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RESUMO 

Pityrocarpa moniliformis é uma planta endêmica da caatinga, bioma que apresenta várias 

espécies vegetais com grandes propriedades biológicas. Essa espécie demonstrou uma elevada 

atividade antimicrobiana e antioxidante. Muitas dessas plantas são utilizadas empiricamente, 

devidos às diversas substâncias, produzidas através de seu metabolismo secundário, que são 

fontes de recursos terapêuticos. No entanto, a maioria das espécies empregadas no tratamento 

de doenças não possui respaldo cientifico quanto à eficácia e segurança, nem se conhecem 

seus efeitos tóxicos. Desta forma ensaios para avaliar a toxicidade e a atividade genotóxica 

desses compostos são necessários para promover uma segurança na utilização desses 

terapêuticos. O objetivo deste trabalho é avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana de 

extratos orgânicos de P. moniliformis obtidos a partir de diferentes métodos de extração e 

solventes, bem como avaliar sua toxicidade, citotoxicidade e efeitos genotóxicos e identificar 

os compostos que apresentam potencial atividade.  Os extratos orgânicos foram obtidos 

através das seguintes técnicas: Maceração, Soxhlet, Flúido Supercrítico, Ultrassom e extrator 

automático (ASE), com os solventes ciclohexano, acetato de etila e metanol. As atividades 

antioxidantes foram realizadas pelos métodos ATT, DPPH, ABTS e FRAP. Os extratos com 

melhores atividades foram submetidos a cromatografia Flash e Cromatografia de alta 

eficiência. Os testes antimicrobianos foram feitos com cepas bacterianas gram-positivas e 

gram-negativas e o antibiofilme com Staphylococcus aureus. Os animais (machos) receberam 

por via oral a dose 2000 mg/kg do extrato para a avaliação da toxicidade aguda e 1000 mg/kg 

do extrato para os ensaio de genotoxicidade pelo teste de micronúcleo e ensaio cometa. A 

citotoxicidade foi realizado pelo método do MTT, utilizando as linhagens de células J774.A1 

e HEK-293. Os extratos metanólicos apresentaram maior ação antioxidante, sendo o extrato 

ASE que demostrou os melhores resultados, sendo a atividade de suas frações 

potencializadas. Os extratos orgânicos também apresentaram atividade antimicrobiana e 

antibiofilme significativas.  Além disso, os animais não apresentaram sinais de toxicidade 

aguda. Nas análises bioquímicas também não foram observadas alterações. E em relação ao 

exame histopatológico, observaram-se alterações no fígado e rins. Os extratos não mostraram 

diferenças significativas para os ensaios citotóxicos e genotóxico quando comparados com o 

controle. Conclui-se então, que o os extratos orgânicos de P. moniliformis apresentam um 

potencial farmacológico promissor, necessitando de testes adicionais para potencializar esses 

resultados.  

Palavras-chave: Antioxidantes. Citotoxicidade. Genotoxicidade. Metabóltios Secundários. 

Toxicidade Oral. 



  

ABSTRACT 

 

Pityrocarpa moniliformis is an endemic plant of the caatinga, a biome that presents several 

plant species with great biological properties. This species showed a high antimicrobial and 

antioxidant activity. Many of these plants are used empirically, due to the various substances 

produced through their secondary metabolism, which are sources of therapeutic resources. 

However, most of the species used in the treatment of diseases do not have scientific support 

for efficacy and safety nor are their toxic effects known. Thus, assays to assess the toxicity 

and genotoxic activity of these compounds are necessary to promote safety in the use of these 

therapeutics. The objective of this work is to evaluate the antioxidant and antimicrobial 

activity of organic extracts of P. moniliformis obtained from different extraction methods and 

solvents, as well as their own toxicity, cytotoxicity and genotoxic and isolated effects, to 

purify and to identify the compounds that already are in potential activity. The organic 

extracts were obtained by the following techniques: Maceracion, Soxhlet, Supercritical Fluid, 

Ultrasound and Automatic Extractor (ASE), with hexanes, ethyl acetate and methanol 

solvents. As antioxidant activities were performed by TAA, DPPH, ABTS and FRAP 

methods. The extracts with the best activities were submitted to Flash chromatography and 

High efficiency Chromatography. The antimicrobial testes were made with gram-positive and 

gram-negative bacterial strains and the antibiofilm with Staphylococcus aureus. The animals 

(male) were orally given a dose of 2000 mg/kg extract for acute toxicity evaluation and 1000 

mg / kg extract for genotoxicity test by micronucleus test and comet assay. A cytotoxicity was 

performed by the MTT method, using as cell lines J774.A1 and HEK-293. The methanolic 

extracts presented higher antioxidant action, and the ASE extract showed the best results, 

being an activity of their potentiated fractions. Organic extracts also showed significant 

antimicrobial activity and antibiofilm activity. In addition, the animals did not show signs of 

acute toxicity. In the biochemical analyzes also no changes were observed. And in relation to 

histopathological examination, there were changes in the liver and kidneys. The extracts did 

not show significant differences for the cytotoxic and genotoxic assays when compared with 

the control. It is concluded that the organic extracts of P. moniliformis present a promising 

pharmacological potential, requiring additional tests to potentiate these results. 

 

Keywords: Antioxidants. Cytotoxicity. Genotoxicity. Secondary Metabolites. Oral Toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

A origem do conhecimento do homem sobre as propriedades medicinais das plantas 

confunde-se com sua própria história. Há milênios os vegetais têm sido utilizados pelos seres 

humanos no tratamento de doenças. As doenças infecciosas estão entre as doenças de 

interesse no estudo dos efeitos benéficos das plantas medicinais e fitoterápicos. Tais 

síndromes são responsáveis por grandes gastos em saúde pública, devido ao aumento da 

estadia hospitalar, necessidade de maior consumo de medicamentos e/ou procedimentos 

médicos, principalmente quando se trata de infecções causadas por microrganismos 

portadores de resistência a antimicrobianos.  

Nos últimos anos, a resistência de microorganismos patogênicos a múltiplas drogas 

tem aumentado devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, comumente 

comercializados e usados no tratamento de doenças infecciosas. Essa situação tem forçado os 

cientistas à busca de novas drogas. As plantas tem se mostrado bastante promissoras como 

fonte de novas drogas antimicrobianas, considerando-se que a diversidade de compostos 

químicos dos produtos naturais é muito maior àquela derivada dos processos de síntese 

química (NOVAIS, et al., 2003). 

Além das doenças infecciosas algumas doenças relacionadas ao envelhecimento 

como doenças degenerativas crônicas, cardiopatias e aterosclerose também têm sido alvo de 

intensas pesquisas em todo o mundo. Estas doenças podem estar relacionadas a danos 

causados por estresse oxidativo. Este fenômeno está relacionado, principalmente, à ação 

constante de espécies reativas de oxigênio (ERO) e/ou espécies reativas de Nitrogênio (ERN) 

geradas em processos inflamatórios ou por alguma outra disfunção biológica, por exemplo, as 

causadas por infecções (BARREIROS et al, 2006; BIANCHI; ANTUNES, 1999). 

Os extratos vegetais possuem substâncias conhecidas por sua capacidade 

antioxidante, em especial os flavonoides e taninos que, por serem ricos em hidroxilas, são 

capazes de reagir com as ERO e ERN e, dessa forma, podendo ser úteis no tratamento de 

algumas doenças por inibir ou retardar significativamente os processos oxidativos (VIEGAS 

JUNIOR et al., 2006). 

Atualmente, as vantagens que justificam a utilização dos fitoterápicos, são: o efeito 

sinérgico, ou seja, as plantas apresentam vários compostos com efeitos similares; associação 

de mecanismos por compostos agindo em alvos moleculares diferentes; menores riscos de 

efeitos colaterais, uma vez que os compostos ativos se apresentam em concentrações 
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reduzidas nas plantas; e, menores custos de pesquisa (YUNES; PEDROSA; CECHINEL, 

2001). 

Nesse contexto, as pesquisas com plantas medicinais, se tornam importantes tanto no 

que diz respeito á descoberta de novos medicamentos fitoterápicos, atribuição de novos usos 

aos já utilizados pela população, quanto no que diz respeito á descoberta, purificação e 

isolamento de novas moléculas. Isso porque mesmo aquelas plantas medicinais que já 

possuem alguma descrição farmacológica podem revelar novas atividades biológicas outrora 

não percebidas, porque geralmente os metabólitos relacionados às atividades biológicas fazem 

parte de um metabolismo especial ou secundário do vegetal, em resposta às agressões 

provenientes do ambiente que o cercam e das condições de cultivo. Ou seja, o ambiente 

desempenha um papel crucial no metabolismo das plantas fazendo com que estas produzam 

diferentes e variados complexos moleculares, abrindo caminho para a descoberta de novos 

grupos estruturais e para estudos de identificação de alvos moleculares e de mecanismos de 

ação de fármacos (YUNES; PEDROSA; CECHINEL, 2001). 

Apesar das inúmeras vantagens na utilização das plantas como recursos terapêuticos, 

muitas vezes esses recursos são consumidas sem a devida comprovação cientifica de suas 

atividades farmacológicas e seu perfil tóxico, que devem ser estabelecidos por testes não 

clínicos e clínicos (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; SILVEIRA; BANDEIRA; 

ARRAIS, 2008; FRANÇA et al., 2008). 

Devido a isso, é importante a pesquisa por informações que embasem o uso seguro 

de determinadas espécies vegetais e fitoterápicos de interesse clínico, pois, mesmo possuindo 

baixa toxicidade, pode provocar efeitos graves que muitas vezes são subnotificados 

(MONTEIRO; CARVALHO JUNIOR, 2007; SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008). 

A Caatinga, um dos biomas brasileiros que apresenta alta diversidade de espécies 

vegetais, sendo muitas delas endêmicas e adaptadas às condições de estresse ambiental 

característicos das regiões semiáridas, como baixa pluviosidade, temperaturas elevadas e altas 

taxas de evapotranspiração, tem sido fontes promissoras de biomoléculas que apresentam 

atividades biológicas importantes (TROVÃO et al., 2007; ARCOVERDE et al., 2014; 

FÉLIX-SILVA et al., 2014). 

Pityrocarpa moniliformis é uma planta arbórea do Nordeste do Brasil, ocorrendo 

disjunta em florestas secas da região de Sucre (Venezuela), é popularmente conhecida como 

Catanduva, e sinonimamente de Piptadenia moniliformis (Benth.). A Pityrocarpa 

moniliformis é uma espécie ainda pouco explorada e estudos recentes revelaram um potencial 
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microbiológico e antioxidante significativo. Por ser uma planta endêmica da caatinga, que 

apresenta várias espécies vegetais com grande potencial terapêutico e farmacológico esse 

estudo visa o aprofundamento e aplicação de sua atividade microbiológica e antioxidante, 

bem como seu efeito toxicológico in vitro e in vivo. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

Avaliar a atividade antibacteriana, antibiofilme, antioxidante e realizar os testes de 

toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade dos extratos orgânicos das folhas de Pityrocarpa 

moniliformis. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Preparar extratos com solventes de diferentes polaridades (ciclohexano, acetato de 

etila, metanol) das folhas de P. moniliformis; 

 Realizar o screen fitoquímico dos extratos relatados acima; 

 Efetuar fracionamento cromatográfico em cromatografia FLASH, visando conhecer a 

composição química da espécie em estudo; 

 Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos e frações de P. moniliformis; 

 Avaliar a atividade antibacteriana in vitro e determinar a Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) e a Concentração Bactericida Mínima (CBM) dos extratos orgânicos 

de P. moniliformis; 

 Avaliar atividade antibiofilme in vitro dos extratos orgânicos de P. moniliformis; 

 Avaliar a toxicidade aguda dos extratos orgânicos de P. moniliformis; 

 Avaliar a toxicidade dos extratos por ensaios de citotoxicidade celular in vitro (método 

de redução do MTT); 

 Avaliar a atividade genotóxica e mutagênica dos extratos orgânicos de P. 

moniliformis. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 PLANTAS MEDICINAIS 

A utilização de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevenção de 

doenças, é uma das formas mais antigas de prática medicinal da humanidade. No Brasil o uso 

das plantas medicinais teve início com os povos indígenas que aplicavam suas próprias 

experiências para distinguir as plantas que serviam para curar doenças das que eram 

venenosas (OLIVEIRA; SIMÕES; SASSI, 2006). Com o descobrimento do nosso país 

surgiram novas plantas trazidas de vários países da Europa, Ásia, Índia, África que hoje fazem 

parte da nossa flora constituindo desta forma as plantas denominadas exóticas (BRITO; 

DANTAS; DANTAS, 2009).  

Atualmente, essa prática vem crescendo a cada dia devido ao grande interesse da 

população por terapias menos agressivas e pelos benefícios dos tratamentos naturais (BRIMA, 

2017; ARNOUS et al. 2005), por ser uma prática comum na sociedade e até mesmo pela falta 

de medicamentos sintéticos (FERREIRA; PINTO, 2010). Esse crescimento é visível não só 

nas populações, mas também nos profissionais de saúde que carecem de informações seguras 

sobre os recursos fitoterápicos. Além disso, o baixo custo e o fácil acesso, ao contrário do que 

ocorre com outros medicamentos, proporcionam as pessoas um método de cura e prevenção 

mais acessível.  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), mais de 80% da população de 

países em desenvolvimento utiliza ervas para o tratamento de doenças, que são consideradas 

até mais seguras e mais efetivas que drogas sintéticas (GURIB-FAKIM, 2006; PANG et al., 

2014). Desse modo, os produtos naturais vêm recuperando espaço e importância na indústria 

farmacêutica, tanto para a sua utilização direta quanto para uso como fonte inspiradora de 

novos padrões de moléculas bioativas (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). 

Entre os 252 fármacos básicos ou essenciais selecionados pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS), 11% são de origem exclusivamente vegetal e uma parcela significativa é 

preenchida por medicamentos sintéticos, obtidos a partir de precursores naturais (RATES, 

2001). Apesar de possuir a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000 

espécies vegetais superiores catalogadas, no Brasil, apenas 8% foram estudadas para 

pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades 

medicinais (BRASIL, 2006).   
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A Caatinga Nordestina é um dos principais biomas brasileiros que apresentam uma 

ampla diversidade de produtos naturais com propriedades terapêuticas que são utilizadas por 

comunidades da região. Estas comunidades possuem uma vasta farmacopeia natural, que são 

provenientes dos próprios recursos naturais que estão em áreas ocupadas por estas populações 

(GOMES et al., 2008). Apesar das inúmeras evidências que confirmam que a flora deste 

bioma é bastante rica em plantas com elevado potencial terapêutico, o valor farmacológico 

dessas plantas não tem sido avaliado de forma adequada (BRASIL, 2002), sendo 

proporcionalmente a menos estudada entre as regiões naturais brasileiras, e que esforços 

científicos estão concentrados em apenas alguns pontos em torno das principais cidades da 

região (MELO-BATISTA; OLIVEIRA, 2014).  

Em relação a esse bioma, este quadro torna-se preocupante, pois além da insuficiente 

realização de trabalhos relacionados à catalogação da flora nativa, a caaatinga encontra-se 

entre os mais alterados e ameaçados pela ação antrópica e, por conta disto, tem sido apontado 

como o bioma brasileiro mais crítico no que se refere à conservação (SOUZA, 2013). 

Além disso, pouco se sabe sobre os efeitos tóxicos destas plantas utilizadas pelas 

comunidades locais. Sabe-se que os vegetais contem milhares de constituintes químicos e suas 

propriedades terapêuticas estão especialmente relacionadas com os chamados metabólitos 

secundários, que são compostos micromoleculares evolutivamente selecionados para conferir 

vantagens adaptativas às plantas (BERTOLDI, 2006). Muitas dessas substâncias podem ser 

agressivas, e por esta razão, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos 

toxicológicos (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MARCIEL, 2005). Para tanto, são necessários 

estudos que comprovem a eficácia do fitoterápico em questão, sem que o mesmo cause danos 

à saúde do paciente e dessa forma a população possa fazer uso do fitoterápico com segurança 

(REZENDE; COCCO, 2002). A importância desse tipo de estudo remete à necessidade de um 

conhecimento mais direcionado ao estudo da fitoterapia e do entendimento de qual sua 

contribuição para a população atual.  

 

2.2 Pityrocarpa moniliformis 

 

Pityrocarpa moniliformis (Benth.) Luckow & R.W. é uma planta arbórea do Nordeste 

do Brasil, pertencente à família Fabaceae – Leguminosae, que está distribuída a partir dos 

estados do Maranhão e Piauí até o estado da Bahia, mais especificamente na Caatinga, 

Carrasco, Seridó, Cerrado e Agreste, sendo particularmente encontrada no Vale do Rio São 
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Francisco (BENEDITO, 2011; FERREIRA et al., 2014). Entretanto, sua área de distribuição 

também inclui a região de Sucre na Venezuela (QUEIROZ, 2009).  

Popularmente conhecida como “angico-de-bezerro”, “catanduba”, “quipembé” (PE), 

“surucucu” (BA), “carrasco” (PA) e “muquém”, é uma árvore que pode atingir entre 4 e 10 m 

de altura, com copa arredondada e bipinadas (Figura 1), flores amareladas em forma de 

espigas cilíndricas (Figura 2) e frutos denominados vagens (Figura 3), é considerada 

economicamente relevante como espécie forrageira, para a extração de taninos, e para a 

apicultura (SANTOS et al. 2004; LUCKOW 2005; SODRÉ et al. 2008). 

 

Figura 1. Pityrocarpa moniliformis (BENTH) LUCKON & R. W. JOBSON.  

Fonte: Nunes, 2007. 

 

É uma espécie rústica, de crescimento rápido, indicada para reflorestamentos 

heterogêneos com fins preservacionistas e recomendada como forragem para bovinos e ovinos 

(AZEREDO et al., 2010). Na região Nordeste do Brasil, onde a apicultura tem como fonte as 

flores de plantas nativas, esta espécie destaca-se como planta melífera em potencial. Suas 

flores são apreciadas pelas abelhas, fornecendo mel de excelente qualidade (SILVA et al., 

2004). 
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Figura 2. Folhas e Flores de Pityrocarpa moniliformis. 

Fonte:http://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com/2012/02/piptadenia-moniliformis-benth.html. acesso em 08 de 

novembro de 2017. 

 

Figura 3. Frutos de Pityrocarpa moniliformis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Fonte: http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=18902, acesso em 08 de novembro de 2017.  

 

Esta espécie ainda é pouco explorada em relação a seu potencial farmacológico, mas 

estudos recentes revelaram um potencial microbiológico e antioxidante significativo.  

Os estudos de Trentin et al. (2014) e (2015), demonstraram alta eficiência na inibição 

do crescimento de Pseudomonas aeruginosa, além de evitar a formação de biofilme por várias 

espécies de bactérias. Nos trabalhos de Silva et al., (2013a) e (2013b) esta planta apresentou 

atividade microbiana contra Staphylococcus aureus quando foi testado o seu potencial 

isoladamente e em sinergismos com o antibiótico eritromicina, sendo a atividade positiva 

atribuída à alta concentração de compostos fenólicos em seus extratos (quercitina, rutina). 

http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=18902
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Em estudos sobre o potencial antioxidante desta espécie, sua alta atividade foi 

correlacionada com à presença de compostos fenólicos e flavonoides nos extratos testados 

(ALVES et al., 2014; DA SILVA et. al., 2011). Além disso, os extratos de P. moniliformis 

mostraram-se ricos em compostos com atividade larvicida contra Aedes aegypti L. (FARIAS, 

2010).  

 

2.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE 

O aumento do uso de plantas medicinais mostrou ao longo dos anos, que determinadas 

plantas apresentam substâncias potencialmente nocivas. Pesquisas demonstraram que muitas 

destas substâncias são agressivas, devendo ser utilizadas com cautela, respeitando seus riscos 

toxicológicos (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MARCIEL, 2005). Como exemplos de algumas 

substâncias que causam efeitos tóxicos o apiol, o safrol, lignanas e alcaloides pirrolizidínicos 

que causam toxidez para as células do fígado (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MARCIEL, 2005). 

Efeitos de toxicidade renal são causados por terpenos e saponinas, substâncias muito comuns 

nas espécies vegetais (CAPASSO et. al., 2000). Além disso, diversas substâncias isoladas de 

plantas medicinais possuem atividades citotóxicas, genotóxicas e mutagênicas, mostrando 

uma relação com a incidência de tumores (AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGUER, 

2000).  

Diante disso, é evidente a importância da avaliação do estudo tóxico das plantas 

medicinais e de seus constituintes através de estudos científicos necessários para que a 

população tenha acesso a uma terapia alternativa segura e de qualidade. Esses estudos de 

toxicidade tem por objetivo caracterizar potenciais efeitos tóxicos dos componentes ativos do 

produto, estimar o grau de perigo e entender o mecanismo de toxicidade induzido pelo 

produto. A toxicidade é um parâmetro necessário de qualquer estudo in vivo ou in vitro que 

atende a esse objetivo (PURCHASE et al., 1998) e são realizados seguindo-se protocolos bem 

aceitos internacionalmente, ainda que, dentro do aprovado, as exigências legais variem de país 

a país (LAPA et al., 2003).  

Sendo assim, os principais testes toxicológicos normalmente requeridos são: 

toxicidade aguda, toxicidade sub-crônica, toxicidade crônica, genotoxicdade, mutagênese, 

citotoxicidade, carcinogênese, reprodução e teratogênese, toxicocinética, efeitos locais sobre a 

pele e olhos, sensibilização cutânea e ecotoxicidade (SPIELMANN, 2002; BARROS; 

DAVINO, 2003). 
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2.3.1 Toxicidade Oral Aguda  

Os estudos de toxicidade oral aguda avaliam os efeitos nocivos que ocorrem em um 

breve período de tempo, após a administração única ou múltipla dentro de 24 horas, de 

elevadas doses da substância avaliada. Assim, podem fornecer subsídios referentes aos riscos 

à saúde após uma exposição de curta duração (BRITO, 1994; DIPASQUALE; HAYES, 

2001).  

Estes testes são conduzidos com o propósito de expressar a potência das substancias 

em termos de dose letal média (DL50- dose letal 50% - dose que mata 50% dos animais) ou da 

concentração letal média (CL50 concentração letal 50% - concentração que mata 50% dos 

animais exposto ao produto testado) (AMENI, 2011). Desta forma, os efeitos observados nos 

animais são relacionados à quantidade de produto administrado, a morte do animal, sendo o 

principal ponto analisado e os efeitos adversos que possam ser atribuídos a substância durante 

o período estudado. Portanto, os resultados obtidos através do teste de toxicidade aguda se dá 

pela caracterização da relação dose-resposta, de tecidos e órgãos alvo por meio de avaliações 

macro e microscópicas, além de outros parâmetros como o início, a natureza e a duração da 

intoxicação associada à morte. Além disso, estes testes permitem identificar os agravos 

referentes às diferentes vias de exposição e diferenças entre os sexos ou idades dos animais 

(CORRÊA; BOFF; 2009). 

 

2.3.2 Citotoxicidade 

Um dos ensaios citotóxicos in vitro mais utilizados é baseado no teste colorimétrico 

com o sal de tetrazólio MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio], 

este ensaio mede a viabilidade celular, de modo que é efetuada sua leitura em 

espectrofotômetro de varredura de múltiplos poços, se tornando um protocolo versátil e 

quantitativo (MOSMAN, 1983). O ensaio de MTT avalia a atividade oxidativa mitocondrial, 

ou seja, o sal é reduzido nas mitocôndrias das células vivas, através da clivagem da enzima 

succinato desidrogenase, em cristais de formazan, de coloração púrpura (Figura 4), estes 

cristais são extraídos através da adição de um solvente apropriado. A variável resultante da 

quantidade de cristais formados é diretamente proporcional ao número de células viáveis.  

Este ensaio apresenta-se mais rápido, seguro e com alto grau de precisão quando 

comparado a outros métodos colorimétricos ou outras técnicas como as radioativas (ensaio 

que consiste na capacidade das células de incorporar substâncias radioativas ou na capacidade 

de liberar um marcador radioativo) (MOSER, 2011). 
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Figura 4. Redução do MTT por enzimas mitocondriais. 

 
Fonte: GOMES, 2008. 

 

Apesar das inúmeras vantagens, o ensaio MTT possui algumas limitações como a falta 

de linearidade frente a densidades celulares elevadas. Esta situação é corrigida mediante 

padronização da técnica de acordo com a linhagem celular a ser utilizada. Outra desvantagem 

está no fato de diferentes linhagens diferirem na capacidade de reduzir o corante. No entanto, 

a grande vantagem é que as células mortas não podem interferir nos níveis de absorbância 

porque apenas as células metabolicamente ativas podem reduzir o sal de tetrazólio ao seu 

produto formazan. Todavia, pode ocorrer redução do MTT em células em apoptose em 

estágios iniciais visto que as mitocôndrias permanecem intactas (LOTZE; THOMSON, 2005). 

 

2.3.3 Genotoxicidade e Mutagenicidade 

Os efeitos genotóxicos de uma substância são baseados na sua habilidade de induzir 

modificações no material genético do organismo a ele exposto. Essas substâncias interagem 

quimicamente com o material genético, causando alterações oxidativas ou mesmo quebras na 

molécula de DNA. Na grande maioria dos casos, o dano é reparado pelo próprio organismo ou 

a célula é eliminada. Caso essa lesão seja fixada, as alterações podem se perpetuar nas células 

filhas durante o processo de replicação (WHITE; RASMUSSEN, 1998; SASAKI et al. 2000; 

OBE et al., 2002; WASSON; MCKELVEY-MARTIN; DOWNES, 2008). A genotoxicidade 

de um composto pode ser avaliada por meio de ensaios que investiguem o dano 

cromossômico como o de eletroforese em gel, conhecido como ensaio cometa. 

No entanto, a mutagenicidade se caracteriza pela indução de alterações transmissíveis 

e permanentes da quantidade ou da estrutura do material genético (SASAKI et al. 2000; 

WASSON; MCKELVEY-MARTIN; DOWNES et al., 2008). Apesar de ocorrerem mutações 

espontâneas, que surgem na ausência do efeito de um mutágeno conhecido, a maioria delas é 
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induzida por agentes físicos, químicos ou biológicos, aos quais os seres humanos e outros 

organismos podem ser expostos (GAMEIRO, 2005; CALVIELLO et al., 2006). O efeito 

mutagênico pode ser determinado através de ensaio in vitro ou in vivo. Um dos ensaios de 

mutagenicidade é o teste do micronúcleo (MN), um bioindicador do efeito clastogênico 

(quebra de cromossomos) ou aneugênico (segregação cromossômica anormal), que revela a 

instabilidade genômica (LINDBERG et al 2007; IARMARCOVAI et al. 2009; THIERENS; 

VRAL, 2009; MUGHAL et al. 2010; TERRADAS et al. 2010). 

 

2.3.3.1 Ensaio Cometa 

O ensaio cometa ou teste do cometa foi proposto inicialmente em 1984 com objetivo 

de pré-determinar a eficiência da radioterapia e quimioterapia em células de tumores humanos 

in vivo, com a vantagem de não precisar utilizar marcadores radioativos e precisar de um 

pequeno número de células para execução do ensaio (ÖSTLING; JOHANSON, 1984).  

Este ensaio baseia-se na medida de fragmentos de DNA que migram em um campo 

elétrico. Primeiramente as células são englobadas em gel e espalhadas em uma lâmina, e 

posteriormente submetidas a uma corrente elétrica que age como uma força proporcionando a 

migração desses fragmentos livres, resultantes de quebras, para fora do núcleo. Essas quebras 

podem ser de fita simples, dupla, crosslinks, sítios de reparo por excisão e/ou lesões alcali-

lábeis (locais em que a cadeia polinucleotídica sofre quebra quando há incubação do DNA em 

pH elevado (SINGH et al. 1988; TICE et al. 2000). 

 Após a eletroforese, as células que apresentam um núcleo redondo são identificadas 

como normais, sem lesão detectável no DNA. Em contra partida, as células danificadas são 

identificadas, visualmente, por uma espécie de cauda, semelhante a um cometa, formada pelos 

fragmentos de DNA. Estes fragmentos podem se apresentar em diferentes tamanhos, e ainda 

estar associados ao núcleo por uma cadeia simples (DA SILVA et al., 2003; GONÇALVES; 

CONCEIÇÃO; RESGALL-JUNIOR, 2003; SPIVAK; COX; HANAWALT, 2009). Existe 

uma escala visual de dano de acordo com a intensidade ou tamanho da cauda que vai de 0 

(sem dano) a 4 (dano máximo) (Figura 5), que pode ser determinada utilizando-se 

microscopia (COLLINS, 2004). 
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Figura 5. Classificação do dano do DNA das células analisadas por ensaio cometa. 0 (sem dano aparente); 1 

(com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa) e 4 (dano máximo). 

Fonte: Rocha, 2015. 

 

A execução do ensaio cometa é considerada simples, rápida e flexível, de baixo custo 

e requer pouco material para análise. Além disso, pode ser considerada uma técnica confiável, 

sensível para a detecção de baixos níveis de danos de DNA, e requer um período de tempo 

relativamente curto para completar um experimento (TICE et al. 2000; DUSINSKA; 

COLLINS, 2008; COLLINS et al. 2008). Além disso este teste pode ser realizado em células 

não proliferativas e a partir de células individuais de diferentes tecidos (LOVELL; OMORI, 

2008; BAGATINI; MALUF, 2011). 

 

2.3.3.2 Teste de Micronúcleo 

O estudo do micronúcleo consiste basicamente na exposição das células a agentes 

mutagênicos, onde micronúcleos, que são pequenos corpúsculos nucleares, são perdidos pelo 

núcleo principal ou formados por cromossomos inteiros que atrasam na anáfase durante a 

divisão celular. Esses corpúsculos perdidos ou cromossomos atrasados são envolvidos por 

uma membrana celular durante a telófase, aparecendo como pequenos núcleos além do núcleo 

principal (Figura 6) (IARMARCOVAI et al., 2009; THIERENS; VRAL, 2009; CEPPI et al., 

2010).  
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Inicialmente desenvolvido da médula óssea de camundongos (SCHMID, 1976) o teste 

de micronúcleo tem sido recomendado para estudos de monitoramento ambiental, danos 

citogenéticos induzidos por radiações, estilo de vida, deficiências em nutrientes e doenças e, 

principalmente, por sua capacidade de detectar agentes clastogênicos e aneugênicos 

solicitando, no entanto, proliferação celular para a observação do biomarcador de efeito. 

(SCHMID, 1976; STICH et al., 1998; FENECH, 2000; RIBEIRO; MARQUES, 2003; 

PASTOR et al., 2003). 

 

Figura 6. Esquema da formação de micronúcleos como consequência de um dano no DNA de uma célula em 

divisão. (a) Dentro do normoblasto, a cromatina se condensa e o núcleo pinótico é expelido formando um 

reticulócito (RET). Os RETs migram a partir da medula óssea para a circulação periférica, de modo que, 1 ou 2 

dias mais tarde amadurece em um eritrócito normocromático, o qual é caracterizado pela degradação do RNA 

reticular e perda da expressão do receptor de transferrina (CD71). O núcleo é expelido durante a maturação de 

células vermelhas do sangue e o micronúcleo é retido. (b) Fragmento de DNA (micronúcleos) em um eritrócito 

da amostra de sangue de um rato do tipo selvagem, feito por coloração May-Grünwald-Giemsa. (c, d) eritrócitos 

micronucleados a partir de uma amostra de sangue preparado pelo método DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindole). 

As barras de escala, 5 μM. As setas indicam micronúcleos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de Balmus et al., 2014. 

  

A presença de micronúcleos pode ser considerada como uma indicação de ocorrência 

prévia de aberrações cromossômicas estruturais ou numéricas, em algum momento do ciclo de 

vida das células ou exposição exógena a agentes genotóxicos, refletindo inúmeras alterações 

cromossômicas importantes para a carcinogênese (CARRANO; NATARAJAN, 2002).  

Deste modo, este teste tem sido amplamente utilizado tanto in vitro como in vivo e in 

situ, com a vantagem de ser simples, eficaz e rápido na detecção de danos cromossômicos 
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induzidos. Além disso, a frequência de micronúcleos aparece elevada em tecidos expostos bem 

antes que qualquer sintoma clínico seja evidente, tornando-o valiosa ferramenta como 

biomarcador precoce para o risco do desenvolvimento de câncer (GARAJ-VRHOVAC; 

ZELJEZIC, 2001). 

 

2.4 RADICAIS LIVRES E OXIDANTES 

Os radicais livres são moléculas ou átomos que possuem a capacidade de existir 

independentemente, contendo um ou mais elétrons desemparelhados na sua órbita externa 

(VANNUCCHI et al., 1998). Isto determina uma atração para um campo magnético, o que 

pode torna-lo altamente reativo, capaz de reagir com qualquer composto situado próximo à 

sua órbita externa, passando a ter uma função oxidante ou redutora. Os radicais livres são 

formados em um cenário de reações de óxido-redução, isto é, ou cedem o elétron solitário, 

oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se. Portanto os radicais livres ou provocam ou 

resultam dessas reações de óxido-redução (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).  

A incidência de radicais livres endógenos e exógenos não pode ser impedida, e isto é 

devido tanto por processos metabólicos normais que ocorrem a todo o momento da vida, 

quanto pela ação de oxidantes do meio ambiente (POLJSAK et al., 2011). Esses radicais 

livres são gerados a partir de processos aeróbicos como a respiração celular; processos 

infeciosos envolvendo ativação fagocítica; durante atividade física intensa; ou pela ação de 

poluentes e toxinas, como fumaça de cigarro, álcool, radiações ionizantes e ultra-violeta, 

pesticidas e ozônio (LOBO et al., 2010).  

O aumento dessas moléculas no organismo leva a alterações em nível molecular que 

estão associadas a danos das macromoléculas biológicas como lipídios, proteínas e DNA, 

gerando alterações em diversos tecidos que estão envolvidos em uma variedade de processos 

patológicos, como por exemplo: câncer, aterosclerose, doenças neurodegenerativas, diabetes, 

cirrose, artrite reumatoide entre outras (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). 

No entanto, o excesso de radicais livres pode ser controlado nos seres vivos por 

diversos compostos antioxidantes, os quais podem ter origem endógena, como a superóxido 

desmutase, ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Destas ultimas, 

destacam-se tocoferóis (Vitamina E), ácido ascórbico (Vitamina C), polifenóis, selênio e 

carotenoides. Esses antioxidantes possuem a capacidade de estabilizar ou desativar os radicais 

livres antes que ataquem os alvos biológicos nas células (SOUZA et al. 2007). 
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2.4.1 Espécies Reativas de Oxigênio 

Várias substâncias são definidas como radicais livres, porém as substâncias de maior 

interesse são as espécies reativas do oxigênio (ERO) (Figura 7), produzidas em geral de forma 

endógena ou exógena. As fontes exógenas das ERO’s incluem a radiação, fumo, estresse e 

alguns medicamentos (HALLIWELL, 1987).  O oxigênio tem papel fundamental no 

crescimento e desenvolvimento do organismo, assim como, na produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROS) que podem desregular processos celulares normais e causar a morte da 

célula, tanto no metabolismo animal quanto no vegetal (SLESAK et al., 2007). 

 

Figura 7. Processo de formação dos EROs. 

Fonte: Renz, 2003. 

 

O esquema acima (Figura 7) mostra o ânion radical superóxido (O2-·), o primeiro 

intermediário monovalente do oxigênio até a água, a partir dele, são formados os demais 

EROs (RENZ, 2003). No processo celular para obtenção de energia (cadeia respiratória) 

ocorre uma sequência de reações oxidativas sendo o oxigênio o aceptor final de elétrons. 

Dessa sequência resultam compostos como o ânion superóxido (O2-·), o radical hidroperoxila 

(HO2•), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH•), sendo encontradas em 

todos os sistemas biológicos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; CATANIA et al., 2009). 

As ERO em baixos níveis e em condições normais possuem um papel importante em 

seres vivos. Um exemplo de suas funções no organismo é na resposta imune a infecções. Os 

fagócitos em geral possuem um mecanismo de defesa contra corpos estranhos onde ocorre um 

alto consumo de oxigênio, geralmente denominado queima ou explosão respiratória. 

Entretanto, devido a sua elevada reatividade, o acúmulo de ERO além das necessidades 

imediatas da célula pode afetar a estrutura celular e a integridade funcional, ao provocar a 

degradação oxidativa de moléculas críticas, tais como o DNA, proteínas e lipídios (CUI et al., 

2004). 

No organismo humano existem alguns mecanismos de defesa antioxidante contra essas 

moléculas, como enzimas e os antioxidantes nos alimentos que estão ligados aos outros e 

equilibram as EROs. Quando os mecanismos de proteção antioxidante se tornam ineficientes 
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por fatores como idade, pode ocorrer deterioração das funções fisiológicas, resultando em 

doenças e aceleração do envelhecimento (LEE et al., 2004; MORAIS et al., 2006). 

 

2.4.2 Antioxidantes  

De forma geral, denominam-se antioxidantes biológicos quaisquer composto, que quando 

presente em uma concentração mais baixa comparado ao substrato oxidável é capaz de atrasar ou 

prevenir a oxidação do substrato. As funções dos antioxidantes estão implicadas em diminuir o 

estresse oxidativo, mutações de DNA, transformações malignas, dentre outros parâmetros de dano 

celular (GODIC et al., 2014).  

Os antioxidantes podem ser classificados a partir de dois mecanismos de ação, como 

primários e secundários. Os antioxidantes primários atuam como doadores de prótons e 

impedem o processo de iniciação desencadeado pelos radicais livres, ao convertê-lo em 

produtos mais estáveis termodinamicamente. Enquanto que os antioxidantes secundários 

atuam bloqueando a reação em cadeia através de captação de intermediários reativos, como os 

radicais peroxila e alcooxila (NACZK; SHAHIDI, 2004).  

Essas substâncias com capacidade antioxidante podem atuar em diferentes níveis na 

proteção dos organismos (BIANCHI; ANTUNES, 1999): Atuam no mecanismo de defesa 

contra os radicais livres impedindo sua formação, principalmente pela inibição das reações em 

cadeia com o ferro e o cobre; são capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo 

metabolismo celular ou por fontes exógenas, impedindo o ataque sobre os lipídeos, os 

aminoácidos das proteínas, a dupla ligação dos ácidos graxos poli-insaturados e as bases do 

DNA, evitando a formação de lesões e perda da integridade celular, como por exemplo, os 

antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavonoides e carotenoides; 

reparam lesões causadas pelos radicais, processo relacionado com a remoção de danos da 

molécula de DNA, a reconstituição das membranas celulares danificadas; e  em algumas 

situações pode ocorrer o aumento da síntese de enzimas antioxidantes em resposta a 

adaptação do organismo contra a geração desses radicais. 

Adicionalmente, antioxidantes podem ser sintéticos, como o butil-hidroxianisol (BHA) e 

o butil-hidrotolueno (BHT), largamente utilizados pela indústria de alimentos; ou naturais, 

substâncias bioativas, como compostos organossulfurados, fenólicos e terpenos, que fazem parte 

da constituição de diversos alimentos (KITTS, 1994). Os Antioxidantes naturais são originados 

principalmente de plantas na forma de compostos fenólicos (flavonóides, ácidos fenólicos, 

álcoois, estilbenos, tocoferóis, tocotrienóis), ácido ascórbico e carotenóides (REDDY et al., 2012). 
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2.4.3 Compostos Fenólicos e Atividade Antioxidante 

Os compostos fenólicos são caracterizados por ter pelo menos um anel aromático com 

um ou mais grupamento hidroxila. Essas moléculas são oriundas do metabolismo secundário 

de plantas que possuem elevada diversidade estrutural variando de moléculas simples tais 

como os ácidos fenólicos (Figura 8a), para compostos altamente polimerizados, tais como 

taninos (Figura 8b), apresentando mais de 8.000 substâncias já descritas (BRAVO, 1998). 

Esses compostos são biossintetizados a partir da via dos fenilpropanóides e são 

frequentemente conjugados com açúcares, outros fenólicos e poliamidas (TORRAS-

CLAVERIA et al., 2012). Tais substâncias ocorrem naturalmente em frutas, vegetais, nos 

chás e nos vinhos tintos e fazem parte integral da dieta humana (MANACH et al., 2005; 

MEZADRI et al., 2008; TULIPANI et al., 2008; LASKAR et al., 2010).  

 

Figura 8. Ácido fenólico (a) e Ácido tânico (b). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Bravo, 1998. 

  

Dentre as diversas classes de substâncias antioxidantes de ocorrência natural, os 

compostos fenólicos têm se destacado nos últimos anos, sobretudo por retardarem a 

degradação oxidativa (SREERAMULU; RAGHUNATH, 2010). Acredita-se que a estrutura 

química dos polifenóis está diretamente relacionada com sua biodisponibilidade e atividade 

biológica e, além disso, exista uma variedade individual do metabolismo e biodistribuição 

desses compostos em humanos (MONTEIRO et al., 2007).  

 A natureza química dos compostos fenólicos está intimamente correlacionada com seu 

potencial antioxidante. Desta forma, a associação desses compostos com outros agentes 

redutores tais como vitamina C, vitamina E e carotenoides, podem proteger tecidos e 
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estruturas celulares contra danos oxidativos (VINSON; DABBAG, 1998; PRASAD et al., 

2009).  Além disso, estas substâncias são capazes de inibir a oxidação de diversos substratos 

através da captação de radicais livres, bloqueando reações em cadeia e algumas vezes agindo 

como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992), atuando tanto na etapa de iniciação como 

na propagação do processo oxidativo. Os produtos intermediários, formados pela ação destes 

antioxidantes, são relativamente estáveis devido à ressonância do anel aromático apresentada 

por estas substâncias (SOARES et al., 2002). 

 Além do efeito antioxidante, compostos fenólicos também possuem outras 

propriedades, dentre elas, atividade antiinflamatória, anti-agregação plaquetária, diurética, 

antiviral e anticarcinogênica, sendo também benéficos ao sistema cardiovascular por sua 

participação na vasodilatação (RICE-EVANS, 1996; NEIVA et al., 1999; PRASAD et al., 

2009). 

   

2.5 ANTIMICROBIANOS 

O desenvolvimento de agentes antimicrobianos surgiu com a descoberta das 

sulfonamidas em 1935. E logo em seguida na década de 1940, foi demonstrado que a 

penicilina e a estreptomicina poderiam ter uma terapêutica eficaz. A partir daí, foi 

desencadeada uma busca de novas substâncias de origem microbiana, surgindo o 

desenvolvimento de novas classes de agentes antimicrobianos como tetraciclina, a quinolona 

e os aminoglicosídios (JAWETZ; MELNICK; ADALBERG, 1998; NORRBY; NORD, 

2005). 

O agente antimicrobiano ideal necessita apresentar algumas propriedades como a 

chamada toxicidade seletiva, isto é, o fármaco deve ser prejudicial ao parasita e não ao 

hospedeiro, sendo assim, em doses tolerantes ao hospedeiro, o fármaco tem a capacidade de 

lesar o parasita (JAWETZ; MELNICK; ADALBERG, 1998; BLACK, 2002). Além disso, 

esses agentes também devem agir sobre as bactérias susceptíveis afetando seu crescimento e 

reprodução, causando um efeito bacteriostático, e/ou induzindo sua morte, causando um efeito 

bactericida (FERREIRA, 2007). 

O mecanismo de ação de antimicrobianos se baseia principalmente na inibição da 

síntese da parede celular e/ou membrana plasmática, atuando na atividade enzimática ou 

estrutura do protoplasma bloqueando certas reações enzimáticas, bem como atuam na inibição 

de proteínas e ácidos nucléicos (JAWETZ, MELNICK, ADALBERG, 1998; TORTORA, 
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FUNK, CASE, 2003; BLACK, 2002; TRABULSI; TOLEDO, 2004) e como antimetabólito 

(BLACK, 2002). 

É inquestionável que o desenvolvimento dos antibióticos possibilitaram importantes 

intervenções farmacológicas em relação a redução da morbidade e mortalidade humana. No 

entanto, seu uso intensivo aumentou drasticamente a frequência da resistência dos patógenos 

humanos, reduzindo a probabilidade de tratar com eficácia as infecções, aumentando o risco 

de complicações e um desfecho fatal (WOODFORD; LIVERMORE, 2009; LEW et al., 2009; 

ANDERSSON; HUGHES, 2010). 

 

2.5.1 Resistência a Antimicrobianos 

Resistência a um antibiótico significa que um microrganismo antes sensível à ação de 

um antibiótico não é mais afetado por ele. Um fato relevante na resistência dos 

microrganismos aos antibióticos é que muitas drogas são bacteriostáticas (BLACK, 2002). O 

uso inadequado de drogas também vem agravando o problema de resistência dos 

microrganismos, além de outros fatores, como o aparecimento de cepas bacterianas 

multirresistentes (FERREIRA, 2007) A resistência bacteriana tornou-se um grande problema 

frente às doenças infecciosas, pois já houve casos de patógenos resistentes à maioria dos 

medicamentos disponíveis no mercado, aumentando assim os custos com os serviços de saúde 

(ORLANDO, 2005).  

As bactérias podem desenvolver mecanismos de resistência aos antimicrobianos, que 

podem ser naturais ou adquiridos. Os mecanismos naturais são características de algumas 

bactérias e conferem resistência a um antibiótico de todas as cepas dessa espécie bacteriana. 

Enquanto que a resistência adquirida ocorre devido a uma mutação genética, tanto em nível 

cromossomal, pela alteração de DNA bacteriano, como extracromossomal, pela transferência 

de DNA, geralmente pelos plasmídios de resistência (NORMARK; NORMARK, 2002).  

Múltiplos são os mecanismos de resistência adquirida, incluindo perda da 

permeabilidade da membrana, ocorrendo modificação das proteínas da membrana e 

impedindo assim, a passagem dos antimicrobianos (ex. quinolonas), alteração do sítio de 

ligação (ex. eritromicina), superprodução de enzimas-alvo (ex. sulfonamida), síntese de 

enzimas que inativam o fármaco (ex. â-lactânicos) e rotas metabólicas alternativas (ex. sulfas) 

(MOREIRA, 2004). 

O uso indiscriminado de antibióticos, tendo como principais fatores determinantes a 

automedicação e a prescrição indevida desses medicamentos pelos profissionais de saúde, 
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favorecem o crescimento de cepas resistentes. Estima-se que cerca de 20 a 50% dos 

antimicrobianos prescritos são desnecessários. Podemos citar como exemplo a indicação de 

antibióticos para o tratamento de infecções das vias respiratórias superiores – como resfriado 

comum, infecção de ouvido (otite média), garganta dolorida, tosses e bronquites – apesar das 

evidências de ineficiência desses agentes para essas doenças, por serem frequentemente de 

etiologia viral (VIKSVEEN, 2003; NORBY; NORD, 2005). 

Diante disso, algumas medidas devem ser tomadas para resolver esse problema, como 

controlar o uso indiscriminado dos antibióticos, ampliar os estudos sobre o mecanismo 

genético de resistência e continuar as pesquisas para desenvolver novas drogas. Assim, as 

pesquisas que visam o estudo e avaliação dos produtos obtidos de recursos naturais como 

terapêuticos e/ou com atividade antimicrobiana devem ser ampliadas no intuito de criar novas 

drogas e melhorar as já existentes, para que estas voltem a ter alguma atividade (COUTINHO 

et al., 2003/2004). 

 

2.5.1.1 Formação de Biofilme 

Uma das estratégias desenvolvidas pelos micro-organismos para sua sobrevivência em 

ambientes com condições adversas é a formação de biofilme (TRACHOO, 2003). O biofilme 

microbiano é definido como uma associação de células bacterianas e fúngicas, fixadas às 

superfícies, bióticas ou abióticas, inclusas em uma complexa matriz extracelular de 

substâncias poliméricas (LUCCHESI, 2006), podendo provocar uma alteração fenotípica de 

células planctônicas (vida livre) para a forma séssil. Células que crescem em biofilme 

expressam propriedades distintas das células planctônicas, uma destas é o aumento da 

resistência aos agentes antimicrobianos e biocidas (LECHEVALIER; CAWTHON; LEE, 

1988; HOLAH et al., 1990; MOSTELLER; BISHOP, 1993; WALKER; ROGERS; KEEVIL, 

1994; EGINTON et al., 1998; TRACHOO, 2003).  

Esta resistência é, em parte, atribuída à matriz polimérica, pois parece funcionar como 

uma barreira protetora contra fatores agressivos externos, como os biocidas (PEREIRA, 

2001). A elevada resistência de biofilmes bacterianos, pode ser explicada pela difusão 

limitada de agentes antimicrobianos por meio da matriz do biofilme, interações de agentes 

antimicrobianos com a matriz (células e polímeros), resistência mediada por enzimas, 

adaptação genética, níveis de atividade metabólica dentro do biofilme, e outros fatores inter-

relacionados, como as barreiras de difusão, ultraestrutura da parede celular e atividade 

metabólica diferencial (CAIXETA, 2008). 
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A formação do biofilme inicia-se quando células planctônicas (células de vida livre) 

são ativadas por mudanças na expressão gênica (sistema “quorum sensing”) e tornam-se 

capazes de se fixar a praticamente qualquer superfície. Essas bactérias aderidas multiplicam-

se e encapsulam as colônias com uma matriz de substância extracelular polimérica (EPS). 

Entre essas células há a formação de canais que facilitam a difusão dos nutrientes na matriz. A 

proximidade dessas células facilita a troca de sinais moleculares que regulam o 

comportamento, a estrutura e a dinâmica dessa comunidade séssil microbiana. Além disso, há 

gradientes químicos que geram microambientes para diferentes espécies microbianas ou 

níveis de atividade. Em determinadas condições, como falta de nutrientes ou uso de biocidas, 

ocorre a cisão de um agregado celular ou a migração de células planctônicas, a fim de 

colonizar outros ambientes (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004) (figura 

9). 

 

Figura 9. Etapas da formação de biofilme. 1: adesão bacteriana, 2: comunicação celular microbiana, 3: 

maturação e dispersão.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de Macedo e Abraham, 2009. 

 

O fato de o biofilme conferir maior proteção aos microrganismos, a utilização de 

antimicrobianos se torna menos eficiente, gerando uma pressão seletiva que pode acarretar no 

desenvolvimento de resistência a esses fármacos (TENOVER, 2006). Infecções resistentes a 

antibióticos duplicam o tempo de estada no hospital e o número de mortes quando 

comparadas com infecções susceptíveis (DONELLI, 2007; STAR; KUPFERBERG, 2004). 

Essa situação alarmante também ocorre quando o microrganismo causador da infecção é 

capaz de formar biofilme, o que coloca a vida do paciente em risco e aumenta o custo 

hospitalar (STAR; KUPFERBERG, 2004).  
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Portanto, é de grande importância sanitária e econômica a descoberta de moléculas 

capazes de inibir a formação ou destruir biofilmes já formados, visto que diminui a virulência 

dos microrganismos e os gastos hospitalares. 

 

2.5.2 Produtos Naturais e Atividade Antimicrobiana  

O uso de antimicrobianos obtidos de produtos naturais, como extratos vegetais tende a 

ser uma alternativa interessante para reduzir ou eliminar micoorganismos patogênicos, 

levando assim ao aumento da procura dessas novas alternativas terapêuticas (BURT, 2004; 

SILVA et al., 2010). Além disso, devido ao aumento de cepas bacterianas resistentes, houve 

um aumento no número de publicações sobre atividade antibacteriana de extrato de plantas 

(ELOFF, 1998). Trabalhos realizados por Dimitrova et al., (2017) sobre a atividade 

antimicrobiana de extratos vegetais frente a isolados de Staphylococcus spp., constataram 

dentre os extratos metanólicos e frações de plantas, que a maioria deles apresentaram alguma 

inibição ou inativação sobre Staphylococcus spp. 

A estrutura química dos antibióticos vegetais diferem daqueles derivados de micro-

organismos, podendo regular o metabolismo intermediário de patógenos, ativando ou 

bloqueando reações e síntese enzimática ou mesmo alterando a estrutura de membranas 

(MICHELIN et al., 2005). As plantas são capazes de produzir diferentes substâncias tóxicas 

em grandes quantidades, aparentemente para sua defesa contra vírus, bactérias, fungos e 

animais predadores. Muitas dessas substâncias são responsáveis pelas suas propriedades 

medicinais e aromáticas que são utilizadas na medicina popular e despertam interesse 

científico pelas suas atividades biológicas (LAPA et al., 2002). 

Estes compostos são produzidos a partir do metabolismo secundário das plantas, tendo 

uma composição química muito diversificada, mas enfatizando o interesse em compostos com 

grande ação antimicrobiana podemos citar: os terpenóides (monoterpenos, sesquiterpenos, 

diterpenos e saponinas), compostos fenólicos (fenóis simples, taninos, dibenzofuranos e 

flavonoides), compostos nitrogenados (alcaloides, polipeptídeos cíclicos, glicosídeos), 

cumarina e cânfora (RESCHKE et al., 2017; SIMÕES et al., 2003).  

Os compostos isolados de plantas apresentam estuturas químicas, com raras exceções, 

que possuem grandes diferenças estruturais em relação ao antibióticos derivados de 

microorganismos (GONÇALVES et al., 2005). Os estudos sobre o mecanismo responsável 

pela ação antimicrobiana dos princípios ativos extraídos das plantas mostraram a relação do 

metabolismo intermediário da bactéria através do bloqueio de reações químicas, da ação 
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direta sobre a atividade enzimática, ou mesmo de alterações nas estruturas de membrana 

(SINGH; SHUKLA, 1984; COWAN, 1999; BURT, 2004).  

As substâncias antimicrobianas nas plantas são detectadas pela observação do 

crescimento de microorganismos colocados em contato com tecidos e ou extratos, e para 

detectar estas substâncias são utilizadas diversos métodos, diferenciados pela sensibilidade ou 

princípios. A região ou estrutura da planta e suas características fisiológicas também são 

determinantes para a medição da atividade antibiótica, bem como a forma de uso como suco, 

óleo essencial e extração por água ou outros solventes (SOUZA et al., 2000).  

 Diversos métodos são utilizados para esse efeito e como não são todos baseados no 

mesmo princípio, os resultados obtidos serão também profundamente influenciados, não só 

pelo método escolhido, mas também pelos micoorganismos utilizados para realizar o teste, e 

pelo grau de solubilidade de cada teste (SILVEIRA et al., 2009). Os principais métodos 

microbiológicos de detecção de atividade antimicrobiana encontrados na literatura tanto para 

detecção na atividade de bactérias como fungos podem ser classificados em três tipos: ensaios 

biogeográficos, de difusão e de diluição (SILVEIRA et al., 2009).  

  A bioautografia é um método útil para a localização de substâncias com ação 

antimicrobiana, sendo em um extrato ou em frações complexas, como os derivados dos 

produtos naturais (CAMPOS, 2006). Nesta técnica, um meio de cultura sólido, fundido e 

inoculado, é aplicado sobre a placa cromatográfica na qual foi eluído o extrato ou fração. 

Durante o período de incubação da placa, os compostos ultrapassarão o meio por difusão, 

formando zonas de inibição do crescimento microbiano (CAMPOS, 2006). A comparação 

desenvolvida pelo cromatograma sob circunstâncias idênticas e visualizada com o uso de 

reagentes apropriados pode fornecer informações úteis sobre a natureza de compostos ativos, 

permitindo um isolamento biodirecionado (CAMPOS, 2006; VALGAS et al., 2007). Uma 

vantagem deste método é a possibilidade de usar para fases móveis solventes de baixa 

volatilidade (VALGAS et al., 2007). 

Os métodos de diluição in vitro detectam possíveis atividades antimicrobianas de 

compostos, utilizando métodos celulares sem alvo específico (SARTORI, 2005). O ensaio 

para a determinação da concentração inibitória mínima (CIM), ou Minimum Inibitory 

Concentration (MIC), é obtido através da macro ou microdiluição de compostos que consiste 

em se preparar diluições sucessivas do antimicrobiano a ser testado, em meios de cultura 

sólidos ou líquidos, semear o microrganismo e após a incubação verificar a menor 

concentração (maior diluição) do antimicrobiano que inibiu o crescimento do microrganismo. 
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Para a determinação dos resultados pode-se usar a verificação visual por turbidez, mensurar a 

viabilidade e proliferação das células através de corantes indicadores de oxi-redução como 

Alamar blue e Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio ou utilizar aparelhos, como o 

espectrofotômetro (PFALLER; BARRY, 1994; CLSI, 2003; BAKER; TENOVER, 1996; 

DUARTE et al., 2005).  

Determina-se a CIM como sendo a concentração mais baixa de um agente 

antimicrobiano que impede o crescimento visível de um microrganismo no teste de 

sensibilidade por diluição em ágar ou caldo (CLSI, 2002; 2003). As vantagens desse método é 

proporcionar mais informações quantitativas e poder ser aplicado a uma variedade mais ampla 

de isolados do que as provas por difusão (KONEMAN et al., 2001). 

 Já o método de difusão em disco baseia-se nas provas de sensibilidade antimicrobiana 

estabelecendo a dose responsável pela curva de crescimento dada por um determinado inóculo 

contra um dado antimicrobiano, seja ele um antibiótico, extrato vegetal ou composto isolado 

de um extrato (COLE, 1994; KONEMAN et al., 2001). Nesta técnica, utilizam-se discos de 

papel impregnados com quantidades definidas do antimicrobiano. Estes discos são colocados 

em contato com a superfície úmida do ágar, já semeado com uma suspensão microbiana. A 

amostra é absorvida pelo papel de filtro e o seu conteúdo se difunde no meio circundante. 

Após a incubação, na placa semeada com a suspensão bacteriana, ocorre o desenvolvimento 

das células no ágar e, simultaneamente, a difusão do antimicrobiano. Na área onde o 

antimicrobiano é suficiente para impedir o crescimento do microrganismo, pode ser 

observado o halo de inibição (COLE, 1994; KONEMAN et al., 2001). 
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Abstract 

This study aimed to investigate the efficiency of different extraction techniques and solvents 

to obtain compounds with antioxidant activity of the leaves of Pityrocarpa moniliformis. The 

extracts were obtained by extraction by maceration (EM), Soxhlet apparatus (ESA), 

ultrasound (UAE), solvent accelerated extraction (ASE) and Supercritical Fluid (SFE) using 

three solvents (Cyclohexane, Ethyl Acetate and Methanol) and tested by four antioxidant 

methods (Sequestration of radicals DPPH and ABTS, phosphomolybdenum and iron reducing 

power). The total phenolic content and flavonoids were measured by the methods Folin-

Ciocalteu and aluminum chloride, respectively. The technique considered most effective in 

relation to yield and extraction time was ASE. The methanolic extracts exhibited higher 

phenolic and flavonoid contents as well as better antioxidant activities. The methanolic 

extracts presented three major compounds with Retention time (Rt) of 1.73, 4.52 and 7.90 in 

all techniques analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The 

methanolic extracts of the ASE were followed for fractionation in FLASH chromatography, 

obtaining 45 fractions, which showed increase of DPPH activity in relation to the extracts. 

The antioxidant activity of P. moniliformis shows that this species can be considered as a 

promising source of bioactive compounds. 

 

Keywords: antioxidant agents; caatinga; DPPH; oxidative stress; phenolic compounds. 

 

1. INTRODUCION 

Pityrocarpa moniliformis is an arboreal plant in the Northeast of Brazil, occurring 

disjunct in dry forests of the region of Sucre (Venezuela). Because it is an endemic plant of 

the caatinga, which presents several plant species with great therapeutic and pharmacological 

potential [1-4] and being a species still little explored, there is a need for more in-depth 
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studies about its biological activities. Recent studies have revealed a significant antioxidant 

potential as well as promising antimicrobial activity [5-7]. 

Antioxidant agents are of great importance to inhibit the processes of oxidative stress 

that triggers problems in animal metabolism [8]. The oxidation process is essential in the 

production of energy by biological systems [9], because they are related not only to energy 

production but to cell growth, intercellular signaling and synthesis [10]. However, excess 

oxidation reactions become detrimental by causing peroxidation of membrane lipids, 

aggression to tissue and membrane proteins; as well as damage to enzymes, carbohydrates 

and DNA [11]. Phenolic compounds are well known in the literature as antioxidants, mainly 

because of their oxide-reduction properties, which may play an important role in the 

absorption and neutralization of free radicals, chelating oxygen or decomposing peroxides 

[12-16]. 

The isolation and identification of phenolic compounds from medicinal plants depends 

mainly on the extraction solvent and the technique used. Several extraction techniques have 

been previously reported to extract phenolic compounds from plant materials such as 

microwaves [17] ultrasound-assisted methods [18], methods of extracting supercritical fluids, 

technique of the stirring flask [19], reflux [20] and the extractions of Soxhlet [21]. In addition, 

there are few studies that report the phenolic compounds found in the species P. moniliformis 

and the relation of these compounds with the high antioxidant activity of this plant. Apart 

from that, the analysis of the best extraction technique to obtain compounds with antioxidant 

activity and the isolation and identification of these compounds were not developed for this 

species. Thus, the objective of this study was to investigate the efficiency of different 

extraction techniques and solvents to extract compounds with antioxidant activity obtained 

from the leaves P. moniliformis. 
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2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 Collection of material and extraction solvents 

Leaves of P. moniliformis were collected in the Parque Nacional do Catimbau, in 

Buíque, Pernambuco. The material was taken to the forced air circulation oven (40-45 °C) for 

a period of three to four days. The samples were also identified according to the usual 

taxonomic techniques and deposited in the Herbarium of the Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA) (code 84.048). The plant material was processed in a bench mill and 

subjected to different extraction methods following the eluotropic order of the solvents: 

cyclohexane, ethyl acetate and methanol. The samples were rotated and left at room 

temperature for complete drying of the solvent. All extracts obtained were stored at -20 °C for 

further analysis. 

 

2.2 Extraction methods 

a) Extraction by Maceration (EM): 30 g of the dried and ground vegetable material was 

added to 300 ml of cyclohexane and subjected to successive extractions, remaining under 

mechanical stirring for 72 h at room temperature (25-27 °C). The obtained cyclohexane 

extract was filtered and maintained at a temperature of ± 4 °C. To the residue was added 

cyclohexane again and the same extraction procedure repeated 3 more times. The same 

procedure was performed for the solvents ethyl acetate and methanol following the 

eluotropic series. The extracts were dried under reduced pressure on a rotary evaporator 

coupled to a water bath at 40 °C and kept in a desiccator until constant weight for further 

calculation of their yield. 
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b) Extraction in Soxhlet Apparatus (ESA): The vegetable material (30 g) was added 300 mL 

of cyclohexane in Soxhlet apparatus at 40 °C for 72 h in a water bath. Subsequently, the 

extract was filtered and concentrated to dryness in a rotary evaporator coupled in a water 

bath at 40 °C under reduced pressure. The residue was kept in desiccator until constant 

weight for further calculation of its yield. The same procedure was repeated to obtain 

extracts with ethyl acetate and methanol. 

 

 

c) Ultrasound Assisted Extraction (UAE): To obtain extracts, an ultrasonic bath (model 

USC-1400 / Family USC-1400A / USC-1450A) was used as the source of ultrasound. 30 

g of the plant material was added to 300 ml of solvent, following the eluotropic series 

(cyclohexane, ethyl acetate and methanol) and sonicated (3 x 30 min) at a temperature of 

40 °C and power of 150 W, then the samples were rotoevaporated under reduced pressure 

and left at room temperature for complete drying of the solvent and subsequent calculation 

of the yield. 

 

d) Accelerated Solvent Extraction (ASE): 20g of the plant material together with 10g of 

diatomaceous earth was subjected to ASE 350 Dionex automatic extractor, following the 

eluotropic order of the solvents: cyclohexane, ethyl acetate and methanol, under a 

temperature of 40 °C for 15 min under a pressure of ± 1500 psi and solvent flow of 

5mL/min. The extracts already filtered in the ASE were dried in Rocket Evaporator™ and 

left at room temperature for complete drying of the solvent. 
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e) Supercritical Fluid Extraction (SFE): Supercritical extraction was performed on an 

Applied Separations Speed SFE unit model 7071 (Allentown, PA, USA) with a 115 mL 

extraction cell. 30 g of dry plant material was loaded into the SFE cell at a temperature of 

50 °C at a pressure of 5000 psi with a static period of 30 min. With dynamic mode 

(continuous flow) using scCO2 (Supercritical carbon dioxide) as solvent and cyclohexane, 

ethyl acetate and methanol as co-solvents following the eluotropic series. Flow rates were 

4 mL/min for scCO2 and 1 mL/min for the solvents. The extracts were then evaporated at 

room temperature until complete drying. 

 

2.3 Calculation of extraction yield 

The extraction yield was expressed as a percentage and calculated as the weight of the 

extract obtained and concentrated, divided by the weight of vegetable drug used, multiplied 

by 100. 

 

2.4 Phytochemical evaluation 

2.4.1 Dosing of Total Phenols 

 Total phenolic content (TPC) was determined by the Folin-Ciocalteu method 

according to Li et al. [22] with some modifications. Different concentrations of gallic acid 

were dissolved in methanol. For each tube 1mL of the diluted Folin solution of 1:10 (v / v) 

and 0.2mL of the extracts diluted to 1mg/mL in methanol were added. After 3 minutes in the 

dark, 0.8 ml of 7.5% sodium carbonate was added, leaving a further 120 minutes at ambient 

temperature. After this period the absorbances of the samples were read at 765 nm against a 

blank (reagents added to methanol instead of the sample). A calibration curve was prepared 

by plotting the absorbance as a function of concentration and the linear equation (y = 
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0.0121x-0.032, R² = 0.9967) was found. The total phenol concentration in the sample was 

determined from the calibration curve. The total phenol content in the extract was expressed 

in terms of gallic acid equivalent per gram of extract (mg EAG.g
-1

). 

 

2.4.2 Dosing of Flavonoids 

 The colorimetric technique with aluminum chloride described by Woisky and 

Salatino [23] was used to estimate flavonoids, with some modifications. Different 

concentrations of quercetin were dissolved in methanol to be used as standard. Into each tube 

was added 0.05 mL of the aluminum chloride reagent (2 g aluminum chloride diluted in 2% 

ethanol) and mixed to 0.05 mL of the extracts in triplicate. The mixture was kept at room 

temperature for 60 minutes. The absorbance of the samples was read at 420 nm against a 

blank. The calibration curve was prepared by plotting the absorbance as a function of 

concentration and the linear equation (y = 0.0284x + 0.037, R² = 0.9918) was found. The 

concentration of flavonoids was determined from the calibration curve. The total flavonoid 

content in the extract was expressed as quercetin equivalent per gram of extract (mg EQ.g
-1

). 

 

2.5 Antioxidant Activities 

2.5.1 Scavenging free radicals by DPPH• 

 In this assay the extractive free radical scavenging activity was measured in terms of 

hydrogen donation using the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) [24]. 0.25 

mL of the DPPH • solution (1 mM) was mixed in 0.04 mL of different extracts concentrations 

(31.25, 62.5, 125, 500 and 1000 μg/mL). After 25 minutes the absorbance at 517 nm was 

measured. Trolox (analogue of water-soluble vitamin E), Gallic Acid and BHT (butylated 
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hydroxytoluene) were used as the reference compound and the control was DPPH added to 

0.04 mL of methanol (solvent used to dilute the samples). Elimination of DPPH radicals was 

calculated by the formula: SRL [DPPH •] (%) = [(As-Ac)/Ac] x 100. Where: As = 

Absorbance of the sample and Ac = Absorbance of the control. 

 

2.5.2 Inhibition by the radical ABTS •
+
 

 The method of ABTS •
+
 (2,2'-azino-bis- (3-etthylbenzothiazoline-6-sulfonate) was 

made based on Re et al. [25] with some modifications. A stock solution of the ABTS •
+
 

radical was prepared by dissolving 7 nM ABTS •
+
 with 2.45 mM potassium persulfate, and 

left for 16 hours prior to use. The working solution was prepared by diluting the stock 

solution in ethanol to obtain the absorbance of 0.700 ± 0.02 at 734 nm. 0.01 mL of extracts at 

the concentration of 1 mg/mL was added to 1 mL of working solution and read exactly after 6 

minutes of the spectrophotometer reaction at 734 nm. Trolox was used in different 

concentrations (0 - 2000 μM) to compare the activity and to obtain the calibration curve. The 

results were expressed in Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), where Trolox's 

calibration curve equation (Y = -0.0003x-0.6367, R² = 0.9886) and percent inhibition were 

obtained was calculated by the equation Inhibition of ABTS •
+ 

(%) = [(Ac-As)/Ac]x100. 

Where: Ac = Absorbance of the control and As = Absorbance of the sample. 

 

2.5.3 Total Antioxidant Activity (TAA) 

The extracts were diluted to 1 mg/mL concentration in methanol. 0.1 mL of each 

sample was mixed with 1 mL of the phosphomolybdenum solution (600 mM sulfuric acid, 28 

mM sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate), and then incubated in water at 95 

°C for 90 minutes. After returning to room temperature, the absorbances of the samples were 
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measured at 695 nm against a blank (1 mL of solution and 0.1 mL of methanol) (PRIETO, et 

al., 1999). The TAA was expressed in relation to ascorbic acid, calculated by the formula 

TAA (%) = [(As - Ac)/(Aaa - Ac)] x 100, where: Ac = Absorbance of the control, As = 

Absorbance of the sample and Aaa = Absorbance of ascorbic acid. The total antioxidant 

activity was compared with BHT and Gallic Acid. 

 

2.5.4 Reduction of Ferric Ion (FRAP) 

The FRAP assay was done according to Benzie et al. [26] with some modifications. 

The stock solution was prepared with 300 mM acetate buffer (3.1 g CH3COONa and 16 mL 

CH3COOH) at pH 3.6, 10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) solubilized in 40 mM HCl, 

and 20 mM FeCl3 solution. The working solution was prepared by mixing 25 mL of the 

acetate buffer, 2.5 mL of TPTZ and 2.5 mL of FeCl3. 0.07 ml of the 1 mg/ml extracts were 

mixed with 0.2 ml of the FRAP reagent and allowed to stand for 30 minutes at 37 °C in the 

dark. Subsequently the samples were read at 593 nm. A standard curve was made with FeSO4 

(0 – 1000 μg/mL) (Y = 0.0003x -0.0694, R² = 0.9916). The results are expressed in mg 

Fe(II)/g extract and compared with the Gallic acid in the same conditions of the samples. 

 

2.6 Analysis of High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

The extracts that presented the best antioxidant activities were submitted to analysis of 

HPLC in order to identify the major compounds of each extract. Samples from different 

extraction methods (EM, ESA, UAE, ASE and SFE) were dissolved in methanol and 

acetonitrile (MeOH: ACN 75:25) and sonicated for 15 minutes until complete solubilisation, 

resulting in a final concentration of 5 mg ml. Afterwards the samples were treated with PSE 

cartridges (phase-solid extraction) to remove compounds that can interact permanently with 
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the stationary phase, then 10 μL were injected into the CLAE (Agilent 1260 infinity with 

quaternary pump, automatic injector, column furnace and DAD detector) equilibrated with the 

mobile phase (Milliq) CH3COOH 1% (A) and acetonitrile (Lichrosolv Ⓡ) (B), following a 

linear gradient from 95% (A) to 5% (A) (0 to 30 minutes ) with a flow rate of 2.4 mL/min and 

a temperature of 30 °C. The separation occurred on a Zorbax Ⓡ, SB-C18 5µm column; 

4.6x250mm with Zorbax pré pre-column, SB-C18 5µm; 4.6x12.5 mm with complete 

detection of 190 to 400 nm and acquisition of the working chromatogram at 254 nm. 

 

2.7 Liquid Chromatography - FLASH 

After grinding of the leaves of P. moniliformis, extracts from various extraction 

methods were obtained for the purpose of comparing the best method to extract active 

compounds. The extract that reached this criterion was then sent to the fractionation in 

Biotage Isolera One™ (Flash Chromatography). Separation occurred on the Biotage® SNAP 

KP-SIL C18 33g Column with a mobile phase gradient of 5%-20% MeOH (3CV), 20%-30% 

MeOH (1CV), 30%-30% MeOH (1.5CV) 40%-50% MeOH (1CV), 50-50% MeOH (1.5CV), 

50%-100% MeOH (3CV), 40%-40% MeOH , 100%-100% MeOH (3CV) with constant flow 

50 mL/min and scanning detection of 200-800 nm. After this process 45 fractions were 

obtained with 18 mL in 16x150mm rack type flasks. 

Fractions were grouped, as suggested by the software itself when abrupt changes in the 

UV absorption spectrum were observed, as follows: F1-F4, F5-F9, F10-F13, F14-F17 and 

F18-F45 followed for in vitro testing. 

2.8 Statistical Analyzes 

Each experiment was performed in triplicate and the results presented in mean ± SD. 

Statistical analyzes and the IC50 were calculated by GraphPad Prism 5.0. 
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3 RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 Effect of extraction technique and solvent on the yield of extracts obtained from 

leaves of P. moniliformis  

The extraction methods were first compared in terms of extraction yields, and in 

particular, the main influence of the parameters. The best operating conditions in terms of 

obtaining overall yield, type of solvent, polarity, temperature and extraction time were 

defined for each of the five extraction processes. In a second part, the chemical composition 

and the antioxidant activity of the extracts were compared.  

The percentage yields of extracts obtained from P. moniliformis using three different 

solvents (cyclohexane, ethyl acetate and methanol) and five extraction techniques (EM, ESA, 

UAE, ASE and SFE) are shown in Table 1. The studies showed that the most efficient 

extraction method with respect to yield, extraction time and temperature was the ASE. 

Comparison of the five extraction techniques showed that ASE was generally more effective 

than extracts prepared on ultrasound and soxhlet for the cyclohexane and methanol solvents. 

However, ESA had a better yield for extracting with ethyl acetate. 

SFE extraction was less efficient than the other extraction techniques tested. However, 

higher yields were obtained using methanol as co-solvent. It has been suggested that the 

extraction with scCO2 using polar solvents as a co-solvent generally results in higher 

extraction yields of bioactive compounds [27]. This can be explained by differences in the 

polarity of the target compounds and their solubility in scCO2. The addition of polar co-

solvents may increase the solubility of a less soluble solute in the solvent used, which in turn 

may improve the extraction efficiency [28]. 
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3.2 Content of Total Phenols and Flavonoids 

The results of the present study showed that methanolic extracts presented higher 

content of total phenols (CTF) and flavonoids (CF) than the extracts of cyclohexane and ethyl 

acetate in all techniques performed. Significant differences (p <0.05) were observed 

depending on the solvents and extraction techniques used for the CTF and CF contents. 

According to Table 2, EM showed higher content of phenolic compounds (119.70 mg EAG.g-

1) for the methanolic extract, followed by extracts UAE (117.82 mg EAG.g
-1

), SFE (113.0 mg 

EAG.g
-1

), ASE (99.15 mg EAG.g
-1

) and ESA (88.40 mg EAG.g
-1

). Previous studies 

performed by Silva [29] also found a higher total phenol content in methanolic extracts of P. 

moniliformis compared to extracts obtained by less polar solvents, thus corroborating our 

results. In addition, work done with different plant species has reported an increase in CFT in 

extracts obtained with methanol, for example, Hossain et al. [30], who studied organic 

extracts of leaves of the medicinal plant Tetrastigma sp., Obtained for the methanolic extract 

386.22 mg EAG.g
-1

. Vieira et al. [31] also obtained higher CFT values for the methanolic 

extraction of leaves and bark (194 and 193 mg EAG.g
-1

, respectively) from the stem of 

Myracrodruon urundeuvaI. 

The CF of P. moniliformis leaves ranged from 7.48 to 5.18 mg EQ.g
-1

. Unlike CFT, 

the higher CF content was observed when ASE was used, but the methanolic extracts also had 

a higher flavonoid content. This is due to the fact that polyphenols are not found in the free 

state in nature but in the form of esters or heterosides making them more soluble in polar 

solvents such as methanol than in less polar solvents such as cyclohexane and ethyl acetate 

[32-34]. 
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3.3 Antioxidant Activity 

3.3.1 Scavenging free radicals by 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH•) 

The DPPH radical scavenging activities of P. moniliformis leaf extracts obtained by 

different extraction methods and solvents are shown in Table 3. Significant differences (p 

<0.05) were observed between extracts obtained through different extraction methods and 

solvents. The methanolic extracts obtained better activity in relation to cyclohexanic and 

ethyl acetate extracts and their maximum inhibitory concentrations (IC50) were classified in 

the following order: ESA-MeOH (34.70 μg/mL), ASE-MeOH (37.67 μg/mL), UAE -MeOH 

(39.70 μg/mL), EM-MeOH (43.98 μg/mL) and SFE-MeOH (68.87 μg/mL). No significant 

difference was observed between the ESA-MeOH, ASE-MeOH and UAE-MeOH methods. 

Gallic acid, BHT and Trolox, with IC50 values of 0.0011, 26.24 and 50.01 μg/mL, 

respectively, were used as positive control. 

As shown in Figure 1, a better inhibition percentage was observed for the SFE-MeOH 

extraction technique (97.26%) at the concentration of 1000 μg/mL. The % inhibition values 

for the ESA-MeOH, ASE-MeOH, EM-MeOH and UAE-MeOH techniques were 96.30%, 

96.06%, 95.55%, 95.28%, respectively. The results showed that the methods and the type of 

solvent used influenced the antioxidant activity, but there was no significant difference of the 

antioxidant activity by the DPPH method when compared to methanol extraction methods. In 

addition, the total content of antioxidant components (phenolic compounds and flavonoids) 

are positively correlated with the values of DPPH elimination activity for extracts obtained 

with methanol.  
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Figure 1. Antioxidant activity assay by the DPPH free radical sequestration method of the methanolic extracts 

obtained through different methods of the leaves of P. moniliformis. GA: Gallic acid; BHT: Butylated 

hydroxytoluene; EM-MeOH: Methanolic extract by maceration; ESA-MeOH: Methanolic extract in soxhlet 

apparatus; UAE-MeOH: Ultrasonic assisted methanolic extract; ASE-MeOH: Methanolic extract in solvent-

accelerated extractor; SFE-MeOH: Methanolic Extract in Supercritical Fluid. 

 

This antioxidant activity of phenolic compounds is due to its ability to eliminate free 

radicals, to donate hydrogen atoms or electrons. The structure of phenolic compounds is a key 

determinant of their radical elimination and their metal chelating activity. The position and 

number of the hydroxyl group of phenolic compounds and flavonoids determine the ability of 

molecules to donate an electron and stabilize free radicals [35-36]. Likewise, the antioxidant 

activity of phenolic compounds has been related mainly by their redox properties that allow 

them to act as reducing agents, hydrogen donors and oxygen neutralizers [37]. Consequently, 

the total phenol content in the methanolic extracts of P. moniliformis were possibly the main 

components that contribute most to its antioxidant activity. 
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3.3.2 Inhibition by the radical ABTS •
+
 

The ABTS assay is similar to the DPPH method, where both work with the reduction 

of the radicals present, but the ABTS radical is formed at the beginning of the analysis, 

unlike the DPPH that is already acquired in its radical form. The main difference between 

the two radicals is that the DPPH radical is soluble in organic solvents, whereas ABTS is 

soluble in both water and organic solvents, allowing the analysis of both hydrophilic and 

lipophilic samples [38-40]. 

As shown in Table 3, extracts of P. moniliformis had significant effects on ABTS 

radical removal capacity, exhibiting IC50 values ranging from 258.2 to 447.3 μg/mL, values 

that were close enough to the Trolox standard (synthetic antioxidant , analogous to vitamin E) 

already known in the literature for presenting relevant antioxidant activity. Once again the 

methanolic extracts exhibited the best activity (Figure 2), the best percentage of inhibition 

was observed for the ASE-MeOH extraction technique (96.61%) at the concentration of 1000 

μg/mL. The % inhibition values for the SFE-MeOH, ESA-MeOH, EM-MeOH and UAE-

MeOH techniques were 94.07%, 87.96%, 87.68%, 78.61%, respectively. 

Thus, these data show a high antioxidant activity of extracts of P. moniliformis, 

evidencing that the compounds with greater activities are extracted with the methanol as 

solvent and by the ASE and SFE methods. 
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Figure 2. Antioxidant activity test by the ABTS radical inhibition method of the methanolic extracts obtained 

through different methods of the leaves of P. moniliformis. GA: Gallic acid; BHT: Butylated hydroxytoluene; 

EM-MeOH: Methanolic extract by maceration; ESA-MeOH: Methanolic extract in soxhlet apparatus; UAE-

MeOH: Ultrasonic assisted methanolic extract; ASE-MeOH: Methanolic extract in solvent-accelerated extractor; 

SFE-MeOH: Methanolic Extract in Supercritical Fluid. 

 

3.3.3 Total Antioxidant Activity (TAA) and Ferric Ion Reduction (FRAP) 

The TAA was measured by the phosphomolybdenum method which is based on the 

reduction of Mo (VI) to Mo (V) by the antioxidant compound tested and the formation of a 

green phosphate / Mo (V) complex, which is formed under conditions of acidic pH and can be 

monitored at 695 nm with a spectrophotometer [41]. Increased absorbency indicates increased 

total antioxidant capacity. Thus, the more reductive the agent is tested, the greater the 

absorbance of the sample and the more evident is the green coloration of the complex formed. 

All the extracts exhibited significant activities (Tabela 3). The TAA was higher in the 

methanolic extracts, except for the ASE extraction that obtained better results with the ethyl 

acetate solvent (54.51% ± 1.72%), the UAE-MeOH presented better activity with 60.47% ± 

0.93% in relation to Ascorbic acid activity (p <0.001) followed by EM-MeOH (53.53% ± 

2.29%), SFE-MeOH (44.60% ± 1.35%) and ESA-MeOH (38.27% ± 1.05%). The values for 
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the FRAP test are also presented in Table 3. The methanol extracts exhibited again the best 

activities, and the UAE-MeOH presented the highest value with 38.63% ± 1.29% mg Fe(II)/g 

extract, followed by ESA-MeOH (38.28% ± 0.70%), EM-MeOH (38.16% ± 0.47%), SFE-

MeOH (37.81% ± 0.77%) and ASE-MeOH (25.60% ± 0.36%). The Ferric Reducing 

Antioxidant Power (FRAP) method is based on the reduction of the ferric-tripyridyltriazine 

(FeIII-TPZ) complex in ferrous complex (FeII-TPZ), in the presence of an antioxidant and 

under acidic conditions. The complex formed by this reaction has an intense blue color, with 

maximum absorption at 593 nm [26]. In this way, chelating agents, which have the ability to 

bind metal ions, can be added to increase the activity of natural preservatives such as in 

foodstuffs [42]. Consequently, the high iron (ferrous ion) chelating activity of extracts of P. 

moniliformis was quite remarkable. 

 

3.4 Analysis High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

The extracts obtained with methanol through the five methods presented the best 

antioxidant activities and were submitted by HPLC analysis and by means of a DAD detector 

it was possible to define as majorities the compounds with larger area and with greater 

ultraviolet (UV) absorption by means of a scanning at 190 to 400 nm. On the occasion, the 

compounds with maximum UV absorption of λmax 254 were defined as major. Analysis by 

CLAE showed the presence of approximately 26 compounds in the extracts EM-MeOH and 

ESA-MeOH, 23 compounds in ASE-MeOH, 32 in the SFE-MeOH and 20 in the UAE-

MeOH integrated as peaks in HPLC. All extracts showed the compound with Retention time 

(Rt) of 1.73 as a major (Figure 3), followed by the compound with Rt of 4.52 and 7.90, in 

which have not yet been identified.  
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Figure 3. Chromatograms with 190 nm to 400 nm scanning of the EM-MeOH, ESA-MeOH, ASE-MeOH, SFE-

MeOH and UAE-MeOH extracts showing the major compounds visualized by UV. EM-MeOH: Methanolic 

extract by maceration; ESA-MeOH: Methanolic extract in soxhlet apparatus; UAE-MeOH: Ultrasonic assisted 

methanolic extract; ASE-MeOH: Methanolic extract in solvent-accelerated extractor; SFE-MeOH: Methanolic 

Extract in Supercritical Fluid. 
 

Recent phytochemical studies of extracts with different solvents of P. moniliformis 

have demonstrated the presence of some compounds such as α-tocopherol and α-tocotrienol, 

as well as quercetagetin-3'-methoxy-7-O-glucoside, isorhamnetin-7-O-glucosyl (1 → 6) 

rhamnoside and syringetine 3-O-α-rhamnoside-7-O-β-glucoside [29]. However, the Rt values 
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did not coincide with the values of the compared standards, and more detailed studies about 

this analysis were necessary. Despite this, we could observe that the ESA-MeOH presented 

the highest content of the major compounds seen in the chromatogram. However, because 

ASE-MeOH showed better antioxidant activity in most of the techniques tested, we proceeded 

with this extract for fractionation in flash chromatography. 

 

3.5 Liquid Chromatography - FLASH 

The fractionation generated 45 fractions, which were grouped according to the UV 

absorption profile in the software as follows: F1-F4, F5-F9, F10-F13, F14-F17 and F18-F45 

in yields of 42.82% , 4.08%, 4.28%, 10.38% and 45.8%, respectively. F10-F13 and F14-F17 

were characterized as the most active (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Antioxidant activity assay by the DPPH radical inhibition method of the fractions obtained from ASE-

MeOH of P. moniliformis leaves. GA: Gallic acid. 

 

Table 4 shows the IC50 values of the antioxidant activity by the DPPH method of 

fractions obtained by flash chromatography of the ASE-MeOH extract. We observed that 
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there was a potentiation of free radical sequestration by the fractions, demonstrating that the 

most active compounds are in the F10-13 fraction, followed by the F14-F17, F1-F4, F18-F45 

and F5-F9 fractions. The F10-13 fraction (30.20 μg/mL) was more active than the Trolox 

standard (50.01 μg/mL), evidencing the high antioxidant power of P. moniliformis and 

confirming the studies done by Da Silva et al. [5] and Silva et al. [6] who also found a 

relevant antioxidant activity for extracts and fractions of P. moniliformis. 

A study evaluating the chemical composition of a species of the Fabaceae family has 

demonstrated the presence of several chemical constituents that are known for their 

antioxidant properties such as kaempferol, rutin, gallic acid and methyl gallate [43]. 

Therefore, further studies are needed to isolate and identify the possible compounds 

responsible for the antioxidant activity of P. monilformis. 

 

4 CONCLUSION 

Extraction of organic extracts and P. moniliformis was studied using EM, ESA, ASE, 

SFE and UAE methods. The best results were obtained for the ASE that showed a positive 

correlation between yield, extraction time and amount of solvent used. Regarding the solvents 

used, the extracts obtained with methanol presented better antioxidant activity for all methods. 

In addition, it was shown that there was a significant correlation between phenolic content and 

antioxidant activities indicating that phenolic compounds could be the main contributors to 

these activities. Although solvent extractions by ESA have provided good results, their use as 

an industrial process is questionable, mainly because of the hazards they generate, either 

because of their toxicity or because of their flammability. Analyzes of HPLC showed the 

existence of several compounds in the extracts obtained with methanol, and it is not possible 

to identify the major components. The obtained methanolic fractions also present significant 

antioxidant activity, presenting values superior to Trolox. Additional tests will be required for 
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the isolation and identification of the major compounds of the extracts and fractions that 

presented potential antioxidant activity. 
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Table 1. Extraction yields of the extracts obtained by different techniques and solvents of the leaves of P. 

moniliformis. 

Extraction yield (%) 

Extraction methods Cyclohexane Ethyl acetate Methanol 

EM 3.83±0.77 1.31±0.57 30.74±1.07 

ESA 2.61±0.57 4.20±0.90 20.50±2.30 

UAE 1.26±0.51 1.47±0.52 20.05±1.06 

ASE 4.18±0.86 2.13±0.25 36.84±0.55 

SFE 0.68±0.50 0.48±0.23 6.05±0.73 

EM= Extraction by Maceration; ESA = Extraction in Soxhlet Apparatus; UAE = Ultrasound Assisted Extraction; 

ASE = Accelerated Solvent Extraction; SFE = Extraction in Supercritical Fluid. 
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Table 2. Total Phenols and Flavonoids contents of the leaves of P. moniliformis extracts obtained by different 

extraction techniques and solvents. 

 Total Phenols Content
a
 Flavonoid content

b
 

Extraction HEX EtOAc MEOH HEX EtOAc MEOH 

EM 31.18±0.76 37.08±1.32 119.70±1.48 1.20±0.77 3.63±1.84 6.21±0.09 

ESA 12.53±0.23 47.88±2.94 88.40±2.53 0.55±0.02 1.15±0.50 5.50±0.00 

UAE 40.80±2.04 43.44±1.34 117.82±1.05 1.66±0.94 4.23±0.89 5.18±0.43 

ASE 18.51±0.50 52.87±0.67 99.15±2.91 1.15±0.29 0.69±0.54 7.48±0.86 

SFE 32.96±0.05 27.82±0.48 113.00±0.97 0.50±0.40 2.05±0.46 6.51±0.78 

a
Dosage of total phenols expressed as gallic acid equivalents/g extract (mg EAG.g

-1
). 

b
Dosing of flavonoids 

expressed in mg equivalents of quercetin/g extract (mg EQ.g
-1

). EM: extraction by maceracion; ESA: extraction 

in soxhlet apparatus; UAE: ultrasonic assisted extraction; ASE: solvent-accelerated extraction; SFE: extraction 

in supercritical fluid. HEX: Cyclohexane; EtOAc: Ethyl acetate; MeOH: Methanol. Values are expressed as 

mean ± standard deviation. 
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Table 3. Effect of different extraction/solvent techniques on the antioxidant activity of extracts of the leaves of P. 

moniliformis (1000 μg/mL) using four methods. 
 

a
The results are expressed as mg Fe (II)/g extract. *The results are expressed as mean ± SD. ** Results are 

expressed as mean ± confidence interval. EM: extraction by maceration; ESA: extraction in soxhlet apparatus; 

UAE: ultrasonic assisted extraction; ASE: solvent-accelerated extraction; SFE: extraction in supercritical fluid. 

HEX: Cyclohexane; EtOAc: Ethyl acetate; MeOH: Methanol. 

 

 

 

Extracts TAA (%)* FRAP
a
* 

DPPH 

(IC50 μg/mL)** 

ABTS 

(IC50 μg/mL)** 

ESA-HEX 24.19 ± 2.36 7.72 ± 0.96 
374.2 

330.8 - 423.2 

277432 

36229-2.124x10
6
 

ESA-EtOAc 25.08 ± 0.41 17.20 ± 0.28 
103.0 

92.89 - 114.2 

1071.0 

963.6 - 1190 

ESA-MeOH 38.27 ± 1.05 38,28 ± 0.70 
34.70 

32.57 - 36.96 

325.6 

289.8 – 365.8 

EM-HEX 44.49 ± 3.82 17.65 ± 2.5 
178.5 

159.6 - 199.5 

235888 

62105 - 895946 

EM-EtOAc 26.74 ± 0.71 8.90 ± 0.29 
124.5 

110.4 - 140.5 

854.9 

739.1 - 988.9 

EM-MeOH 53.53 ± 2.29 38.16 ± 0.47 
43.98 

39.31 - 49.21 

258.2 

229.2 – 290.9 

SFE-HEX 41.47 ± 0.66 9.94 ± 0.54 
454.3 

389.1 - 530.5 

90128 

30363 - 267527 

SFE-EtOAc 33.73 ± 1.07 7.51 ± 1.24 
425.8 

363.2 - 499.3 

46859.0 

13947 -157441 

SFE-MeOH 44.60 ± 1.35 37.81 ± 0.77 
68.87 

62.47 - 75.93 

266.6 

213.6 - 332.7 

ASE-HEX 30.66 ± 0.64 15.33 ± 1.78 
111.6 

99.29 - 125.4 

5206 

2587 - 10475 

ASE-EtOAc 54.51 ± 1.72 21.94 ± 1.47 
67.24 

60.77 - 74.40 

797.8 

662.8 - 960.3 

ASE-MeOH 44.32 ± 1.82 25.60 ± 0.36 
37.67 

33.94 - 41.80 

285.2 

239.0 – 340.5 

UAE-HEX 10.98 ± 0.33 18.66 ± 0.10 
200.1 

186.5 - 214.6 

58574 

8753 - 391969 

UAE-EtOAc 54.52 ± 2.66 11.47 ± 0.74 
292.5 

271.5 - 315.2 

41234.0 

17019 - 99900 

UAE-MeOH 60.47 ± 0.93 38.63 ± 1.29 
39.70 

35.87 - 43.95 

447.3 

395.6 – 505.7 

Gallic acid 1.62 ± 0.12 1849.20 ± 59.66 
0.001166 

1.364x10
-5

 - 0.09973 
- 

Ascorbic acid 100 ± 0.00 - - - 

BHT 3.98 ± 0.02 30.28 ± 0.37 
26,24 

23.27 - 29.58 

1366.0 

1098.0 – 1700.0 

Trolox - 40.80 ± 0.12 
50,01 

45.62 - 54.82 

250.8 

228.9 – 274.7 



75 

Rocha, T.A. 2019                                      Isolamento, Purificação e Caracterização de Metabólitos Secundários... 

 

 

 

Table 4. Antioxidant activity by the free radical sequestration method (DPPH) of the fractions obtained from 

ASE-MeOH of the leaves of P. moniliformis. 

Fractions 

Inhibition of the DPPH 

radical (IC50 μg/mL) 

F1-F4 88.47 (80.26-97.51) 

F5-F9 138.9 (122.8-157.0) 

F10-F13 30.20 (27.93-32.65) 

F14-F17 52.85 (44.18-63.22) 

F18-F45 116.0 (106.3-126.6) 

Trolox 50.10 (45.62-54.82) 

Results are expressed as mean ± confidence interval. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os ensaios de atividade antioxidante demonstraram o potencial dos extratos 

metanólicos obtidos por diferentes métodos de extração de P. moniliforemis, sendo o extrato 

ASE-MeOH o que apresentou melhor resultado. A ação antioxidante das frações de ASE-

MeOH também foi potencializada, aumentando sua capacidade de sequestro de radicais livres. 

As análises de CLAE possibilitou identificar, pelo tempo de retenção, os principais compostos 

majoritários dos extratos metanólicos.  

Os extratos de P. moniliformis apresentaram moderada atividade antimicrobiana sobre 

bactérias gram-positivas e gram-negativas, como também inibiu a formação de biofilme 

contra as cepas bacterianas de Staphylococcus aureus. Ao analisar os resultados referentes à 

toxicidade aguda, foi demonstrado que os extratos hexânico, de acetato de etila e metanólico 

não apresentaram efeitos tóxicos visíveis, nem alterações morfológicas. No entanto, os 

extratos hexânico e de acetato de etila apresentaram alterações na análise histomofológica dos 

rins e o extrato metanólico mostrou-se com moderada hepatotoxicidade. Os extratos não 

foram citotóxicos para as células J774.A1 e HEK-293, como também não apresentaram 

genotocicidade e mutagenicidade para os modelos animais.  

Com base nisto, podemos afirmar que os extratos orgânicos obtidos de Pityrocarpa 

moniliformis apresentam um potencial farmacológico promissor, revelando possuir diversas 

propriedades biológicas. Apesar disto, estudos complementares e mais aprofundados deverão 

ser realizados, como isolamento dos compostos ativos que apresentaram tais atividades. 
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