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RESUMO

Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. (Leguminosae), conhecida como pata-de-vaca ou
morord, € uma planta tipica da Caatinga utilizada na medicina popular por suas
propriedades antidiabética, anti-inflamatdria e sedativa. O presente estudo avaliou a
composicgédo fitoquimica, a atividade antioxidante e o potencial citotoxico de extratos
aquosos foliares de B. cheilantha (ndo delipidado e delipidado), mediante
cromatografia em camada delgada, testes bioquimicos de DPPH (1,56 a 200 pug/mL),
ABTS (3,12 a 50,0 pg/mL) e fosfomolibdénio (12,5 a 100 yg/mL) e ensaio de MTT
utilizando a linhagem celular de fibroblasto L929 (1,56 a 1.600 pg/mL),
respectivamente. Ambos os extratos apresentaram os metabolitos secundérios
derivados antracénicos, saponinas e compostos fendlicos, incluindo antocianinas,
ligninas e taninos hidrolisaveis. Adicionalmente, os extratos de B. cheilantha
apresentaram efeitos antioxidantes dose-dependentes. No DPPH, o néo delipidado e
o delipidado mostraram ECso de 25,84 e 26,19 pg/mL, respectivamente; no ensaio do
ABTS, o0 ECso foi de 13,60 (n&do delipidado) e 16,34 ug/mL (delipidado), enquanto no
teste de fosfomolibdénio, observou-se ECso de 66,09 (ndo delipidado) e 52,78 pg/mL
(delipidado). No que tange a citotoxicidade, o extrato ndo delipidado apresentou
auséncia de citotoxicidade para todas as concentragdes testadas, exceto para a mais
alta de 1.600 pg/mL, enquanto o extrato delipidado mostrou efeito citotéxico apenas
para as duas maiores concentracfes 800 e 1.600 pg/mL. Os dados obtidos
demonstraram que o0s extratos foliares de B. cheilantha possuem potencial
antioxidante promissor para tratamentos de doencas causadas por radicais livres, com
auséncia de citotoxicidade para a concentracdes antioxidantes sugeridas,

confirmando o seu potencial como fonte natural de recursos terapéuticos.

Palavras-chave: Antioxidante. Células de fibroblasto. L929. MTT. Planta Medicinal.

Pata-de-vaca



ABSTRACT

Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. (Leguminosae), commonly known as pata-de-vaca
or mororé, is a typical plant of Caatinga, used in popular medicine, due to its
antidiabetic, anti-inflammatory and sedative properties. The present study evaluated
the phytochemical composition, antioxidant activity and cytotoxic potential of two
agueous leaf extracts of B. cheilantha (not delipidated or delipidated), using thin layer
chromatography, biochemical tests of DPPH (1,56 to 200 pug/mL), ABTS (3,12 to 50,0
pg/mL) and phosphomolybdenum (12,5 to 100 pg/mL), and MTT assay on L929
fibroblast cells (1,56 to 1.600 ug/mL), respectively. Both extracts showed secondary
metabolites, including anthracene derivatives, saponins, and phenolic compounds,
such as anthocyanins, lignins, and hydrolysable tannins. Additionally, B. cheilantha
extracts showed dose-dependent antioxidant effects. In DPPH method, non-
delipidated and delipidated showed ECso of 25.84 and 26.19 ug/mL, respectively; in
the ABTS, the ECso was 13.60 (non-delipidated) and 16.34 ug/mL (delipidated), while
in the phosphomolybdenum test, ECso of 66.09 (non-delipidated) and 52.78 pg/mL
(delipidated), were observed. Furthermore, non-delipidated showed absence of
cytotoxicity for all tested concentrations, except for the highest concentration of 1,600
pg/mL, while delipidated extract presented cytotoxic effect only for the two highest
concentrations 800 and 1,600 ug/mL. Our data demonstrated that both leaf extracts of
B. cheilantha have promising antioxidant potential for the treatment of diseases
influenced and/or caused by free radicals, with absence of cytotoxicity to the suggested
antioxidant concentrations, confirming its potential as a natural source of therapeutic

resources.

Keywords: Antioxidant. Fibroblast cell. L929. Medicinal plant. MTT. Pata-de-vaca.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais s&o comumente empregadas na medicina popular para
fins de prevencéo e tratamento de doencas (FRANCA et al., 2008; RIBEIRO, 2017).
Seu uso ¢ justificado pela diversidade de metabdlitos ativos presente nas plantas, os
quais podem atuar de forma sinergética e/ou antagOnica, incluindo propriedades
biologicas, como antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antifangica, entre
outras (LIYANAARACHCHI et al., 2018; RASOOL HASSAN, 2012).

Diversos estudos tém sido realizados para comprovar a potencialidade das
plantas medicinais de diferentes ecossistemas (VASCONCELOS et al.,, 2007).
Contudo, alguns biomas, como a Caatinga, apresentam escassez de estudos
cientificos quanto as propriedades da sua flora (LEAL; TABARELI; SILVA, 2003;
LESSA et al.,, 2019). Entre os representantes da Caatinga, espécies do género
Bauhinia L. (Leguminosae) tém sido apontadas por diferentes potenciais bioldgicos
como: B. holophylla (Bong.) Steud., potente sorotipo 2 do virus da dengue; B. purpurea
Linn, atividade anti-Ulcera; B. racemosa Lam., atividades antioxidante e
antimicrobiana; B. forficata Link, potencial fungicida sobre o fungo Candida albicans,
e B. splendens Kunth, acédo analgésica (FILHO et al., 1997; OLIVEIRA; LIMA, 2017,
RASHED; BUTNARIU, 2014; SANTOS et al., 2019; ZAKARIA et al., 2011).

As folhas, casca do caule e entrecasca de Bauhinia sdo bastante utilizadas em
varios tipos de preparacdes na medicina tradicional, principalmente na forma de cha,
mas também como lambedor, tintura e in natura. A depender da espécie e parte da
planta, as preparacdes tém sido indicadas para o tratamento de tosse, cefaleia,
inflamacé&o, dor de garganta, febre, mal-estar, fadiga, edemas, dores no corpo em
geral, anticoagulante, problemas cardiacos, presséao alta, derrame, infeccéo urinaria,
cOlicas, calculose renal, cicatrizacdo, colesterol, anemia, tuberculose, cancer ou
tumores (ALBERGARIA; SILVA; SILVA, 2019; NOGUEIRA; SABINO, 2013).

O uso popular de espécies de Bauhinia tem estimulado estudos quanto ao seu
potencial, eficiéncia e seguranca de uso (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-
KHOEI, 2018). Entre os primeiros testes que devem ser realizados para validar a
seguranca de fitoquimicos para uso medicinal, destacam-se as andlises de
citotoxicidade, as quais sugerem doses para estudos pré-clinicos (ARAUJO et al.,
2015), recomendados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Em

Bauhinia, andlises da citotoxicidade e genotoxicidade foram reportadas para B.
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forficata (BRESOLIN; FERRAO VARGAS, 1993), B. galpinii N.E.Br. (VERSCHAEVE;
VAN STADEN, 2008), B. holophylla (Bong.) Steud (RIBEIRO et al., 2018), B.
monandra Kurz. (MACEDO et al., 2008) e B. platypetala (Burch. ex Benth.) (SANTOS
et al., 2012).

Contudo, ha poucos estudos quanto a atividades biologicas de B. cheilantha
(Bongard) Steude, conhecida popularmente como pata-de-vaca ou mororo (SILVA et
al., 2017). Esta é uma espécie de importancia ecoldgico, econémico e social;
explorada por seu valor ornamental, por auxiliar no controle de eroséo e suas folhas
serem utilizadas para forragem devido ao elevado valor proteico (CAMPANHA;
ARAUJO, 2010). Adicionalmente, o extrato etandlico foliar de B. cheilantha apresentou
capacidade antioxidante pelo método 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH),
provavelmente relacionada a presenca de compostos fendlicos totais e de flavonoides
(SILVA et al., 2017). Entretanto, para B. cheilantha, ndo ha estudos relativos ao
potencial antioxidante nem citogenotoxico de extratos foliares aquosos ou de infusdes,
modo de preparo comumente utilizado na medicina popular (ANDRADE et al., 2010;
BIRBEN et al., 2012).

A composicao de metabdlitos secundarios previamente relatada para o extrato
etandlico foliar de B. cheilanta e o uso empirico de infusdes de suas folhas na medicina
tradicional sugerem seu potencial para a geracdo de produtos farmacoldgicos,
tornando-se necessario avaliar as atividades biologicas, bem como os possiveis
efeitos adversos do uso desse vegetal. Neste contexto, o presente trabalho visou
avaliar o potencial antioxidante do extrato aquoso foliar de B. cheilantha, bem como
sugerir concentracfes de extratos aquosos foliares desse vegetal para estudos pré-
clinicos mediante a investigacdo dos seus potenciais citotoxicos sobre a cultura de

células de fibroblasto da linhagem L929.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar o potencial antioxidante e citotoxico de extratos aquosos foliares de

Bauhinia cheilantha, mediante a aplicacdo de testes antioxidantes e cultura
celular da linhagem L929.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Identificar o perfil fitoquimico de extratos aquosos foliares de B. cheilantha.

v Avaliar o potencial antioxidante de extratos aguosos foliares de B. cheilantha
mediante os testes de DPP, ABTS e fosfomolibdénio.

v Analisar a citotoxicidade de extratos aquosos das folhas de B. cheilantha,

utilizando o teste de viabilidade celular MTT em cultura de células de fibroblastos.

v Definir concentracdes para testes in vitro pré-clinicos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS E SEUS EFEITOS FITOTERAPICOS

As plantas medicinais, nativas ou cultivadas, podem ser utilizadas para fins
terapéuticos no estado fresco ou seco (PAULA ALVES et al.,, 2018). Em muitas
comunidades, principalmente nos paises em desenvolvimento e em regides de dificil
acesso a saude publica, o uso das plantas medicinais é considerado uma pratica
comum para fins terapéuticos desde a antiguidade (MACIEL et al., 2002). Os relatos
de uso dessas plantas estdo descritos desde o quarto século a. C. (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007) mediante conhecimentos empiricos (PAULA ALVES et al., 2018),
sendo utilizadas sementes, raizes, folhas, frutas, casca, flores ou até mesmo a planta
inteira, na forma cha, sucos ou alimentos (BRANCO, 2019).

As estruturas vegetais apresentam um ou mais compostos quimicos ativos, que
podem atuar alterando sistemas enziméticos e/ou processos fisioldgicos (SOUZA et
al., 2017). Tais fitoquimicos s@o capazes de agir de forma: sinérgica, potencializando
os efeitos individuais de cada metabdlito; antagbnica, diminuindo os efeitos de um ou
até de todos os metabdlitos presentes, ou aditiva, mediante o somatdrio de efeitos dos
metabdlitos. Podem influenciar na absorcéo de um dado composto, mostrando efeitos
diretos ou indiretos no tratamento terapéutico (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-
KHOEI, 2018).

As interacdes podem ser consideradas positivas, quando elevam o efeito e a
resposta terapéutica, bem como quando diminuem ou anulam os efeitos téxicos; ou
negativas, podendo propiciar o surgimento de novas doengas, aumentar a toxicidade
e reduzir ou inativar possiveis efeitos terapéuticos (BRANCO, 2019). O citronelol, por
exemplo, € um composto presente no 6leo essencial de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex
P. Wilson (erva cidreira), que potencializa a agéo anti-hipertensiva de medicamentos
como Nitroprussiato e Minoxidil (vasodilatadores), indicando uma acéo positiva e
sinergética (RASOOL HASSAN, 2012; SOUZA et al., 2017). Em contrapartida, o uso
constante da combinacao de Ginkgo biloba L. e Nifedipina (bloqueador de canais de
calcio), visando ao aumento de uma agao anti-hipertensiva, apresentou uma atividade
antagOnica, observando-se o aparecimento de reacdes adversas como dores de
cabeca e inchaco no tornozelo (TEIXEIRA; SANTOS, 2011).
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Em nivel mundial, estima-se que cerca de 500.000 plantas apresentam alguma
propriedade medicinal, embora a maioria ndo tenha sido estudada cientificamente,
ressaltando-se a importancia de estudos em relacéo as suas atividades fitoterapicas
e aplicacdo no tratamento de diversas doencgas (SINGH, 2015). Segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 21.000 espécies vegetais
sao utilizadas para o tratamento de alguma enfermidade. Ao longo dos anos, os
produtos oriundos de plantas medicinais tém aumentado em esfera mundial, como
observado em paises do Oriente Médio, América Latina, Africa e Asia, onde 85% da
populacao faz uso da medicina tradicional. Tal fato interfere no mercado econémico,
em termos de comercializacdo das plantas in natura e/ou dos seus produtos
farmacolégicos. Estima-se o aumento do faturamento com as ervas medicinais,
salientando-se a Asia-Pacifico e Europa como as regibes de maiores mercados em
crescimento. Paralelamente, estudos apontam que os chineses aumentaram em 20%
as compras de fitoterapicos em 2012, quando comparado com o ano de 2011
(JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018). No Brasil, o faturamento do
ramo farmacéutico de fitoterapicos € estimado em 25% (SOUZA et al., 2019).

Na indastria farmacéutica, a exploracéo de plantas medicinais esta diretamente
relacionada a sua riqueza de compostos, possibilitando a sintese de novos produtos.
Estudos demonstram que 50 a 77% dos medicamentos sdo derivados de algum
composto de origem vegetal, como: a aspirina, extraida da casca de Salix alba L., 0
salgueiro-branco; digoxigenina, extraido de Digitalis purpurea L., a dedaleira;
morfina, obtido de Papaver somniferum L., a papoula do 6pio; quinina, extraido de
Cinchona officinalis L., a cinchona; pilocarpine, obtido de Pilocarpus microphyllus
Stapf ex Holm., o maranh&o jaborandi, entre outros (ASLAM; AHMAD, 2016;
HARVEY, 2008).

Apesar da constante utilizacdo dos fitoterapicos como atencédo primaria a satude
humana, hd muitas preocupacdes voltadas para a eficiéncia e a seguranca do uso
indiscriminado de algumas plantas (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI,
2018). Na tentativa de validacdo do uso das plantas medicinais com seguranca,
algumas acdes podem ser destacadas. No Brasil, em 2007, o Ministério da Saude
implantou o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, destacando-se
a proposta de “promover e reconhecer os interesses populares e praticas tradicionais
de uso de plantas medicinais, fitoterapicas e remédios caseiros” (ALBUQUERQUE;
ALVES, 2016; BRASIL, 2016).
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Em 2009, o Ministério da Saude lancou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), destacando 71 espécies de plantas
medicinais que sao utilizadas por conhecimento empirico e tiveram suas atividades
comprovadas cientificamente, a exemplo do alho (Allium sativum L. (alho), mastruz
(Chenopodium ambrosioides L.), alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.), alfavaca
brava (Ocimum gratissimum L.), goiabeira (Psidium guajava L.), ipé-roxo (Tabebuia
avellanedae var. paulensis Toledo), unha-de-gato [Uncaria tomentosa (Willd. ex
Roem. & Schult.) DC.], e trés espécies de pata-de-vaca (Bauhinia affinis Vogel, B.
forficata e Bauhinia variegata L.) (BRASIL, 2020).

3.2 LEGUMINOSAE Juss. (Fabaceae L.)

A familia Leguminosae, pertencente a ordem Fabales e classe Magnoliopsida,
destaca-se por ser a terceira maior familia das Angiospermas. Atualmente, com base
em trabalhos prévios e em andlises filogenéticas utilizando marcadores moleculares
cloroplastidiais matK, esta subdividida em seis subfamilias: Duparquetioideae,
Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae (com a antiga subfamilia
Mimosoidae incluida) e Papilionoideae, englobando cerca de 750 géneros e
aproximadamente 19.500 espécies (LPWG, 2013; 2017). Apresenta uma ampla
distribuicdo mundial, exibindo uma boa capacidade de adaptacdo (RODRIGUES et
al., 2020).

No Brasil, cerca de 220 géneros e 2.830 espécies estao distribuidos em todos
0s biomas, com predominéancia na Amazonia e Caatinga (GIULIETTI et al., 2005;
PEREIRA et al., 2019; RODRIGUES et al., 2020; SILVA; OLIVEIRA, 2015). Cerca de
170 géneros e de 1.080 espécies representativas das leguminosas ocorrem em todos
os Estados do Nordeste brasileiro. No bioma Caatinga, destacam-se cerca 130
géneros e 590 espécies, sendo 149 consideradas endémicas (FERREIRA; TROVAO;
MELO, 2015).

A familia inclui arvores, arbustos, lianas e ervas (SILVEIRA; MIOTTO, 2013),
notando-se uma grande diversidade morfolégica, a exemplo das arvores Caesalpinia
echinata Lam. (Pau-Basil) e Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex Benth (jacaranda- da-
Bahia), do arbusto Calliandra tweediei Benth (topete-de-cardeal) ou mesmo da
Neptunia oleracea Lour. (sensitiva-de-agua), uma planta aquatica (SILVEIRA;

MIOTTO, 2013). Seus representantes sao caracterizados por possuir folhas
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compostas, trifoliares ou pinadas, as quais podem mostrar estipulas passiveis de se
transformar em espinhos. Além disso, as folhas podem conter em sua base uma
estrutura chamada pulvino que proporciona uma maior mobilidade. Quanto a
inflorescéncia, é frequentemente racemosa, com flores vistosas de simetria radial,
presenca do calice e corola pentameros e, normalmente, bissexuadas. Os frutos
também sdo variados, mas geralmente sdo do tipo legumes (vagens), podendo
observar legume tipo bacoide, nucoide ou foliculo (Figura 1) (FERNANDES; GARCIA,
2008).

Figura 1 - Frutos da familia Leguminosae do tipo legume: a. bacoide;
b. nucoide; e c. foliculo. Fonte: Cérdula; Morim; Alves (2014), com
algumas adaptacoes.

Muitas leguminosas apresentam grande importancia econémica, ecoldgica e
social, destacando-se espécies utilizadas para: arborizacdo, como B. variegata (pata-
de-vaca), Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), Acacia bonariensis Gillies ex Hook.
& Arn. (unha-de-gato) e Clitoria fairchildiana R.A. Howard (sombreiro); na industria
madeireira, como Dalbergia nigra (Vell.) Allemdo ex Benth. (jacaranda-da-bahia),
Pterodon emarginatus Vogel (sucupira), Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm.
(amburana-de-cheiro); na industria alimenticia, tais como Arachis hypogaea L.
(amendoim), Ceratonia siliqua L. (alfarrobeira) e Pisum sativum L. (ervilha), e na
medicina popular, como Anadenanthera colubrina (Vell.)(angico-branco), Myroxylon
peruiferum L. f. (balsamo), Bauhinia radiata Vell (pata-de-vaca) e Bauhinia vahlii Wight
& Arn (pata-de-vaca) (GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005; PEREIRA et
al., 2019).
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3.3 GENERO Bauhinia L.: ASPECTOS BOTANICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS

O género Bauhinia (Linnaeus, 1753), pertencente a subfamilia Cercidoidae
(LPWG, 2017), € composto por aproximadamente 500 espécies entre arbustos e
pequenas arvores, presentes nos continentes da América do Sul, Africa e Asia
(SINOU et al., 2009). No Brasil, o género possui cerca de 300 espécies, dentre as
quais 200 sdo descritas como nativas, distribuidas em todo Nordeste brasileiro,
Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul e Mato Grosso) e Sudeste (Minas Gerais e Séo
Paulo) (SIMOES; ALMEIDA, 2015).

As espécies pertencentes ao género Bauhinia séo facilmente diferenciadas dos
demais representantes da subfamilia por terem como caracteristica marcante folhas
inteiras, medindo de 7-12 cm quando adulta, alternas e bilobadas. Tal morfologia
embasa 0 nome popular de suas espécies, as quais sao denominadas “pata-de-vaca”
ou “unha-de-boi”. Apresentam porte arbéreo médio ou arbustivo, sendo utilizadas para
recuperar areas degradadas e para ornamentacdo (SILVA-LOPEZ; SANTOS, 2015).

As flores apresentam em geral o calice espataceo, cinco pétalas unguiculadas,
cuja coloracao varia entre vermelho, branco, violeta, rosa e amarelo (Figura 2). O
namero de estames pode variar de um a 10 nas diferentes espécies; as gavinhas sao
ausentes; os frutos sao legumes ou vagens achatados, e as sementes tém Iébulos
com arilo curto e rosca subapical, com coloragio de castanho a preta (RAMIREZ-DE
ANDA; COLIN, 2007; SILVA et al., 2016; TORRES-COLIN; DUNO DE STEFANO;
LORENA CAN, 2009). As sementes apresentam dorméncia associada a presenca de
tegumento resistente e impermeavel, o qual possibilita um bloqueio fisico, resultando
na dificuldade da passagem de agua e as trocas gasosas e, consequentemente, no
retardo do processo germinativo (MARTINELLI-SENEME et al., 2006).
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Figura 2 - Representantes do género Bauhinia com variacdo na coloracéo das pétalas. A. B.
divaricata; B. B. erythrocalyx; C. B. herrerae; D. B. ungulata; E. B. variegata; F. B. jenningsii.
Fonte: Torres-Colin; Duno De Stefano; Lorena Can (2009), com algumas adaptacdes.

As folhas, caule e raizes das patas-de-vaca sdo bastante utilizadas pela
medicina popular, devido as suas atividades anti-inflamatoria, antidiabética,
antifangica, antiparasitaria, antioxidante e processos dolorosos (ALIYU et al., 2009;
BOONPHONG et al., 2007; DAS; JAGANNATH; DINDA, 2012). Silva et al. (2010)
realizaram um levantamento das plantas medicinais mais utilizadas para o tratamento
de anti-hiperlipidémicas e anorexigenas em uma populacdo no estado de Mato
Grosso, observando-se que cerca de 95,6% dos entrevistados usavam plantas
medicinais, principalmente leguminosas. Entre elas, foi citada a espécie Bauhinia rufa
(Bong.) Steud., cujas folhas eram utilizadas pelo método de infuséo.

Atualmente, algumas atividades biolégicas ja foram descritas para
representantes do género Bauhinia (Tabela 1), dentre elas B. forficata, B. variegata,
B. splendens, B. manca, B. rufescens, B. rufa, B. monandra, B. holophylla e B.
smiliciana (GONZALEZ-MUJICA et al., 2003; SILVA et al.,, 2002). Tais atividades
foram associadas a presenca dos principais metabdlitos secundéarios encontrados em
estudos fitoquimicos, como os flavonoides, triterpenoides e glicosideos esteroidais
(FORTUNATO, 1986).
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Tabela 1 - Atividades biologicas descritas para estruturas vegetais de espécies pertencentes ao género

Bauhinia.
Espécie Estrutura Atividade bioldgica Referéncias
vegetal
B. forficata Folha Mutagénica Bresolin; Ferrdo Vargas (1993)
B. galpinii Folha Genotoéxica e antigenotoxica Verschaeve; Van Staden (2008)
B. guianensis Ci;%?ede Anti-inflamatéria e analgésica Carvalho et al. (1999)
B. holophylla Folha Citotoxica, mutagenica e Ribeiro et al. (2018)
antimutagénica
B. monandra Folha Cllislior e, mytggemca € Macédo et al. (2008)
genotodxica
B. platypetala Folha Citotoxica, mytggemca € Santos et al. (2012)
genotodxica
Antimalérica, antifangica AETETIER GUEl, (A0 2
FElTEY, [E, analgésica an,ti-inflam%téri,a EzemEneng) et ell, (AU07);
B. purpurea casca de tigesica, I Y Chaudhari; Joshi; Mistry (2013);
antidiabética, antimicrobiana, 4 :
caule . A . Shreedhara et al., 2009; Zakaria
antiulcerogénica e citotoxica
et al. (2011)
B. vahlii :?II{Z?:Z Anti-inflamatéria e antidiabética Das; Jagannath; Dinda (2012)
B. varieqata cz:\:sotl,gado Anti-inflamatéria, antimicrobiano, Dhale (2011); Pandey; Agrawal
‘ 9 caule genotdxico (2010); Saha et al. (2011)
Casca do Ant_|—|r)flam_ator|a, apalgesma, Gupta et al. (2005); Kumar et al.
| antimicrobiana, antioxidante, 5 . L (2 .
B.racemosa caute, antipirética, antidiabética (2005); Kumar et al. (2017);
) folha, parte - PR o Rahman; Akhtar; Arshad (2016);
aérea antiadipogénica, hipolipemiante, Rashed: Butnariu (2014)
citotdxica e apoptotica '
B. rufescens Folha Antioxidante Aliyu et al. (2009)

3.4 A ESPECIE Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud

Bauhinia cheilantha, conhecida popularmente como pata-de-vaca ou mororo, é

uma espécie endémica da Caatinga, ocorrendo em diversos estados brasileiros como

nos Estados da Regido Nordeste, no Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais
e S&o Paulo (AMORIM; SAMPAIO; ARAUJO, 2005; FERRAZ et al., 1998; OLIVEIRA
et al., 2009; SOUZA et al., 2007). Considerada uma pequena arvore que pode chegar

até cerca de 6 m de altura, apresenta folhas bilobadas, flores em cachos com pétalas
brancas e antese noturna (Figura 3) (DA FONSECA VAZ; AZEVEDO TOZZI, 2003).
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Figura 3 - Espécie Bauhinia cheilantha. Fonte: Autor.

Durante o periodo de estiagem, as folhas de B. cheilantha permanecem verdes
por mais tempo, quando comparadas a outras plantas do semiarido, tornando-se um
dos poucos recursos disponiveis para fonte de alimentacdo animal (MOREIRA et al.,
2006), sendo usada em aproximadamente 20 % da dieta dos rebanhos bovinos no
Nordeste brasileiro (DO NASCIMENTO et al., 2014; SANTANA et al., 2011). Contudo,
estudos realizados com taninos condensados presentes nas folhas de B. cheilantha
demonstraram uma ac¢dao inibitoria em relacéo ao crescimento e a atividade enzimatica
da bactéria celulolitica ruminal (Ruminococcus flaviefaciens), possibilitando perdas
nutricionais aqueles ruminantes que tém a B. cheilantha como fonte alimentar
(GUIMARAES-BEELEN et al., 2006). Adicionalmente, suas sementes contém alto teor
de proteinas, presenca de aminodcidos essenciais, baixos niveis de compostos
antinutricionais, bem como parametros de qualidade de proteinas comparaveis aos
de leguminosas utilizadas na alimentag&o, como soja e feijao-caupi (TEIXEIRA et al.,
2013).

Bauhinia cheilantha é comumente utilizada na medicina popular para o
tratamento de diversas doencas. E consumida geralmente na forma de infusdo por
diversas comunidades tradicionais como as do semiarido nordestino brasileiro
(CARTAXO; DE ALMEIDA SOUZA; DE ALBUQUERQUE, 2010; TEIXEIRA et al.,
2013). Tem sido reportado que o extrato etandlico foliar de B. cheilantha apresenta

comprovadas propriedades antidiabética, anti-reumatismo, anti-inflamatéria e
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sedativa (ALMEIDA et al., 2005; ALVES MARTINS et al., 2015). Do ponto de vista
fitoquimico, os extratos etanodlicos de B. cheilantha apresentaram diferentes classes
de compostos de interesse medicinal, como flavononas (caule, raiz), flavonas,
flavonoides, xantonas (folhas, casca e raizes), fendis (caule, folha), alcaloides,
antraquinonas e esteroides livres (LUNA et al., 2005).

O dleo essencial das folhas de B. cheilantha apresentou acao anti-tumoral em
células humanas de leucemia pro-mielocitica (HL-60), carcinoma de pulméo (NCI-
H292) (ICso de 33,1 yg/mL), adenocarcinoma de mama (MCF-7) e adenocarcinoma
de colo uterino (HEP-2) (ICso > 50 pg/mL), observando-se, por exemplo, atividade
citotdxica para as linhagens HL-60 (ICso de 8,6 pg/mL) e MCF-7 (ICsode 18,3 pg/mL).
Adicionalmente, o 6leo essencial apresentou potencial larvicida natural contra o Aedes
aegypti (LCsovalor de 40,84 + 0,87 ug/mL). Tal efeito pode estar relacionado a elevada
guantidade de compostos sesquiterpenoides (SILVA et al., 2020).

3.5 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem varios componentes organicos que podem ser
classificados em metabdlitos primarios e secundarios (WATSON, 2018). Os
metabdlitos primarios estdo relacionados ao armazenamento de energia, funcao
estrutural, além do poder redutor a partir de rea¢des de oxido-reducao. Por outro lado,
0s metabdlitos secundarios sdo responsaveis por auxiliar na adaptacéo das plantas a
estresses bioticos e abioticos (ALAMGIR, 2018; TAIZ; ZEIGER, 2006), incluindo a
defesa contra herbivoros e micrébios. Servem também como sinalizadores para atrair
animais polinizadores e dispersores de frutas. Adicionalmente, o consumo de alguns
metabalitos secundarios tem sido intensificado por suas propriedades antimicrobiana,
anti-inflamatéria, antifingica, antiviral e antioxidante (WINK; SCHIMMER, 2018).

De acordo com as propriedades quimicas e estruturais, trés grupos
quimicamente diferentes de metabdlitos secundarios podem ser observados nas
plantas: os compostos fendlicos, terpenos e compostos nitrogenados (POTT,;
OSORIO; VALLARINO, 2019).

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo caracterizados por apresentar um
anel aromatico e, pelo menos, um hidrogénio € substituido por uma hidroxila
(SALTVEIT, 2017). As substancias fendlicas podem ser classificadas em: fendlicos

simples, flavonoides (incluindo os grupos: flavonas, flavanonas, flavonais,
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isoflavonoides e antocianidinas), acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos e acidos
hidroxinémicos), estibenos, cumarinas, ligninas e taninos (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015). O consumo de compostos fendlicos tem sido relacionado com beneficios a
saude humana, como diminuicdo dos riscos de cancer, complicagbes cardiacas,
diabetes, efeitos vasodilatadores, potencial antimicrobiano, antialérgico, antifingica,
anti-inflamatoria, antiviral e antioxidante — auxiliando na prevencdo de doencas
degenerativas (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; WINK; SCHIMMER, 2018).

Entre os compostos fendlicos, destaca-se o grupo dos flavonoides como um
dos mais abundantes entre os vegetais. Estdo relacionados nas plantas a acao
antioxidante, protecéo contra a radiacdo UV, na defesa contra patdgenos, coloracdo
das flores e auxiliam na atracdo de animais polinizadores. Na salde humana, seu
consumo esté relacionado a diversos beneficios, como antitumoral, antialérgico, anti-
inflamatorio, antimicrobiano e antioxidante (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). A
estrutura quimica dos flavonoides é caracterizada por um esqueleto basico de benzo-
y-pirona (15-carbonos, representado como C6-C3-C6), que consiste em dois anéis de
benzeno (C6) unidos por uma cadeia linear de trés carbonos (C3) (LAI et al., 2015),
com padrdao de substituicdo diversificado, incluindo hidroxilagdo, metoxilacéo,
sulfonacdo, acilacao, prenilacado, glicosilacédo, entre outros.

Em extratos metandlicos foliares de nove espécies do género Bauhinia [B. alata
Ducke, B. radiata, B. aculeata L., B. cupulata Benth, B. forficata, B. longifolia (Bong),
B. pentandra (Bong.), B. ungulata e B. purpurea, os principais grupos de flavonoides
encontrados foram: 3- glicosideos de kaempferol; 3,7- diglicosideo de kaempferol;
glicosideos de quercetina e glicosideos de miricetina; glicosil glucésido; ramnosideo;
ramnosideo-xilosideo; 7-ramnosideo; xilosideo; galactose-glucose; arabinose-
galactose; galactose de kaempferol; 3-glucosideo (SALATINO et al.,1999).

Outros representantes que compdem os compostos fendlicos sdo os taninos
hidrolisaveis, que consistem de ésteres de acidos galicos e &acidos elagicos
glicosilados e conferem protecéo as plantas contra a herbivoria (NEWSOME; LI; VAN
BREEMEN, 2016). Podem atuar na inibicdo da peroxidacado lipidica e auxiliar na
eliminacédo de radicais como o superoéxido, hidroxila e peroxila, compostos importantes
no estado pro-oxidante celular, evitando danos oxidativos no DNA (SHAHIDI,
AMBIGAIPALAN, 2015).

Os terpenos ou terpenoides estdo presentes em diversos produtos naturais.

Sao constituidos pela sobreposi¢do continua de isopentenilpirofosfato (IPP-C5), uma
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estrutura de cinco carbonos, a qual da origem a diferentes tipos de terpenos, de
acordo com a quantidade de carbonos (C): monoterpenos (Cio); sesquiterpenos (Cis);
diterpenos (C2o); triterpenos (Cso), como as saponinas; tetraterpenos (Cao), com
destaque para os carotenos e xantofilas, e politerpenos (mais de 40 carbonos) (ROY,
2019). Exibem atividades biologicas como anticancerigenas, antiparasitaria,
antimicrobiana e antiviral (SULSEN et al., 2013).

Por sua vez, os compostos nitrogenados sao caracterizados por fornecer
defesas quimicas, bem como atrativos para polinizadores. Destacam-se por
apresentar quatros classes abundantes: alcaloides, betalainas, glicosideos
cianogénicos e glucosinolato, cujas formacdes ocorrem a partir de aminoacidos
aromaticos e alifaticos (ALAMGIR, 2018).

Os alcaloides possuem ao menos um atomo de nitrogénio em seu anel. Com
base em seu precursor biossintético e sistema heterociclico, os compostos foram
classificados em diferentes grupos: alcaloides de piridina, pirrolidina, tropane,
indolizidina, quinolina, isoquinolina, alcaloides fenantreno, fenetilamina, indol e purina
(HIMANSHU et al.,, 2020). S&o conhecidos por suas diversas propriedades
terapéuticas como anticancer, antimicrobiana anti-inflamataéria, antiviral e analgésica
(JIANG et al., 2016; QUINTANA et al., 2020).

Por outro lado, os glicosideos cianogénicos consistem em uma cadeia de
carbono derivada de cinco aminoacidos proteicos (Val, lle, Leu, Phe e Tyr), sendo eles
0 B-glicosideos de a-hidroxinitrilas, os quais séo caracterizados por liberar cianeto de
hidrogénio quando hidrolisados por B-glicosidases e a-hidroxinitrilases. Podem estar
envolvidos no transporte e rotatividade de nitrogénio, e no desenvolvimento das
plantas bem como associados a defesa da planta contra patdogenos e herbivoria,
mediante ativagao das B-glucosidases (CUNY et al., 2019).

Os tipos e abundancia dos metabdlitos secundarios nas plantas variam de
acordo com as condicdes ambientais (KUTCHAN, 2001). Estdo diretamente
relacionados a processos bioquimicos, ecoldgicos, fisioldégicos e evolutivos, assim
como a variagdes temporais e espaciais, como a sazonalidade, ciclo diurno/noturno,
nutrientes, disponibilidade de agua, altitude, temperatura, entre outros
(ANGELOPOULOU; DEMETZOS; PERDETZOGLOU, 2002; LINDROTH; HSIA;
SCRIBER, 1987; PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012). Também o estagio de
desenvolvimento da planta e a diferenciacdo dos orgaos podem influenciar na
composicdo e quantidade dos metabdlitos (DOAN; ERVIN; FELTON, 2004; EVANS,
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2009), a exemplo de os Oleos essenciais, acidos fendlicos e flavonoides, cuja

biossintese € maior em tecidos vegetais mais jovens (GERSHENZON; MAFFEI,
CROTEAU, 1989; JIANG et al., 2013).
As plantas da Caatinga com propriedades medicinais sdo adaptadas a

condi¢cBes adversas, como os longos periodos de estiagem, induzindo a producao de

uma grande quantidade de metabdlitos secundarios. Entre os representantes da

Caatinga, o0 género Bauhinia destaca-se por apresentar diversos compostos

secundarios (Tabela 2), os quais sao relacionados a diferentes atividades biolégicas.

Tabela 2 - Compostos quimicos e suas respectivas classes encontrados em representantes do género

Bauhinia.
Espécie Classe Composto quimico Referéncia
sitosterol; campesterol; estigmasterol;
Esteroides estigmasta-3,5-dieno-7-ona; sitosterol 3-O-
B- glucosidio, sitosterol 3-O-a-D-xilurono-
furanosidio
. . kaempferol 3-O-B-rutinosidio; kaempferol 3- Iribarren;
B. candicans FEEeEES O-B-rutinosidio 7-O-a-rhamno-piranosidio Pomilio (1987)
Alcaloides trigonelina
Alcoois triacontanol
Polialcoois 3-O-metil-D-inositol (D-pinitol)
B. ch o Benzenoides acido gélico Chien: Yuh:
. Championii ; .
P Glicosidios Bauhinia Hong (1985)
. kaempferitrina; kaempferol-3-O-a- _
) Flavonoides e e L Silva et al
B. forficata diraminosidio .
; : (2000)
Esteroides Sitosterol
sitosterol; sitosterol-3-O-3-D-glucosidio
Esteroides estigmasta-4-eno-3-ona; estigmasta-4-eno-3,6-
diona
acido cindmico; cinnamoil-B-D-glucose; éster
metilico dq gudo (|,E).-4-hIdI‘OXI-(j:In<':,1I‘T?ICO; éster Achenbach:
metilico do 4cido (E)-4-hidroxi-3- Stécker:
B. manca metoxicinamico; acido galico; galato de metila; Constenllal
. éster metilico do acido 4-hidroxi-2- '
Benzenoides (1988)

metoxibenzoico; éster metilico do acido 4-
hidroxi-3-metoxibenzéico; éster metilico do
acido 3,4-dihidroxibenzoico; w-
hidroxipropioguaiacona; siringaresinol,
(7S,8R,8'R)-5,5-dimetoxilarici-resinol




B. purpurea

B. racemosa

B. reticulata

B. rufescens

B. splendens

B. thonningii

B.
uruguayensis

B. megalandra

B. variegata

Flavonoides

apigenina; chrisoeriol; luteolina 5,3-dimetoxi;
kaempferol; isoliquiritigenina; isoliquiritigenina
2-metoxi; isoliquiritigenina 4-metoxi; echinatina;
2,4-di-hidroxi-4-metoxi-di-hidrochalcona; (2S)-
narigenina (2S)-eriodictiol; (2S)-liquiritigenina;
(2S)-liquiritigenina 7-metoxi; (2S)-liquiritigenina
4-metoxi; (2S)-7,4-di-hidroxiflavona; (2S)-7,3-
dimetoxi-4-hidroxi-flavona; (2S)-3,4-dimetoxi-7-

hidroxi-flavona; (2S)-7,4-dimetoxi-3-hidroxi-

flavona

Estilbenoides

Flavonoides

Cromanos

Flavonoides

Estilbenoides

Esteroides

obtustireno

isoquercitrina; quercetina; astragalina; 5,6-di-
hidroxi-7-metoxi-flavona- 6- O-B-D-
xilopiranosidio

pacharina; Racemosol; des-O-metilracemosol

guercetina

5,6-di-hidro-11-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto-
[1,2-£][1]-benzopirano-8,9-diol; 11-metoxi-
2,2,12-trimetil-2H-nafto-[1,2-£][1]-benzopirano-
8,9-diol; 1,7,8,12b-tetra-hidro-2,2,4-trimetil-2H-
benzo-[6,7]-ciclo-hepta-[1,2,3-
de][1]benzopirano-5,10,11-triol

sitosterol; estigmasterol

Acidos graxos

acido estearico

Flavonoides bausplendina; quercetina; rutina
Benzenoide galato de etila
Lactona Grifonilida
Flavonoides quercetina -3-O-a-L-ramnopiranosidio;
kaempferol -3-O-a-L-ramnopiranosidio
Flavonoides 5,7,5 -tri-hidroxi-2"-O-ramnosil-flavona; 5,7,2"-
trihidroxi-5"-O-ramnosil-flavona
Esteroides sitosterol
Triterpenoides lupeol

Flavonoides

narigenina-5,7-dimetoxi-4-ramnoglucosidio;
kaempferol-3-galactosidio, kaempferol-3-
ramno-glucosidio
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Vijayakumari;
Siddhuraju;
Janardhanan,
(1997)
Prabhakar et
al. (1994)
Salatino et al.
(1999)

Maillard et al.
(1991)

Laux; Stefani;
Gottlieb
(1985)

Okwute et al.
(1986)
Santos;
Fortunato;
Spotorno
(2019)

Motta et al.
(2002)

Gupta;
Vidyapati;
Chauhan
(1980);
Persaud;
Tiess (1966)

Ao avaliar o extrato etandlico foliar de B. longifolia, Aquino et al. (2019)

identificaram 75 compostos secundarios distribuidos em variadas classes, como por

exemplo a bauhiniastatina 2, relacionada com propriedades anticancer em linhagens
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celulares cancerigenas. Santos et al. (2019) reportaram B. holophylla como um
potente sorotipo 2 da dengue, sendo esta atividade biologica associada a presenca
de flavonoides, principalmente derivados da quercetina, os quais estariam dificultando
a formacado do complexo de RNA polimerase viral. J& para o extrato aquoso foliar de
B. purpurea, a atividade antiulcerogénica foi sugerida pela acdo de saponinas e
glicosideos (ZAKARIA et al., 2011), enquanto que a presenca de flavonoides, taninos,
cumarinas, alcaloides e carboidratos foi relacionada a propriedades antioxidante e
antimicrobiana de B. racemosa (RASHED; BUTNARIU, 2014).

3.6 RADICAIS LIVRES, ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES DAS
PLANTAS MEDICINAIS

Os radicais livres sdo caracterizados por um &tomo, cuja Ultima camada
eletrbnica é composta por numero impar de elétrons, exibindo, consequentemente,
alta reatividade. Tais radicais estéo relacionados a processos denominados oxidacéo
e reducdo, ou seja, cedem o elétron que estava sozinho ou recebem outro elétron,
respectivamente, conferindo assim um numero par na ultima camada (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; RAMOS-TOVAR; MURIEL, 2019).

Em termos gerais, as Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e Espécies
Reativas de Nitrogénio (RNS) sdo produzidas como subprodutos de uma reacéo
redox, destacando-se por serem radicais com maior reatividade. As RNS séao
originadas a partir da oxido nitrico sintase, ja as ROS séo formadas em diferentes
locais no organismo, como nas mitocondrias, citoplasma ou no alvo celular, por
diversas enzimas, podendo-se citar a NADPH oxidases, xantina oxidase, 0s
complexos de mitocondrias | (NADH desidrogenase) e Ill (ubiquinol: citocromo ¢
oxidorredutase) (RAMZAN; VOGT; KADENBACH, 2020), monoamina oxidase
(CADENAS; DAVIES, 2000) e no citocromo P450 (LINHART; BARTSCH; SEITZ,
2014). Além disso, podem também ser produzidos pela acdo de agentes externos,
como poluicdo e fonte alimentar (BARBOSA et al., 2014; COTINGUIBA et al., 2013).

Quando a ROS e a RNS estdo em equilibrio nas células, sédo consideradas
benéficas para respostas imunes e fungdes celulares. Contudo, quando em
desequilibrio, geram o estresse oxidativo, podendo causar distarbios degenerativos
ou cronicos (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; TUNGMUNNITHUM et al., 2018;

VALKO et al., 2006). Incialmente, a geracdo das ROS era relacionada apenas a
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ocorréncia de estresse oxidativo, devido a ndo metabolizacdo adequada dos radicais
livres. Contudo, outros estudos tém mostrado a formacéao das ROS a partir de reacdes
redox (FOYER; NOCTOR, 2012; MITTLER et al., 2011), relacionadas ao metabolismo
celular, podendo ocorrer em diversas vias metabdlicas como no crescimento celular,
producdo de energia (Trifosfato de adenosina - ATP) ou na sintese de substancias,
mostrando-se como um processo hatural nos organismos vivos (RODRIGUES;
BRIZOLA, 2019).

As ROS podem ser classificadas em anion superoxido (Oz "), radical hidroxila
(OH") e peroxido de hidrogénio (H202) (BIRBEN et al., 2012). O &nion-radical
superoxido (O2") atua em varios processos celulares, a exemplo de inducdo de dano
celular, defesa imunoldgica (destruicdo de patdégenos) e reducdo monoeletrénica de
Oc2. O radical hidroxila (OH"), por sua vez, pode causar modificagcdes em nivel de DNA,
danos a proteina, bem como inativacdo enzimatica (RODRIGUES; BRIZOLA, 2019;
VASCONCELOS et al., 2007). Por fim, a formacao do peréxido de hidrogénio (H202)
acontece pela reacdo de dismutagédo Oz ", a qual € catalisada pela enzima superéxido
dismutase (SOD), reduzindo dois elétrons na molécula de O2. Entretanto, o H202 ndo
€ considerado um radical livre, mas sim, um metabdlito de oxigénio deletério, com
capacidade de atravessar membranas biolégicas (ANDRADE et al., 2010).

O estresse oxidativo tem sido relacionado a processos de transformacao,
envelhecimento e morte celular, bem como ao cancer e doencgas cronicas, devido ao
desequilibrio de producdo das ROS e antioxidantes, propiciando danos ao DNA,
proteinas e lipideos (BILLER; TAKAHASHI, 2018; VASCONCELOS et al., 2007). Os
radicais Oz e OH" sdo as causas mais comuns de danos ao DNA, uma vez que a
oxidacdo mediada pelos mesmos induz a quebra de fita simples ou dupla, modificacdo
de base ou cross-linking com proteinas (UMENO; BIJU; YOSHIDA, 2017). Os danos
causados no DNA pelo OH podem ser associados pelas vias de adicdo as ligacdes
duplas de anéis aromaticos, a abstragdo de um atomo de hidrogénio do grupo metil
da timina, bem como adi¢des as bases de pirimidina e purina. Contudo, entre essas
reagOes, a principal via oxidativa ao DNA é a 8-hidroxiguanina (8-OxoGua) mediante
hidroxilacdo da guanina pela abstracdo de um atomo de hidrogénio por OH  (CADET
et al., 2017; UMENO; BIJU; YOSHIDA, 2017).

Alguns sistemas de defesa celular contra o estresse oxidativo podem ser
citados. Os mecanismos de reparo do DNA, por exemplo, sdo acionados para reparar

as lesdes ocasionadas pelas ROS no DNA. Dentre eles, cita-se o Fator Nuclear kappa-
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B (NFkB - Nuclear Fator kappa-B), que é ativado por processos inflamatérios
causados pelas ROS/ RNS e citocinas inflamatorias, migra para o nucleo e ativa a
transcricdo de genes especificos para a regulacdo da resposta imunitéria a infeccéo
(KHANSARI; SHAKIBA; MAHMOUD, 2009). Outro mecanismo € a ativacao de genes
por meio do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2 - nuclear factor-
erythroid 2-related factor 2), cuja expressdo permite a ativacdo de antioxidantes
promovendo a homeostase da ROS e RNS (MA, 2013). Adicionalmente, destaca-se
também a Via por Excisdo de Bases (BER - Base Excision Repair), que ocorre nas
mitocondrias revertendo os danos em Unica base induzidos por ROS, a exemplo do
reparo de bases desaminadas como hipoxantinas ou bases alquiladas como 7-
metilguanina (SAS; SZABO; VECSEI, 2018).

Os antioxidantes podem ser classificados em enddgenos ou exdgenos
(MIRONCZUK-CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018). Eles atuam no
retardo ou prevencdo da oxidacdo do substrato, diminuindo os riscos de doencas
devido a sua acao de reducédo, quelacdo de ions metélicos e eliminacdo de radical
(KUMAR; CHAITANYA; PREEDY, 2018). Os antioxidantes endogenos, produzidos
naturalmente pelo corpo humano, neutralizam as ROS, prevenindo a ocorréncia de
danos na estrutura celular. Sao representados por dismutase (SOD), peroxiredoxina
(PRX), glutationa peroxidase (GTPx), glutationa transferase (GST), tioredoxina (TRX)
e catalase (CAT). Por outro lado, os antioxidantes exdégenos séo aqueles obtidos via
alimentar e que atuam de forma coadjuvante as enzimas enddgenas.

Neste contexto, as plantas sdo apontadas como importantes fontes de
antioxidantes, sendo utilizadas tanto para fins nutricionais quanto para prevencao de
doencas. Dentre os compostos ou grupos de fitoquimicos de reconhecida atividade
antioxidante, destacam-se os flavonoides, fenilpropanoides, acidos fenolicos, acido
ascorbico (vitamina C), retinol (vitamina A), tocoferol (vitamina E), selénio, acido urico,
entre outros (ANDRADE et al., 2010; BIRBEN et al., 2012).

3.6.1 Testes bioquimicos para avaliacdo do potencial antioxidante
Testes bioquimicos tém sido aplicados para comprovar o potencial antioxidante

de materiais vegetais, utilizando métodos que detectam e quantificam a presenca de

radicais. De uma forma geral, os radicais gerados reagem com moléculas-alvo,
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resultando em cores diferenciais, fluorescéncia ou minescéncia (VASCONCELOS et
al., 2007).

Levando em consideragao os diferentes tipos de radicais livres e suas diversas
formas de atuacéo, varios ensaios tém sido descritos para avaliar a atividade de
antioxidantes naturais de forma isolada ou conjunta. A vantagem de avaliar o potencial
antioxidante de uma planta por diferentes metodologias é o aumento da confiabilidade
em relagdo ao potencial antioxidante (COTINGUIBA et al.,, 2013). Entre os testes
realizados, destacam-se o DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ABTS [2,2-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)] e o fosfomolibdénio, cujos resultados
podem ser expressos em Miligrama (mg) ou pelo ECso, considerado a concentracao
efetiva para reducao dos radicais livres a 50% do observado para efeito antioxidante
méaximo (PIRES et al., 2017).

O DPPH € um dos testes antioxidantes mais utilizados por apresentar radical
estavel, resposta rapida e custo relativamente baixo. E baseado no processo de
reducdo do radical DPPH* (cor violeta) para DPPH-H (cor amarela), mediante um
processo de oxirreducdo (transferéncia de elétrons), devido a presenca de uma
substancia antioxidante. Uma substancia com potencial antioxidante em contato com
o DPPHe doa um atomo de hidrogénio ao mesmo, acarretando sua reducéo a DPPH-
He e a formacdo da hidrazina, responsavel pela diferenciacdo de coloracdo das
amostras (Figura 4) (PIRES et al., 2017).

O,N O,N
Antioxidante N
|
N—Nej O NO, N—N NO,
Extrato vegetal
O,N O,N
Radical de DPPH DPPH reduzido

Figura 4 - Reacgédo do teste de DPPH. O radical DPPHe (coloracdo roxa) sofre uma reducdo mediante
contato com um extrato vegetal com potencial antioxidante, transformando-se em DPPH-H (coloragéo
amarela). Fonte: Pires et al. (2017), com algumas adaptacdes.
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Outro teste bastante utilizado € o ABTS (Figura 5), notando-se um decréscimo
na absorbancia, quando este é capturado por antioxidantes. Caracterizado por ser um
cromoéforo quimicamente estavel, o ABTS pode ser utilizado em amostras tanto
hidrossollveis quanto lipossolUveis. A coloracéo € representada pelo ABTS* (verde-
escuro), por meio da reacdo do ABTS com perssulfato de potassio e com a adicédo do
antioxidante ocorre a reducao da coloracdo no meio reacional (verde-claro) (PIRES et
al., 2017). A partir da diminuicdo e/ou perda da coloragdo, é possivel observar a
porcentagem de inibicio do ABTS mediante funcdo do Trolox, que € um padrdo
antioxidante submetido as mesmas condicdes de analise que o material testado, a
exemplo do acido ascérbico (BORGES et al., 2011).

S0 g U +antioxidante 80,- _< :Jg/
L >:N i
M f
) H:
CH,

cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 5 - Reacao da redugcdo do ABTS* [2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)] por um
antioxidante e sua formacao pelo perssulfato de potassio. Fonte: Rufino et al. (2007).

O método do fosfomolibdénio também é considerado um teste rapido, de baixo
custo e apresenta eficiéncia quanto a avaliacdo da capacidade antioxidante total dos
componentes lipofilicos e hidrofilicos. O complexo do fosfomolibdénio apresenta uma
coloracdo amarela, a qual é modificada para verde, mediante uma reducdo pelo
contato com o material testado de potencial antioxidante (CAMPOS; FRASSON,
2012).

Nos testes para comprovacao da atividade antioxidante, € necessario utilizar
substancias padrdo como controle positivo. Um dos padrdes mais utilizados é o acido
ascorbico, conhecido como vitamina C, que é hidrossoluvel e esta presente no fluido
extracelular. Reduz significativamente as ROS e previne a formacao de hidroperoxido
de lipidios, permitindo a prote¢céo das células de danos oxidativos (ANDRADE et al.,
2010). Outra opgéo é a quercetina, um bioflavonoide que elimina os radicais livres e
inibe a oxidacdo das biomoléculas, sendo capaz de formar espécies radicais estaveis

apos a interagdo com pequenas espécies radicais reativas, em um processo
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conhecido como eliminacdo de radicais (SANDERS; RAUSCHER; WATKINS II,
2001).

Em representantes do género Bauhinia, estudos tém apontado um grande
potencial antioxidante. Aliyu et al. (2009) indicaram atividade antioxidante para o
extrato metandlico das folhas de B. rufescens mediante a eliminacdo de DPPH como
dose-dependente nas concentracdes 50, 125 e 250 pug/mL. Tal potencial pode estar
relacionado ao efeito sinérgico de flavonoides, taninos e saponinas detectados por
caracterizacdo fitoquimica. Extratos foliares de B. variegata (aquoso, etandlico,
benzeno, cloroférmio, acetato de etila e acetona) também apresentaram eficiéncia
contra danos oxidativos, devido a sua capacidade de poder redutor, ligacédo de ferro,
bem como pela neutralizacdo do radical, propriedades que foram associadas aos
flavonoides presentes em sua composicao (MISHRA et al., 2013).

3.7 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DE FITOCONSTITUINTES
PRESENTES EM PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais apresentam misturas complexas de compostos
biologicamente ativos, os quais podem trazer beneficios a satde humana, mediante
as atividades antioxidantes, anti-inflamatérios, antimutagénicas, antimicrobianas,
entre outras (ALIYU et al., 2009; DAS; JAGANNATH; DINDA, 2012; GOWRI;
CHINNASWAMY, 2011). Entretanto, apesar de seus beneficios terapéuticos, também
podem exibir propriedades téxicas, de natureza citotdxica, genotoxica, mutagénica ou
carcinogénica, bem como ocasionar alteragcdes em nivel de DNA. Tais danos podem
afetar processos como a replicacdo e transcricdo de genes e gerar alteracfes
cromossOmicas, levando ao cancer e processos de morte celular (PING et al., 2012).

Devido aos efeitos adversos dos fitoconstituintes e suas interacdes, agéncias
governamentais tém exigido a realizacédo de prévia de testes de seguranca para o uso
das plantas medicinais, incluindo testes toxicolégicos in vivo e in vitro, 0s quais
seguem protocolos internacionais recomendados pela FDA (Food and Drug
Administration; Administracdo de Alimentos e Medicamentos) (FDA, 2010), EMA
(European Medicines Agency; Agéncia Europeia de Medicamentos) (EMA, 2013) e
OECD (Organization for Economic Cooperation and Development; Organizacdo para
a Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico) (OECD, 2016). No Brasil, a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel pelas diretrizes para os
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testes de avaliacdo da seguranca, bem como qualidade e eficacia dos possiveis
fitoterapicos (ANVISA, 2014).

As agéncias regulamentadoras tém incentivado o uso de testes preliminares
usando cultura de células in vitro, em investigacbes toxicolégicas para o
desenvolvimento de compostos medicinais, a fim de reduzir o grande numero de
animais necessarios em testes de toxicidade in vivo (CANNELLA et al., 2019). Os
testes in vitro apresentam bom controle das condicdes experimentais e alta
reprodutibilidade das condi¢cbes dos testes e de seus resultados. Permitem analisar
qualquer substancia com facilidade, rapidez, seguranca e boa correlagdo com os
resultados in vivo (ARAUJO et al., 2015). Adicionalmente, a disponibilidade de bancos
de células provenientes de diferentes organismos permite maior acesso e uso de
modelos in vitro, tornando-se uma importante alternativa para as avaliagbes de
toxicidade (CELIK, 2012; CERQUEIRA, 2008; DOS REIS; DALMOLIN;
DALLEGRAVE, 2017).

Diferentes testes podem ser utilizados na investigacdo do modo de acdo e dos
efeitos dos principios ativos das plantas medicinais nas células e em seu material
genético. Os ensaios de citotoxicidade avaliam o potencial de um composto candidato
produzir danos na funcdo de organelas ou estruturas vitais para as células, como
mitocdndrias e membranas plasmaticas, e/ou induzir interferéncia no ciclo mitético.
Os testes de citotoxicidade s&o utilizados também para definir concentragdes a serem
usadas em testes in vitro posteriores (ARAUJO et al., 2015; EMA 2013; FDA 2010), e
podem ser divididos em dois tipos.

O primeiro tipo aplica testes citogenéticos ou genotdxicos na avaliacéo do ciclo
celular, podendo ser utilizados os seguintes ensaios: (1) RICC (Relative Increase in
Cell Counts; Aumento Relativo na Contagem de Células); (2) RPD (Relative
Population Doubling; Duplicagao da Populacdo Relativa); (3) CBPI (Cytokinesis-Block
Proliferation Index; indice de Proliferagdo com Bloqueio de Citocinese), e (4) RI
(Replicative Index; indice Replicativo). Os quatro ensaios analisam células que
passaram por um ou mais ciclos de exposi¢cado ao composto candidato. A interpretacao
dos resultados deve seguir as medidas de padronizacdo geradas pela OCDE a fim de
aumentar a confiabilidade dos dados (OCDE, 2015).

Por sua vez, o segundo tipo investiga alteracoes em nivel de integridade
celular, apoptose e necrose, bem como de ciclo celular, mediante metodologias

baseadas no uso de corantes ou reagentes quimicos atuantes como marcadores
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enzimaticos (ARAUJO et al., 2015). Testes como vermelho neutro, formacédo de
colénias, 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazodlio-5-carboxanilida (XTT) e
brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazélio (MTT) sdo recomendados
pela ISO 10993-5-2009 (MILLER et al. 2017).

O método de MTT, descrito por Mosmann (1983), baseia-se na atividade da
enzima mitocondrial desidrogenase succinica. Em células viaveis, essa enzima cliva
o MTT produzindo os cristais de formazan, os quais sdo insollveis e apresentam
coloracdo violeta (Figura 6). Por outro lado, em células ndo viaveis, o MTT néo é
clivado e, consequentemente, os cristais de formazan néo sédo formados, resultando
em uma suspensado celular com coloracao translucida e/ou amarelada. Assim, a
porcentagem da viabilidade celular € mensurada mediante leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro. Quanto mais escura a suspensao celular, maior o nimero de

células viaveis e metabolicamente ativas (ARAUJO et al., 2015).

/s f'lvl Mitochondrial reductase
=N®
N~ :

(MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- (2E 4.2)-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan
2. 5-diphenyltetrazolium bromide))

Figura 6 - Estrutura quimica do MTT no processo de clivagem na mitocéndria em células viaveis. Fonte:
Ebada et al. (2008).

Diferentes linhagens celulares sdo recomendadas para a validagdo dos ensaios
citotoxicos por distintos protocolos. As linhagens BALB / ¢ 3T3 (fibroblastos de
camundongo), MRC-5 (pulméo de feto humano), WI-38 (pulm&o de feto humano),
Vero (rim de macaco), V79 (fibroblasto de pulm&o de hamster), BHK-21 (rim do
Hamster sirio) e L929 (fibroblastos de camundongo) sé&o indicadas pelo ISO 10993-5-
2009, enquanto que os linfocitos de sangue periférico de mamiferos, culturas
primérias humanas, CHO (ovario de hamster Chinés), V79, CHL/IU (Células
pulmonares de hamster chinés), L5178Y (linfoma de camundongo) e TK6

(linfoblastoma humano) sédo recomendadas por OECD TG 473 e 487. Adicionalmente,
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a OECD TG 473 e 487 também indicam as linhagens HT29, Caco-2 (adenocarcinoma
de colon de humano), HepaRG (hepaticas diferenciadas), HepG2 (derivada de
hepatocarcinoma humano), A549 (carcinoma de pulmdo humano) e células
embrionérias de hamster Syrian, embora ainda estejam em processo de validagédo
(OECD, 2016 a, b). Entre as células citadas, destaca-se a linhagem L929 de
fibroblasto de camundongo, considerada uma das primeiras linhagens celulares
estabelecidas em cultura continua (DROZD et al., 2019). E uma linhagem derivada do
tecido aureolar subcutaneo e adiposo de camundongos machos (C3H/Na) de 100
dias, cuja cultura foi estabelecida por WR Earle em 1940 (BCRJ-0188, 2020).

Vérios estudos tém reportado as propriedades toxicas de extratos vegetais e
de seus derivados utilizados na medicina popular, incluindo o potencial citotéxico de
plantas do bioma Caatinga mediante ensaio de MTT. O extrato bruto da casca do
caule da espécie Aspidosperma pyrifolium Mart. (pereiro), por exemplo, apresentou
potencial antimalarico e ndo citotoxico, mesmo nas maiores concentracdes testadas
em células BGM (rim de macaco) (MLDso = 1000 ug/mL), embora seus extratos brutos
da raiz e folhas tenham apresentado citotoxicidade (MLDso = 287 a 486 ug/mL)
(CERAVOLO et al., 2018). Outro representante avaliado foi Zizyphus joazeiro Mart.
(juazeiro) com atividade anti-helmintica e ndo citotdéxica para o extrato aquoso da
casca do caule para a linhagem celular Vero (ICso de 0,75 mg/mL). Contudo, um efeito
citotéxico dose-dependente foi observado nas concentragdes mais altas do extrato
(0,8 a 2,7 mg/mL) e para as fracBes de saponinas (ICso de 0,20 mg/mL), sugerindo as
saponinas como responsaveis pelo efeito citotdéxico de Z. joazeiro (GOMES et al.,
2016).

Estudos de citotoxicidade utilizando o ensaio de MTT também foram reportados
para espécies pertencentes ao género Bauhinia. Extratos foliares de B. galpinii com
potencial antioxidante e antimicrobiano, por exemplo, ndo apresentaram atividades
citotoxica nas células Vero para o0s extratos aquoso e hidroetandlico nas
concentracdes entre 25 e 1000 pug/mL (LCso de 107 pg/mL para o aquoso e 94 ug/mL
para o hidroetandlico) (ERHABOR et al., 2020). Adicionalmente, o extrato etandlico
das folhas de B. platypetala (25 a 200 pug/mL) com potencial antioxidante apresentou
efeito citotéxico em células V79 apenas na concentracdo de 200 pg/mL (62,43%)
(SANTOS et al., 2012).

Assim, considerando o potencial da pata-de-vaca para a geragcao de produtos

farmacoldgicos, torna-se necessario avaliar as atividades biologicas, bem como os
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possiveis efeitos adversos do uso desses vegetais mediante estudos citogenotoxicos,
principalmente em espécies cujas analises sdo escassas e/ou inexistentes, a exemplo

da B. cheilantha.
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Resumo

Relevancia etnofarmacologica: Bauhinia cheilantha (Bongard) Steude (Leguminosae),
denominada popularmente pata-de-vaca ou mororé, tem sido utilizada na medicina
popular como antidiabética, anti-inflamatoria e sedativa. Contudo, ndo ha estudos
relacionados aos potenciais antioxidante e citotéxico de seu extrato aquoso foliar.
Objetivo do estudo: Caracterizar qualitativamente a presenca de compostos
secundéarios em dois tipos de extratos aquosos foliares de B. cheilantha (n&o
delipidado e delipidado), avaliar o potencial antioxidante e investigar os seus possiveis
efeitos citotoxicos.

Materiais e métodos: A caracterizacao fitoquimica dos extratos foi realizada por
cromatografia em camada delgada e o potencial antioxidante foi determinado pelos
métodos de DPPH (1,56 a 200 pg/mL), ABTS (3,12 a 50,0 pg/mL) e fosfomolibdénio
(12,5 a 100 yg/mL). A citotoxicidade foi realizada com o ensaio do MTT em células de
fibroblastos da linhagem L929 em concentracfes de 1,56 a 1.600 ug/mL.
Resultados: Os extratos apresentaram os metabdlitos secundarios: antocianinas,
compostos fendlicos, derivados antracénicos, ligninas, saponinas e taninos
hidrolisaveis. Ambos apresentaram potencial antioxidante, com efeitos dose-
dependentes, ndo havendo diferencas significativas entre os trés métodos testados.
No ensaio DPPH, o ndo delipidado e o delipidado mostraram ECso de 25,84 e 26,19
pg/mL, respectivamente; no ABTS, o ECso foi de 13,60 (nédo delipidado) e 16,34 pg/mL
(delipidado), enquanto no teste de fosfomolibdénio, observou-se ECso de 66,09 (ndo
delipidado) e 52,78 pg/mL (delipidado). Os extratos aquosos de B. cheilanta néo
foram citotoxicos, exceto para a concentracdo mais alta do néo delipidado (1.600
Mg/mL) e para as duas concentracdes mais altas do extrato delipidado (800 e 1.600
pg/mL).

Conclusdes: Os extratos foliares aquosos de B. cheilantha exibem potencial
antioxidante promissor para tratamentos de doencgas causadas por radicais livres, com
auséncia de citotoxicidade para as concentracbes antioxidantes sugeridas,

confirmando o seu potencial como fonte natural de recursos terapéuticos.

Palavras-chave: Pata-de-vaca. Compostos secundarios. Radicais livres. MTT.
Células de fibroblasto
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1 Introducéo

O estresse oxidativo €é resultante do excesso de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e de nitrogénio (RNS) no organismo, proveniente do desequilibrio entre as
substancias oxidantes e antioxidantes (Sies, 2015). Tal estresse pode contribuir para
a degeneracédo de estruturas vitais para a sobrevivéncia celular, mediante danos no
DNA e oxidacao de lipideos e proteinas, bem como favorecer o desenvolvimento de
doencas relacionadas ao envelhecimento, como as doencas neurodegenerativas,
cardiovasculares e senescéncia celular precoce (Li et al., 2015).

Os antioxidantes podem ser produzidos intracelularmente ou adquiridos por
vias exdgenas, mediante o consumo de produtos de origem vegetal, por exemplo. As
plantas medicinais sdo consideradas importantes fontes de antioxidantes no combate
aos radicais livres por apresentarem uma grande diversidade e quantidade de
componentes bioativos, 0s quais agem isolada ou conjuntamente. Dentre o0s
antioxidantes exdgenos, destacam-se 0s metabdlitos secundarios, como compostos
fendlicos e carotenoides, e as vitaminas A, C e E (Baiano e Del Nobile, 2016; Manach
et al., 2004; Zhang et al., 2016). Esses componentes bioativos podem atuar em
sinergismo com medicamentos sintéticos, aumentando sua eficacia (Chen et al., 2019;
Dil et al., 2020), fato que tem chamado a atencédo da industria farmacéutica.

Além das propriedades biolégicas benéficas, os metabdlitos secundéarios
podem causar efeitos toxicos, sendo recomendada a realizacdo de testes de
seguranca quimica para validacao e uso dos fitoquimicos com fins medicinais (Verri
et al., 2017). Para analisar os efeitos toxicoldgicos, ensaios in vivo ou in vitro sédo
requeridos por agéncias internacionais (Stange et al., 2008), como Food and Drug
Administration (FDA, 2010), European Medicines Agency (EMA, 2013), Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD, 2016) e, a brasileira, Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2014).

Testes de citotoxicidade sao os primeiros ensaios a serem realizados visando
ao estabelecimento dos limites de concentracdo para os testes in vitro pré-clinicos
(Akhtar et al., 2016; Araujo et al., 2015). Avaliam o potencial de um composto
candidato produzir danos na func¢do de organelas ou estruturas vitais para as células
ou induzir interferéncia no ciclo mitético. Dentre os testes de citotoxicidade, destaca-
se o0 teste de viabilidade celular do MTT [brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio], recomendado pela ISO 10993-5-2009, que se baseia na atividade da
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enzima mitocondrial desidrogenase succinica, a qual cliva o MTT em células viaveis,
produzindo os cristais de formazan que séo insollveis e apresentam coloracgéo violeta,
diferenciando-as das células inviaveis (Araujo et al., 2015).

Bauhinia cheilantha (Bongard) Steude (Leguminosae), considerada endémica
da Caatinga e conhecida popularmente como pata-de-vaca ou mororo, destaca-se por
seu uso na medicina popular (Cartaxo et al., 2010; Cavalcante et al., 2020; Teixeira et
al., 2013). Suas folhas apresentam 6leo essencial de comprovado potencial larvicida
contra 0 Aedes aegypti (Silva et al., 2020). Adicionalmente, trabalhos anteriores
reportaram o valor proteico e potencial hipoglicemiante e antitumoral de folhas e
sementes de B. cheilantha (Silva et al., 2020; Silva e Cechinel Filho, 2002; Teixeira et
al., 2013), enquanto a¢des anti-inflamatoria, antidiabética e sedativa foram relatadas
para seu extrato etandlico foliar (Almeida et al., 2005; Alves Martins et al., 2015).
Contudo, investigac@es relacionadas ao potencial antioxidante e efeito citotéxico do
extrato aquoso sédo inexistentes, sendo tal analise importante visto que a infusdo é a
sua forma mais utilizada na medicina popular (Camparoto et al., 2002; Marques;
Farah, 2009). Desse modo, o0 presente trabalho visou: (1) caracterizar
qualitativamente a presenca de metabdlitos secundarios em dois tipos de extratos
aguosos foliares de B. cheilantha; (2) avaliar o potencial antioxidante e (3) investigar

os efeitos citotoxicos em células de fibroblastos de camundongo (linhagem L929).

2 Materiais e Métodos

2.1 Obtencéo do material vegetal

Folhas de B. cheilantha foram coletadas no Campus de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Vale do Séo Francisco — UNIVASF (9°19'79.1" S; 040°
33"37.1” W, Petrolina, Brasil), inserido em area do bioma Caatinga, durante a estagao
chuvosa (Maio/2019). A espécie foi identificada e uma exsicata depositada no
Herbério Vale do Sdo Francisco (HVASF, Petrolina — PE, Brasil), sob o tombo 23798.

2.2 Processamento do material vegetal e preparacdo dos extratos aquosos foliares

de B. cheilantha

Folhas de B. cheilantha foram secas em estufa a 37 °C, por aproximadamente

24 h. O material vegetal seco foi triturado e submetido ao moinho de facas (Marconi),
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para obtencdo de um po fino utilizado para a obtencdo de dois extratos aquosos
foliares, submetidos ou ndo ao processo de delipidacéo.

Para o extrato ndo delipidado, 50 g do p6 foram adicionados em 550 mL de
agua destilada fervendo sob constante agitacdo. Ap6s homogeneizacao, o recipiente
foi tampado por 15 min para o processo de infusdo. Apos esfriar, o extrato foi filtrado
e centrifugado por trés vezes a 4000, 4500, 5000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
submetido a duas filtragens, consecutivamente, utilizando funil de Buchner com placa
de vidro sinterizada 3G. Apoés liofilizacao, obteve-se 4,46 g de material (rendimento de
8,92%), que foi mantido a 4 °C para os testes posteriores.

Para o extrato delipidado, 100 g do p6 foram mantidos em contato com 140 mL
de cloroférmio para o processo de delipidacdo sob refluxo em extrator Soxhlet a 60 °C
durante 17 h. Em seguida, o p6 foi seco em estufa a 37 °C e realizado o processo de
infusdo de 50 g do p6 em 550 mL de agua destilada, de acordo com o descrito para o
extrato ndo delipidado. Apds a liofilizacéo, obteve-se 3,71 g de material (rendimento
de 7,42%).

2.3 Caracterizacao fitoquimica dos extratos aquosos foliares de B. cheilantha

Para determinar qualitativamente a presenca dos metabdlitos secundarios, 0s
extratos de B. cheilantha foram solubilizados individualmente em cloroformio. Uma
aliguota de cada amostra solubilizada foi submetida & analise em placas de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (Silicycle TLC — Aluminum F254) e eluidas

com diferentes sistemas de solventes, conforme Wagner e Bladt (1996) (Tabela 1).

2.4 Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro
2.4.1 Ensaio DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

A atividade antioxidante por captura do radical de DPPH foi avaliada para oito
concentracdes dos extratos ndo delipidado e delipidado diluidas em etanol (1,56; 3,12;
6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL), seguindo o protocolo descrito por Wréblewska
et al. (2019), com algumas modificagdes. Foram adicionados 50 pL de cada
concentragédo em 100 L de solugao etandlica de DPPHe (200 uM) em triplicatas. O
controle negativo consistiu em apenas DPPHe e a solugdo etandlica, enquanto os

controles positivos foram a quercetina e o acido ascorbico nas concentragdes 0,78;
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1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25,0 e 50 pg/mL e 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 e 25 pg/mL,

respectivamente.

Tabela 1

Sistemas eluentes e reveladores utilizados para analise do perfil fitoquimico dos extratos aquosos

foliares de Bauhinia cheilantha.

Metabdlitos Secundarios

Sistemas Eluentes

Reveladores

Alcaloides gerais
Antocianinas
Antraquinonas
Compostos fendlicos
Cumarinas

Derivados antracénicos
Ligninas

Mono, sesqui e diterpenos
Naftoquinonas
Saponinas

Taninos condensados
Taninos hidrolisaveis

Triterpenos e esteroides

Xantinas

Tolueno: acetato de etila: dietilamina
(70:20:10)
Acetato de etila: acido férmico: acido acético
glacial: agua (100:11:11:26)
Eter de petréleo: acetato de etila: &cido
formico (75:25:1)

Acetato de etila: acido formico: acido acético
glacial: agua (100:11:11:26)
Tolueno: éter
(1:1, saturado com acido acético 10%)

Acetato de atila: metanol: agua (100:13,5:10)

Cloroférmio: metanol: 4gua
(70:30:4)

Tolueno: acetato de etila (93:7)

Tolueno: acido férmico (99:1)
Cloroférmio: acido acético:
metanol: 4gua (64:32:12:8)

Acetato de etila: 4cido acético glacial: &cido
féormico: agua (100:11:11:26)
n-Butanol: acetona: tampao fosfato pH 5,0
(40:50:10)

Tolueno: cloroférmio: etanol (40:40:10)

Acetato de etila: metanol: 4gua (100:13,5:10)

Dragendorff

Vanilina sulfarica
10 min a 100°C

Folin ciocalteu

Vanilina sulfarica
10 min a 100°C

Vanilina sulfarica
10 min a 100°C

Vanilina fosférica
5-10 min a 100°C

Vanilina Sulfarica
10 min a 100°C

KOH etanélico 10%

Vanilina Sulfdrica
10 min a 100°C

Vanilina cloridrica
5-10 min a 100°C

Sulfato ferroso
amoniacal 1%

Lieberman-Burchard
5-10 min a 110°C

Dragendorf

As amostras foram homogeneizadas por 30 min e mensuradas as absorbancias

em espectrofotdmetro a 515 nm. A porcentagem de reducdo do DPPH, que indica a

acdo antioxidante, foi estabelecida de acordo com a formula abaixo:

% de reducéo do radical livre DPPH:

Abs controle—Abs amostra

x 100

Abs controle

Os resultados da porcentagem foram calculados pela ECso (concentracao do

composto que causa 50% de reducao dos radicais de DPPH) mediante plotagem das

porcentagens de reducdes para concentracdes correspondentes (Chen et al., 2013).
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2.4.2 Ensaio ABTS [2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)]

O ABTS foi realizado segundo Rasera et al. (2019), com algumas alteracdes.
Uma diluicdo seriada em etanol foi realizada para ambos o0s extratos, obtendo-se as
concentracgoes 3,12; 6,25; 12,5; 25,0 e 50,0 ug/mL utilizadas na etapa de estabilizagao
do radical ABTS. Como controle negativo foi utilizado apenas o ABTS diluido em
solucéo etandlica; e como controles positivos, a quercetina e o acido ascorbico (0,78;
1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 pg/mL e 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 pg/mL,
respectivamente).

A solucéo etanolica de ABTS ajustada ao experimento (210 uM) foi preparada
a partir de uma solucdo de ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140 mM. A cada 1
mL desta solugdo foram adicionados 33 mL de etanol e, em seguida, a leitura da
absorbancia foi ajustada para 0,70 nm + 0,20 nm. Posteriormente, 20 uL do material
teste da diluicdo seriada foi adicionado em 220 pL de ABTS. Apds 6 min de reacéo,
foi identificada a mudanca de coloracao (verde para transparente), sendo realizada a
leitura da absorbancia em espectrofotometro a 734 nm. A porcentagem de inibicdo do
radical ABTS, que indica a acdo antioxidante, seguiu a formula:

Abs controle—Abs amostra
| (%): x 100

Abs controle

Os resultados da porcentagem foram calculados pela ECso (concentracao
efetiva em 50% dos radicais livres) mediante plotagem das porcentagens de reducfes

em funcao das concentragdes correspondentes.

2.4.3 Ensaio do fosfomolibdénio

O teste do fosfomolibdénio foi realizado de acordo com Popovi¢-Djordjevi¢ et
al. (2019), com algumas modificacbes, mediante reducdo do complexo
fosfomolibdénio [fosfato de sodio (28 mM), molibdato de amdénio (4 mM) e acido
sulfarico (0,6 M)]. Como controle negativo foi utilizado fosfomolibdénio com agua
destilada e os controles positivos foram a quercetina e o acido ascérbico (0,78; 1,56;
3,12; 6,25; 12,5; 25,0 e 50,0 pg/mL e 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25,0 pg/mL,
respectivamente). Para ambos os extratos, foram realizadas diluicbes seriadas em
agua destilada, obtendo-se as concentragdes 12,5; 25,0; 50,0; 100 ug/mL, testadas

em triplicata.
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Em microtubos, foram adicionados 1000 pL da solucéo de fosfomolibdénio e
100 pL das solucdes dos extratos e incubados em banho-Maria a 95°C por 90 min.
Posteriormente, a leitura das absorbancias foi realizada a 695 nm. Os resultados das
absorbancias foram calculados pela ECso (concentracdo efetiva em que a absorbancia
€ 0,5 nm).

2.5 Anélise da citotoxicidade

O ensaio de MTT foi realizado utilizando a linhagem celular L929, oriundas de
fibroblastos de camundongo, cedidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ,
Brasil). As células foram descongeladas e mantidas em meio de cultura DMEM,
suplementados com Soro Bovino Fetal (10%), antibiético/ antimicético (penicilina/
estreptomicina), a 37 °C com 5% de CO:a.

O teste de MTT seguiu o protocolo de Mosmann (1983), com algumas
modificacdes, e as concentracbes foram baseadas no melhor desempenho de seu
potencial antioxidante. Células L929 (2x10° células/poco) foram semeadas em placas
com 96 pocos, contendo meio DMEM (100 uL/ pogo) e incubados por 24 h a 37° C em
atmosfera umida com 5 % de CO2. Em seguida, os extratos foram diluidos em meio
DMEM, utilizando as concentracdes de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50;100; 200; 400;
800 e 1.600 ug/mL de ambos os extratos e filtrados a 22 ym de didmetro. Foram
adicionados 100 pL na placa de 96 pocos, bem como o meio de cultura DMEM
(controle negativo) e Triton X-100 1,5% (controle positivo), e incubadas a 37° C com
5 % de COz2 por 24 h. Apés o tempo de exposicao, 20 pL da solugdo de MTT (5 mg/mL)
(N° CAS 298-931, Sigma) foram adicionados em todos 0s poc¢os e incubados por 3 h.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan dissolvidos com

100 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO). A leitura das absorbancias foi realizada a 570 nm.

2.6 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. Para calcular o ECso do teste
antioxidante foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0. Para a comparacao do ECso
dos testes antioxidantes e da viabilidade celular, a normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, enquanto a homogeneidade foi testada por

ANOVA e teste de Levene. ApGs esta andlise, o Teste-T (paramétrico) e o Mann-
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Whitney (ndo paramétrico) foi aplicado para avaliar o EC50 e a citotoxicidade,

respectivamente, mediante o software Statistica 8.0 (p < 0,05).

3 Resultados

3.1 Perfil fitoquimico

A andlise fitoquimica por CCD revelou que ambos os extratos de B. cheilantha
foram fortemente positivos para a presenca de derivados antracénicos e de
compostos fendlicos, incluindo antocianinas, e moderadamente positivos para a
presenca de ligninas e taninos hidrolisaveis (ambos compostos fenélicos) e saponinas
(triterpenos), ndo sendo detectadas diferencas quanto aos metabdlitos encontrados

nos extratos foliares de B. cheilantha submetidos ou nao a delipidacao.

3.2 Atividade antioxidante

No DPPH, o extrato ndo delipidado e o delipidado mostraram ECso de 25,84 +
1,11 pg/mL e 26,19 + 1,12 yg/mL, enquanto os padrdes quercetina e acido ascérbico
apresentaram ECso de 13,57 £ 1,19 ug/mL e 6,40 + 1,30 pug/mL, respectivamente
(Tabela 2). A atividade sequestrante dos radicais variou de 2,22 a 71,11% e 2,18 a
81,15% para o ndo delipidado e o delipidado, respectivamente (Apéndice A). No
ABTS, o0 ECso foi de 13,60 + 1,24 ug/mL e 16,34 £ 1,26 pg/mL para o extrato nédo
delipidado e delipidado, respectivamente, enquanto os padrdes quercetina e o acido
ascorbico apresentaram ECso de 12,15 + 1,16 ug/mL e 548 + 1,26 ug/mL,
respectivamente (Tabela 2). O sequestro dos radicais livres variou de 5,55 a 89,40%,
para o néo delipidado, e de 16,73 a 92,06%, para o delipidado (Apéndice A). No
fosfomolibdénio, observou-se ECso de 66,09 + 1,35 (ndo delipidado) e 52,78 + 1,29
pMg/mL (delipidado), assim como de 26,71 + 1,29 pg/mL (quercetina) e 12,70 £ 1,89
Mg/mL (acido ascérbico) (Tabela 2; Apéndice A).

Nos trés métodos avaliados, ambos o0s extratos apresentaram efeitos
antioxidantes dose-dependentes, notando-se que quanto maior a concentracdo do
extrato testado, maior o sequestro dos radicais livres (Apéndice A). Também néo
houve diferencas significativas entre ambos 0s extratos quanto ao potencial de acao

antioxidante.
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Tabela 2

Efeito oxidante in vitro dos extratos aquosos foliares de Bauhinia cheilantha com e sem o processo de
delipidacao, expressado pela ECso.

) DPPHA ABTSA Fosfomolibdénio B
Material
_ (ug/mL)
Extrato ndo 2584+111a 13,60+ 1,24 a-b 66,09 +135a
delipidado
Extrato 26,19+ 1,12 a 16,34 + 1,26 a 52,78 +1,29 b
delipidado
Quercetina 13,57+ 1,19 b 12,15+ 1,16 b 26,71+ 1,29 ¢
Acido 6.40 + 1,30 C 548 + 1,26 c 12.70+1,19d
Ascorbico

A Concentracdo efetiva em que ocorre 50% de reducéo dos radicais. B Concentracdo efetiva para
absorbéancia de 0,5 nm. Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste
paramétricoTeste-T.

3.3 Citotoxicidade

Os resultados obtidos no MTT mostraram auséncia de citotoxicidade para as
concentracOes testadas do extrato ndo delipidado (Fig. 1A), com excecao da
concentragéo de 1.600 pg/mL, que apresentou reducéo significativa na viabilidade
celular para 85,33%. As demais alteracbes mostraram aumento ou manutencédo da
viabilidade celular quando comparado ao controle negativo. Por outro lado, o extrato
delipidado apresentou efeito citotoxico (viabilidade celular abaixo de 80%) apenas
para as duas maiores concentragdes 800 ug/mL (74,22%) e 1.600 ug/mL (72,28%),
observando-se aumento da viabilidade celular para as concentracdes de 1,56; 3,12;
12,5 yg/mL quando comparadas com o controle negativo (p < 0,05) (Fig. 1B). Todas
as concentragdes de ambos o0s extratos apresentaram diferenga significativa em

relacdo ao controle positivo.

4 Discussao

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram que B. cheilantha pode ser
apontada como uma fonte natural de recursos terapéuticos, possuindo potencial
antioxidante promissor para tratamentos de doencas influenciadas e/ou causadas por
diferentes radicais livres. A atividade antioxidante dos dois extratos aquosos foliares
de B. cheilantha foi confirmada pelos trés métodos utilizados no presente trabalho,

nao sendo observada influéncia do processo de delipidacéo.
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Fig. 1. Avaliacao da viabilidade celular em linhagem de fibroblastos L929 de camundongo mediante o
ensaio de MTT nos extratos aquosos foliares de B. cheilantha: (A) sem o processo de delipidacéo, e
(B) submetido a delipidacao. Os valores correspondem a média e as barras ao desvio padrédo da
porcentagem da viabilidade celular. CN: Controle Negativo (meio de cultura); CP: controle positivo
(Triton-X 100 a 1,5%). *porcentagem média da viabilidade celular estatisticamente diferente quando
comparadas com o controle negativo pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (p < 0,05).

Os resultados obtidos pelos trés ensaios antioxidantes corroboram o grande
potencial dos extratos vegetais da espécie B. cheilantha, visto que cada método pode
apresentar respostas variadas, a depender do tipo e forma de atuacdo dos radicais
livres, bem como da concentracao e do tempo necessario para inibir uma determinada
concentracédo de ROS (Santos-Sanchez et al., 2019).Entre os ensaios mais eficazes
para analise de potencial antioxidante, destaca-se o DPPH, cujo radical € neutralizado
por reducdo a partir da doacao de hidrogénios por antioxidantes, formando moléculas
de DPPH estaveis e reduzidas (Argolo et al., 2004). Por outro lado, tanto o teste de
ABTS quanto o fosfomolibidénio permitem determinar a capacidade antioxidante de
componentes hidrofilicos e lipofilicos de amostras complexas (Aguilar et al., 2013;
Kumar et al., 2018; Paula et al., 2014). No presente estudo, os trés testes indicaram
atividade antioxidante para ambos os extratos foliares de B. cheilantha quando
comparados aos controles positivos quercetina e acido ascoérbico, mostrando valores
de ECso semelhantes (13,60 + 1,24 e 16,34 + 1,26) a quercetina (12,15 £+ 1,16) no
ensaio ABTS.

Nossos dados corroboram resultados anteriores para extratos foliares de outras
espécies Bauhinia, em que a propriedade antioxidante tem sido considerada uma

caracteristica marcante (Golwala et al., 2020; Kumar et al., 2019; Vyas e Braganza,
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2019). Atividade antioxidante foi relatada previamente para o extrato metandlico de B.
galpinii N.E.Br. (ECs 31,73 pg/mL) pelo teste do DPPH (Aderogba et al., 2007) e para
o etandlico de B. glabra Jacq. (ECso 37,54 pg/mL) pelo ensaio do fosfomolibdénio
(Campos et al.,, 2014). Em andlises de extratos brutos e diferentes fracbes de B.
bowkeri Harv., B. galpinii, B. petersiana Peters e B. variegata usando o teste de ABTS,
foi observado que a porcao soluvel em metanol da fracdo de butanol (ECso 0,88 +
0,18; 0,89 + 0,04; 0,90 + 0,09 e 1,05 = 0,11, respectivamente) teve as melhores
propriedades de reducdo de ABTS entre as seis fracOes testadas e o extrato bruto
(Ahmed et al., 2012). Adicionalmente, extratos aquosos e etandlicos da raiz e da casca
do caule de B. variegata Linn (Rajani e Ashok, 2009) também apresentaram bom
potencial antioxidante pelo método do DPPH.

As propriedades antioxidantes apresentadas pelos extratos vegetais estao
associadas a acdo dos metabolitos secundarios presentes em sua composicao,
principalmente &cido ascorbico, carotenoides e compostos fendlicos, incluindo
antocianinas (flavonoides), taninos e ligninas, além de saponinas, entre outros
(Gourlay e Constabel, 2019; Kregiel et al., 2017; Mahmood et al., 2018; Santos-
Sanchez et al., 2019). Nos extratos de B. cheilantha, as atividades antioxidantes
parecem ser resultantes da presenca de compostos fenélicos, como antocianinas,
taninos e ligninas, além de saponinas, bem como das possiveis interagdes entre eles.

A producédo de antocianinas e de taninos nas folhas de B. cheilantha parece
estar relacionada a resposta das plantas aos dois estresses abiéticos comuns da
Caatinga: a alta incidéncia solar, protegendo os tecidos contra a radiacdo UV-B; e 0
estresse hidrico, decorrente de longos periodos de seca. E relatado na literatura que
as antocianinas, além da capacidade antioxidante, contribuem para protecdo dos
tecidos contra radiacdo solar, protecdo da autoxidagdo e peroxidagdo de lipideos
(Lopes et al., 2007; Meira et al., 2017), e estdo relacionadas ao estresse hidrico
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Ja os taninos hidrolisaveis podem atuar no estado pro-
oxidante celular e na protecdo contra raios ultravioletas (Shahidi e Ambigaipalan,
2015).

Nossos dados em B. cheilantha corroboram resultados da literatura que
destacaram os compostos fendlicos do tipo flavonoide como principais metabolitos
secundérios em extratos foliares de espécies de Bauhinia, como observado para B.
forficata (kaempferitrina; kaempferol-3-O-a-diraminosidio), B. reticulata DC.

(quercetina), B. uruguayensis Benth (quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosidio;
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kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosidio), B. megalandra Griseb (5,7,5 -tri-hidroxi-2"-O-
ramnosil-flavona;  5,7,2"-trihidroxi-5"-O-ramnosil-flavona). Por outro lado,
predominéncia de compostos sesquiterpenoides (grupo dos terpenos) foi observada
no 6leo essencial de 10 espécies de Bauhinia, incluindo B. cheilantha (78,59%) (Silva
et al., 2020). Compostos sesquiterpenoides nao foram detectados nos extratos
avaliados no presente estudo, 0s quais apresentaram composicdo dos metabolitos
semelhantes, tanto na presencga quanto na auséncia de lipideos.

Na andlise da citotoxicidade dos extratos foliares aquosos de B. cheilantha,
foram notadas apenas reducéo da viabilidade celular para as concentracfes mais
altas (800 ug/mL e/ou 1.600 ug/mL). Vale ressaltar que as concentracbes com
potencial antioxidante ndo apresentaram efeitos citotoxicos, sendo consideradas
seguras para as células de fibroblastos analisadas. Pequenas diferencas do potencial
citotoxico podem estar relacionadas as quantidades de metabdlitos secundarios e a
suas interacdes com os componentes celulares (Wink e Schimme, 2018).

Outros extratos vegetais de Bauhinia também néo foram citotoxicos, a exemplo
dos extratos foliares aquoso e hidroetandlico de B. galpinii, cujas concentracdes entre
25 a 1000 ug/mL nao afetaram a viabilidade celular da linhagem Vero, pelo teste de
MTT (Erhabor et al., 2020). Por outro lado, analisando-se os compostos flavonoides
isolados das folhas de B. galpinii, o glicosideo flavonoide miricetina-3-O-
galactopiranésideo apresentou citotoxicidade na concentracao de 100 upg/mL (46%),
enquanto que a quercetina-3-O-galactopirandsido a 50 pg/mL propiciou uma sutil
proliferacéo celular (118%) (Aderogba et al., 2007). Acéo citotoxica dose-dependente
também foi identificada para o extrato etandlico e para a fracdo etérea de B.
platypetala (Burch. ex Benth.) sobre a linhagem celular V79, sugerindo-se que o efeito
citotoxico estaria atrelado a presenca do composto acido hexadecanoico (acido
palmitico) (Santos et al., 2012).

A elevada capacidade antioxidante associada a sua composicéo fitoquimica e
auséncia de citotoxicidade nas concentragcdes com potencial antioxidante dos extratos
foliares de B. cheilantha em células de fibroblastos L929 sugerem que este recurso
vegetal apresenta potencial terapéutico contra doencas associadas ao estresse
oxidativo. Testes pré-clinicos adicionais sdo necessarios para validar sua seguranca

de uso.
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5 Conclusdes

Os extratos aquosos foliares de B. cheilantha apresentam grande potencial
antioxidante. Tal efeito pode ser devido a presenca dos metabdlitos secundarios
encontrados e suas interacdes entre eles, com destaque para os compostos fendlicos
do tipo antocianinas e para os taninos hidrolisaveis, ligninas e saponinas. Ambos os
extratos delipidado e nao delipidado ndo mostram diferencas quanto a sua
composicdo quimica e ao potencial antioxidante revelados pelos métodos de DPPH,
ABTS e fosfomolibdénio.

As concentracdes com potencial antioxidante ndo apresentam citotoxicidade
para as células de fibroblastos de camundongos testadas, observando-se
citotoxicidade apenas para as duas maiores concentragbes (800 e 1600 pg/mL) do
extrato delipidado e para a maior do ndo delipidado. Embora esses extratos nao
apresentem diferencas quanto a sua composicao quimica, diferencas nas quantidades
e nas interacbes entre os metabdlitos secundarios podem justificar as pequenas
divergéncias notadas.

O extrato aquoso foliar de B. cheilantha representa uma fonte natural de
recursos terapéuticos, possibilitando o auxilio no tratamento de doencas associados

ao estresse oxidativo.
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Potencial antioxidante dos extratos aquosos das folhas de Bauhinia cheilantha expressos em
porcentagem de inibig&o do radical livre DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) e ABTS [(2,2’-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)], bem como absorbancia do fosfomolibénio.

Teste Extrato/ Concentracéo (g /mL)

composto 200 100 50 25 125 6,25 312 156 0,78

Nao delipidado 71,11 72,59 39,17 43,66 14,68 1234 8,19 2,22 -

DPPH Delipidado 81,15 71,81 58,89 37,08 21,19 10,22 596 2,18 -
Quercetina - - 83,98 67,70 38,61 17,85 11,23 4,48 0,04

Acido ascorbico - - - 87,99 86,8 42,63 1351 1,68 -

N&o delipidado - - 89,40 74,62 38,19 22,03 5,55 - -

ABTS Delipidado - - 92,06 75,25 40,40 23,99 16,73 - -
Quercetina - - 91,16 72,03 48,80 26,37 11,41 5,18 0,86
Acido ascorbico - - - - 91,25 53,33 28,87 14,40 8,56

Nao delipidado - 0,79 034 025 0,18 - - - -

o Delipidado - 092 055 033 0,24 - - - -

Fosfomolibdénio )

Quercetina - - 09 046 033 0,22 0,16 014 0,12

Acido ascorbico - - - 1,074 0,579 0,332 0,238 0,171 -

(-) concentracdo ndo avaliada para o teste biogquimico em questéo.
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Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used.
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possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
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Article structure
Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
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Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already
dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a
Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Glossary

Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your
article.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eg. (A.1), Eq. (A.2),
etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

 Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You
can add your name between parentheses in your own script behind the English
transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower- case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes
answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-
mail address is given and that contact details are kept up to date by the
corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or '‘Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.
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Highlights

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the
discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of
bullet points that capture the novel results of your research as well as new methods
that were used during the study (if any). Please have a look at the examples here:
example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file nhame and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstractitself.

The author should divide the abstract with the headings Ethnopharmacological
relevance, Aim of the study, Materials and Methods, Results, and Conclusions.

Click here to see an example.
Graphical abstract

A graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents
of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership online. Authors must provide images that clearly represent the work
described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in
the online submission system. Image size: please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at
a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.

Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best presentation
of theirimages also in accordance with all technical requirements.

Keywords

After having selected a classification in the submission system, authors must in the
same step select 5 keywords. These keywords will help the Editors to categorize your
article accurately and process it more quickly. A list of the classifications and set
keywords can be found here.

In addition, you can provide a maximum of 6 specific keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,

"and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the
field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Plant names
In the Materials and Methods section there must be a separate heading for describing

the material used. That includes official name, local name, English name (if known),
GPS position in case of collection in the wild or cultivation, a voucher specimen must
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be deposited in an official herbarium for possible future comparison. In the text it
should be stated that the plant name has been checked with
http://www.theplantlist.org mentioning the data of accessing that website.

In case of commercially procured material should mention the source, batch number,
quality control data. Data on chemical characterization (metabolomics,
chromatographic methods) should also be presented, in case of known active
compounds their quantitative analysis should be presented.
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Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
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a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be
used. Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in
the Reference list.

Artwork
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» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New

Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

« Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

» Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

» Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color
vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,

PowerPoint, Excel) then please supply ‘as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic

artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following

formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and

line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

gll_:F (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
pi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a

minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color

or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

o Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please note that figures and tables should be embedded in the text as close as
possible to where they are initially cited. It is also mandatory to upload separate
graphic and table files as these will be required if your manuscript is accepted for
publication.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the
preparation of electronic artwork.

Figure captions
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Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the
data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with "Unpublished results".
"Personal communication” will not be accepted as a reference. Citation of a reference
as "in press" implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue
is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the
format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript
by citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add
[dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data
reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that



92

support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins
from these products, authors only need to select the appropriate journal template
when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this
journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in
this Guide. If you use reference management software, please ensure that you
remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information
on how to remove field codes from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-ethnopharmacology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug- ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:
1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and
the year of publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references
can be listed either first alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999)....
Or, as demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently
shown ...'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c', etc., placed after the year of

publication.
Examples:

Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific

article. J. Sci. Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.S¢c.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific

article. Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
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Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman,

New York. Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article,
in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing

Inc., New York, pp.281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://lwww.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/

(accessed 13 March 2003).
Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data,
v1. https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.
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Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to
the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is
directly usable, please provide the file in one of our recommended file formats with
a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files
supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video
and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide
text for both the electronic and the print version for the portions of the article that
refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are
published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such
online). Please submit your material together with the article and supply a concise,
descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide
an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch
off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your
published articles. Research data refers to the results of observations or
experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data
reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or
make a statement about the availability of your data when submitting your manuscript.
If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in
your manuscript and reference list. Please refer to the "References" section for more
information about data citation. For more information on depositing, sharing and using
research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to
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link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to
underlying data that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you
can directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text
of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets
will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.
Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional
raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and
describes your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated,
formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. You
are encouraged to submit your article for Data in Brief as an additional item directly
alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted,
your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief.
Please note an open access fee of 600 USD is payable for publication in Data in Brief.
Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this template to
write your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in
your submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If
your data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity
to indicate why during the submission process, for example by stating that the
research data is confidential. The statement will appear with your published article
on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us
with their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-
mail with a link to our online proofing system, allowing annotation and correction of
proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you
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can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you
to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version.
All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from
the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing
50 days free access to the final published version of the article on ScienceDirect.
The Share Link can be used for sharing the article via any communication channel,
including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered
via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication.
Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's
Author Services. Corresponding authors who have published their article gold open
access do not receive a Share Link as their final published version of the article is
available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI
link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your
accepted article will be published.
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