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RESUMO

O Brasil € considerado o pais com a maior biodiversidade do mundo, nele as formagdes vegetais
do Bioma Caatinga e Mata Atlantica representam fontes potenciais para a prospeccdo de
biomoléculas de interesse cientifico. Entre essas biomoléculas encontram-se aquelas com
atividade antioxidante, substancias que sdo capazes de neutralizar ou reparar a agdo dos radicais
livres e dessa forma combatendo o estresse oxidativo. Varios antioxidantes sintéticos estéo
presentes no mercado, porém estudos vém demonstrando a possibilidade de efeitos toxicos
desses produtos sintéticos, fato que gerou estimulo para a busca de antioxidantes naturais. O
presente trabalho visou investigar a atividade antioxidante de extratos de folhas de 5 espécies
vegetais encontradas no Bioma Caatinga e Mata Atlantica, a saber: Abarema cochliacarpos
(AC), Croton nummularius (CN), Myroxylon Peruiferum (MP), Stryphnodendron
pulcherrimum (SP) e Tanaecium xanthophyllum (TX) por 3 metodologias in vitru: ensaio do
DPPH, ABTS e fosfomolibdénio (capacidade antioxidante total - CAT). Adicionalmente foi
realizada uma investigacdo fitoquimica dos extratos por cromatografia em camada delgada
(CCD) bem como dosagem do teor de fendis e flavonoides totais com o intuito de apontar os
possiveis compostos ativos responsaveis por tal atividade. A andlise do perfil fitoquimico
evidenciou a presenca de saponinas, fenilpropanoides e flavonoides em todas os extratos,
enquanto que terpenoides e proantocianidinas foram encontrados em AC, alcaloides em CN,
cumarinas em MP, proantocianidinas e mono-sesquiterpenoides em SP. As dosagens de fendis
e flavondides totais dos extratos variaram de 28,84 a 120,39 (mg EAG. g extrato) e 3,84 a
10,52 (mg EQ. g extrato), respectivamente. Os valores de Clso da atividade sequestradora de
radicais DPPH variaram de 31,62 a 87,84 pg/mL. A porcentagem de sequestro de radicais
ABTS variou de 20,92 a 75,69 % e a porcentagem da capacidade antioxidante total (%CAT) de
15,13 a 43,71 %. Foi evidenciado também uma correlacdo positiva entre o contetdo de fenois
totais e atividade antioxidante pelos ensaios do radical ABTS (p = 0,926; R? = 0,858) e CAT (p
= 0,933; R? = 0,872), o que indica o papel chave dos compostos fendlicos na atividade
antioxidante dos extratos estudados. Mais estudos s&o requeridos no sentido de se isolar esses
compostos para melhor caracteriza-los, assim como a realizacdo de testes de atividade
antioxidante in vivo.

Palavras-chave: Abarema cochliacarpos, Croton nummularius, Myroxylon Peruiferum,
Stryphnodendron pulcherrimum, Tanaecium xanthophyllum, DPPH, ABTS, teor de fendis,
teor de flavonoides.



ABSTRACT

Brazil is considered the most biodiverse country in the world. Its vegetation areas from the
Caatinga and Atlantic forest biomes represent potential sources for scanning biomolecules of
scientific interest. Among these biomolecules are those endowed with antioxidant activity,
substances capable to neutralize or repair the action of free radicals and thus fighting against
oxidative stress. Several synthetic antioxidants are out there in the market, but studies have
shown the possible toxic effects of these synthetic products, which became a stimulus for the
search of natural antioxidants. This study aims to investigate the antioxidant activity of leaf
extracts from 5 plant species found in the Caatinga and Atlantic forest biomes, namely:
Abarema cochliacarpos (AC), Croton nummularius (CN), Myroxylon Peruiferum (MP),
Stryphnodendron pulcherrimum (SP) e Tanaecium xanthophyllum (TX) by 3 in vitru
methodologies: DPPH, ABTS radical scavenging activities and phosphomolybdenum method
(total antioxidant capacity — TAC). Additionally a phytochemical screening of the extracts by
thin layer chromatography (TLC) was conducted as well as measurement of total phenolic and
flavonoid content in order to point out the possible active compounds responsible for such
activity. The phytochemical screening analysis revealed the presence of saponins, flavonoids
and phenylpropanoids in all plant extracts. However, terpenoids and proanthocyanidins were
found in CA, alkaloids in CN, coumarins in MP, proanthocyanidins and mono-sesquiterpenoids
in SP. Total phenolic and flavonoid content of the extracts ranged from 28.84 to 120.39 (mg
GAE. g extract) and 3.84 to 10.52 (QE mg. g* extract), respectively. The ICso values of DPPH
radical scavenging activity ranged from 31.62 to 87.84 ug/mL. The percentage ABTS radical
scavenging activity ranged from 20.92 to 75.69 % and the percentage total antioxidant capacity
(%TAC) ranged from 15.13 to 43.71 %. It was also demonstrated a positive correlation between
total phenolic content and ABTS radical scavenging activity (p = 0.926, R? = 0.858) and TAC
(p = 0.933, R? = 0.872), which denotes the key role of phenolic compounds in the antioxidant
activity of the extracts studied. Further studies are required in order to isolate these compounds
to characterize them better as well as assessment of their antioxidant activity in vivo.

Keywords: Abarema cochliacarpos, Croton nummularius, Myroxylon Peruiferum,
Stryphnodendron pulcherrimum, Tanaecium xanthophyllum, DPPH, ABTS, Phenolic content,
Flavonoid content.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas com finalidade terapéutica confunde-se com a prépria historia da
humanidade. Evidéncias relatam essa atividade pelas sociedades desde a antiguidade, como a
obra chinesa Pen Ts'ao de Shen Nung por volta de 2800 A.C., e registros de filésofos da Grécia
antiga sobre a propriedade medicinal de diversas plantas (CUNHA; SILVA; ROQUE, 2008;
ELDIN; DUNFORD, 2001).

A medicina natural atravessou os séculos chegando até os dias atuais como pratica
amplamente exercida em todo o mundo, variando de acordo com as caracteristicas sociais,
culturais, econdmicas, ambientais de cada regido do globo (DEVIENNE; RADDI; POZETTI,
2004).

De acordo com a organizacdo mundial de satde (2002), 80% da populacdo mundial faz
uso de vegetais com finalidade medicinal, destacando-se sobretudo o0s paises em
desenvolvimento, contudo sua pratica estd se tornando cada vez mais popular em paises
desenvolvidos. Nas Gltimas décadas tem se aumentado o interesse no uso de plantas medicinais
de um modo geral. A OMS através da publicacao de boletins e normas incentiva o uso, producéo
e desenvolvimento de medicamentos a base da flora disponivel em cada regido (BRASIL, 2009;
OMS, 2002).

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, a qual confere um grande
potencial no que diz respeito ao desenvolvimento cientifico sobre o uso medicinal de plantas e
da mesma forma que em outros paises em desenvolvimento, apresenta uma ampla préatica de
medicina tradicional, sobretudo nas camadas mais populares e nas regides sob forte influéncia
de culturas indigena e africana (FRUEHAUF, 2000). Muita pesquisa cientifica precisa ser feita
no sentido de confirmar as propriedades terapéuticas dessas plantas, bem como verificar a
dosagem ideal, efeitos toxicoldgicos, reacdes adversas, elucidacdo dos principios ativos; para

que ao final se obtenha um tratamento eficaz, seguro e de qualidade (AGRA et al., 2008).

A Caatinga e a Mata Atlantica sdo biomas que possuem uma rica diversidade de espécies
em sua flora e dessa forma representam fontes promissoras para a descoberta de moléculas
biologicamente ativas (ALVAREZ; KIILL, 2014; RIBEIRO et al., 2009).
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Dentre essas moléculas de interesse tem-se os polifendis, 0s quais constituem o maior
grupo de compostos bioativos de origem vegetal (ARTS; HOLLMAN, 2005). Entre as acdes
fisiologicas exercidos pelos polifendis encontram-se a prevencdo de doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares, cancer, entre outras doencgas degenerativas associadas
com o envelhecimento, principalmente em fun¢do de uma elevada capacidade antioxidante
destes compostos (SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH, 2005). Apesar de varios
compostos antioxidantes naturais serem conhecidos e outros tantos serem sintetizados pela
industria alimenticia; € crescente a busca por antioxidantes naturais em plantas devido ao
grande potencial biotecnoldgico e aplicacdes terapéuticas, e também pela falta de compreenséo
sobre supostos efeitos danosos a salde dos antioxidantes sintéticos (ALVES; KUBOTA, 2005).

O presente trabalho visa investigar o potencial antioxidante por ensaios in vitro de folhas
de plantas naturais da Caatinga ou da Mata Atlantica situadas no Estado de Pernambuco, com
0 objetivo de fornecer subsidios para um posterior isolamento de biomoléculas de interesse

assim como ensaios de atividade antioxidante in vivo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CAATINGA

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro, ocupa cerca de 11% do territdrio
nacional abrangendo os estados do Piaui, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Maranhdo, Ceara, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais (MMA, 2015). O nome Caatinga
vem do tupi e significa “mata branca”, tal termo designa uma caracteristica de varios
representantes de sua flora, os quais perdem suas folhas durante os periodos de seca e a cor

verde do cenario de outrora da lugar aos troncos e ramos esbranqui¢ados (PRADO, 2003).

A definicdo de Caatinga é complexa e controversa pois apesar de varios estudos ja
terem sido feitos, ndo existe um sistema de classificacdo ideal que abranja toda a variedade de
formacgdes vegetais encontradas na maior parte da area do clima semiarido brasileiro.
Analisando as definicBes e delimitacBes ja feitas sobre a Caatinga, € possivel identificar
algumas caracteristicas basicas da vegetacdo: 1 - Uma vegetagdo localizada numa &rea mais ou
menos continua, submetida a um clima semiarido, bordejadas por areas de clima mais imido;
2 - Apresenta plantas com adaptacdes a deficiéncia hidrica (caducifolia, actleos, espinhos,
herbaceas anuais, suculéncia, predominancia de arbustos e arvores de pequeno porte); 3 -
Vegetacdo com espécies endémicas a esta area de clima semiarido e de outras espécies que
ocorrem nessa area e também em outras areas de clima seco mais distantes, mas ndo ocorrem
nas areas bordeadas, de clima mais Umido que fazem limite com o semiarido (RODAL;
SAMPAIOQ, 2002).

Nas ultimas décadas alguns pesquisadores voltaram sua atencdo a Caatinga e
verificaram uma rica biodiversidade, heterogeneidade de vegetacdes e documentaram diversas
espécies vegetais, entre elas um numero consideravel de espécies endémicas; e dessa forma
mudando a visdo simplista que se tinha da Caatinga como uma regido indspita, resultado da

degradacéo de outras vegetacdes como a Mata Atlantica (GIULIETTI et al., 2004).

Considerando-se a Caatinga no seu sentido mais amplo de bioma, dados recentes
mostram que sua flora é representada por mais de 5000 espécies, das quais 991 sdo endémicas
e destas a familia Leguminoseae detém o maior nimero de endemismo, respondendo por cerca
de 150 espécies (LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2015); outras familias
importantes sdo Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae, Poaceae e Cactaceae
(GIULIETTI; CONCEICAO; QUEIROZ, 2006). A diversidade de vegetacio da Caatinga pode
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ser em parte explicada pela variabilidade de disposi¢éo hidrica e de solo, criando ambientes
muito distintos: de aquaticos a rupestres, de Matas altas a Campos abertos, considerando
também encraves de Matas umidas e Cerrados (SAMPAIO, 2010).

Atualmente a Caatinga encontra-se bastante devastada por atividades antropicas,
merecendo destaque o extrativismo predatorio (principalmente para a producdo de lenha),
agricultura e pecuaria (SOUZA, 2006). Quase toda a vegetacdo das areas mais Umidas (vales,
pés de serra umidos, brejos de altitude) deram lugar a plantagdes ou abertura de pastos. E
estimado que cerca de 15% da regido compreendida pela Caatinga encontra-se em processo de
desertificacdo (SCHOBER, 2002). Em vista desse cenario preocupante torna-se necessario o
estabelecimento de medidas preventivas para a preservacdo da diversidade bioldgica do bioma
Caatinga; com esse intuito foram construidas unidades de conservagéo ao longo do territério da
Caatinga, todavia apenas 6,4% do bioma estdo nominalmente protegidos, e a area protegida sob
protecdo integral perfaz somente 1,3% da area de Caatinga, muito abaixo das metas do

ministério do meio ambiente e da conservacgdo da diversidade biolégica (MACIEL, 2010).

2.2 MATA ATLANTICA

A Mata Atlantica representa um bioma composto por uma série de fitofisionomias
distintas e ecossistemas associados constituindo um mosaico vegetacional. De acordo com a lei
11.428/2006: “...Consideram-se integrantes do Bioma Mata Atlantica as seguintes formagoes
florestais nativas e 0s ecossistemas associados, com as respectivas delimitacdes estabelecidas
em Mapa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, conforme regulamento:
Floresta Ombroéfila Densa; Floresta Ombrdéfila Mista; também denominada de Mata de
Araucérias; Floresta Ombrofila Aberta; Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Estacional
Decidual; bem como os manguezais, as vegetacdes de restingas; campos de altitude; brejos

interioranos e encraves florestais do Nordeste”.

O bioma e majoritariamente pertencente ao territorio brasileiro, contudo pode ser
encontrado na Argentina e Paraguai. (SILVA; SANTOS; MORAES, 2014). No Brasil estende-
se praticamente por toda a costa brasileira, desde regides litoraneas até planaltos e serras
interioranas do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul. Sua area dita como central ou
principal localiza-se nas grandes Serras do Mar e da Mantiqueira, compreendendo os estados
de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo (RIBEIRO et al., 2013; RIZZINI,
1997).
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Diferente da maioria das florestas tropicais, a Mata Atlantica possui um conjunto de
variaveis geograficas e climaticas que a tornam singular, tais como: amplitude latitudinal de 27
graus; variacdo longitudinal de aproximadamente 17 graus; variacdes de altitude desde o nivel
do mar até 2890 metros; e diferencas de pluviosidade, variando de locais sub-Umidos, com
estacOes secas no nordeste brasileiro até areas hiper-umidas, acima de 3.600 mm anuais, na
Serra do Mar (LEME; SIQUEIRA-FILHO, 2006; SILVA; CASTELETI, 2005). Tais
caracteristicas sdo em grande parte responsaveis pela grande biodiversidade e excepcional
namero de endemismos do bioma (LAGOS; MULLER, 2007). S&o registradas para este bioma
16.661 taxons distribuidos em 2070 géneros e 215 familias (LISTA DE ESPECIES DA FLORA
DO BRASIL, 2015).

Desde os tempos da colonizacdo europeia no século XVI com a exploracdo do pau-
brasil, passando pelos sucessivos ciclos econdmicos na criacdo de gado, plantacdes de cana de
acucar e café, mineracdo do ouro e diamantes, a industrializacdo, a exportacdo de madeira e,
mais recentemente, o plantio de soja e fumo e o plantio florestal de espécies exéticas, a Mata
Atlantica vem sendo destruida por a¢des antrépicas sobretudo as que se sucederam no século
XX (MMA, 2010).

Hoje o bioma encontra-se dividido em numerosos fragmentos correspondendo a apenas
cerca de 11,7 % da area original pré-colonial (RIBEIRO et al., 2009), valendo salientar que
muitos desses fragmentos correspondem a paisagens antropizadas ou de florestas secundarias,
restando uma quantidade pequena de fragmentos de vegetacdo nativa bem conservadas
(CUNHA et al., 2013). No Nordeste do Brasil essa situacdo ainda é mais agravante, estima-se

que resta apenas 2% da area original (RANTA et al. 1998).

A destruigéo extensiva do bioma vem acarretando o risco de extingdo de muitas espécies
e a consequente diminuicdo da biodiversidade, apesar disso 0s remanescentes de Mata Atlantica
apresentam proeminente grau de resiliéncia, pois ainda mantém uma grande biodiversidade,
atentando-se ao fato que consideravel parcela desta ndo se encontra documentada pela ciéncia
(COSTA et al., 2012; PINTO; BRITO, 2005).

A combinacdo de alta riqueza de espécies e elevado numero de endemismo, aliado ao
avancado estagio de degradacdo, fez com que o bioma fosse considerado um dos 34 hotspots
mundiais, regides do globo que detém mais de 50% da biodiversidade do planeta e que juntas

correspondem a apenas 2,3 % da superficie terrestre, sendo areas importantes e prioritarias para
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praticas de protecdo, preservacado e recuperagdo da natureza (LAURANCE, 2009; RIBEIRO et
al., 2011).

Para se ter uma nocdo mais clara da importancia deste bioma, vale-se notar que 0s
remanescentes de Mata Atlantica proveem servi¢os ambientais importantes para cerca de 120
milhdes de pessoas (70% da populacdo brasileira) que nela habitam, entre eles protecdo de
escarpas e encostas das serras, manutengdo da fertilidade do solo, regulagdo do fluxo e
qualidade dos mananciais hidricos, contribuicdo ao equilibrio climético, belezas cénicas, a
biodiversidade e por abrigar um rico patriménio histérico e cultural (CUNHA et al., 2013;
GUEDES; SEEHUSEN, 2011). Na Mata Atlantica nascem diversos rios que abastecem as
cidades e metrépoles brasileiras (VARJABEDIAN, 2010).

De fato, a preservacao das florestas em todo o mundo é de suma importancia para o
controle do aumento da temperatura global, a disponibilidade de &4gua e alimentos, bem como
a prestacdo de servigos ecologicos e em Ultima anélise para a sobrevivéncia da humanidade
(MMA, 2010). Atualmente cerca de 9% dos remanescentes de Mata Atlantica encontram-se
nominalmente protegidos em unidades de conservacdo (UC) de protecdo integral ou de uso
sustentavel, porém deve-se considerar que este valor ndo corresponde somente a areas com
remanescentes de vegetacdo, uma vez que algumas UC incluem areas com tipo antropicos de

cobertura do solo e até zonas urbanas (CUNHA et al., 2013).

Apesar de fundamentais a preservacdo das espécies e manutencdo dos servigos
ecossistémicos é consenso que essas unidades de conservacgao por si s6 ndo sdo suficientes para

manter a conservacao e restauracdo do bioma (TABARELLI et al., 2010).
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2.3 PLANTAS ENCONTRADAS NA FLORA PERNAMBUCANA

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

Abarema cochliacarpos € uma espécie da familia Leguminosae, uma das maiores dentre
as dicotiledéneas, a qual comporta cerca de 900 géneros e 19. 000 espécies, subfamilia
Mimosoideae (GIULIETTI; QUEIROZ, 2006; JOLY, 2002).

Planta arborea frondosa de pequeno a médio porte, atingindo até 8 metros de altura,
sementes brancas acinzentadas, folhas compostas, fruto seco tipo legume contorcido e flores
reunidas em inflorescéncias globosas (FIGURA 1-A) (IGANCI; MORIM, 2012; JOLY, 2002;
SANTOS et al., 2007).

Endémica do Brasil, principalmente nos estados da Paraiba, Bahia e Espirito Santo,
cresce especialmente em florestas tropicais, mas pode ser encontrada em outros locais como na
Caatinga, Cerrado e em Campos Rupestres e em locais de altitude de até 1100 metros (COLA;
SILVA, 2009; SILVA, M. et al., 2010a). Devido ao desmatamento de seu ambiente natural,

atualmente esta na lista de plantas vulneraveis a extincédo (IUCN, 2009).

O decocto da casca da planta é usado pela medicina popular como curativo de feridas,
anti-séptico, analgésico, contra dermatoses, leucorréia, inflamac&o e tlcera gastrica (ARAUJO
et al., 2002; SANTOS et al., 2007; SILVA, M. et al., 2010a).

Estudos fitoquimicos primarios relataram a presenca de saponinas, catequinas, taninos,
fendis e antraquinonas (SILVA et al., 2009). As saponinas exibem vérias propriedades
bioldgicas entre as quais acdo antimicrobiana. As catequinas que Sd0 COmMpOStos
particularmente abundantes em espécies da familia Mimosaceae, mostram evidéncias de
atividade antioxidante e capacidade de combate aos radicais livres (SILVA, M. et al., 2010b).
Alguns estudos foram feitos demonstrando a atividade antimicrobiana desta planta (ARAUJO
et al., 2002; JESUS et al., 2010).
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2.3.2 Myroxylon peruiferum L. f.

Myroxylon peruiferum é uma planta da familia Fabaceae (Faboideae), espécie arborea
com larga distribuicdo na América Latina, desde o sul do México até o norte da Argentina
(MATHIAS et al., 2000). No Brasil encontra-se em grande parte do territorio nacional, sendo
caracteristica da floresta latifoliada semidecidua, ocorrendo no interior da mata densa e em
formacGes secundarias (LORENZI, 1998). A espécie aparece no interior do estado de S&do
Paulo, em Minas Gerais, Espirito Santo, sul de Goias, norte do Parand e Pantanal mato-
grossense (SEBBENN et al., 1998). E também encontrada em &reas ribeirinhas dentro da
Caatinga bem como em regides de transi¢cdo de Mata Atlantica com Cerrado (CARVALHO;
BERNACCI; COELHO, 2013; LACERDA et al., 2010). E uma arvore decidua de grade porte
com altura que pode chegar aos 35 metros, 4 m2 de diametro da copa, tronco liso e reto, periodo
de frutificacdo de agosto a dezembro, frutos aromaticos, periodo de floragdo de setembro a
novembro, com flores brancas (FIGURA 1-B) (CARVALHO, 2006).

Sua madeira € pesada, de cerne castanho escurecendo para o castanho avermelhado,
com cheiro caracteristico, agradavel e balsdmico, de 6tima qualidade para construcdo civil,
também usada na marcenaria em geral e perfumaria (LORENZI, 1998). Também da madeira é
extraido um exsudado conhecido como balsamo do Peru ou Tolu; usado na medicina popular
contra tosses, bronquite, diabetes e sedativo em caso de problemas urinarios (RIZZINI; MORS,
1995). Este balsamo é uma mistura de acidos livres, principalmente cinamico e benzdico,
terpenos, alcoois, e fenilpropanoides. Isoflavonas, flavonas, isoflavonoides entre outros podem
ser extraidos do tronco da madeira (MATHIAS et al., 2000).

Algumas isoflavonas isolados de folhas e galhos de Myroxylon peruiferum mostraram
atividade contra Mycobacterium tuberculosis, M. avium e M. Kansasii (CARVALHO et al.,
2008). Ha também relatos de atividade de extratos contra Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes e Shigella Sonnei (GONCALVES; ALVES-FILHO; MENEZES, 2005; OHSAKI et
al. 1999).
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2.3.3 Stryphnodendron pulcherrimum (Willd.) Hochr

Espécie pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, é uma arvore de
médio a grande porte, altura de 8 a 23 metros, tronco geralmente reto, copa pequena e aberta,
sementes castanho-escuras, fruto tipo legume nucéide, folhas compostas bipinadas, flores de
0,5mm de comprimento, amarelo-esverdeadas a alvo-amareladas (FIGURA 1-C) (LORENZI,
1998).

E a espécie mais amplamente distribuida do género Stryphnodendron, ocorrendo em
areas de Floresta tropical Umida na regido amazoénica brasileira (Acre, Amapa, Amazonas, Mato
Grosso, Par4, Roraima e Rondonia) e extrabrasileira (Suriname, Guiana, Guiana Francesa,
Venezuela, Colémbia, Peru e Bolivia). De maneira disjunta também é encontrada em areas de
Restinga, Mata seca (transicdo Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga) e Mata Atlantica do
nordeste brasileiro: na Bahia, Maranhdo, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraiba (SCALON,
2007). Possui como nomes populares: baginha ou baguinha (Acre); favinha (Alagoas, Paraiba
e Pernambuco); muanza, munzé, taimbapé, tamanqueira (Bahia); timborana (Para) entre outros
(SCALON, 2007).

Ha& poucos estudos relativos a esta espécie, Castilho et al. (2013) realizaram
experimentos de atividade biologica de partes aéreas da planta contra a bactéria Enterococcus
faecalis, eles verificaram que extratos particionados em agua exibiam maior atividade
bactericida que os macerados em cloroférmio e butanol. Uma espécie do género
Stryphnodendron, conhecida pelo nome “barbatimao”, a saber: S. adstringens (Mart.) Coville
(SANTOS et al., 2002) é bastante conhecida por apresentar alto teor de taninos, aos quais é
atribuido as funcgdes adstringente e antimicrobiana (LIMA et al., 2010). Esta Gltima planta
também € bastante utilizada na medicina popular contra varias afeccbes como leucorréia,
hemorragias, diarreia, hemorroidas, feridas, conjuntivite, inflamacdo da garganta e Ulcera
gastrica (SILVA, L. et al., 2010).

2.3.4 Croton nummularius Baill.

O género Croton pertence a familia Euphorbiaceae, a qual é uma das mais complexas e
diversificadas da ordem Malpighiales que possui cerca de 246 géneros e 6300 espécies
(BERRY et al., 2005). No Brasil a familia esta representada por 63 géneros e 918 espécies
presentes em varios tipos de vegetacdes (SECCO et al., 2012).
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Croton L. possui distribui¢do pantropical e é o segundo maior género da familia, com
cerca de 1200 espécies distribuidas predominantemente no continente americano, dentre as
quais 316 ocorrem no Brasil, sendo 252 endémicas (BERRY et al., 2005; CORDEIRO et al.
2015). O género Croton por ter um elevado numero de espécies, grande diversidade
morfoldgica e ampla distribuicdo geografica, pode ser considerado um grupo de taxonomia
bastante complexa (RIINA; BERRY; VAN-EE, 2009); no Brasil é considerado o grupo mais
estudado da familia Euphorbiaceae (SECCO et al., 2012).

Os representantes de croton podem variar de arvores, arbustos, subarbustos, e uma
pequena porcentagem de ervas ou trepadeiras; varias de suas especies sdo pioneiras, tal
caracteristica se deve em parte a producdo massiva de flores e frutos durante a maior parte do
ano, o que torna muitas de suas espécies bons candidatos para a restauracao de areas degradadas
(LIMA; PIRANI, 2008).

E vélido mencionar que o grupo dos crotons possui forte potencial econdmico,
principalmente para a industria farmacéutica, por conta dos diversos metabolitos secundarios,
como terpenoides, flavonoides e alcaloides (PAYO et al., 2001). Vérias espécies de Croton
apresentam um latex vermelho, o qual em algumas espécies, contém antocianidinas e alcaloides
(SALATINO, A.; SALATINO, M.; NEGRI, 2007).

Muitas espécies de Croton sdo importantes na medicina popular na Africa, Asia e
América do Sul no tratamento de varias doencas, as quais incluem diarreia, constipacao
intestinal, outros problemas digestivos, cancer, diabetes, febre, feridas externas,
hipercolesterolemia, inflamacdo, hipertensdo, malaria, vermes intestinais, Ulceras, dor e
obesidade (SALATINO, A.; SALATINO, M.; NEGRI, 2007).

Croton nummularius é uma planta semi-arbustiva, 0,4 a 0,6 metros de altura (FIGURA
1-D), mondica, com ramos acinzentados; folhas alternas, persistentes, ndo foliaceas e
lanceoladas; possui flores estaminadas e pistiladas; sementes oblongas, discretamente rugosas
e castanhas (SILVA; SALES; CARNEIRO-TORRES, 2009). Refere-se a uma espécie
caracteristica das formagdes Rupestres e Campos gerais da Cadeia do Espinhacgo (Bahia e Minas
Gerais) e de Pernambuco (CARNEIRO-TORRES, 2009). Em Pernambuco pode ser encontrada
no vale do Ipanema, dentro das areas mais elevadas e planas do complexo da serra da Chapada
de S&o José, onde cresce a mais de 800 metros de altitude e floresce e frutifica de fevereiro a

maio. Trata-se de um taxon bem delimitado, com caracteristicas morfofisiologicas distintas que
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as permitem distinguir de outras espécies do género (SILVA; SALES; CARNEIRO-TORRES,
2009).

2.3.5 Tanaecium xanthophyllum (DC.) L.G. Lohmann

Espécie pertencente a familia Bignoniaceae, contando com cerca de 827 espécies
distribuidas em 82 géneros (LOHMANN, 2006). No Brasil é representada por 406 espécies
(193 endémicas) distribuidas entre 33 géneros (LOHMANN, 2015). Este taxon retne espécies
pantropicais, principalmente em florestas neotropicais, com poucos individuos em regides
temperadas (JUDD et al., 1999). O Brasil € considerado o centro de diversidade da familia e
também apresenta alguns taxons endémicos, ocorrendo em diversos tipos de vegetacdo, do
Cerrado passando pela Caatinga, até Florestas perenifélias Umidas (SILVA-CASTRO;
QUEIROZ, 2003; SOUZA; LORENZI, 2008).

Dentre os géneros da tribo Bignonieae esta o Tanaecium, o qual atualmente pode ser
considerado um clado muito pouco estudado cientificamente, com uma quantidade pequena de
trabalhos disponiveis sobre espécies constituintes deste género (FAZOLIN et al., 2007;
PIMENTEL et al., 2010). Nenhum artigo cientifico sobre a espécie Tanaecium xanthophyllum

foi encontrada durante a revisao de literatura realizada para este trabalho (FIGURA 1-E).
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Figura 1 — Plantas encontradas na flora Pernambucana
A: Abarema cochliacarpos; B: Myroxylon peruiferum;
C: Stryphnodendron pulcherrimum; D: Croton nummularius;

Fontes — A: POPVKIN, 2010; B: QUEIROZ, 2012; C: POPVKIN, 2010; D: INSTITUTO
SMITHSONIAN, 1987; E: FOSTER, 2005
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2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a ocorréncia de espécies
reativas de oxigénio/nitrogénio (ERO/ERN) e a capacidade do organismo de contrapor a acdo
destes por sistemas de protecéo antioxidante (PERSSON; POPESCU; CEDAZO-MINGUEZ,
2014).

O estresse oxidativo pode emergir de um aumento da geracdo de ERO/ERN ou da
diminuicdo da capacidade antioxidante protetora, sendo caracterizada por uma competéncia
reduzida dos sistemas enddgenos de lutar contra o ataque oxidativo direcionado a biomoléculas
alvo. Sua severidade estd associada com varias patologias como doencas cardiovasculares,
cancer e envelhecimento (LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA, 2013). O dano induzido por
radicais livres no estresse oxidativo tem sido implicado na patogénese e fisiopatologia de muitas
doengas cronicas como condi¢des neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer), enfisemas,
doencas cardiovasculares e inflamatorias, catarata e cancer (MAULIK et al., 2013; TODA,
2011).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo considerados os principais agentes
responsaveis por reacdes oxidativas deletérias. Espécies contendo nitrogénio também foram
distinguidas, sendo chamadas espécies reativas de nitrogénio (ERN), derivadas do radical 6xido
nitrico (NO"). Além disso ERO e ERN ndo sdo vistas apenas como espécies que provocam dano,
elas também estdo envolvidas em processos metabolicos como producdo de energia, regulacdo
do crescimento celular, sinalizacdo intercelular, fagocitose e sintese de moléculas bioldgicas
importantes (LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA, 2013; LUSHCHAK, 2014). Além de ERO
e ERN outras espécies reativas contendo ferro, cobre, enxofre também foram relatadas, e todas
elas em conjunto contribuem em maior ou menor grau para o estresse oxidativo (LUSHCHAK,
2014).

Radicais livres sdo compostos organicos ou inorganicos com 1 ou mais elétrons ndo
pareados, quimicamente instaveis e bastante reativos (SINDHI et al., 2013). A incidéncia de
radicais livres enddgenos e exdgenos ndo pode ser impedida, que é devida tanto por processos
metabolicos normais que ocorrem a todo momento da vida, quanto pela a¢éo de oxidantes do
meio ambiente (POLJSAK et al., 2011). Radicais livres sdo gerados por processos aerébicos
como a respiracdo celular; processos infeciosos envolvendo ativacdo fagocitica; durante
atividade fisica intensa; ou pela acdo de poluentes e toxinas, como fumaca de cigarro, alcool,

radioacdes ionizantes e ultra-violeta, pesticidas e ozonio (LOBO et al., 2010).
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2.4.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

As espécies reativas de oxigénio sdo representadas por ambas as espécies radicais e nao
radicalares, tais como perdxido de hidrogénio (H202), superdxido (O2""), oxigénio singleto
(0y), e radicais hidroxil (OH") (LUSHCHAK, 2014).

Oxigénio molecular (O2) também referido como dioxigénio, apesar de ser um elemento
fundamental a producdo de energia de células aerdbias, possui uma configuracdo eletrénica
singular com 2 elétrons desemparelhados e consequentemente pode ser considerado um radical
(HERMES-LIMA, 2004).

Ao entrar na maquinaria celular mitocondrial nem todo o oxigénio consumido é
reduzido a H20, uma pequena porcentagem (< 10%) se reduz parcialmente pelo recebimento
de elétrons que escapam da cadeia transportadora de elétrons dos complexos Il e 111, formando
o radical &nion superdxido (O27) (LUSHCHAK, 2014).

Esta é a principal forma de producgéo deste radical em células, porém ele também pode
ser gerado pela ativagdo do oxigénio molecular por irradiagdo fisica e pela atuagédo de oxidases.
O radical superdxido entdo formado é reconhecido por ser a espécie reativa de oxigénio (ERO)
“primaria” e posteriormente pode interagir com outras moléculas para produzir ERO

“secundarias” (VALKO et al., 2007).

A forma protonada do superdxido, o radical hidroperoxil (HOO"), é um agente com
maior capacidade tanto oxidante como redutora, porém em ph fisiolégico (7,4) ele se dissocia
(pka: 4,80) resultando em O, (DROSE; BRANDT, 2012).

O radical superdxido distingue-se por ser um nucleofilo ativo, capaz de atacar centros
carregados positivamente e também por ser um agente oxidante que pode reagir com doadores
de hidrogénios (ex. ascorbato e tocoferol) (PISOSCHI; POP, 2015).

Os radicais O~ podem espontaneamente ou enzimaticamente sofrer reducéo pelo ganho
de um elétron e concomitante recebimento de 2 prétons, para produzir peroxido de hidrogénio
(H202) (Equacéo 1).

Oy "+2H"+e” — H20: (Eq. 1)
A acdo direta de H2O2 envolve o ataque a certos grupos estruturais de proteinas com

liberacdo de ions ferro, inativagdo de enzimas, e oxidacdo de diversas moléculas (ANJEM,;
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IMLAY, 2012). H>O> pode ser metabolizado pela catalase, uma enzima contendo heme

responsavel por converter perdxido de hidrogénio a agua (GANDHI, ABRAMOV, 2012).

O H20: que nédo é capturado pela catalase pode por sua vez reagir com ions ferro ou
outros metais gerando radicais hidroxil (OH"), processo conhecido como reacdo de Fenton
(Equacdo 2) (PENA et al., 2012).

Fe?" + H,0; — Fe®" + OH" + OH™ (Eq. 2)

O radical hidroxil (OH") compreende a forma neutra do ion hidroxil (OH~), possui uma
alta reatividade fazendo dele um radical bastante perigoso com um tempo de meia vida in vivo
muito curto de aproximadamente 10 segundos. Desta forma quando produzido in vivo o OH’
reage perto do seu local de formacdo (PASTOR et al., 2000). Tem sido demonstrado que em
condi¢Bes de estresse, uma concentracdo excessiva de radicais superoxido (O2™") provoca a
liberacdo de ferro na forma livre e 0 aumento da disponibilidade de ions ferro na presenca de
H>0O2 podera participar na reacao de Fenton (Equacéo 2), produzindo o altamente reativo radical
hidroxil. Além disso o radical superdxido participa da reacdo de Haber-Weiss (Equacéo 3), que
combina a reacdo de Fenton e a reducio de Fe®* por superoxido, produzindo Fe?* e oxigénio
(Equacdo 4) (KANTI-DAS; WATI; FATIMA-SHAD, 2015).

02 + H202 — O2 + OH" + OH™ (Eq. 3)
Fe3* + O~ — Fe?" + 02 (Eq. 4)

OH-" é relatado como o mais poderoso radical oxidante que pode interagir no local de
sua geracdo com a maioria das moléculas organicas e inorganicas (DNA, aminoécidos,
proteinas, lipidios, acUcares e metais). Estas reagcdes sdo caracterizadas por uma alta taxa devido
a reatividade e o curto tempo de vida dos radicais hidroxil, e envolvem abstracdo de hidrogénio,
adicdo, e transferéncia de elétrons (PISOSCHI; POP, 2015).

Outras espécies adicionais derivadas do oxigénio que podem ser formados em sistemas
vivos sdo oxigénio singleto (*O2), ozdnio (Os), hidroperoxidos organicos (ROOH), e radicais
alcoxil (RO") e peroxil (ROO") (HALLIWELL, 2012; XING, 2012).

Em termos gerais a maioria das ERO provem do metabolismo mitocondrial, contudo
quantidades menores sdo produzidas pela cadeia transportadora de elétrons localizadas no
reticulo endoplasmatico (RE) e membranas plasmatica e nuclear. A producdo de ERO no RE
estd intimamente relacionada com a operacdo do sistema de hidroxilagdo representada por
enzimas da familia do citocromo p450 (LUSHCHAK, 2014).
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Outras fontes relevantes de producdo de ERO séo as atividades desempenhadas por
diversas oxidases, como as enzimas xantina oxidase e NADPH oxidase; e a auto-oxidacao de
pequenas moléculas de origem enddgena e exdgena. A epinefrina e norepinefrina séo um bom
exemplo de moléculas endégenas submetidas a auto-oxidacdo acoplado com geragdo de ERO,
enquanto que alguns xenobioticos, principalmente compostos homo e heterociclicos, estéo
claramente relacionados com este tipo de geracdo de ERO (MICHAIL et al., 2013; RENAUD;
RUTTER; WINN, 2012; SALLER et al., 2012).

2.4.2 Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

O oxido nitrico (NO") é uma molécula pequena que possui um elétron desemparelhado
no orbital antiligante 27y e € por isso considerado um radical. NO* é gerado em tecidos
bioldgicos por enzimas Oxido nitrico sintases especificas (NOSs) as quais metabolizam arginina

em citrulina com a formagao de NO" (BILD et al., 2013).

Oxido nitrico (NO") € um abundante radical que age como uma importante molécula de
sinalizacdo celular em uma grande variedade de processos bioldgicos, incluindo mecanismos
de defesa, regulagdo imune, relaxamento do musculo liso, regulacdo da pressdo sanguinea e
neurotransmissdo (BILD et al., 2013; MARTINEZ-RUIZ; CADENAS; LAMAS, 2011).

NO" possui tempo de meia vida de poucos segundos em meio aquoso, no entanto sua
estabilidade aumenta (meia vida > 15s) quando o0 ambiente possui uma baixa concentracao de
oxigénio. Por ser solivel em ambiente aquoso e bastante lipofilico, NO* é uma molécula que
rapidamente se difunde através do citoplasma e membranas plasmaticas. Em meio extracelular
NO® geralmente reage com agua e oxigénio para formar ions nitrato e nitrito (SILVA;
CERCHIARO; HONORIO, 2011).

Células do sistema imune produzem grandes quantidades de anion superoxido (O2™) e
Oxido nitrico (NO") durante a explosdo oxidativa desencadeada por processos inflamatérios. Em
tais condigdes (O2") e (NO") podem reagir entre si para gerar quantidades significativas de um
radical oxidativamente muito mais forte, o peroxinitrito (ONOO~) (Equacdo 5), que € um
potente agente oxidante e nitrosilante, que pode causar fragmentacdo do DNA, oxidacdo
lipidica e nitracdo protéica dentre outros processos danosos (FERRER-SUETA; RADI, 2009;
RADI, 2013).

NO" + O,"~ — ONOO" (Eq. 5)
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A reagdo de formacg&o do peroxinitrito possui uma das maiores constantes de velocidade
para reagdes envolvendo NO*, 7 x 10° M s, Deste modo a toxicidade de NO* é comumente
relacionada por sua habilidade de se combinar com anions superoxido (RADI, 2013). O
ONOO™ pode reagir como grupos heme, centros ferro-enxofre e tidis. Adicionalmente o
peroxinitrito pode se decompor produzindo radicais hidroxil, independentemente da presenca
de metais de transicdo (Equacédo 6) (FERRER-SUETA; RADI, 2009; RADI, 2013).

ONOO™ + H* — OH" + NO;' (Eg. 6)

Outras espécies reativas relevantes derivadas de NO* sdo didxido de nitrogénio (NO>"),
s-nitrosotidis (RSNO), cloreto de nitrila (NO2Cl) e complexos metalicos com nitrogénio
(AHSAN, 2013; MARTINEZ-RUIZ; CADENAS; LAMAS, 2011).

2.4.3 Outras espécies reativas

Por meio da observacéo de substancias oxidantes e estresse oxidativo, verificou-se que
os danos causados por ERO e ERN podem originar ou se correlacionar com outras espécies

reativas, que igualmente estdo envolvidas em processos danosos a célula (LUSHCHAK, 2014).

Espécies reativas de grupo carbonil (Reactive carbonyl species -RCS) sdo compostos
gerados pela peroxidacdo lipidica induzida por estresse oxidativo e compreendem uma gama
de espécies, entre eles: hidroxi-alquenais (4-hidroxi-2-nonenal e 4-hidroxi-2-hexenal), glioxal,
metilglioxal e malondialdeido (NEGRE-SALVAYRE et al., 2008; TAGLIAZUCCHI, 2015).

Tais radicais sdo capazes de reagir com proteinas celulares e tissulares para formar
complexos conhecidos genericamente como produtos finais da peroxidacéo lipidica avancada
(ALES), os quais induzem disfuncdo proteica e alteracdo da resposta celular
(TAGLIAZUCCHI, 2015).

Alguns RCS (glioxal e metilglioxal) podem derivar da condensacdo de aclcares com
proteinas e recebem, de maneira analoga ao ALES, a denominacdo de produtos finais da
glicacdo avancada (AGES) (KARIMI et al., 2011).

Na seara de compostos que contém carbono é clara também a influéncia do mondxido
de carbono (CO) e dioxido de carbono (CO2) no estresse oxidativo, pois foram relatadas a
influéncia destas espécies de carbono em vias metabdlicas implicadas tanto na indugcdo como
no sequestro de ERO e de ERN (BILD et al., 2013; VESELA; WILHELM, 2002). Como no

exemplo da potencial reacdo de peroxinitrito (ONOO™) com CO; gerando radicais carbonato
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(CO3™) e dioxido de nitrogénio (NO2"), os quais por sua vez podem atacar outras biomoléculas
(RADI, 2013).

Outra classe de radicais derivados de ERO e ERN sdo as espécies reativas de enxofre
(ERE), as quais podem ser definidas como “compostos de enxofre redox-reativos formados sob
condigbes de estresse oxidativo que podem ser capazes de iniciar reagdes oxidativas”
(BRANNAN, 2010). Contudo foi constatado que muitas moléculas que contém enxofre, as
quais podem ser vistas como ERE, existem independentemente na célula ou sdo sintetizadas
sob condigOes ndo oxidativas (BLOCK, 2010).

As espécies reativas de enxofre englobam dxido-dissulfetos, acidos sulfénicos e radicais
tidis. Em condiges fisioldgicas as ERE exercem importante papel na regulacdo do estado
redox, sinalizagdo e metabolismo celular. Todavia condi¢Oes de estresse oxidativo podem
induzir uma producdo excessiva de ERE com efeitos deletérios para a célula (GRUHLKE;
SLUSARENKO, 2012).

Por fim é valido mencionar a producdo de uma outra classe de compostos reativos
gerados por heme peroxidases atraves da ativacdo de leucocitos numa resposta imune. Entre
essas enzimas, merece destaque a mieloperoxidase que catalisa a oxidacdo de ions-haleto
cloreto (CL"), brometo (Br~), e do pseudo-haleto tiocianato (SCN~) em acido hipocloroso
(HCLO), é&cido hipobromoso (HBrO) e acido hipotiocianoso (HOSCN), respectivamente
(RONSEIN et al., 2014).

Estes oxidantes gerados pela mieloperoxidase sdo designados genericamente de
espécies reativas de halogénio (reactive halogen species-RHS). Os RHS desempenham um
papel chave na mediacdo da morte de células bacterianas, dessa forma defendendo o organismo
contra infec¢do. Apesar disso estes RHS também vém sido implicados na mediacdo de dano
oxidativo ao tecido e disfuncdo celular, que podem iniciar ou acelerar quadros patoldgicos
(RAYNER; LOVE; HAWKINS, 2014).

2.4.4 Dano oxidativo ao DNA, lipidios e proteinas

De uma forma generalizada as espécies reativas sdo produzidas em quantidades
moderadas e desempenham diversos papéis fisioldgicos, como sinalizagdo celular, regulagédo
do estado redox da célula e defesa imune. Porém sua producdo em excesso estd implicada na

mediacdo de dano as estruturas celulares, acidos nucleicos, lipidios e proteinas. De fato, as
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espécies reativas de oxigénio modulam a funcéo de todas as classes de biomoléculas (SENA,
CHANDEL, 2012; VALKO et al., 2007).

Sob estas circunstancias, a oxidacdo do DNA € prejudicial na perspectiva de um impacto
negativo sobre a transcri¢do e replicacdo de genes significantes. A molécula mais estudada
como marcadora da oxidacdo do DNA ¢ a 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-HdG), que emerge da
oxidacao do nucleosideo guanosina por OH (JIA, LIU; WANG, 2015).

A oxidacdo de lipidios provoca dano potencial as membranas celulares. Os &cidos
graxos insaturados sdo bastante sensiveis a oxidacdo e prontamente sofrem peroxidacdo pelo
ataque de OH" (SINGH; KAPOOR; BHATNAGAR, 2015). A peroxidagdo de gorduras
insaturadas leva a formacdo de isoprostanos e seus niveis sdo considerados por refletirem de
modo preciso o estresse oxidativo (PRATICO, 2010). O ataque oxidativo sobre lipidios também
resultam em aldeidos reativos, como malondialdeido e 4-hidroxi-nonenal. Este ultimo pode se

ligar a proteinas e prejudicar suas fungdes (CSALA et al., 2015).

A oxidacdo de proteinas pode resultar em danos nas cadeias laterais, fragmentacdo da
estrutura primaria, desdobramento ou dobramento irregular da proteina, resultando na perda de
atividade (CHONDROGIANNI et al., 2014). Todos os aminoacidos sdo suscetiveis de sofrer
oxidagéo, sendo cisteina e metionina prontamente oxidaveis (ALDERSON et al., 2006).
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2.4.5 Antioxidantes

O conceito de antioxidantes bioldgicos refere-se a qualquer composto, que quando
presente em uma concentragdo mais baixa comparado ao substrato oxidavel, € capaz de atrasar
ou prevenir a oxidacdo do substrato. As funcgdes dos antioxidantes estdo implicadas em diminuir
0 estresse oxidativo, mutacdes de DNA, transformacdes malignas, dentre outros parametros de
dano celular (GODIC et al., 2014).

Os primeiros sistemas de defesa antioxidante identificados contra o dano oxidativo,
foram aqueles responséveis pela prevencdo da ocorréncia de espécies reativas, e aqueles que
blogueiam ou capturam os radiais que sdo formados. Estes sistemas, presentes tanto em
compartimentos hidrofobicos das membranas celulares quanto em ambientes aquosos, podem

ser enzimaticos como nao-enzimaticos (PISOSCHI; POP, 2015).

Outro importante sistema antioxidante da célula é representado por processos
reparativos, 0s quais removem moléculas danificadas antes que a agregacéo delas torne possivel

uma alteracdo do metabolismo celular (VALKO et al., 2007).

A intervencdo dos sistemas reparativos consistem na reparacdo de dano oxidativo aos
acidos nucleicos por enzimas especificas (POLIJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013); remocao de
proteinas oxidadas por sistemas proteoliticos; e o reparo de lipidios oxidados por fosfolipases,
peroxidases e acil-transferases (CHONDROGIANNI et al., 2014; SINGH; KAPOOR,;
BHATNAGAR, 2015).

Tem sido estimado que sob condigcbes fisiologicas o balanco entre compostos
prooxidantes e antioxidantes moderadamente favorece os primeiros, dessa forma incitando um
leve estresse oxidativo, requerendo por conseguinte a intervencdo dos sistemas antioxidantes
do organismo (LUSHCHAK, 2014). Sob este aspecto, a questao do estresse oxidativo se torna
mais delicada com a idade, quando antioxidantes endogenos e sistemas reparativos nao

conseguem contra-ataca-lo eficazmente (LIOCHEV, 2013).

O balanco Redox da célula e assegurado por complexos sistemas de defesa antioxidante
endogenos, que inclui enzimas antioxidantes como superéxido desmutase, catalase, glutationa
peroxidase; e compostos nao-enzimaticos como glutationa, proteinas (ferritina, trasnferrina,
ceruloplasmina, entre outras) e sequestradores de baixo peso molecular, como acido Urico,
coenzima Q e acido lipdico (POLISAK; SUPUT; MILISAV, 2013).
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Tem sido relatado que antioxidantes exdgenos presentes em frutas e vegetais auxiliam
a atividade do supracitado sistema de defesa antioxidante enddgeno. Antioxidantes como
vitamina C e E, carotenoides e compostos fenolicos (estilbenos, acidos fenolicos e flavonoides)

sdo considerados os principais antioxidantes exdgenos (PISOSCHI; POP, 2015).

Estudos clinicos mostram que uma dieta rica em frutas, vegetais, gréo integrais, legumes
e Omega-3 desempenham um papel preventivo em relacdo a ocorréncia de doencas relacionadas
com estresse oxidativo (BROWN et al., 2015; WILLETT, 2006).

Outra fonte exdgena de antioxidantes é constituida por suplementos alimentares, como
provedores de nutrientes tais como vitaminas, fibras, minerais, acidos graxos ou aminoacidos,
que estdo ou faltando ou ndo encontrados em quantidades necessarias na dieta. Suplementos
alimentares podem abranger uma série de antioxidantes, como vitamina A (retinoides,
carotenos), vitaminas C e E (tocoferdis), licopeno, luteina, ubiquinona, glutationa, polifendis
(flavonoides e ndo-flavondides), resveratrol e N-acetilcisteina (POLISAK; SUPUT; MILISAV,
2013).

2.4.5.1 Principais antioxidantes enzimaticos
Superdxido dismutases

Superéxido dismutases fazem parte do sistema de defesa contra dano oxidativo, atuando
na canalizacdo do radical superéxido em H>O> (Equagéo 7).

207 +2H"— 02+ H02(Eq.7)

3 tipos de superoxido dismutases podem ser encontrados em mamiferos: superoxido
dismutase contendo cobre-zinco (SOD 1), presente no citosol; superéxido dismutase contendo
manganés (SOD 2), localizada na matrix mitocondrial; e superdxido dismutase extracelular
(SOD 3) (ZELKO; MARIANI; FOLZ; 2002).

Catalase

Catalase representa a enzima envolvida na deplecdo redutiva de H.O, em agua

(Equacao 8).
2 H,02 — 02 + 2 H20 (Eq. 8)

Ela é expressa na maioria das células, 6rgaos e tecidos, e em concentracdes elevadas no
figado e eritrécitos (SUNG et al., 2013).
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Outros antioxidantes enzimaticos incluindo peroxirredoxina, tioredoxina redutase e
glutationa peroxidase, principalmente no meio intracelular, sdo também responsaveis pela

inativacdo de H>O,, assim como de peroxidos organicos (ROO") (SUNG et al., 2013).
Glutationa peroxidase

Glutationa peroxidase € uma enzima que contem selénio e que catalisa tanto a reducao
de H20z quanto de hidroperdxidos organicos (ROOH) a 4gua ou alcoois correspondentes (ROH)
(Equacdo 9). Glutationa reduzida (GSH) funciona como um efetivo doador de elétrons no
processo, a medida que grupos tiodis livres (RSH) sdo oxidados por pontes dissulfeto (S-S)
(ALBERTO, NASCIMENTO, BRAGA, 2010).

H.0, + 2 GSH — GS-SG + 2 H.0 (Eq. 9)
2.4.5.2 Principais antioxidantes ndo-enzimaticos
Grupamentos tidis (RSH)

Tiois sdo tampdes antioxidantes essenciais pela notavel interacdo com quase todos 0s
oxidantes fisiologicos. Sua capacidade de manter o estado redox homeostatico do meio
intracelular e do tecido é baseado no acoplamento redox tiol/dissulfeto como no caso da
glutationa e tiorredoxinas (possuidoras de sitios ditiol-dissulfetos ativos), e outras proteinas que
possuem residuos de cisteina (SUNG et al., 2013). Glutationa, um tiol antioxidante muito
importante da célula, pode neutralizar perdxido de hidrogénio, anions hidroxil e oxidantes
clorados (AOYAMA; NAKAKI, 2015).

Acido urico
O Acido Urico é um agente antioxidante capaz de sequestrar radicais resultantes de
processos deletérios e é considerado também um efetivo sequestrador de oxigénio singleto,

radicais peroxil e hidroxil, e protetor da membrana de eritrdcitos contra a peroxidacéo lipidica
(SAUTIN; JOHNSON, 2008).

Proteinas ligadoras de metal

Vérias proteinas que servem como marcadores de inflamagdo tais como transferrina,
ferritina, lactoferrina, ceruloplasmina e até albumina tém sido confirmadas como antioxidantes
ndo enzimaticos que agem sequestrando ions de metais de transicao, responsaveis pela geracao

da maioria dos radicais de espécies reativas de oxigénio (SUNG et al., 2013). A atividade do
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tipo ferro-oxidativa das proteinas supracitadas (consistindo em catalisar a oxidacdo de ions
ferro) resulta na inibicdo da peroxidacdo lipidica dependente de ferro (SEQUEIRA; RAO, A.
V.; RAO, A, 2012).

2.5. METABOLISMO SECUNDARIO

O metabolismo pode ser sumarizado como o conjunto de transformacdes quimicas de
sintese e processamento de moléculas que ocorrem nos sistemas vivos, através do qual um
composto principal é modificado por reagdes em série onde o produto de uma reacdo € o
substrato da reacdo seguinte, constituindo as vias metabdlicas. O produto final ou
intermediarios metabdlicos de uma via pode se relacionar com uma outra via metabodlica; em
um trabalho conjunto para a manutencdo da homeostase da célula. Nesta intrincada rede de
reacdes, nem todos os compostos produzidos estdo necessariamente envolvidos em processos
vitais de crescimento, desenvolvimento e reprodugdo dos organismos e sdéo denominados de
metabdlitos secundarios, pois de outra forma estariam inclusos na classe dos metabdlitos
primarios (EVANS, 2002; HUSSAIN et al., 2012).

Ainda é obscuro a comunidade cientifica o papel fisiologico de uma grande parte dos
metabdlitos secundarios de plantas, todavia é conhecido que alguns sdo responsaveis por
caracteristicas como odor, pungéncia e cor dos vegetais. Contudo é cada vez mais crescente a
opinido de que produtos do metabolismo secundario sdo biossintetizados para promover a
sobrevivéncia do individuo que os produz. Muitos metabdlitos secundarios protegem 0s
vegetais do ataque de herbivoria e patdgenos (LEICACH; CHLUDIL, 2014).

Vale-se salientar ainda a existéncia de implicacGes ecoldgicas de metabolicos
secundarios em interacdes planta-planta, e também em inter-relagdes entre plantas e animais
(KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012; SCHULER, 2011).

Outra terminologia bastante correlacionada com metabdlitos secundarios sdo o0s
compostos de estresse, estes sdo definidos como biomoléculas que se acumulam na planta num
nivel acima do normal devido a alguma forma de injuria ou disturbio do metabolismo sofrido
pela planta; eles podem ser produtos tanto do metabolismo primario quanto do secundario. Uma
série de fatores ambientais e bioldgicos podem promover a sintese de compostos de estresse e
estes incluem ferimento mecanico da planta, exposicdo a baixas temperaturas, desidratacao,
irradiacdo ultravioleta, tratamento com quimicos e infeccdo microbiana (SZABADOS et al.,
2011).
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Os metabolitos secundarios quimicamente podem ser agrupados em 3 grandes grupos:
Compostos polifendlicos, Terpenos e Alcaldides. Os compostos polifendlicos constituem um
dos grupos de compostos mais abundantes em plantas, exercendo fungdes como pigmentacéo,
protecdo contra os raios ultravioleta, acdo antioxidante, acdo alelopética, defesa contra-ataques
microbioldgicos e predadores (NACZK; SHAHIDI, 2006). Sdo substancias que contém pelo
menos um grupo hidroxila ligado a um anel benzénico (fenol), e que podem conter outros
substituintes na sua estrutura, como agucares ou acidos organicos. Mais de 8000 compostos
fendlicos ja foram encontrados em plantas, os quais podem ser divididos em 10 diferentes

classes de acordo com sua estrutura quimica (DAI; MUMPER, 2010).

Dentre essas a maior e mais diversificada sdo os flavonoides, os quais sdo polifenois
com uma estrutura comum de difenilpropano, consistindo em 2 anéis aromaticos unidos por 3
carbonos (CAMMERER, 2012). Por sua vez, os flavonoides também subdividem-se em 6
classes: flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavanois (catequinas e
proantocianidinas) (MANACH et al., 2004).

Os flavonoides na planta se encontram geralmente conjugados com carboidratos, e a
forma aglicona, sem residuos de agucar, € menos freqliente. Pelo menos oito monossacarideos
ou combinacdes desses (di e trissacarideos) podem se ligar a diferentes grupamentos hidroxila
das agliconas, resultando em uma grande quantidade de flavonoides diferentes (ERLUND,
2004). Esses compostos estao presentes em muitas plantas medicinais utilizadas pela populacéo
para o tratamento de diversas patologias, usadas de modo empirico (SCHENKEL; GOSMAN,;
ATHAYDE, 2007).

Varias acgdes fisioldgicas exercidas pelos polifendis foram relacionados com a
prevencéo de doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, cancer, entre outras, sobretudo em
funcdo da sua elevada capacidade antioxidante (LEICACH; CHLUDIL, 2014).

Os terpenos compreendem uma diversificada classe de substancias naturais que ocorrem
em todas as plantas e sdo produzidos a partir do acido mevalénico (SINGH; SHARMA, 2015).
Séo formados pela unido de blocos de 5 carbonos denominados isoprenos, e dessa forma podem
ser referidos como isoprendides de formula quimica geral (CsHg)n. O grupo dos terpenos pode
ser classificado de acordo com o0 nimero de isoprenos que o constituem, a saber: hemiterpenos
(C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
carotenos (C40) (ASHOUR; WINK; GERSHENZON, 2010).
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Os hemiterpenos sdo 0s compostos com apenas 1 unidade terpendica, seu representante
mais conhecido é o isopreno (LANGE; AHKAMI, 2013). Os monoterpenos sao compostos de
2 unidades de isopreno, encontrados em 6leos essenciais, volateis, e alguns deles sdo utilizados

nas inddstrias de perfume e alimentos (HUANG et al., 2010).

Os sesquiterpenos constituem a maior classe dos terpendides, sdo encontrados em 6leos
essenciais e hormonios vegetais (CHAPPELL; COATES, 2010). Os diterpenos constituem um
grupamento de compostos ndo volateis, possuem uma gama de atividades diferentes que

incluem horménios, acidos resinicos e agentes anticancerigenos (LANZOTTI, 2013).

Os triterpenos formam o componente de resinas e latex de plantas; sdo encontrados
nessa classe os esterdides, moléculas componente de membranas e precursores de hormonios
esteroides, e também as saponinas, substancias anfipaticas (possuem uma parte hidrossoltvel e
outra lipossoltvel) que desempenham em plantas um importante papel na defesa contra insetos
e microorganismos (THIMMAPPA et al., 2014).

Os carotenos formam pigmentos responsaveis pela coloracdo amarela, laranja, vermelha
e purpura, apresentando funcéo essencial na pigmentacéo de flores e frutos e na fotossintese
(WONDRACEK et al., 2011). Os politerpenoides sdo polimeros formados por mais de 8
unidades isoprenoides, ou seja mais de 40 carbonos, um exemplo tipico sdo os longos polimeros
da borracha (GARCIA; CARRIL, 2009).

Os alcaldides sdo compostos organicos ciclicos que possuem 1 ou mais a&tomos de
nitrogénio, excluindo aminoécidos, hormonios, acidos nucleicos e peptidios (KUETE, 2014).
Sdo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina), os quais sdo derivados do
acido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos como a ornitina e a lisina. Outros
precursores que também podem originar alcaloides sdo acido mevalénico, acido antranilico,
terpenos e esteroides (WANSI et al., 2013).

Devido a presenca do atomo de nitrogénio, esses compostos possuem carater basico, do
qual deriva seu nome (alcaloide = semelhante a uma base). Podem ser agrupados em 3 grupos:
Alcaldides verdadeiros, os que possuem anel heterociclico com 1 atomo de nitrogénio e sua
biossintese se da através de um aminoacido; Protoalcaloides, subtipo cujo &tomo de nitrogénio
ndo pertence ao anel heterociclico e se origina de um amino&cido; e Pseudoalcal6ides, sdo
derivados de terpenos ou esteroides e ndo de aminoéacidos (SCHENKEL; GOSMAN;
ATHAYDE, 2007).
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Em plantas os alcaloides desempenham funcBes de protecdo contra patdgenos e
herbivoros, acredita-se que a co-evolucdo planta-herbivoro possivelmente foi um fator
determinante para os fortes efeitos fisiologicos de varios compostos desta classe em animais;
tanto de carater benéfico quanto toxico (CARQUEIJEIRO et al., 2013; KUETE, 2014). Como
no exemplo dos alcaloides pirrolidizinicos, os quais sdo retratados como hepatotdxicos,

carcinogénicos, teratogénicos e pneumotoxicos (WIEDENFELD, 2011).

Muitos alcaloides s&o protétipos para a elaboragcdo de farmacos, e muitos deles séo
utilizados na terapéutica, puros ou em associacdo, e também na forma de derivados. Entre outras
atividades farmacologicas encontram- se atividade antidiurética (ajmalicina), hipotensiva
(reserpina, iombina), alucin6gena (mescalina), antimalarica (quinina), antitussigena (codeina e
noscapina), miorelaxante (tubocurarina), entre outras (CUSHNIE T.; CUSHNIE B.; LAMB,
2014; ZHANG et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar o potencial antioxidante de plantas encontradas nas formagOes vegetais da

Caatinga e Mata Atlantica de Pernambuco por ensaios in vitro.

3.2 Especificos

e Obter extratos metanolicos de folhas de cinco espécies encontradas na flora de
Pernambuco;

e Realizar um perfil fitoquimico dos extratos dessas plantas;

e Determinar o teor de fenois e flavonoides totais;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de folhas dessas plantas por trés
metodologias in vitro: DPPH, ABTS e Fosfomolibdénio.
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Abstract

Background: The prospection of natural antioxidant substances is a practice that has been
growing in recent decades due to the discovery of phytochemicals with biological and
therapeutic properties and also because they represent an alternative to the use of
potentially harmful synthetic antioxidants in food and cosmetics industry. The present study
investigates the total phenolic and flavonoid content as well as the antioxidant activity of

five plants from Brazil’s flora.

Methods: Methanolic leaf extracts of Abarema cochliacarpos (AC), Croton nummularius
(CN), Myroxylon Peruiferum (MP), Stryphnodendron pulcherrimum (SP) e Tanaecium
xanthophyllum (TX) were prepared and it has been assessed their phytochemical profile,

total phenolic, flavonoid content and antioxidant activities.

Results: The phenolic content of the extracts ranged from 28.84 to 120.39 (mg GAE. g
extract) and the flavonoid content from 3.84 to 10.52 (mg QE. g* extract). The ICso values for
the DPPH radical scavenging assay were in the order of AC (31.62 + 2.28); SP (35.47 + 2.48);
MP (37.26 + 1.54); TX (43.77 + 2.10); CN (87.84 + 1.74). The percentage ABTS radical
scavenging activity was higher for AC (75.69 + 3.88%); followed by SP (69.65 + 5.60%); CN
(33.66 £ 1.67%); TX (30.83 + 2.65%) and MP (20.92 + 3.41%). The total antioxidant capacity
(%TAC) of AC, SP, MP, TX, CN extracts were 43.71 + 1.66%; 41.91 + 1.91%; 15.55 + 0.87%;
21.75 £ 1.66%; 15.13 £ 1.52%, respectively. The extracts showed a positive correlation
between phenolic content and DPPH (p = 0,926) and total antioxidant capacity (p = 0,933)

assays.

Conclusion: Among all plants investigated, AC and SP extracts showed strong antioxidant

activities and may be regarded as a natural antioxidant source against oxidative stress.
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Background

Oxidation and reduction of molecules are essential for life they represent normal phenomena
that occur in cell metabolism. Among substances involved in oxidation-reduction reactions of
molecules there are free radicals, which are organic or inorganic compounds having one or

more unpaired electrons on their valance shell, they are chemically unstable and very reactive
[1].

In organism, reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) are involved
in metabolic processes such as energy production, regulation of cell growth, intercellular
signaling, phagocytosis and synthesis of important biological molecules. However, those
reactive species may be related to adverse health effects such as lipid peroxidation and

damage to protein, membrane tissues, enzymes, carbohydrates and nucleic acids [2,3].

The amount of free radicals in the body is counterbalanced by the availability of antioxidants,
which are compounds capable of either preventing formation of free radicals or by reacting
with them directly. The imbalance of free radicals/antioxidants in favor of free radicals can
lead to establishment of oxidative stress, a situation characterized by biomolecule impairment
and consequently to human health peril [4]. Antioxidants are believed to play an important
role in the prevention of several diseases [5]. The therapeutic effects of various natural plant-

derived medicines are correlated with their antioxidant activity [6].

Among molecules produced by plants the polyphenols are one of the most widely studied
classes whose remarkable antioxidant capacity is credited primarily due to their reducing

properties and chemical structure [7]. Studies indicate that consumption of fruits and
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vegetables containing phenolic antioxidants and other phytochemicals is advantageous for

health [8].

Antioxidants are applied in food industry as agents that prevent autoxidation of meat, fruit
and oils, where several compounds are produced for this purpose such as butylated
hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA) and tert-butylhydroquinone (TBHQ)
[9]. However, there is growing concern over the possible carcinogenic effects of synthetic
antioxidants in foods [10]. Yet, the potential health risks by the use of synthetic antioxidants

have triggered the interest in the search for natural antioxidants [11].

This study aimed to (i) conduct a quantitative analyses of antioxidant activity as well as the
total phenol and flavonoid contents in methanolic leaf extracts of five plants from the
Caatinga and Atlantic forest biomes located in Pernambuco state, Brazil and (ii) to correlate

the total phenolic and flavonoid content with the antioxidant activities of the extracts.

Methods

Chemicals and Reagents

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2’-azino-bis- (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
(ABTS), gallic acid, Folin-ciocalteu’s reagent, quercetin, and trolox were purchased from
Sigma- Aldrich. Sodium phosphate, ammonium molybdate were from Vetec (Brazil).
Ascorbic acid from Anidrol (Brazil), sulfuric acid from Cinética (Brazil) and potassium
persulfate from labsynth (Brazil), silica gel TLC plates from Macherey-Nagel. All the

chemicals including solvents were of analytical grade.

Collection of Plant Material

The plant species Abarema cochliacarpos (AC), Stryphnodendron pulcherrimum (SP), were

collected at Reserva Ecoldgica de Camagari, and Croton nummularius (CN), Myroxylon
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Peruiferum (MP) e Tanaecium xanthophyllum (TX) at Parque Nacional do Catimbau, both in
Pernambuco state, Brazil. Voucher specimen were deposited at the herbarium of Instituto de

Pesquisas Agrondmicas de Pernambuco (IPA-PE).
Methanolic Extract Preparation

Plant material was dried at 25 £ 5 °C and grinded. The leave powder of each plant was
extracted with methanol (10% w / v) at 3000 rpm for 24 hours. This extraction has been
performed 3 times, and supernatants of each extraction were filtered, combined and

concentrated by rotary evaporation.
Phytochemical profile

The phytochemical screening of the plant extracts were performed by Thin Layer
Chromatography (TLC) according to Matos [12]. 10 uL aliquots of the extracts were applied
on silica gel chromatography plates, using elution systems and suitable developers to
investigate the presence of saponins, flavonoids, cinnamic derivatives, phenylpropanoids,
triterpenoids, steroids, mono- and sesquiterpenes, alkaloids, proanthocyanidins,

leucoanthocyanidins, coumarins and quinones.
Estimation of total phenolic content

The total phenolic content were determined by Folin-Ciocalteu method [13] with minor
modifications. 200 uL aliquots of plant extracts at 1 mg / ml were mixed with 1 ml of Folin
Ciocalteu reagent (1: 1 v/ v) and 2.5 ml of 20% Na>COs were added. The mixtures were
incubated for 30 min at room temperature and protected from light for subsequent reading of
absorbance against a blank solution consisted of methanol plus all reagents without extracts.
They were read in a 765 nm spectrophotometer and the total phenolic content was calculated
using gallic acid as reference in the range of 25-500 mg/ml. The results were expressed in mg

of gallic acid equivalents per extract gram (mg GAE. g extract).
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Estimation of total flavonoid content

The flavonoid contents were measured by aluminum chloride colorimetric method [14].
Briefly, 500 uL of samples (1 mg/ml) were added to 500 uL of 2% methanolic AICls . After 1
hour incubation at room temperature, the absorbance was measured against a blank of
methanol and aluminum chloride in a spectrophotometer at 420 nm. Flavonoid content were
estimated using a quercetin standard curve (0.98-7.81 mg) and the results were expressed as

mg of quercetin equivalent per extract gram (mg QE. g* extract).
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging activity

The DPPH free radical scavenging activity of the extracts was performed according to Brand-
Williams et al. [15] with some modifications. A methanolic DPPH stock solution (200 uM)
was further diluted in methanol to obtain a UV-VIS absorbance between 0.6-0.7 at 517 nm,
obtaining the DPPH working solution. Different concentrations of the extracts were mixed
with DPPH solution and after 30 min incubation in darkness the absorbances were read at the
same wavelength mentioned above. In the first step the percentage DPPH radical scavenging

activity was calculated by the following formula:

. . bsorb trol)—absorb l
% DPPH scavenging activity: absorbance (control) —absorbance (sample) X100

absorbance (control)

Then it was plotted a graph of DPPH scavenging activity against different concentrations of
extracts to calculate the 1Cso, which denotes the sample concentration required to decrease the
initial DPPH radical concentration by 50%. Trolox was used as standard. The measurements
were triplicated and their scavenging activities were calculated based on the percentage of

DPPH scavenged.
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2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) ABTS radical scavenging assay

ABTS radical scavenging assay was carried out according to Re et al. [16] with minor
modifications. Briefly, a radical ABTS stock solution was prepared by dissolving ABTS (7
mM) with potassium persulphate (K2S20s, 2.45 mM). The mixture was left to stand for 16
hours (time required for the formation of the radical) in the dark at room temperature before
use. To perform the assay the previously made solution was diluted in ethanol to obtain an
absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm, thereby obtaining the ABTS radical working solution.
30 uL plant extracts (1 mg / ml) were mixed with the working solution and left to rest for 6
min before measuring the absorbance at 734 nm against a blank (working solution plus
methanol) and trolox was applied as standard. The percentage of ABTS radical scavenging

activity was calculated according to the following formula:

absorbance (control)—absorbance(sample) X100

% ABTS scavenging activity : absorbance (controle)

Evaluation of total antioxidant capacity

The total antioxidant capacity (TAC) was based on the method of Prieto et al. [17]. 0.1 ml of
the extracts (1 mg/ml) were combined with 1 ml of the reagent solution (0.6 M sulfuric acid,
28 mM sodium phosphate, and 4 mM ammonium molybdate). The tubes containing the
solutions were incubated at 95 ° C for 90 minutes, then were cooled to room temperature and
the absorbance of each sample were measured at 695 nm against a blank (1 ml of reagent plus
0.1 ml of methanol). Antioxidant activity was expressed in relation with ascorbic acid (%)

according to the formula:



60

Absorbance (sample)—absorbance (control)

% TAC: X100

absorbance (ascorbic acid)—absrobance(control)

Statistical analysis

Assays were performed in triplicate and results are shown as mean + stardard deviation.

Linear regression analysis and Pearson’s correlation coefficient were calculated using

Microsoft excell Windows 2013.
Results and discussion

The phytochemical screening of AC, CN, MP and TX showed the presence of different types
of secondary metabolites, namely saponins, phenylpropanoids and flavonoids (Tablel). These
phytocompounds were present in all extract tested. However, AC showed the presence of
terpenoids and proanthocyanidins. CN showed the presence of alkaloids, MP showed the
presence of coumarins and SP showed the presence of mono and sesquiterpenoids and

proanthocyanidins (Table 1).

Phenolic compounds are considered important natural antioxidants and represent one of the
most abundant compounds in plants in which they display several functions such as
pigmentation, protection against ultraviolet rays, allelopathic action, defense against microbial
attack and predators [18]. The total phenol content of plant extracts was higher for AC extract
(120.39 + 2.82 mg GAE. g?), followed by SP (86.67 + 0.83 mg GAE. g!) (Table 2). Phenolic
compounds exhibit their antioxidant activity by various mechanisms such as donation of
hydrogen atoms to free radicals and through connection to transition metal ions resulting in
more stable forms [19]. Various physiological actions performed by polyphenols were related
to the prevention of neurodegenerative and cardiovascular diseases, cancer, among others,

mainly because of their high antioxidant capacity [20].
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Among the polyphenol compounds, the most studied subclass are the flavonoids which in
plants are commonly found conjugated to sugars [21]. The total flavonoid content were
quantified by the aluminum chloride method and expressed as quercetin equivalents (QE) per
gram of substrate in which MP had the highest concentration among the five extracts (10.51 +

0.55 mg QE. g) (Table 2).

Silva et al. [22] reported the presence of polyphenolic compounds highlighting catechins
(flavonoids) among the main constituents in methanol extracts of Abarema cochliocarpos
bark. Mathias et al. [23] reported the isolation of various phenolic compounds among them
flavonoids from the bark of Miroxylon peruiferum. Some species of Stryphnodendron genus
are known for their high polyphenol content of tannins [24]. Payo Hill et al. [25] mentioned
the presence of terpenes, flavonoids and alkaloids from several Croton genre species. As for
Tanaecium xantophylum, there are only few reports in the literature for these species and no

phytochemical assessment were found.

The antioxidant activity of the extracts by DPPH, ABTS and total antioxidant capacity (TAC)
methods are outlined in Table 3. ICsp values for DPPH scavenging activity were smaller for
AC (31.62 £2.28 ug/ mL) and SP (35.47 + 2.48 pug / mL) followed by MP (37.26 £ 1.54 pg /
mL) (Table 3). The ABTS radical scavenging activity was higher for AC (75.69 + 3.88%);
followed by SP (69.65 £ 5.60%) (Table 3). AC and SP extracts obtained the highest

antioxidant activities in both DPPH and ABTS assays.

DPPH and ABTS radical scavenging assays are methods based on the sequestration of these
radicals by proton donor substance, the reaction is followed by a measurable change in
absorbance spectrophotometry [26]. Both DPPH and ABTS assays are widely used to assess
the antioxidant capacity of natural products [27]. The total antioxidant capacity (TAC) is a

spectrophotometric assay based on the reduction of Mo(V1) to Mo(V) by the action of an
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antioxidant substance with the subsequent formation of a green phosphate / Mo(V) complex

with a maximum absorption at 695 nm [17].

The total antioxidant capacity (% TAC) of the extracts were higher in AC (43.71 + 1.66%) and
SP (41.91 + 1.91%) (Table 3). In the same manner of DPPH and ABTS assays, again AC and
SP had the highest total antioxidant activity, in addition they were also the ones that showed

the highest total phenolic content among the studied plants (Table 2).

The total phenolic and flavonoid contents of the extracts were compared with the values of
their respective antioxidant activities by using the Pearson coefficient (p) and coefficient of
determination (R?), where it can be found a positive correlation between total phenols and
ABTS radical scavenging activity (p = 0.926, R? = 0.858) as well as phenolic compounds and
TAC (p = 0.933, R? = 0.872) (Figure 1). Studies have suggested that there is a positive

correlation between phenolic content and antioxidant activity in plants [28].

Flavonoid content of the extracts showed no significant correlation with the antioxidant
activities (Figure 2). These results suggest the importance of phenolic compounds that are not
from the flavonoid subclass on the antioxidant activity of these extracts as well as a potential
influence of other bioactive molecules that may be included in the extracts such as
tocopherols, saponins, polysaccharides, ascorbic acid and polysaccharides [29]. For example

it has been evidenced the presence of saponins in the extracts (Table 1).
Conclusion

Based on the results obtained in the present study, it is concluded that the methanolic leaf
extracts of Abarema cochliacarpos and Stryphnodendron pulcherrimum exhibit considerable
antioxidant radical scavenging activity on all tested assays and they possess substantial
amounts of phenolic compounds. Thus, these 2 plants can be considered a good source of

antioxidants which might be beneficial for combating oxidative stress. A positive correlation
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is found between total phenolic content and ABTS radical scavenging activity as well as total
antioxidant capacity assays of the plant extracts, thus indicating the key role that phenolic
compounds may exert on the antioxidant activity of these plants. Hence more studies are
required to isolate and identify these bioactive compounds responsible for such activities as to

assess their antioxidant activity in vivo.
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Figure 1 Correlation between total phenolic content and antioxidant assays
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Figure 1 Correlation between total phenolic content and (a) DPPH radical scavenging activity of the
extracts, p = 0.751 and R? = 0.564. (b) ABTS scavenging activity of the extracts, p = 0.926 and R? = 0.858
(c) Total antioxidant capacity of the extracts, p =0.933 and R = 0.872.
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Figure 2 Correlation between total flavonoid content and antioxidant assays
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Figure 2 Correlation between total flavonoid content and (a) DPPH radical scavenging of the extracts,
p =0.427 and R? = 0.182. (b) ABTS scavenging activity of the extracts, p =-0.261 and R? = 0.068. (c)=
Total antioxidant capacity of the extracts, p = -0.163 and R? = 0.026.




Table 1 Phytochemical screening of plant extracts by thin layer chromatography

Secondary
metabolite AC CN mMP SP X
Class
Saponins +++ + +++ +++ +
Flavonoids ++ + + + +
Phenylpropanoids ++ ++ + + +
Triterpenes and .
steroids ) ) B )
Mono and N ) . . )
sesquiterpenes
Alkaloids - + - - -
Proanthocianidins
and +1) - - +1 -
leucoanthocianidins
Coumarins - - + - -
Quinones - - - - -

Note: (1) Condensed proanthocianidins (polymers), monomers and dimers absent.

* Only traces detectable



Table 2 Total phenolic content (mg GAE . g %) and flavonoid content (mg QE . g?)

sample Phenolic content Flavonoid content
(mg GAE . g?) (mgQE.g?)
AC 120.39+2.82 5.55+0.13
SP 86.67 +0.84 6.04 £0.18
MP 42.18 + 3.57 10.52 £ 0.55
X 30.16 +1.41 3.84 +0.03
CN 28.84 +1.17 411 +0.14

Results are expressed as mean * SD (n=3). Gallic acid equivalent (GAE) and Quercetin
equivalent (QE).
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Table 3 Effect of methanolic extracts on different antioxidant models

Extracts DPPH ICso ¥ % ABTS* (2 % TAC®
AC 31.62 +2.28 75.69 + 3.88 43,71+ 1.66
SP 35.47 +2.48 69.65 + 5.60 4191+1.91
MP 37.26 £ 1.54 20.92+3.41 15.55+0.87
X 43,77 £2.10 30.83 £ 2.65 21.75+ 1.66
CN 87.84+1.74 33.66+ 1.67 15.13+£1.52

Trolox 7.97 £3.15 85.92 + 2.651 -

(1): DPPH radical scavenging activity ICsp value (ug/mL)

(2): Percentage ABTS" radical scavenging activity.

(3): Percentage total antioxidant capacity expressed in relation to ascorbic acid.

(4): Trolox 2000 uM.

Results are expressed as mean = SD (n=3)
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6 CONCLUSOES

e Dentre os extratos metandlicos de folha das plantas testadas, Abarema cochliacarpos e
Stryphnodendron pulcherrimum obtiveram relevante atividade antioxidante frente aos
ensaios do DPPH, ABTS e capacidade antioxidante total (CAT);

e Os extratos de metandlicos de folhas de Abarema cochliacarpos e Stryphnodendron
pulcherrimum apresentaram alta concentragdo de compostos fenélicos;

e Folhas de Abarema cochliacarpos e Stryphnodendron pulcherrimum parecem ser uma
importante fonte de antioxidantes naturais, as quais podem exercer efeito benéfico sobre
0 estresse oxidativo;

e Houve uma correlacdo positiva entre o contetdo de compostos fenolicos dos extratos e
suas respectivas atividades antioxidantes pelos ensaios do ABTS e capacidade
antioxidante total, indicando desta forma o papel chave que os compostos fenolicos

exercem na atividade antioxidante desses extratos.



