, 

atrativos para polinizadores, garantem a proteção contra raios ultravioleta(SILVA, 

2010). 

A Organização Mundial de Saúde estima que muitos países desenvolvidos tem 

uma considerável parcela da população exercendo a prática de medicina tradicional 

(World Health Organization, 2009). No Brasil existem diversas espécies de plantas 

que são utilizadas na pratica da medicina tradicional, muitas delas, cultivadas em 

casa, facilitando sua pratica (KUMATE, 1997), diante disso, a fitoterapia é vista como 

um suporte, sendo bastante praticada (KUMATE, 1997), diante disso, a fitoterapia é 

vista como um suporte, sendo bastante praticada. 

Os metabólitos expressos pelos vegetais que são utilizados pela população, 

mesmo que sem sua ação seja comprovada, por isso surge o interesse a verificação 

dos mecanismo de ação destes metabolitos (SILVA et al., 2010a). Nos últimos anos, 

a busca por plantas com atividades biológicas, como antioxidante e anticâncer, vem 

aumentando (SILVA et al., 2012) . 

A instrução da população sobre o potencial biotecnológico das espécies de 

plantas que os circundam, sejam elas medicinais ou não, torna-se ferramenta de 

conservação e recuperação de áreas degradadas, incentiva o desenvolvimento 

socioeconômico da população local, devido as atividades de uso da flora, 

complementando a renda e ampliando as perspectivas das gerações futuras, que 

poderão usufruir dos mesmos recursos (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010). 
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No semiárido brasileiro existe uma gama de plantas que são utilizadas como 

alternativa a medicamento (ALBUQUERQUE et al., 2007b). Estudos de plantas da 

Caatinga evidenciaram alto teor de compostos fenólicos em diversas espécies, 

sugerindo que parte da atividade terapêutica conhecida pela população está 

relacionada a presença desses compostos (ALMEIDA et al., 2005).  

2.2 Caatinga 

O Brasil, com território de aproximadamente 8.500.000 km2 possuí notória 

diversidade de clima, solo, fauna, flora e microbiota, possui posição de vanguarda na 

bioprospecção de substâncias bioativas, sendo o detentor do maior potencial em 

biodiversidade do mundo. Além disso, sua marcante diversidade cultural, resultante 

de seu processo de povoamento, permitiu a exploração de seus recursos naturais, em 

especial as plantas, de variadas formas para diversos fins (ALBUQUERQUE et al., 

2007b)(GIULIETTI et al., 2005). 

 
Figura 1 – Mapa de Distribuição da Vegetação da Caatinga no Brasil 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.. 



18 

 

 

 

A Caatinga, único ecossistema exclusivamente brasileiro, compreende uma 

área de aproximadamente 900.000 km², que abrange os estados do Piauí, Ceará, Rio 

Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais, 

chegando a ocupar 54% da região Nordeste e 10% das terras brasileiras (Figura 1) 

(ANDRADE et al., 2005). A Caatinga tem como características o potencial hídrico 

reduzido no solo, com acentuado período de estação seca, entre sete e dez meses. 

Sua flora nativa apresenta então caracteres anatômicos, morfológicos e funcionais 

especializados para a sobrevivência destas plantas às condições adversas de clima 

e solo (Figura 2) (DRUMOND et al., 2000). 

 

Figura 2 – Vegetação da Caatinga - Parna do Catimbau 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: SILVA, 2012 

Sobrevivência de plantas em ambientes adversos, ocasiona o aumento em 

sua síntese de produtos do metabolismo secundário. Onde estes metabólitos 

secundários não estão envolvidos em funções vitais das plantas, entretanto atuam 

diretamente nos mecanismo de defesa dos vegetais. Silva comprovou que esses 

metabolitos estão envolvidos nos efeitos biológicos dados as plantas medicinais 

(SILVA et al., 2012). 
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2.2.1 Tanaecium cythatum 

 

Dentre as espécies do gênero dos Tanaeciuns encontra-se a espécie 

Tanaecium cyrtanthum, que tem sua distribuição no Nordeste podendo ser encontrada 

nos estados do Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Bahia, 

Alagoas e Sergipe. 

Apesar de ainda não haver uma devida descrição sobre estudos de atividades 

antioxidantes realizados com o Tanaecium cyrtanthum, diversas espécies de 

bigniáce-aes tem comprovada atividade antioxidante (SOUZA et al., 2007b). 

 

2.2.2 Stryphnodendron pulcherrimum (Willd.) Hochr 

 

Pertencente a família Fabaceae, subfamília Mimosoideae, S. pulcherrimum 

planta que varia entre médio e grande porte, com altura entre 8 e 23 metros, 

geralmente tronco reto, copa aberta e pequena, sementes castanho-escuras, fruto tipo 

legume, folhas compostas bipinadas, flores de 0,5mm de comprimento, amarelo-

esverdeadas a alvo-amareladas (FIGURA 3) (LORENZI, 1998). É a espécie mais bem 

distribuida do gênero Stryphnodendron, conhecida também como favinha, ocorrendo 

em diver-sas áreas de Floresta tropical úmida nas partes brasileiras (Acre, Amapá, 

Amazonas, Mato Grosso, Pará, Roraima e Rondônia) e extrabrasileira (Suriname, 

Guiana, Guiana Francesa, Venezuela, Colômbia, Peru e Bolívia). De maneira não tão 

bem distribuída, também é encontrada em áreas de mata seca como na região da 

Caatinga (principal-mente em Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraíba) (SCALON, 

2007). 

Apesar dos poucos estudos sobre as espécies do gênero Stryphnodendron. A 

espécie do S. adstringens (Mart.) Coville (SANTOS et al., 2002) é bastante conhe-

cida por apresentar alta quantidade de taninos, aos quais são atribuídas as funções 

antimicrobiana e antioxidante (BARDAL, 2011). 
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Figura 3 – Stryphnodendron pulcherrimum (Willd.) Hochr 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: POPVKIN, 2010 

 

2.2.3 Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby&J.W.Grimes 

 

Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J.W.Grimes, conhecida também 

como “barbatimão”, “babatemão” e “barbatião” é destribuída na Mata Atlântica e na 

Caatinga, sendo encontrada em diversos estados brasileiros, como Espírito Santo 

Bahia, Paraíba e Pernambuco (OLIVEIRA et al., 2013). Ja tendo sido encontrada em 

locais com mais de 1.100 m de altura (SANTOS et al., 2002). Esta espécie da família 

Fabaceae é caracterizada pela inflorescência em capítulos sendo composta por cerca 

de 19.000 espécies (GIULIETTI et al., 2005). A espécie varia de pequeno a grande 

porte podendo chegar a 8 metros de altura, possui casca amarromzada na parte 

externa, folhas compostas, alongamentos globulares com inflorescência de cor 

amarelada. As cascas são utilizadas popularmente no preparo de infusões para o 

combate de processos infecciosos, anti-séptico, analgésico e contra lesões na pele, e 

possui comprovada ação no combate a úlcera gástrica (SILVA, 2006; IGANCI; 

MORIN, 2012; JOLY, 2002; SANTOS; FERREIRA; ROSSI-ALVA, 2007; SILVA et al., 

2010c) 

As plantas conhecidas como “barbatimão” são comumente espécies do gênero 

Stryphnodendron, entretanto outras espécies como Dimorphandra mollis e Abarema 

cochliacarpos (SILVA, 2006; SILVA et al., 2009) também são conhecidas como 

“barbati-mão” e são popularmente usado para tratar as mesmas doenças. Em muitos 

casos, produtos comerciais feitos com as cascas de Stryphnodendron adstringens são 
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adulteradas com estas outras espécies (SANTOS et al., 2002) devido a características 

botânicas em comum como indumentum dos ramos (IGANCI; MORIN, 2012). 

Estudos fitoquímicos detectaram a presença de diversos metabolitos secundá-

rios, como catequinas, fenóis e taninos em cascas Abarema C. (SILVA et al., 2009). 

As catequinas estão ligadas a presença de atividade antioxidante devido ao sequestro 

de radicais livres (SILVA et al., 2010c). 

 

Figura 4 – Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby&J.W.Grimes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: POPVKIN, 2010 

2.3 Estresse Oxidativo 

 

Os processos de oxidação formam radicais livres, que são produzidos natu-

ralmente ou por algum defeito direto. Esses radicais que possuem elétron ímpar são 

encontrados no nitrogênio e oxigênio , devido a isso são chamados de EROs 

(espécies reativas de oxigênio) ou ERNs (espécie reativa de nitrogênio) (FINKEL, 

2003). 

EROs e ERNs são produzidas durante o metabolismo celular e podem ser 

observadas fisiologicamente. Têm papel importante no funcionamento celular, em 

processos fisiológicos como à fagocitose onde são produzidas a fim de eliminar o 

organismo agressor. Entretanto, quando o corpo produz esses radicais em excesso, 

a maquinaria antioxidante que nos previne de danos celulares é ativada (SCHAFER; 

BUETTNER, S.d) (VASCONCELOS et al., 2007) 
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Quando se fala em espécies reativas de oxigênio pode-se destacar principal-

mente dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO), superóxido (O2), peroxila (ROO) e 

alcoxila (RO); e os não-radicalares: oxigênio, peróxido de hidrogênio e ácido hipo-

cloroso. Dentre as ERN incluem-se o óxido nítrico (NO), óxido nitroso (N2 O3), ácido 

nitroso (HNO2), nitritos (NO2-), nitratos (NO3-) e peroxinitritos (ONOO-) 

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006) . Alguns dessas espécies podem ter alta 

reatividade no orga-nismo atacando macromoléculas como os lipídios. Alguns são 

pouco reativos, mas podem gerar espécies danosas. 

Os radicais livres que são derivados de oxigênio fazem parte do grupo mais 

importante de radicais gerado em sistemas vivos que dentre eles estão os radical 

superóxido, peróxido de hidrogênio, radical peroxil e etc., (VALKO et al., 2007). No 

caso do radical HO ele é o mais deletério ao organismo, isso se deve fato de ter uma 

meia-vida muito curta e dificilmente pode ser seqüestrado in vivo. Estes radicais 

freqüentemente atacam as moléculas por abstração de hidrogênio e por adição a 

insaturações. 

A produção elevada de radicais livres e o não controle destes pelos sistemas 

antioxidantes , causa um desequilíbrio chamado de “estresse oxidativo” (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997). Situação que pode ocasionar oxidação de biomoléculas, cau-

sando perda de sua atividade. Esses danos podem ser irreversíveis, levando a 

apoptose celular (HALLIWELL, 1992). 

 

2.4 Plantas e Antioxidantes 

 

Os antioxidantes atuam combatendo a oxidação causada por radicais livres no 

organismo e atuando na proteção contra agentes oxidantes, como por exemplo, no 

retardo de processos oxidativos, inibindo os radicas livres, prevenindo diversos tipos 

de doenças atuando de forma direta no controle dos radicais livres (SHIRAHIGUE, 

2008). 

O controle dos níveis de radicais livres no organismo ajuda a manter a home-

ostase corporal, pois apesar dos organismos possuírem enzimas como a superóxido 

dismutase e catalase que podem ajudar a prevenir os efeitos deletérios causados por 

ra-dicais livres ajudando aos sistemas antioxidantes, antioxidantes provenientes de 
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outras fontes, como alimentação, administração tópica ou medicamentosa ajuda no 

combate ao estresse oxidativo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VARGAS; 

HOELZEL; ROSA,2008). 

Entre os compostos que podem estar presentes nas plantas que possuem 

atividades antioxidantes, estão os carotenóides e polifenóis como flavonóides e 

taninos. Esses compostos são encontrados em diversas partes da planta, inclusive 

possuem baixa toxicidade, fator que tem aumentado a demanda deles no mercado 

(SILVA et al., 2010b). 

 

2.5 Compostos fenólicos como antioxidantes 

Antioxidantes podem ser formados de diversas moléculas como vitaminas, 

minerais, e outros diversos compostos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).Os 

antioxidantes são capazes de reduzir ou inibir a oxidação podendo ser enzimáticos 

ou não enzimáticos os compostos fenólicos (flavonoides) (HALLIWELL, 

1992)(SOUZA et al., 2007a). 

Os antioxidantes que possuem núcleo fenólico, como flavonoides e ácidos 

fenólicos, destacam-se pelo sequestro de espécies reativas de oxigênio (EROS), além 

de reduzirem e quelarem íons férrico que catalisam a peroxidação lipídica (DELAZAR 

et al., 2006). O conjunto de metabolitos encontrados em plantas medicinais, fazem 

parte dos compostos químicos responsáveis pela atividade antioxidante (BESSA et 

al., ). 

Uma substancia fenólica é aquela que possui um ou mais núcleos aromáticos 

contendo substituintes hidroxilados e seus derivados funcionais (SCHENKEL, 2007). 

Esses grupos fenólicos são os mais cotados para justificar a atividade antioxidante 

das plantas (MAESTRI et al., 2006), eles dividem-se em não-flavonóides e flavonóides 

(SILVA et al., 2010a). 

O grupamento dos não-flavonóides ou ácidos fenólicos inclui derivados de 

ácidos como cinâmicos e benzoicos, onde a atividade antioxidante está ligada a 

proximidade do grupo carboxila em relação ao fenil. Quanto mais próximo, maior será 

a atividade antioxidante do grupo hidroxila (SILVA et al., 2010c) 

Os compostos fenólicos agem nos radicais livres (RL), tornando-os mais 

estáveis, pela quebra de sua cadeia de formação (MAESTRI et al., 
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2006).Quimicamente os flavonóides podem ser classificados em diversas classes 

como os flavonóis ,flavonas, flavanonas, isoflavonas, dentre outros (OLDONI, 2007) 

Encontrados normalmente em frutas, cereais e vinhos, os flavonoides podem 

ser usados como suplementos alimentares, exercendo efeitos sobre doenças cardio-

vasculares, ação anti-inflamátória , aumento do teor de insulina, efeito anti-

hipertensivo, anticâncer, neuroprotetor, aumento de funções cognitivas e ação 

antioxidantes (BOU-DET, 2007; PEREIRA et al., 2009). 

Os flavonóides são biossintetizados a partir da via dos fenilpropanóides, e 

constituem importante classe de polifenóis. Presentes em relativa abundância entre 

os metabólitos secundários de vegetais, eles representam um dos grupos fenólicos 

mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural. 

Essa classe de compostos é amplamente distribuída no reino vegetal, podendo 

ser encontrados em diversas formas estruturais. Entretanto, a maioria dos 

representan-tes dessa classe possui 15 átomos de carbono em seu núcleo 

fundamental, constituído de duas fenilas ligadas por uma cadeia de três carbonos 

entre elas. Os flavonóides de origem natural apresentam-se, frequentemente, 

oxigenados e um grande número ocorre conjugado com açúcares (SCHENKEL, 

2007). 

Diversas funções são atribuídas aos flavonóides nas plantas. Entre elas, 

podem-se citar a proteção contra a incidência de raios ultravioleta, proteção contra 

microrganis-mos patogênicos, ação antioxidante, ação alelopática e inibição 

enzimática (SIMÕES, 2000; HARBONE; WILLIAMS, 2000; HEIM; TAGLIAFERRO; 

BOBILYA, 2002) . 

O emprego terapêutico dos flavonoides apesar de vasto ainda é empírico, em-

bora alguns resultados indiquem os flavonóides como mutagênicos, em geral, são 

considerados benéficos (SCHENKEL, 2007). Ensaios biológicos usando flavonóides 

mostram diversas atividades atribuídos aos representantes da classe, como: 

atividades antivirais, antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatórias, antitumorais, 

atividade so-bre a permeabilidade capilar e atividade espermicida (SCHENKEL, 2007; 

PELZER et al., 1998). 
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(PEREIRA; CARDOSO, 2012) relata que os antioxidantes atuam em diferentes 

níveis de proteção nos organismos, onde tem a capacidade de impedir a formação e 

proliferação de RL. Capturando radicais livres, evitando a deterioração de 

aminoácidos, lipídeos e DNA, evitando o aparecimento de lesões e perda da 

integridade celular. 

Outro mecanismo de proteção dos antioxidante é o reparo de lesões causadas 

pela ação de RL. Onde ocorre a remoção dos danos causado a molécula, e a correção 

das membranas celulares danificadas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). 

Estudos mostram que extratos ricos em flavonóides, apresentam boa atividade 

antioxidante, sendo capazes de diminuir os efeitos prejudiciais causados pelos 

radicais livres, prevenindo o surgimento de doenças associadas ao estresse oxidativo 

(PEREIRA et al., 2009; BOUDET, 2007).  

 

2.6 Métodos de avaliação antioxidante in vitro 

 

A determinação da atividade antioxidante in vitro é classificada em duas 

catego-rias: métodos diretos e métodos indiretos. O método direto se baseia pela 

competição entre uma sonda oxidável e o antioxidante por radicais gerados por uma 

fonte de radicais livres, e o indireto dá-se pela habilidade do antioxidante em 

sequestrar radicais livres (COSTA et al., 2010). 

Os métodos in vitro podem avaliar um composto puro ou extrato. Dentre os 

métodos mais utilizados estão: DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil), ABTS (2,2-azino-bis-

(3-etil-benzotiazolina-6-ácido sulfônico), Fosfomolibdênio e FRAP (Ferric Reducing 

Antioxidant Power) e poder redutor (BERGAMASCHI, 2010). 

O DPPH é caracterizado como um RL instável em virtude da deslocamento do 

elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocamento faz com que o DPPH 

possua uma coloração vinho, em etanol com absorbância de 517 nm (SHIRAHIGUE, 

2008). O ensaio consiste na capacidade antioxidante que uma determinada 

substância pode ter em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Isso 

ocorre devido à alguma substância antioxidante doar átomos de hidrogênio ao DPPH. 

A hidrazina ao ser obtida provoca mudança na coloração de vinho para amarelo pálido 

(BERGAMASCHI, 2010) (KUMARASAMY et al., 2007). 
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O decaimento da absorbância a uma solução contendo o radical DPPH é 

visualizado pelo comprimento de onda observado entre 515 a 528 nm, que é 

ocasionado pela adição do antioxidante. Do ponto de vista metodológico, é um dos 

métodos mais precisos e reprodutivos na avaliação da atividade antioxidante de 

extratos vegetais e substâncias puras, tais como flavonóides e terpenóides 

(KUSKOSKI et al., 2005). 

O método do ABTS se caracteriza pela captura do radical livre ABTS (2,2-

azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-ácido sulfônico), sendo utilizado na avaliação da 

atividade antioxidante em plantas, alimentos, e outros, devido a sua aplicabilidade em 

fase aquosa. O método consiste na descoloração do ABTS, verificando a redução da 

absorbância vista por comprimento de onda a 734 nm. Para verificação da 

absorbância, a amostra em questão é comparada com atividade do Trolox, um 

antioxidante sintético usado como padrão, e os resultados são expressos em TEAC. 

(capacidade antioxidante equivalente ao Troxol) (BERGAMASCHI, 2010). 

O ensaio FRAP baseia-se na capacidade de um agente antioxidante em re-

duzir o complexo férrico em complexo ferroso. Quando isto ocorre, na presença de 

2,4,6-tripiridils-triazina (TPTZ) resulta na deliberação forte de cor, e a absorbância é 

aumentada, sendo visualizada o aumento na intensidade do azul da amostra. O 

padrão equiparado é o ácido ascórbico, tendo o resultado da amostra expresso em 

equivalente de ácido ascórbico (STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2006). 

Os testes realizados in vitro comprovação a atividade antioxidante sendo inte-

ressante teste em modelo in vivo.
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3.OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

 

 Avaliar o potencial antioxidante in vitro de diferentes plantas da caatinga 

 

3.2 Específicos 

 

 Avaliar a atividade de Sequestro dos radicais DPPH,ABTS nos extratos de 

 

Abarema Couchiliacarpos, S.Puclherrimum e T.Cyrthathum. 
 

 Avaliar a Atividade Antioxidante Total por método de redução do fosfomolibdenio  

 Avaliar o poder de redução de Íons por metodologias de FRAP e Poder Redutor  

 Avaliar a citotoxicidade em linhagens de células tumorais 

 Avaliar Atividade Hemolítica 

 Verificar a composição Fitoquimica dos Extratos  

 Quantificar Fenois e Flavonoides nas amostras  

 Quantificar os compostos fenólicos por HPLC
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Resumo : A prospecção de substâncias antioxidantes naturais é uma prática que vem 

crescendo nas últimas décadas devido à descoberta de produtos de origem natural 

com propriedades terapêuticas e também porque eles representam uma alternativa 

para o uso de antioxidantes sintéticos. A região do Nordeste do Brasil, onde se localiza 

boa parte da Caatinga tem sido alvo de diversos estudos etnofarmacológicos, mesmo 

apresentando a maior parte da sua vegetação seca. Radicais livres são produzidos 

normalmente pelos organismos vivos mas, quando em excesso podem causar várias 

patologias como: câncer, o envelhecimento precoce, choque hemorrágico, catarata, 

disfunções cognitivas, doenças cardiovasculares etc. O organismo é capaz de 

produzir substancias antioxidante, como um mecanismo de proteção contra os efeitos 

deletérios dos radicais livres, Dentro dessas perspectivas esse estudo investigou as 

atividades antioxidantes o conteúdo fenólico total e teor de flavonoides, e a atividade 

citotóxica de três plantas da caatinga. A metodologia utilizada foi de ABTS, DPPH, 

FRAP, Poder Redutor, Flavonoides e fenóis e fitoquímica e HPLC, como também 

atividade citotóxica dos extratos. As dosagens de fenóis totais e flavonoides dos 

extratos variaram de 97.13 a 112,39 (mg EAG. g 1 extrato) e 23,54 a 28,96 (mg EQ. g 
1 extrato), respectivamente. Os valores de CI50 da atividade sequestradora de radicais 

DPPH variaram de 0,457 a 1,162 µg/mL. A CI50 de sequestro de radicais ABTS variou 

de 244,2 a 281,1 e a porcentagem da capacidade antioxidante total (%CAT) de 11,50 
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a 24,38 %. A atividade de redução do íon do ferro pelo método de FRAP ficou entre 

477,78 e 850,89 µg/mL, e atividade de poder redutor indicou uma absorbância de 1.4 

para o extrato SP seguido de 1.1 e 0.89 dos extratos AC e TC onde obtiveram leituras 

próximas a absorbância do controle quercetina que foi 1.5. A atividade hemolítica de 

todos os extratos apresentaram hemólise abaixo de 3% o que indica que não 

obtiveram atividade citotóxica contra células humanas, a avaliação dos ensaios de 

atividade citotóxica contra células tumorais mostrou que os extratos não apresentam 

atividade contra células tumorais. Neste estudo pode-se verificar o papel que 

desempenham os compostos fenólicos na atividade contra os radicais livres que 

desempenham os extratos utilizados, e que os não foi observado citotoxicidade. Mais 

estudos são necessários para isolar esses compostos para melhor caracterizá-los, 

assim como a realização de testes de atividade antioxidante in vivo. 

6.Introdução 

A presença de espécies reativas de oxigênio e espécies reativas de nitrogênio 

se da em processos metabólicos, como a produção de energia, regulação do 

crescimento celular. No entanto, estas espécies reativas estão relacionados com 

efeitos adversos para a saúde tais como danos de peroxidação lipídica e proteína, 

tecidos de membrana, enzimas, hidratos de carbono e ácidos nucleicos (BARBOSA 

et al., 2010). 

O balanço de radicais livres no organismo é feito pela quantidade de antioxi-

dante presente no organismo, os quais são compostos que possuem capacidade de 

combater o efeito danoso causado por estas biomoléculas. Desequilíbrio de radicais 

livres/antioxidantes pode levar à criação de estresse oxidativo, levando a diversas 

patologia ao ser humano (RAJENDRAN et al., ). 

Os antioxidantes desempenham importante papel na prevenção de varias 

doen-ças (NGO et al., 2011). Uma grande quantidade de médicamentos derivados de 

plantas estão correlacionados com a atividade antioxidante (EZHILARASAN et al., 

2014). A classe mais bem estudada dos metabolitos secundários expressos pelas 

plantas são os polifenóis, onde se relata uma alta atividade redutora destes compostos 

frente a agentes oxidantes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Onde estudos 

comprovam que o consumo de alimentos contendo antioxidantes fenólicos é benéfico 

para a saúde (ALMEIDA et al., 2011). 

A indústria alimentícia utiliza de agentes para impedir a oxidação de produtos 

como carne, frutos e óleos. Diversos compostos são utilizados como como hidroxito-
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lueno butilado (BHT), hidroxianisole butilado (BHA) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) 

(RAMALHO; JORGE, 2006) Contudo há uma preocupação sobre os possíveis efeitos 

nocivos causados por antioxidantes sintéticos (JUNTACHOTE et al., 2006). Riscos 

em potencial para a saúde humana pelo desconhecido uso de antioxidantes sintéticos 

tem provocado o interesse na busca de antioxidantes naturais 

Este estudo teve como objetivo realizar uma análise quantitativa da atividade 

antioxidante bem como avaliar o perfil de cito toxicidade em células HepG2 e 

Hemácias, bem como verificar o conteúdo de fenóis totais e de flavonóides em 

extratos metanólicos de folhas de três plantas do ecossistema Caatinga localizado no 

estado de Pernambuco, Brasil 

7.Metodologia 

7.1 Coleta, Processamento e Obtenção dos Extratos Vegetais 

Folhas do T.Cyrthanthum , A.Couchiliacarpos e S.pulcherrimum foram 

coletadas no Parque do Catimbau, em Buíque Pernambuco. O material foi levado à 

estufa de circulação de ar forçado (40-45 C) por um período de três a quatro dias. O 

material vegetal foi processado em moinho de bancada seguindo extração à frio em 

mesa agita-dora, seguindo a ordem eluotrópica dos solventes: Ciclohexano, 

Clorofórmio, acetato de etila e metanol. As amostras foram rotaevaporadas e 

deixadas em temperatura ambiente para secagem completa do solvente. Das frações 

obtidas foi utilizada somente a metanólica para o presente estudo. 

7.2 Sequestro de radicais livres (SRL) pelo método do DPPH 

Neste ensaio a atividade sequestradora de radical livre do extrato, foi medida 

em termos de doação de hidrogênio usando o radical estável 2,2-difenil1-picrilhidrazil 

(DPPH·) (BLOIS, 1958). Foi misturado 250 µL da solução de DPPH· (1 mM) em 40 

µL de diferentes concentrações do extrato metanolico (3,90; 7,81; 15,625; 31,25; 62,5; 

125; 500 µg/mL). Após 25 minutos foi medida a absorbância em 517 nm. Ácido gálico 

e BHT foram usados como composto de referência e o controle negativo foi o DPPH 

adicionado a 40 µL de metanol (solvente utilizado para diluir as amostras). A 

eliminação de radicais de DPPH· foi calculada pela fórmula: 

Eliminação [DPPH·] (%) =x 100 

Onde: Abs = Absorbância. 
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7.3 Sequestro do Radical ABTS 

A atividade de captura do radical ABTS+ foi determinada de acordo com (RE et 

al., 1999). O radical ABTS+ foi produzido pela reação entre uma solução de ABTS+ 14 

mM e uma solução de persulfato de potássio (K2S2O8) a 4.9 mM, mantida à 

temperatura ambiente e protegida da luz por 16 h. Antes de ser usada, esta solução 

foi diluída com etanol para se obter uma absorbância a 734 nm de 0,700 0,020. Para 

a reação, foram misturados 1 mL da solução de ABTS+ e 10 µL do extrato vegetal 

(concentração 1 mg/mL). A mistura foi homogeneizada e incubada à temperatura 

ambiente por 6 mim. Após a incubação, foram mensuradas as absorbâncias das 

amostras a 734 nm. A partir das leituras das absorbâncias, foi calculada a 

porcentagem de inibição do ABTS+, através da fórmula: 

% Redução de ABTS+= [(Ac – As) / Ac] x 100 

Onde Ac representa a absorbância do controle e As a absorbância das amostras. 

7.4 Atividade antioxidante total 

Os extratos foram diluídos para concentração de 1 mg/mL em metanol. Em 

seguida, 0,1 mL de cada amostra foi misturada a 1 mL da solução de fosfomolibdênio 

(ácido sulfúrico 600 mM, fosfato de sódio 28 mM e molibdato de amônio 4 mM) e 

posteriormente incubados a 95°C por 90 min. As absorbâncias das amostras foram 

medidas a 695 nm contra um branco (1 mL de solução de fosfomolibdênio e 0,1 mL 

do metanol) (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). A atividade antioxidante total foi 

expressa em relação ao ácido ascórbico(100%), calculada pela fórmula abaixo e 

comparada com a atividade do BHT (hidroxitolueno butilado) e Ácido Gálico. 

7.5 Poder redutor 

A avaliação do poder de redução dos extratos foi realizada de acordo com a 

metodologia citada por (YEH; YEN, 1995) com modificações. As amostras dos 

extratos foram diluídas nas concentrações: 0,1; 0,250; 0,5 mg/mL. Transferiu-se 50 

µL da amostra para um tubo e em seguida, foram adicionados: 125 µL de tampão 

fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 125 µL de K3[Fe(CN)6] a 1% (p/v). A mistura foi incubada a 

45 ºC por 20 min. Foram adicionados 125 µL de ácido tricloroacético a 10% (p/v) à 

solução, com posterior agitação. Um volume de 125 µL da mistura foi transferido para 

outro tubo de ensaio, no qual foram adicionados 125 µL de água destilada e 25 µL de 

FeCl3 a 0,1% (p/v), sob agitação. A leitura da absorbância foi realizada a 700 nm. A 
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intensidade na coloração é proporcional ao poder redutor da amostra. As leituras 

foram realizadas em triplicata e neste teste utilizou-se como 100% de atividade a 

absorbância do padrão BHT nas concentrações referidas para as amostras (0,1; 0,5; 

1,0 e 5,0 mg/mL1). 

7.6 FRAP 

Esse método o complexo férrico-tripiridiltriazina (FeIII -TPTZ) é reduzido ao 

complexo ferroso (FeII -TPTZ), na presença de um antioxidante em condições ácidas 

(BENZIE; STRAIN, 1996). Inicialmente, 20 µL do extrato foi misturado com 180 µL do 

reagente de trabalho do FRAP (25 mL de tampão acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma 

solução de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de uma solução aquosa de cloreto férrico 20 mM), 

incubado a 37°C durante 40 minutos e posteriormente feita a leitura da absorbância 

em espectrofotômetro a 593 nm. O sulfato ferroso é utilizado para fazer uma curva de 

calibração(concentrações entre 0 e 100 g/mL) onde Y é a absorbância e X a 

concentração do sulfato ferroso e os resultados são expressos em mg equivalentes 

de FeSO4/g de extrato. 

7.7 Atividade citotóxica 

A atividade citotóxica dos compostos foi avaliada contra linhagens HeLa 

através do método do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] 

(MOS-MANN, 1983; ALLEY et al., 1988). Foi utilizado nos ensaios o meio de cultura 

DMEM foi suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 1 % de solução de antibiótico 

(penicilina 1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina (200 M). As 

células foram cultivadas em placas de 96 poços na concentração de 1 x 106 

células/mL e incubadas em estufa a 37ºC em atmosfera úmida enriquecida com 5 % 

de CO2, durante 24 h. Em seguida, os compostos foram dissolvidos em DMSO 0,5 % 

(v/v) para se obter soluções-estoque de 10 mg/mL (extrato) ou 5 mg/mL (composto 

puro), adicionados aos poços e submetidos a diluições seriadas para se obter as 

faixas de concentração 0,39–50 g/mL para os extratos orgânicos e 0,195–25 g/mL 

para os compostos puros. O fármaco doxorrubicina (0,009–5 g/mL) foi utilizado como 

controle positivo e DMSO (0,5 mg/mL) como controle negativo. Após 72 h de 

incubação foram adicionados em cada poço 25 L de MTT (5 mg/mL) e após 3 h o meio 

de cultura com o MTT foi aspi-rado e 100 L de DMSO foram adicionados a cada poço 

para a dissolução dos cristais de formazan. A absorbância dos compostos foi medida 

em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. 
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O percentual de inibição do crescimento celular foi determinado considerando 

a média da absorbância controle negativo como 100% de proliferação celular. Uma 

escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotóxico das amostras 

testadas: amostras sem atividade (inibição variando de 1 a 50%), com pouca atividade 

(inibição variando de 50 a 70%), com moderada atividade (inibição variando de 70 a 

90%) e com elevada atividade (inibição variando de 90 a 100%) (RODRIGUES et al., 

2014). A concentração que inibe 50% do crescimento celular (IC50) foi calculada se 

amostras promovessem uma inibição maior que 70%, a partir de regressão 

logarítimica, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. 

7.8 Atividade hemolítica 

O sangue foi obtido através de auto-coleta dos pesquisadores. O sangue total 

foi centrifugado (1,500 rpm, 10 min at 4°C) e foi feita a lavagem dos eritrócitos três 

vezes em PBS pH 7.4. O tubo para o teste recebeu 1.1 mL de uma suspensão de 

eritrócitos (1%) e 0.4 mL de várias concentrações dos extratos (0.05–0.5 mg/mL) 

diluídos em DMSO a 20%. Um controle negativo somente com solvente (DMSO 20%) 

e um positivo com Triton-X(Sigma-Aldrich) (0.1%, p/v) foram realizados. Depois de 60 

min de incubação as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi retirado e 

medida a absorbância a 540 nm. A atividade hemolítica foi expressa pela fórmula: 

Hemólise (%) = [(As - Ab) / (Ac - Ab)] x 100, onde, Ab = absorbância no controle 

negativo, As = absorbância do teste; Ac = absorbância do controle positivo. 

7.9 Análise fitoquímica 

Os extratos foram avaliados quanto à composição fitoquímica por analise em 

tubo, Foram pesquisados os seguintes metabolitos: fenóis, taninos, antocianidinas, 

an-tocianinas, flavonóides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavonóis, 

flavanonas, flavanóis, xantonas, saponinas, quinonas, esteróides e triterpenóides 

(MARCO et al., 2007). 

7.10 Dosagem de fenóis totais 

O conteúdo fenólico total foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu se-

gundo (LI et al., 2008) com algumas modificações. Em cada tubo foi adicionado 1 mL 

do reagente de Folin diluído 1:10 (v/v) e 0,2 mL da amostra diluída na concentração 1 

mg/mL em metanol. Após 3 minutos no escuro, 0,8 mL de carbonato de sódio a 7,5% 

(p/v) foi adicionado, deixando por mais 120 min no escuro a 25ºC. Após esse período 
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as absorbâncias a 765 nm foram lidas contra um branco (reagentes adicionado ao 

metanol ao invés da amostra) Uma curva de calibração de ácido gálico(concentrações 

entre 0 e 100 g/mL ) foi preparada através da representação gráfica da absorbância 

em função da concentração onde Y é a absorbância e X a concentração dos 

compostos diante disso foi encontrada a equação linear (Y = 0.0121x + 0.032, R² = 

0.9967). A concentração de fenol total na amostra foi determinada a partir da curva 

de calibração. O teor total de fenol no extrato foi expresso em termos de equivalente 

de ácido gálico (mg EAG / g de extrato). 

7.11 Dosagem de flavonoides 

A técnica colorimétrica com cloreto de alumínio descrita por (WOISKY; SALA-

TINO, 1998) foi utilizada para estimativa de flavonóides, com algumas modificações. 

foram dissolvidas em metanol. Em cada tubo foi adicionado 0,5 mL cloreto de alumínio 

(2 g diluído em 100mL de etano) e em seguida foi adicionado 0,5 mL da amostra. A 

mistura foi mantida em temperatura ambiente durante 60 min. A absorbância a 420 

nm foi então lida. Foi então preparada curva de calibração com diferentes 

concentrações de quercetina, onde Y é a absorbância e X a concentração de 

quercetina foi preparada através da representação gráfica da absorbância em função 

da concentração e foi encontrada a equação linear (y = 0.0486x + 0.0417, R² = 0,997). 

A concentração de flavonóides foi determinada a partir da curva de calibração. O teor 

de flavonóides total no extrato foi expresso como equivalentes de quercetina (mg QE 

/ mg de extrato), os extratos foram avaliados na concentração de 1 mg para todos os 

extratos. 

7.12 HPLC 

A identificação dos compostos fenólicos nas amostras foi determinado através 

de Cromatografia Líquida de Alta Performance (Agilen 1260 infinity) usando a coluna 

Zorbax SB (C18), 4,6 x 250 mm, 5 µm, com temperatura de 30 °C. A separação cro-

matográfica foi realizada usando a fase móvel de gradiente: A (água acidificada) e B 

(acetonotrila), 0-15 mim = 92% de A e 8% de B, 16-30 min = 65% de A e 35% de B, 

com fluxo de 2,4 mL/min, usando detector UV à 280 nm, em um volume de injeção de 

5 µL.Para preparação das curvas padrões as diluições (0,1 – 100 µg/mL) foi preparada 

dissolvendo os compostos padrões puros (Sigma Aldrich): Ácido caféico, Ácido 

clorogê-nico, Ácido gálico, Ácido elágico, Ácido trans-ferúlico, Catequina, Quercitina 
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e Rutina. A identificação de cada composto foi estabelecida por tempo de retenção e 

comparando o espectro UV dos picos obtidos com os previamentes obtidos pela 

injeção dos padrões puros. 

7.13 Analise Estatística 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados foram 

expressos em média e desvio padrão. As análises estatísticas, as concentrações que 

inibem 50% de atividade (CI50) e os gráficos foram executados pelo programa 

GraphPad PRISMA 5.0. 

8. Resultados e Discussão 

8.1 Avaliação da atividade antioxidante 

Neste estudo, foram utilizados diversos métodos para avaliação da atividade 

antioxidante. Os resultados obtidos estão estão apresentados na Figura 1 e os valores 

de IC50estão na Tabela 1. O extrato que apresentou melhor atividade foi o da S. 

pulcheferrium, seguido do extrato da A. cochiliacarpos e da T. cyrthathum. O método 

de DPPH, se baseia na capacidade de componentes dos extratos de transferir 

hidrogênio para o DPPH, um radical livre, lipofílico e estável, ocasionando a mudança 

da coloração da solução de púrpura para amarelo. A atividade antioxidante de todos 

os extratos estudados foi mais eficaz do que as apresentadas pelos padrões utilizados 

(ácido gálico e BHT) no método de DPPH. 

O método inibição do ABTS tem habilidade de avaliar a atividade de compostos 

hidrofílicos e lipofílicos , enquanto o DPPH só pode verificar compostos dissolvidos 

em meio orgânico(Kukoski et al 2005) , No ABTS ocorre um decaimento da 

absorbância a 734 nm quando o radical é reduzido por algum composto antioxidante 

capaz de de doar elétrons ou átomos (CHRISTODOULEAS et al., 2014). Os 

resultados obtidos neste ensaio não apresentaram uma diferença grande entre os 

extratos, se aproximando das leituras do padrão BHT e Trolox (Figura 2). As 

porcentagens máximas de inibição do radical ABTS foram observadas na 

concentração de 1000 µg/mL, na seguinte ordem:A. cochiliacarpos < T. cyrtathum < 

S.pulcherrimum. 

A capacidade antioxidante total (CAT) é um ensaio que fundamenta-se na 

redução do complexo de molibdênio pela ação de uma substância antioxidante, 

gerando ao fim um fosfato com coloração verde com um máximo de absorção a 695 
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nm (FLOEGEL et al., 2011). A maior CAT (%) foi exibida pelo extrato de S. 

pulcherrimum (24,38%+/-2,75), seguida do extrato de A. cochiliacarpos (22,56%+/-

1,46), e o extrato de T. cyrtathum (11,50%+/- 1,60). Esses resultados são superiores 

aos padrões utilizados que foram o BHT (8,75% 2,33) e o ácido gálico (5,49%+/- 

0,98). 

O método FRAP mede a capacidade de redução do complexo formado entre 

2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) e cloreto férrico hexa-hidrato (FeCl3 · 6H2O), quando 

na presença de algum composto antioxidante, havendo um aumento na absorbância 

devido à formação de íons ferrosos (OU et al., 2002). Os resultados obtidos no ensaio 

indicaram atividade dos três extratos, com significativa diferença entre a atividade 

deles. Todos os extratos estudados tiveram atividade muito superior quando 

comparados com o controle BHT. Neste ensaio, destaca-se o extrato de S. 

pulcherrimum o qual obteve valores mais de 2 vezes o equivalente em sulfato ferroso, 

em comparação com os resultados obtidos para o BHT. 

O poder redutor é descrito como um potente método de análise da atividade 

antioxidante (CHANDA; DAVE, 2009) sendo um ensaio de oxirredução. Neste ensaio, 

os compostos com atividade antioxidante convertem o íon férrico (Fe3+) para ferroso 

(Fe2+), o que é verificado pelo aumento da absorbância a 700 nm (JAYANTHI; 

LALITHA, 2011). Os resultados estão apresentados na Figura 3. O maior poder 

redutor, na concentração de 500 µg/mL, foi obtido no extrato de S. pulcherrimum 

(OD700=1.4 0,008), seguido pelo extrato de A. cochiliacarpos (OD700=1,1 0,015) e 

extrato de T. cyrtathum (OD700=0.890 0,017). O extrato da S. pulcherrimum apresentou 

um poder redutor muito próximo do obtido com o padrão utilizado, a quercetina 

(OD700=1,5 0,014). 

A atividade antioxidante obtida nos extratos metanolicos das três plantas 

utiliza-das comprovam a atividade antioxidante de espécies de plantas da caatinga, 

onde a extração por solvente metanol foi capaz de extrair antioxidantes, os quais 

demonstraram atividade antioxidante maiores que antioxidantes sintéticos conhecidos 

no mercado como BHT. 

8.2 Avaliação da ação citotóxica e hemolítica 

O ensaio de MTT foi utilizado para avaliar a ação sobre o crescimento de 

células de hepatocarcinoma HepG2. Hepatocarcinoma é o principal tipo de câncer de 
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fígado e as células HepG2 conseguem manter várias propriedades hepáticas, por 

isso, representam um excelente modelo celular para estudar a ação dos produtos 

naturais in vitro sobre as funções do fígado, como processos de detoxificação 

enzimática e metabolização de compostos (SADI et al., 2015). 

A Figura 4 mostra o efeito dos extratos em três concentrações sobre a 

viabilidade das células de carcinoma após 24h. A inibição promovida pelos extratos 

sobre a proliferação celular foi significativamente mais baixa que o controle 

doxorrobicina após 24 h, bem como indicam que os extratos não apresentaram 

atividade citotóxica relevante pois nenhum dos extratos teve atividade melhor que 

50% (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990). 

Os ensaios para determinar a capacidade hemolítica sobre eritrócitos humanos 

mostraram que nas concentrações de 125 a 500µg/mL os três diferentes extratos 

causaram porcentagem de hemólise abaixo de 5% (Figura 5). Os resultados mostram 

claramente que os extratos não causam alto grau de hemólise nas concentrações 

estudadas para atividade antioxidante. Na busca por novas substâncias que tem 

promissora atividade farmacológica e que não causem efeitos nocivos para o corpo, 

ensaios investigando a capacidade dos produtos naturais de causar ação hemolítica, 

dissolvendo ou aumentando a permeabilidade da membrana celular dos eritrócitos, 

são amplamente usados (ARAÚJO et al., 2013). 

8.3 Conteúdo fenóis totais e flavonóides totais 

No estudo, o conteúdo de fenóis totais dos extratos metanólicos das três 

plantas foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu e os resultados foram 

expressos como ácido gálico equivalentes por grama de extrato (EAG). O extrato de 

S. pulchferrium teve o maior conteúdo de fenois totais (112.72+/- 10,28 mg EAG / g 

extrato), seguido pelo extrato de A. cochliacarpos (110.73+/- 13.23 mg EAG / g 

extrato) e T. cyrthathum (97.13+/-9.76 mg EAG / g extrato). 

Compostos fenólicos são utilizados pelas plantas nos mecanismos de defesa 

contra herbivoria ou para atração para polinizadores, proteção UVA, defesa 

antimicrobi-ana, cicatrização (NACZK; SHAHIDI, 2006; ANITHA; KANIMOZHI, 2012; 

HARBONE; WILLIAMS, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2006). Os compostos fenólicos são 

conhecidos como componentes altamente efetivos antioxidantes e sequestradores de 

radicais livres, seus mecanismos de ação incluem: impedimento da oxidação de íons 
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metálicos, eliminação de qualquer intermédio que possa causar oxidação (incluindo 

ROS), e inativação de enzimas pró-oxidantes (NACZK; SHAHIDI, 2006). Devido a 

evidências consideráveis, o aumento do dano oxidativo está associado com o 

desenvolvimento da maior parte das principais doenças degenerativas relacionadas 

com o envelhecimento e tem-se especulado que os polifenóis podem ter efeitos 

protetores contra tais condições (TA-BART et al., 2009). Entretanto, devido a 

diversidade estrutural e mecanismos de reação, único ensaio antioxidante para 

compostos fenólicos não reflete com precisão todos os antioxidantes em um sistema 

misto ou complexo. Assim, o uso de ensaios antioxidantes diferentes pode ajudar a 

identificar variações na resposta dos extratos de plantas (TABART et al., 2009; 

DENARDIN et al., 2015). 

O método colorimétrico do cloreto de alumínio foi utilizado para determinação 

do conteúdo de flavonóides totais, que se baseia na reação do cloreto de alumínio 

com grupos hidroxil ou ceto adjacentes das flavonas ou flavonois, gerando complexos 

ácido-estáveis, que tem uma absorção máxima em 415 nm (DENARDIN et al., 2015). 

A maior quantidade de flavonóides foi verificada no extrato de S. pulchferrium (28.96 

1.42 mg EQ / g extrato), seguido do extrato de T. cyrthathum (25.35 1.77 mg EQ / g 

extrato) e do A. cochliacarpos (23.54 1.22 mg EQ / g extrato). 

Entre os polifenóis a subclasse mais estudada é a dos flavonoides (Gurib et al 

2014). O ensaio comprovou a presença desses compostos entre os principais 

constituintes de A. couchiliacarpos (SILVA et al., 2010c) descrevam que espécies do 

gênero Styphnodendron são conhecidas pelo seu alto teor de taninos. O T. 

cyrthanthum não detém de muitos estudos na literatura, porém também apresentou 

elevado teor de flavonoides, podendo estar diretamente relacionado com sua 

atividade antioxidante. 

Biossíntese e acumulação de fenóis em plantas é considerada como resposta 

evolutiva das vias bioquímicas por influências adaptativas a fatores ambientais des-

favoráveis, como exposição a luz e agem como filtro contra radiação UV (SOUZA et 

al., 2007a), pluviosidade, temperatura e salinidade. Esses aspectos tornam a região 

semi-árida da caatinga um ambiente favorável para a pesquisa de plantas com 

potencial antioxidante (SOUZA et al., 2007a). 
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8.4 Screening Fitoquímico e Análise HPLC dos principais componentes 

fenólicos dos extratos das três plantas 

A análise fitoquímica dos extratos metanólicos indicou a presença de uma 

varie-dade de metabólitos secundários ativos, como saponinas, glicosideos 

cardiotônicos, terpenóides e taninos, nos três extratos testados como mostrado na 

tabela 3, entretanto o grupo dos alcalóides não foi detectado em nenhum dos extratos. 

A presença de antraquinona foi encontrada apenas no extrato de T. cyrthathum . 

A quantificação de determinados compostos fenólicos a partir do perfil croma-

tográfico foi obtido por HPLC. Os principais componentes identificados no extrato de 

A. cochliacarpos foram ácido gálico (32.6µg/mg - Tr 1.81 min), rutina (13.6µg/mg - Tr 

8.20 min), catequina (12.8 µg/mg c 4.45 min), ácido trans-ferúlico (15 µg/mg - Tr8.36 

min) e quercetina (36 µg/mg - Tr13.79 min). No extrato de S. pulcherrimum, os maiores 

componentes foram catequina (3.4 µg/mg - Tr 4.45 min), ácido caféico (70 µg/mg - Tr 

5.44 min), rutina (0.7 µg/mg - Tr 8.20 min), ácido elágico (10 µg/mg - Tr 8.42 min) e 

quercetina (36 µg/mg - Tr13.79 min). A partir do perfil cromatográfico do extrato de T. 

cyrthathum, identificou-se apenas a presença de rutina (8 µg/mg - Tr 8.20 min). 

O perfil preciso de constituintes ativos de espécies do gênero Styphnodendrum 

ainda não é totalmente conhecido. A prospecção fitoquímica qualitativa de S. rotundi-

folium foi realizada, detectando a presença de taninos pirogálico, flavonas, flavonóis, 

flavonóis, xantonas, chalconas, flavonóis e esteróides como metabólitos secundários 

em espécie (OLIVEIRA et al., 2011). 

No entanto, taninos e flavonóides podem ser considerados dentre as substân-

cias mais importantes, devido ao ser diretamente ligado a atividades antioxidantes 

(OLIVEIRA et al., 2011).A análise por HPLC do extrato hidroalcoólico de S. rotundifo-

lium revelou a presença de flavonóides (rutina e campferol), ácidos fenólicos (ácido 

caféico) e catequina (VANDESMET et al., 2015). Da mesma forma, nossos resultados 

do perfil HPLC de S. pulcherrimum foram consistentes com os resultados dos pesqui-

sadores acima, indicando que a presença destes fitoquímicos são comuns no gênero 

Styphnodendrum. 

Taninos são metabólicos secundários descritos por estarem envolvidos em di-

versas atividades biológicas, como anti-câncer (JASSIM; NAJI, 2003; GURIB-FAKIM, 

2006; NEUKAM; PASTOR; CORTÉS, 2008) e atividades antioxidantes (CARVALHO, 
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2006). Todos os extratos apresentaram taninos na sua composição, sugerindo, por-

tanto, um indício da origem da atividade antioxidante observada. Outras espécies do 

gênero Styphnodendrum apresentaram atividade antioxidante associada a taninos, 

corroborando os dados encontrados (LOPES et al., 2009). 

Estudos fitoquímicos prévios realizados com extratos aquosos e metanolicos 

da casca e caule de A. cochliacarpos revelaram a presença de saponinas, catequinas, 

taninos, fenóis e antraquinonas, porém alcalóides e esteróides/triterpenóides estavam 

ausentes (SILVA et al., 2009) (SILVA et al., 2010c) evidenciou o alto conteúdo de 

taninos condensados com catequinas como componentes majoritários nos extratos 

de extratos metanolicos da casca de A. cochliacarpos 

Foi observada também a presença de ácido gálico em dois dos extratos ana-

lisados. Estudos mostram que dentre todos os ácidos hidrobenzóicos presentes nos 

produtos naturais, o ácido gálico é o que apresenta maior efetividade na inativação de 

radicais livres, como ABTS (YEH; YEN, 2003). A presença do ácido t-ferúlico nos os 

extratos também pode estar relacionada com a atividade antioxidante presente nos 

extratos testados. Estudos relatam que até mesmo em concentrações muito baixas o 

ácido ferúlico age como sequestrante de radicais livres (HSIEH; YEN; CHEN, 2005). 

As catequinas são abundantes nas cascas das espécies da subfamilia Mimosa-

ceae (Santos et al., 2002). Catequinas possuem atividade antioxidante pela 

eliminação de radicais livres, inibindo fatores de transcrição ativos redox, inibindo 

enzimas pró-oxidantes, e induzindo enzimas antioxidantes, por isso podem exercer 

efeitos protetores vasculares através de vários mecanismos, incluindo anti-

inflamatório, anti-hipertensivos, anti-trombogênico, e controle lipêmico (KURITA-

OCHIAI et al., 2015). 

Quercetina e rutina são flavonoides presentes em plantas e alimentos com 

potencial antioxidante por bloquear a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e proteger contra peroxidação lipídica. Além disso, vários estudos têm 

investigado suas ações em vias bioquímicas para proteger contra citotoxicidade 

(COSTA et al., 2016). Também revelaram a presença de ácido caféico e ácido elágico, 

que fazem parte do grupo dos acidos fenólicos e exibem uma forte atividade 

antioxidante in vitro (BOGUCKA-KOCKA et al., 2016). 
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Desta forma é possível sugerir a associação da atividade antioxidante com os 

compostos identificados por análise do HPLC. As atividades antioxidantes vistas nos 

extratos estão ligadas aos metabolitos secundários que podem estar presentes 

majoritariamente como ocorreu nos extratos SP e AC ou até mesmo um sinergismo 

entre a mistura de compostos minoritários como o que ocorre no extrato TC.
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9. CONCLUSÕES 

Resultados obtidos mostraram que os extratos apresentaram potencial 

atividade antioxidante, equiparando-se aos padrões sinteticos ou em alguns testes os 

superando, podendo ser consideradas como promissoras fontes de antioxidantes. 

Portanto, faz-se necessárias investigações aprofundadas que visem identificar 

compostos purificados de cada extrato para analisar qual ou quais são responsáveis 

por esta bioatividade. Nossos resultados dão suporte para comprovação cientifica e 

utilização medicinal da plantas da caatinga, ajudando para a viabilidade e 

padronização de um produto biotecnológico a ser aplicado nas indústrias de 

cosméticos, farmacêutica e alimentos. 
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Figura 5 – Gráfico de sequestro de radical livre por método de DPPH 
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Figura 6 – Gráfico de redução do radical ABTS 
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Figura 7 – Absorbâncias do teste de Poder Redutor 



55 

 

 

 

 
Figura 8 – Gráfico de Atividade Hemolitica 
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Figura 9 – Gráfico da Atividade Citótoxica por método de MTT 
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Tabela 1 – Atividade antioxidante dos extratos metanólicos de S. pulcherrimum, 
 

A.Couchiliacarpos e T.Cyrthathum pelos métodos in vitro de DPPH , ABTS e FRAP. 
 
 

Método SP  AC  TC ÁCIDO GÁLICO BHT 

DPPH((IC50 - µg/mL) 0.457  ±0,03 0.596 0,04 1,162 ± 0,07 8,654 ± 7,90 35,04 ± 2,2 

ABTS (IC50 - µg/mL) 244.2 ±2.2 281,1 3,5 258,1 ±5,60 250 ±7,2 (Trolox) 1366 ± 89,0 

FRAP (mg EFeSO4 / g extrato 850,89 ± 17.4 489,87±20,1 477,78 ± 19,2 – 329,8 ± 49,1 
        

Resultados apresentados em média e desvio padrão. SP - S. pulcheferrium, AC - A. cochiliacarpos, TC - 
 

T. cyrthathum e BHT – Butil-hidroxi-tuoleno 
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Tabela 2 – Tabela com as absorbâncias dos extratos de S.pulcherrimum e A.cochliacarpos e 
 

T.Cyrthathum , para a avaliação de RP 
 
 

Extratos/Concentrações 500µg 250µg 125µg 
 

S. Pulcherrimum 1.4 ± 0.020 1.1 ± 0.1 
1.050 ± 0.038  

   
 

A. Couchiliacarpos 1.1 ± 0.034 1.0 ± 0.052 0.9 ± 0.054 
 

T. Cyrthathum 0.89 ± 0.022 0.820± 0.019 0.780 ± 0.039 
 

Quercitina(P) 1.5 ± 0.043 1.2 ± 0.06 1.1 ± 0.02 
 

    
 

 
Resultados apresentados em média e desvio padrão. SP - S. pulcheferrium, AC - A. cochiliacarpos, TC - 

 
T. cyrthathum e Quercitina(P) 
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Tabela 3 – Classes de metabólitos secundários avaliadas nos extratos vegetais 
 
 

Metabolitos Secundarios T. cyrthathum S. pulcherrimum A. cochiliacarpos 

Alcaloids - - - 

Saponina + + + 

Glicose Cardiaca + + + 

Terpenoide + + + 

Pholabatannis + - + 

Taninos + + + 

Antraquinonas + - - 
    

 

Resultados expressos em presença (+) e ausência (-) do metabólito. 


