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RESUMO

As plantas produzem uma larga e diversa ordem de componentes organicos divididos em
metabdlitos primarios e secundarios onde deles se retiram substancias organicas ativas
utilizadas na medicina popular tradicional. Os compostos bioativos s&o componentes
quimicos que conferem as plantas, atividade terapéutica e sdo provenientes do metabolismo
secundario das plantas e suas funges fisioldgicas, estdo divididos em varios grupos, de
acordo com suas estruturas quimicas, sendo usados, desde 0s tempos antigos, no intuito de
melhorar as condi¢des da existéncia humana. Entre as muitas fun¢des desses metabdlitos
vale ressaltar a acdo antioxidante, antibacterianos, antivirais ou inseticida, sinalizagdo entre
plantas e dissipadores de radicais livres gerados pela fotossintese, conferi as plantas sabor,
odor e coloracdo que apreciamos, além de protecdo contra os raios UV. A regido Nordeste
abriga grande biodiversidade em seu ecossistema, sendo a Caatinga, por sua vez, a uma das
maiores formagdes vegetacionais da regido. Neste cenario considerado local especifico para
grande diversidade taxondmica de plantas a pesquisa teve como objetivo verificar por meio
da prospeccdo fitoquimica preliminar os diferentes metabolitos secundarios: alcaloides,
terpenoides, triterpenoides/esteroides, taninos, subclasses de flavonoides, glicosideos
cardiotbnicos e cumarinas encontrados nos extratos etandlicos da flor de salsa-brava
(Ipomoea indica), sua atividade antioxidante, fotoprotetora e citotoxica. A planta da familia
Convolvulaceae e género Ipomoea, encontrada em todo o territério brasileiro, mais
facilmente, no Nordeste brasileiro e em diferentes condi¢fes de temperatura e presséo, de
flores roxas, coletadas em Aratuba-CE. Apé6s submissdo dos testes fitoquimicos
colorimétricos foi possivel encontrar a presenca de alcaloides, terpenos e de compostos
fenolicos (antocianinas, flavonois, catequinas, cumarinas). Além de relevante atividade
antioxidante por meio do sequestro de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) identificando
uma cinética de primeira ordem e além de alta letalidade da amostra pelo método do
bioensaio pela artemia salina. Quanto a atividade fotoprotetora in vitro ndo se verificou
potencialidade visto que os indices foram abaixo dos descritos pela literatura. A relevancia
desta pesquisa se deve pelo conhecimento fitoquimico, ainda ndo descritos na literatura, a

cerca desta espécie e contribuicdo para pesquisas futuras sobre a mesma.

Palavras-chave: Salsa-brava. Flores. Triagem Fitoquimica.



ABSTRACT

The plants produce a wide and diverse array of organic components divided into primary
and secondary metabolites where they extract active organic substances used in traditional
folk medicine. Bioactive compounds are chemical components that confer on plants,
therapeutic activity and are derived from the secondary metabolism of plants and their
physiological functions, are divided into several groups, according to their chemical
structures, and have been used since ancient times in order to improve the conditions of
human existence. Among the many functions of these metabolites is worth mentioning the
antioxidant action, antibacterial, antiviral or insecticide, signaling between plants and
dissipators of free radicals generated by photosynthesis, conferred to plants taste, odor and
coloration that we enjoy, as well as protection against UV rays. The Northeast region harbors
great biodiversity in its ecosystem, and the Caatinga, in turn, is one of the largest vegetation
formations in the region. In this scenario considered as a specific site for a great taxonomic
diversity of plants, the objective of this research was to verify the different secondary
metabolites: alkaloids, terpenoids, triterpenoids / steroids, tannins, subclasses of flavonoids,
cardiotonic glycosides and coumarins found in ethanolic extracts of the parsley flower
(Ipomoea indica), its antioxidant, photoprotective and cytotoxic activity. The plant of the
family Convolvulaceae and genus Ipomoea, found in the whole Brazilian territory, more
easily, in the Brazilian Northeast and in different conditions of temperature and pressure, of
purple flowers, collected in Aratuba-CE. After submission of the colorimetric phytochemical
tests it was possible to find the presence of alkaloids, terpenes and phenolic compounds
(anthocyanins, flavonols, catechins, coumarins). In addition to the relevant antioxidant
activity by sequestration of DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), it is possible to identify
a first-order kinetics and high lethality of the sample by the bioassay method. Regarding
photoprotective activity in vitro, no potentiality was observed since the indices were below
those described in the literature. The relevance of this research is due to phytochemical
knowledge, not yet described in the literature, about this species and its contribution to future

research on this species.

Keywords: Salsa-Brava. Flowers. Phytochemical screening.
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INTRODUCAO

O Reino Vegetal, conhecido cientificamente como Plantae, é formado por
aproximadamente 300.000 espécies conhecidas, sendo que, entre elas, encontram-se
muitos tipos de ervas, arbustos, arvores, plantas microscopicas etc. (CESAR & CEZAR,
2002). Em geral, sdo seres autotroficos® cujas células incluem uma ou mais organelas
especializadas na produgdo de material organico a partir de material inorganico e da

energia solar, os cloroplastos.

Por isso, 0 reino Plantae é o que mais contribui para a descoberta de farmacos,
visto que dele se retiram muitas substancias organicas ativas utilizadas na farmacoterapia,
e, 1SS0 vem acontecendo, desde os tempos antigos, com o0 objetivo de melhorar as

condicdes da existéncia humana.

A fitoterapia permite que o ser humano se reconecte com o ambiente, acessando
0 poder da natureza, para ajudar o organismo a normalizar fungbes fisioldgicas
prejudicadas restaurar a imunidade enfraquecida, promover a desintoxicacdo e 0

rejuvenescimento.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde 80% da populacdo mundial faz
uso de algum tipo de erva medicinal. Dos medicamentos, atualmente, produzidos, cerca
de 25% tém componentes quimicos oriundos de plantas. O alto custo dos medicamentos
fabricados pela industria farmacéutica, € um dos motivos que vem aumentando o interesse
das pessoas por esse tipo de terapia (BRASIL, 2014). A OMS estima que mais de 3
bilhdes de pessoas em todo 0 mundo confiam nas "medicinas tradicionais”, onde as ervas

tém grande emprego.

O Brasil é um dos 14 paises com ampla biodiversidade contendo em torno de 15
a 20% de todos os organismos descritos na Terra, com destaque para as plantas superiores,
nas quais detém aproximadamente 24% da biodiversidade (Figura 1). E estimado que das
250 a 500.000 espécies de plantas superiores existentes no planeta, apenas 1% tem sido
estudadas pelo seu potencial farmacoldgico (MELENDEZ & CAPRILES, 2006).

1 Os seres autotréficos (do grego autds, “de si mesmo”, e trophos, “alimentador”) sdo capazes de sintetizar
seu proprio alimento a partir de material inorganico. Os processos utilizados por esses seres vivos para
realizar essa transformagdo sdo a fotossintese e a quimiossintese.


http://mundoeducacao.bol.uol.com.br/biologia/fotossintese.htm
http://mundoeducacao.bol.uol.com.br/biologia/quimiossintese.htm

Figura 1 — Distribui¢do do potencial farmacoldgico das plantas
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Em relagdo aos biomas, hoje, no Brasil, sdo encontrados seis tipos de biomas?
continentais, sdo eles: Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pampa e Pantanal.
Sendo que, dentre esses biomas, muito peculiar, que ndo existe nos paises vizinhos, este,

€ a caatinga, o principal bioma do sertdo nordestino.

A regido Nordeste do Brasil abriga grande biodiversidade em seu ecossistema,
com predominancia do bioma Caatinga (BRASIL, 2007). A Caatinga, por sua vez,
representa a quarta maior formacao vegetacional do pais (CASTELLETTI et al., 2004),
cobrindo cerca de 60% do territorio nordestino (Figura 2), se estendendo até uma pequena
parte do estado de Minas Gerais (SAMPAIQ et. al., 2002). Sendo considerado um habitat
especifico para plantas medicinais e aromaticas ndo encontradas em outras regides do

globo.

2E o conjunto dos seres vivos de uma area. E entendido também como o conjunto de ecossistemas terrestres.



Figura 2 — Mapa de biomas do Brasil
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A formacdo vegetacional Caatinga exibe heterogeneidade temporal, algumas
espécies perenes, mas também apresenta outras caducas, ou seja, perdem as folhas durante
determinada estacdo do ano. Isso devido a sazonalidade climética se ajusta as condicGes
ambientais através da caducifolia® durante cinco a nove messes (SAMPAIO, 1992;
ARAUJO & FERRAZ, 2003; ARAUJO, 2005). Apresenta heterogeneidade também em
relacdo aos tipos de fertilidade do solo, em relacdo a topografia, a capacidade de retengédo
de 4gua e ao actimulo de agua no solo (ARAUJO, 2008). Sendo estas heterogeneidades
representadas em seus tipos fisiondmicos caatinga arbdrea, caatinga arbustiva, caatinga

arbustivo-arborea e caatinga parque (MENDES, 2003).

Em relacdo ao conhecimento dos vegetais medicinais em &reas de Caatinga,
algumas publicacGes elucidam a rica flora dessa regido com suas variadas utilizacGes
medicamentosa (MATOS, 1989; MATOS, 2000; ALMEIDA et al., 2005a; AGRA et al.,
2007b; ALBUQUERQUE et al., 2007a,b; AGRA et al., 2008). Essas plantas também sdo
utilizadas de uma maneira diferenciada e caracteristica, na cultura local, seja em

cosmeética, culinaria, medicina popular ou outros usos.

A quantidade de estudos com plantas medicinais nessa fitofisionomia tem
aumentado progressivamente (ALBUQUERQUE & OLIVEIRA, 2007) e pesquisadores
(ALMEIDA et al., 2005a,b; SILVA et al., 2005; AGRA et al., 2007a,b;

3 Fendmeno em que plantas numa certa estacdo do ano, perdem suas folhas, chamadas também de plantas
caduca ou decidua.



ALBUQUERQUE et al., 2007a; AGRA et al., 2008) ja mencionam espécies com grande
potencial fitoquimico e farmacoldgico para diversos fins medicinais (ALBUQUERQUE
et al., 2007; ALBUQUERQUE & OLIVEIRA, 2007; LUCENA et al., 2008).

O Cearéa concentra, dentro de sua area territorial total, 55% de toda caatinga do
Brasil (IBGE, 2015). Além, de possuir inUmeras espécies nativas endémicas ou ndo de
fauna e flora. Por sua vez, Aratuba, uma das cidades do Macico de Baturité, microrregido
do Sertdo Central cearense, apresenta clima muito particular, conhecido por abrigar um
dos poucos vestigios de Mata Atlantica ainda existente no interior do Nordeste brasileiro.
Talvez, devido ao isolamento fisico provocado pelas caracteristicas geogréaficas da regiao,
a Area de Protecio Ambiental — APA, da Serra de Baturité contém algumas espécies que
S0 se encontram nesta regido, representando um verdadeiro banco genético de
biodiversidade (SEMACE, 2015).

A respeito da flora encontrada na regido é ciente que pesquisas entorno das
espécies sdo escassas e/ou quase inexistentes. O arsenal floristico é muito rico embora
pouco estudado e investigado no meio académico. Dentre 0s géneros presentes na regiao
destacam-se as flores de jetirana ou salsa brava (Figura 3) que por sua cor exalam beleza
nos muros e cercas de casas além de florir beiras de estradas sendo frequentemente
observadas na paisagem local.

Existem flores de todas as formas e nas mais diferentes cores. O fato de serem
coloridas desempenha um papel fundamental para a planta sendo caracteristicas de
metabdlitos secundarios importantes, como, por exemplo, as antocianinas

(antocianidinas).

Figura 3 — Flor de salsa brava/jetirana

FONTE: AUTORA, 2016.



Assim, diante do potencial botanico da Caatinga, encontrada em territorio
cearense, nesta macrorregido do Ceara e, no intuito de contribuir para o conhecimento
fitoquimico de espécies encontradas neste bioma a presente pesquisa buscou investigar
se a flor, conhecida popularmente como salsa brava (retornar a fig. 3), possui, além de
uso decorativo de muros, cercas e paredes de jardins e casas, alguma propriedade

fitoterapica?

A relevancia desta pesquisa se da pelo fato de que muitas espécies sdo destruidas
antes que se conheca 0 minimo sobre elas, muitas desaparecem sem a0 menos serem
conhecidas, levando consigo um incomensuravel potencial de utilizacdo para o bem da

vida humana, e/ou para o equilibrio ecoldgico.

Sabe-se que as plantas realizam metabolismo. Metabolismo é definido como a
soma das reagdes anabdlicas e catabdlicas das estruturas celulares, ou seja, o total de
modificacbes das moléculas orgénicas nas células vivas, sendo tais modificacbes
catalisadas por enzimas (COX, 1994). O metabolismo vegetal ¢ convencionalmente

dividido em primario e secundario.

Diferente do metabolismo primario, que é responsavel pela formacgdo das
proteinas, lipidios, &cidos nucleicos e carboidratos, os produtos resultantes do
metabolismo secundario variam em quantidade e localizacdo nas plantas, porém
desempenham papel fundamental na interacdo dos vegetais com 0 meio ambiente

contribuindo definitivamente para a adaptacdo das espécies e sua sobrevivéncia.

O metabolismo secundario esta restrito a processos quimicos Gnicos para uma
dada espécie ou familia, portanto, ndo € universal. Algumas partes desta quimica sao
comuns para um numero ou familia diferente de plantas, mas, atualmente, a quimica dos
produtos naturais usualmente é diferente de uma planta para outra. Assim, precursores
quimicos comuns podem conduzir a resultados diferentes. Desta maneira, este
metabolismo corresponde, portanto, a quimica que conduz a formacdo de um produto

natural a partir dos metabolitos secundarios.

As trés principais classes de metabolitos secundarios séo: alcaloides, compostos

fendlicos e terpenos. Tais classes sdo utilizadas pelas plantas para varias funces, dentre



elas: alelopatia*, defesa quimica contra a herbivoria® e ataque de patdgenos, atraco de
organismos benéficos (polinizadores, dispersores de sementes e microrganismos
simbiontes), protecdo contra mudancas de temperatura, nos niveis hidricos, na
intensidade luminosa e na deficiéncia de nutrientes minerais, oferecendo, portanto,
auxilio em relacdo a estresses abioticos e bioticos, além de ser usado como critério

taxondmico.

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigagfes da medicina
tradicional e popular (etnobotanica); isolamento, purificacdo e caracterizacdo de
principios ativos (quimica organica: fitoquimica); investigacdo farmacoldgica de extratos
e dos constituintes quimicos isolados (farmacologia); transformacfes quimicas de
principios ativos (quimica organica sintética); estudo de relacdo estrutura/atividade e dos
mecanismos de acdo de principios ativos (quimica medicinal e farmacoldgica) e
finalmente a elaboracéo de formulacdes e producéo de fitoterapicos. A integracdo destas
areas na pesquisa de plantas medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para
descobertas de novos medicamentos (MACIEL et al. 2002; FERNANDES, 2010).

Por isso, o presente trabalho foi realizado em um periodo de dezoito meses tendo
como objetivo principal caracterizar e avaliar os potenciais fitoquimicos e as atividades:
antioxidante, toxicidade e fotoprotetora da flor da espécie Ipomoea indica (salsa brava)
através do extrato etanolico. Assim, como também, identificar os metabdlitos
secundarios, pertencentes a classes distintas, nas diversas subclasses, em especial, 0s
alcaloides, os flavonoides, esteroides/triterpenoides, terpenoides/terpenos, taninos,

cumarina, saponinas, antocianinas e seus glicosideos cardiotdnicos.

4 Definida como o efeito inibitdrio ou benéfico, direto ou indireto, de uma planta sobre outra, via producéo
de compostos quimicos que sao liberados no ambiente.
>E 0 nome dado a predacéo, quando o predador é um animal e a presa ¢ um produtor primario (planta ou

alga).



OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e avaliar os potenciais fitoquimicos e as atividades: antioxidante,
antibactericida e larvicidas, além, da fotoprotetora, da flor da espécie Ipomoea indica

(salsa brava) através do extrato etandlico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v ldentificar os metabdlitos secundarios, pertencentes a classes distintas de
alcaloides, compostos fendlicos e terpenos, nas diversas subclasses, em especial,
os flavonoides, antocianinas, antocianidinas, xantonas, cumarinas,
esteroides/triterpenoides e seus glicosideos cardiotdnicos através da triagem
preliminar fotoquimica;

v" Auvaliar a atividade antioxidante da espécie 1. indica pelo método de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila);

v" Verificar a presenca de antocianidinas e assim possibilitar a determinacéo de uma
escala colorimétrica de pH baseando-se nas alteracGes das amostras;

v Avaliar a atividade fotoprotetora in vitro e calcular o fator de protecéo solar dos
extratos obtidos pelas flores da espécie I. indica;

v Avaliar a toxicidade dos extratos etandlicos das flores de I. indica por meio da

acao dos extratos de artemia salina.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

3 BIOSSINTESE DE METABOLITOS VEGETAIS EM PLANTAS

31 METABOLITOS PRIMARIOS

O metabolismo das plantas € o conjunto de reacBes quimicas que ocorrem no
interior das células. Esses processos podem ser classificados em metabolismo primério e
secundario (Figura 4). O primeiro refere-se aos processos fotossintéticos que dao lugar
aos acidos carboxilicos do ciclo de Krebs, que sdo de baixo peso molecular e que estdo
amplamente distribuidos, & -aminoacidos, carboidratos, graxas, proteinas e acidos

nucléicos implicados nos processos vitais.

Figura 4 — Interface entre 0 metabolismo primario e secundario nas plantas
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Fonte: BORGES et. al., 2006.

O metabolismo priméario pode ser compreendido pelo conjunto de processos
metabolicos que desempenham uma funcdo essencial no vegetal, tais como a fotossintese,

a respiragéo e o transporte de solutos.

As substancias envolvidas possuem uma distribuicdo universal nas plantas. O
metabolismo primario compromete 0s processos quimicos que cada planta deve levar a
cabo diariamente para sobreviver e reproduzir sua atuagdo, tal como a fotossintese,
glicolise, ciclo do &cido citrico, sintese de aminodcidos, transaminacdo, sintese de
proteinas, enzimas e coenzimas, sintese de materiais estruturais, duplicacdo do material

geneético, reproducéo de células (crescimento), absorcao de nutrientes, etc..



No metabolismo primario vegetal se forma elementos chamados de metabdlitos
primarios, indispensaveis a vida celular, como por exemplo, carboidratos, proteinas,
lipideos, aminoacidos e acidos nucleicos, cuja formacdo se da diretamente das vias
fotossintéticas e respiratorias (FAVERO & PAVAN, 1997).

32 METABOLITOS SECUNDARIOS

A herbivoria é consumo (predacdo) de plantas feitas por outros seres. Essa
predacdo evoluiu ao longo dos anos e faz parte da vida desde os tempos primitivos. Os
metabolitos secundarios sdo compostos elaborados pelas plantas com a principal fungédo

de anti-herbivorismo.

O metabolismo secundério vegetal, por meio de diversas rotas metabdlicas (Figura
5) e de substancias formadas no metabolismo primario, forma uma variedade de

compostos organicos, 0s quais recebem o nome de metabdlitos secundarios.

Figura 5 — Mapa conceitual sobre a biossintese dos metabolitos vegetais
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Esses metabdlitos ainda ndo possuem suas funcdes fisioldgicas completamente
elucidadas, no entanto sua producdo é associada a defesa da planta contra herbivoria,
ataque de patdgenos, radiagdo solar (MONTANARI Jr., 2002), ou ainda atuando na
competicdo entre plantas e atragdo de organismos benéficos como polinizadores,
dispersores de sementes e microorganismos simbiontes (PERES, 2015) e também em
alelopatias (SANTOS, 2002).

Dessa maneira, substancias das mais diferentes fungdes sdo produzidas ao longo
da evolucdo, como por exemplo, substancias toxicas a diferentes animais (insetos,
passaros, mamiferos) sendo, a medida que estes se adaptavam aqueles. Além de
substancias como flavonoides que constituem uma classe de compostos que contribuem
para atracdo de polinizadores, por serem responsaveis pela coloracdo das flores, como por

exemplo, a sustentagéo estrutural (lignina) ou a pigmentacao (antocianinas).

Nas plantas, 0 metabolismo secundario, esta relacionado a diversas fun¢des, como
defesa contra patdgenos, atrativos polinizadores, dispersores de sementes e
microorganismos simbiontes, alelopatia, funcdo estrutural, dentre outros (DELBONE,
2010).

As substancias, produtos desse metabolismo secundario das plantas, sdo
conhecidas principalmente como “principios ativos”. Esses metabolitos, além de muito
diversificados, possuem interessantes propriedades biologicas. Muitas comercialmente
importantes para os setores alimenticio, agrondémico, de perfumaria e principalmente
farmacéutico, o qual visa principalmente o grande numero de substancias
farmacologicamente ativas (SANTOS, 2002). A surpreendente variedade de metabdlitos
secundarios vegetais aumenta o interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia

que visam neles uma promissora fonte de moléculas potencialmente Gteis ao homem.

Nesse sentido para aprimorar a pesquisa envolvendo estas substancias, visto que,
mesmo tendo alto potencial, um composto isolado nem sempre resulta em um
medicamento, 0 que torna a bioprospec¢do de metabdlitos secundarios um mercado de
risco. A industria farmacéutica tem direcionado o desenvolvimento de novos farmacos de
forma racional atraves de bioensaios para moléculas-alvo especificas, amparados também
pelo conhecimento de alguns mecanismos de acdo farmacoldgica de produtos vegetais
(BARREIRO & BOLZANI, 2009).



Assim, trés grandes grupos de metabolitos secundarios se destacam: os alcaloides
ou compostos nitrogenados, terpenos ou terpenoides e os fenilpropanoides compostos
fendlicos (fendis ou polifenois) sendo constituintes importantes para 0S processos
fitoquimicos das plantas. As vias de formacgdo desses metabolitos secundarios (Figura 6)

podem ser vistas de modo simplificado no esquema a seguir.

Figura 6 — Principais vias do metabolismo secundario e suas interligacdes
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FONTE: AUTORA, 2017.

Sendo, os alcaloides derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina),
0s quais sdo derivados do &cido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos (ornitina,
lisina). Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico ou &cido mevalénico.
Jé& os terpenos ou terpenoides sdo feitos a partir do acido mevaldnico (no citoplasma) ou
do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto) (PERES, 2015).

Em torno de 55000 terpendides ja foram isolados, podendo estes apresentar
funcdes tanto no metabolismo priméario como secundario. Aqueles produzidos pelo
metabolismo secundario sdo derivados da molécula precursora de cinco carbonos, o
pirofosfato de isopentila (PIP). Os cerca de 12000 alcaloides conhecidos apresentam uma
ou mais moléculas de nitrogénio, sendo sintetizados principalmente a partir de
aminoacidos. Os compostos fendlicos conhecidos, em torno de 8000, podem ser
sintetizados pela via do &cido chiquimico, ou via do acetato/malonato (CROTEAU et al.,
2000).



A caracterizacdo, sintese e funcdo nas plantas, utilizacdo e acdo desses metabolitos

no ser humano serdo descritas nos subtopicos a seguir.

3.21 Os Alcaloides

O nome “alcaloides” significa “semelhantes aos alcalis” (de alcali, basico, com o
sufixo -oide, "-semelhante a"). O termo &lcali significa “base” e esse nome foi dado para
esses compostos porque as aminas tém esse carater basico ou alcalino (FOGACA, 2017).
S&o substancias de carater basico derivado principalmente de plantas, mas podendo ser

também derivadas de fungos, bactérias e até mesmo de animais.

O termo alcaloide foi proposto por W. Meissner no século XIX, aplicando-se a
compostos basicos de origem natural que apresentam nitrogénio na sua estrutura. Os
alcaloides formam um grupo heterogéneo de compostos naturais que, normalmente,
apresentam uma estrutura complexa. S&o constituidos por carbono, hidrogénio e
nitrogénio, o qual, na maioria dos casos, forma parte de um anel heterociclico, sendo a
maioria deles oxigenados (FCT, 2015). Muitos autores sé consideram como verdadeiros
alcaloides os compostos nitrogenados em anéis heterociclicos e como proto-alcaloides os

gue o possuem numa cadeia lateral aciclica.

Sabe-se que a definicdo mais aceita para alcaloides é a descrita por Pelletier et. al.
(1983) que diz que um alcaloide é uma substancia organica ciclica contendo um
nitrogénio (N) tem um estado de oxidacao negativo e cuja distribuicdo é limitada entre os

organismos Vivos.

O uso de alcaloides data a aproximadamente 4.000 anos a.C. sendo relatados
desde a antiguidade utilizada em venenos e pog¢des. Substancias de natureza alcalina, isto
é, bases fortes, altamente toxicas, como a morfina e a codeina foram descobertas a partir
do o6pio, por exemplo, bem conhecido e sua pratica corrente a séculos na China. Apds
inimeros estudos no século XIX e descobertas de seus usos por, Storck (farmacéutico
austriaco) que introduziu drogas na medicina préatica; Derosne (1803), farmacéutico
francés, narcotina (narceina); Serttirner (1805) sintese da morfina; Pelletier e Caventou
(1817-26), uso e sintese da coniina, brucina, emetina, quinina fizeram com que esses
fossem cada vez mais usados e atualmente milhares alcaloides isolados. Segundo Kutchan

(1995), desde a descoberta da morfina (isolada de Papaver somniferum, papoula) foram



descritos mais de 20000 compostos isolados, sintetizados e acumulados por cerca de 20

% das especies de plantas.

Os alcaloides dividem-se em varias classes (Figura 7), nomeadamente: alcaloides
com grupo amina em cadeia lateral; alcaloides com nucleo pirrolidina, piridina e
piperidina; alcaloides com ndcleo tropano; alcaloides com ndcleo pirrolizidina; alcaloides
com nucleo quinolizidina; alcaloides com nlcleo quinoleina; alcaloides com nucleo
isoquinoleina; alcaloides com nucleo inddlico; alcaloides com nulcleo imidazol;
alcaloides derivados do metabolismo terpénico; alcaloides betalainicos e metilxantinas
(FCT, 2015).

Figura 7 — Exemplos de estruturas de alcaloides

papaverina codeina morfina

FONTE: SILVA, 2008.

Eles podem ser sintetizados em laborat6rio, mas sua origem é vegetal. Hoje, sabe-
se gue a ocorréncia em vegetais esta nas plantas Angiospermas e, nestas, especificamente,
nas flores e frutos. S&o compostos encontrados predominantemente em angiospermas
(HENRIQUES et al., 2002). Sendo associado o gosto amargo das folhas e flores de

algumas plantas decorrentes da presenca dessas aminas.

A presenca de alcaloides em uma planta pode a fazer apresentar um bom potencial
toxico (toxicidade) podendo ser usado para producdo de larvicidas ou ovicidas. Ja que
esses alcaloides, nas plantas, tém fungéo de defesa (herbivoria) contra insetos e animais

predadores.

Essa classe de compostos é conhecida também pela presenca de substancias que
possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas delas largamente utilizadas
como venenos ou alucinégenos (PERES, 2015). Sdo compostos farmacologicamente
ativos (HENRIQUES et al., 2002). Sendo providos de uma grande atividade



farmacologica ou toxicoldgica usados na medicina como, analgésicos e anestésicos (FCT,
2015).

3.2.2 Os Compostos Fenolicos

Dentre os fitoquimicos existentes nas plantas, os compostos fendlicos representam
a classe mais abundante de produtos naturais vegetais, existindo ja uma longa historia de
investigacao cientifica sobre estes (SOUSA et. al., 2008). Estando presentes em todos 0s
orgdos das plantas, onde sdo abundantes em legumes, frutas, grdos, vegetais como
também encontrados no chocolate, vinho tinto, azeite de oliva, cha verde e café
(GONCALVES, 2005). A importancia dada a estes compostos deve-se ao fato de muitos
possuirem propriedades benéficas para a saude humana (MARQUES, C. et al., 2004).

O nome compostos fendlicos referem-se aos compostos de fenol. A palavra fenol
significa vem do inglés phenol e significa do grego faino, trazer a luz, fazer aparecer. Os
compostos fendlicos tendem a se solubilizar em agua e podem estar ligados a acUcares.

S&o compostos instaveis, facilmente oxidaveis em pH alcalino.

O grupo pertence a uma classe de compostos com estruturas bastante
diversificadas e possuem pelo menos um anel aromatico no qual, pelo menos um
hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (-OH) (CARVALHO et al., 2002).

Os compostos fenolicos sdo substancias que existem principalmente nas plantas,
mas que podem tambeém ser provenientes do catabolismo dos aminoacidos (MARQUES
et al., 2004) e sintese a partir da via do acido chiquimico e a via do acido melavénico
(PERES, 2015). Fazem resposta a pressdes ecoldgicas, tais como ataque de patdgenos e
insetos, protegem da radiacdo ultravioleta (UV), insetos, fungos, virus e bactérias, além
de possuem acdes alelopatica (seu efeito inibitorio ou benéfico, direto ou indireto, de uma

planta sobre outra, via producéo de compostos quimicos que séo liberados noambiente).

Além disso, inibem a oxidacdo lipidica e a proliferacao de fungos, participam nos
processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma de varios alimentos (SOARES,
2002). Apresentam mdaltiplas atividades bioldgicas tais como propriedades antitumorais,
antimutagénicas, anti-inflamatorias, antibacterianas e antioxidantes, por poderem
proteger as células contra os danos oxidativos (SOUSA, 2008). Do ponto de vista
farmacologico possuem atividade antisséptica, anti-inflamatoria e podem inibir atividade
enzimatica (BRUNETON, 1985).



Os compostos fendlicos de fontes vegetais podem se divididos em dois grupos: 0s
flavonoides e os nao flavonoides, sendo que ambos sdo metabolitos secundarios presentes
em frutas e vegetais. Os denominados de flavonoides sdo 0s que apresentam a estrutura
quimica descrita como C6-C3-C6 (Figura 8). Ja os denominados de ndo flavonoides séo
classificados como: derivados das estruturas quimicas C6-C1 especificas dos acidos
hidroxibenzodico, galico e elagico; derivados das estruturas quimicas C6-C3 especificas
dos acidos caféico e p-cumarico hidroxicinamatos e derivados das estruturas quimicas
C6-C2-C6 especificas do transresveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-glucosidio
(MELO & GUERRA, 2002; BURNS et al., 2001; DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ,
2004).

Figura 8 — Estrutura quimica C6-C3-C6 dos flavonoides

Fonte: AUTORA, 2017.

Foram caracterizados mais de 8000 compostos fendlicos que compreendem
estruturas diversas variando de moléculas simples, como os acidos fendlicos, a compostos
cujas moléculas sdo altamente ramificadas, como os taninos. E, em nimero reduzido, 0s
fenois simples, o pirocatecol, a hidroguinona, o resorcinol e ainda os aldeidos derivados
dos &cidos benzédicos, que sdo constituintes dos 6leos essenciais, como a vanilina
(CARVALHO et al., 2002; ANGELO & JORGE, 2007).

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacao, identificacdo, quantificacéo
e utilizacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, pois, para além de englobarem uma gama enorme de substancias (fenois
simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e ligninas), estes compostos
sdo, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos e suscetiveis a acao de
enzimas (SOARES, 2002).



Dentre eles, destacam-se os flavonoides, &cidos fenodlicos, fendis simples,
cumarinas, antocianinas, derivados de polimerizacdo (taninos e ligninas) e tocoferois.
(ANGELO & JORGE, 2007). Podem ser originados basicamente por duas rotas
bioguimicas diferentes, seja pela via do chiquimato ou pela via do acetato/malonato
(QUIDEAU et al., 2011).

3221 Compostos fenodlicos: A¢do Antioxidante

A ligacdo das hidroxilas com o anel aromético lhes confere poder antioxidante,
segundo Halliwell et. al. (1995), os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes
por varias vias, nomeadamente pela eliminacdo de radicais livres, pela absorcdo de
radicais de oxigénio e como quelantes de ions metélicos (SU et al., 2007). Esses
compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis,
que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento, particularmente de lipidios
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Diversos estudos tém demonstrado que 0 consumo de substancias antioxidantes
na dieta diaria, pode produzir uma acdo protetora efetiva contra os processos oxidativos
gue naturalmente ocorrem no organismo. Foi descoberto que uma série de doencas entre
as quais cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, AIDS, doencas do coracao,
podem estar ligadas aos danos causados por formas de oxigénio extremamente reativas
denominadas de “substincias reativas oxigenadas” ou simplesmente “ROS”. Estas
substancias também estdo ligadas com processos responsaveis pelo envelhecimento do
corpo (BRENNA & PAGLIARINI, 2001; YILDRIM, MAVI & KARA, 2002; HELENA
& NINA, 2004).

Em pesquisas epidemioldgicas alguns flavonoides apresentam-se associados com
a protecdo contra doencas do envelhecimento. Isto pode ser justificado devido a sua acdo
antioxidante. A formac&o de radicais livres pelo oxigénio é supostamente a chave para o
desenvolvimento de cancer e doencas coronarias, aliado a funcéo protetora da membrana
celular. Radicais livres podem atacar biomoléculas, dentre as quais se destacam 0s
lipidios, as proteinas ou DNA propriamente dito, 0os quais podem ser preservados pela
acao dos antioxidantes (BIRCH et al., 2001; BRENNA & PAGLIARINI, 2001; KOO &
SUHAILA, 2001; SELLAPAN, AKOH & KREWER, 2002; SLUIS et al., 2001;



YILDRIM, MAVI & KARA, 2002; ZHENG & WANG, 2001; WANG & ZHENG, 2001,
DEGASPARI & WASZCZYNSKY]J, 2004).

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo, através de
um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexos de metais.
Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em alimentos, devem ser
seguros para a saude. Entre os naturais destacam-se acido ascorbico (vitamina C),

vitamina E e -caroteno.

Os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e o anion superdéxido tém
um papel importante nas rea¢des bioquimicas/fisioldgicas do corpo humano. No entanto,
se houver produgdo excessiva de radicais de oxigénio durante 0S processos
patofisiologicos ou devido a fatores ambientais adversos e ndo existirem antioxidantes
disponiveis in vivo, podem ocorrer doencas e danos profundos em tecidos (PANNALA
et. al. 2001).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, de formas a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas
potencialmente interessantes, na prevencdo de doencas cronico-degenerativas. Dentre
estas técnicas destaca-se 0 método de sequestro de radicais livres por DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazila). Sendo inicialmente escolhida por se tratar de uma metodologia simples
rapida e sensivel, muito conveniente para realizagdo de “screening” de um numero de

amostras.

O DPPH foi descoberto por Goldschmidt e Renn, em 1922, sendo bastante
utilizado em pesquisa de reacdes envolvendo radicais livres. Mas sua principal aplicacao
é como reagente colorimétrico em testes para verificacdo da acdo antioxidante, mais
conhecido como testes de captura (do inglés scavenge) do DPPH (HASSIMOTO;
GENOVESE; LAJOLO, 2005).

O radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) tem sido amplamente
utilizado para avaliar a capacidade de antioxidantes naturais a partir dos extratos aquosos
e etandlicos de vegetais sequestrando seus radicais livres (SILVERIO; CASTRO;
MIRANDA, 2013).



3222 Compostos fenolicos: Flavonoides

Os flavonoides sdo formados da combinacdo de derivados sintetizados da
fenilalanina (via metabolica do &cido chiquimico), na figura 9 em verde, e outra

proveniente do &cido acético (via metabdlica da via acetato) na figura 9 em vermelho.

Todos os flavonoides apresentam uma estrutura em comum constituida por quinze
carbonos arranjados em dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia de 3 4tomos de
carbono que pode, ou ndo, ter ciclizado formando um terceiro anel heterociclico
oxigenado inseridos no anel C da molécula do flavonoide pela troca dos radicais, estes
podem ser divididos em 13 subclasses (SOARES, 2002).

Figura 9 — Numeragdo e estrutura basica da molécula de flavonoide

Fonte: AUTORA, 2017.

Além disso, mais de 6.000 diferentes estruturas ja foram identificadas e este
namero continua a aumentar (AHERNE & O’BRIEN, 2002; BOBBIO & BOBBIO, 1989;
CORDENUNSI et al., 2002; FENNEMA, 1993; SLUIS et al., 2001; DEGASPARI &
WASZCZYNSKY]J, 2004). Estes sdo o segundo maior grupo de substancias distribuidas
no reino vegetal, sendo superados apenas pelos carboidratos (DELBONE & LANDO,
2010).

Os polifenois (Figura 10) podem ser divididos em pelo menos 10 classes
diferentes baseada em suas estruturas quimicas (fendis simples, acidos fendlicos,
benzoquinonas, isocumarinas e cumarinas, naftoquinonas, estilbenos, acetofenonas,
xantonas, entre outros). Fazem parte dos largamente distribuidos na natureza dois grandes

grupos: flavonoides e derivados e os acidos fenolicos e cumarinas (SOARES, 2002).



Figura 10 — Estrutura das principais classes de flavonoides
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Fonte: AUTORA, 2017.

Xanthonas,

A estrutura dos flavonoides estd baseada no nucleo flavilium, o qual consiste de

trés aneis fenolicos. O benzeno do primeiro anel é condensado com o sexto carbono do

terceiro anel que na posicdo 2 carrega um anel de fenil-benzeno como substituinte. O

terceiro anel pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas basicas (Figura 11)

das leucoantocianinas (ou proantocianinas ou catequinas) e as antocianidinas,

denominado de nucleo flavan. No caso do terceiro anel se apresentar como uma pirona,

ocorre a formacdo das flavonas, flavonadis, flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas,
recebendo a denominacdo de nucleo 4oxo-flavondide (AHERNE & O’BRIEN, 2002).




Figura 11 — Biossintese dos diversos flavonoides
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Fonte: ARAUJO, 2012.

Exceto o grupo das leucoantocianinas, os demais flavonoides ocorrem em plantas
sempre acompanhadas por glicidios, que recebe a denominagdo de glico-flavonoide.
Quando se apresentam isentos de glicidios, a estrutura recebe o nome de aglicona
(AHERNE & O’BRIEN, 2002).

Os taninos sdo divididos em dois grupos: hidrolisaveis e condensados. Os
pertencentes ao primeiro grupo sdo denominados taninos hidrolisaveis, que incluem os
galitaninos e os elagitaninos, polimeros derivados dos acidos galico e elagico. Este grupo

de taninos é comumente utilizado para a curti¢do de couros (BOBBIO & BOBBIO, 1989;



FENNEMA, 1993; MELO & GUERRA, 2002). Ja, os denominados, taninos condensados
sdo encontrados em maior quantidade e de maior importancia em alimentos. Apresentam
uma estrutura semelhante aos flavonoides, com coloracdo variando do vermelho ao

marrom.

De um modo geral, os flavonoides atuam em diversas func¢des de defesa para as
plantas, ndo somente contra agentes do meio ambiente (luz, temperatura e umidade), mas
para fatores internos incluindo diferencas genéticas, nutrientes, horménios, contribuindo
para a sua sintese (AHERNE & O’BRIEN, 2002; BURNS et al., 2001; KAHKONEN,
HOPIA & HEINONEN, 2001; SELLAPAN, AKOH & KREWER, 2002; SLUIS et al.,
2001; ZHENG & WANG, 2001).

Também conhecido como polifendlicos e geralmente ocorrem em plantas na
forma de glucosideos, sendo uma das substancias responsaveis pela atribuicdo do perfil
sensorial de frutas, atribuindo-lhes o corpo caracteristico. S&o responsaveis pela acdo
protetora dos raios UV e funcionam como um ecra natural na defesa das plantas contra

esta radiacdo e atuam como sinais de floracdo e polinizacao das plantas.

A presenca de pequenas quantidades de taninos em frutos confere-lhes
caracteristicas sensoriais desejaveis, ditas como “o corpo da fruta”. No entanto,
quantidades maiores conferem aos frutos e outros alimentos caracteristicas adstringentes.
A sensacdo de adstringéncia é gerada devido a propriedade que os taninos apresentam de
precipitar proteinas. Quando em contato com as proteinas da saliva, forma um complexo
insoltvel que popularmente se caracteriza pela sensa¢do “amarrando a lingua” (BOBBIO
& BOBBIO, 1989).

Os efeitos bioquimicos e farmacoldgicos dos flavonoides sdo muito vastos, dentre
estes se destacam as agOes antioxidante, anti-inflamatdria e antiplaquetaria, além de
efeitos antialérgicos (DELBONE & LANDO, 2010).

3223 Compostos fendlicos: Antocianinas

As antocianinas (das palavras gregas anthos, flor e kianos, azul), sdo pigmentos
vegetais, responsaveis por uma grande variedade de cores observadas em flores, frutos,
algumas folhas, caules e raizes de plantas, que podem variar do vermelho vivo ao

violeta/azul.



As antocianinas sdo um grupo de pigmentos vegetais hidrossoluveis, amplamente
distribuidos no reino vegetal. Seu espectro de cor vai do vermelho ao azul, apresentando-
se também como uma mistura de ambas as cores resultando em tons de pdrpura. Muitas
frutas, hortalicas, folhas e flores devem sua atrativa coloracdo a estes pigmentos que se

encontram dispersos nos vacuolos celulares.

Um tipo de corante natural sendo uma substancia corada extraida apenas por
processos fisico-quimicos (dissolugdo, precipitacdo, entre outros) ou bioquimicos
(fermentacdo) de uma matéria-prima viva. Esta substancia deve ser solivel no meio

liquido onde vai ser mergulhado o material a tingir.

Atualmente se conhece 20 antocianinas, mas apenas 6 delas sdo importantes na
tecnologia de alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina. As demais s&o relativamente raras e sdo normalmente encontradas em flores
e folhas (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004).

Entre as muitas funcdes que possuem esté a atracdo de polinizadores de sementes,
protecdo contra danos provocados pela luz UV na folha, atuando como filtro e
melhorando e regulando a fotossintese. As antocianinas apresentam grande importancia
na dieta humana podendo ser considerada como uma importante aliada na
prevencdo/retardamento de doencas cardiovasculares, do cancer e doencas
neurodegenerativas, devido ao seu poder antioxidante, atuando contra os radicais livres,

apresentando propriedades farmacoldgicas sendo utilizadas para fins terapéuticos.

Caracterizados pelo nuacleo béasico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio) que
consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e condensados
por um oxigénio (Figura 12) (CASTANEDA, 2009).

Figura 12 — Estrutura das antocianinas com o cation flavilico
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Fonte: AUTORA, 2017.

As antocianinas sdo pigmentos vegetais, soliveis em agua e altamente instaveis
em temperaturas elevadas. As antocianidinas e antocianinas sao os compostos fenélicos
responsaveis pelos pigmentos de alimentos vegetais e se diferenciam das antocianinas

pela auséncia “agucar”.

Esses pigmentos quando identificados em uma amostra vegetal servem como
indicador de pH por alterarem suas estruturas quimicas evidenciadas pela mudanca de cor

no meio que se encontram.

O principal interesse das antocianinas na tecnologia de alimentos se refere a
conferéncia de coloracdo adequada e desejada. No entanto, como se trata de um ion, o
cation flavilium se mostra muito reativo (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004).

3.2.3 Os Terpenos

Os terpenos representam uma das maiores e mais diversas classes de metabolitos
secundarios com pelo menos 55.000 compostos. Sdo difundidos na natureza,

principalmente nas plantas constituintes de dleos essenciais (RIGOTTI, 2011).

Os terpenos sdao compostos formados por repeticdes de uma molécula de cinco
atomos de carbono chamada isopreno, séo classificados pelo nimero de unidades de
isopreno que os compdem. Segundo Taiz & Zeiger (2006), os terpendides, também
chamados de terpenos, derivam-se da unido de unidades pentacarbonadas, as quais
possuem um esqueleto de ramificado de isopentano. Possuem formula geral molecular de
(CsHg)n (RIGOTTI, 2011). Sua classificacdo e feita de acordo com a quantidade de
unidades de isopreno em: hemiterpendides (C5); monoterpendides (C10);

sesquiterpendides, (C15); diterpendides, (C20); triterpendides, (C30); e carotendides,



(C40) (PERES, 2015). De acordo com Lima (2000) as formas de ciclizacdo sédo
classificados (Figura 13) em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, 0s

quais possuem 10, 15, 20 e 30 atomos de carbonos, respectivamente.

Figura 13 — Estruturas moleculares de alguns terpenos
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Fonte: RIGOTTI, 2011.

Originam-se da via do acetato-mevalonato a partir de uma unidade de isopreno.
Sao precursores de quatro classes hormonais de plantas, as citocininas (CKs), o &cido
abscisico (ABA), as giberelinas (GAs) e os brassinoesterdides (BR) (PERES, 2015).
Terpenos sdo hidrocarbonetos que ocorrem em plantas e animais como mdultiplos de uma
unidade estrutural basica, o isopreno. A biossintese do terpeno ocorre a partir da
combinacgdo de duas moléculas de &cido acético para formar &cido mevaldnico. Este se
converte em pirofosfato de isopentenila. Transformagdes posteriores do composto de

isopentila produzem os terpenos/terpenoides (RIGOTTI, 2011).

Dentro do grupo dos terpenos, as saponinas sdo uma classe importante de
triterpenos que nas plantas desempenham um importante papel na defesa contra insetos e
microrganismos. Os tetraterpenos mais famosos sdo os carotenos e as xantofilas. Esses
compostos lipossoltveis desempenham um importante papel tanto nas plantas quanto nos
animais. Nas plantas, os carotenoides fazem parte das antenas de captacdo de luz nos

fotossistemas e, portanto, sem eles ndo haveria fotossintese (V1ZZOTO et al., 2010).

Segundo Heldt (2005), um grande nimero de terpenoides é encontrado em resinas,
ceras e Oleos; alguns atuam como antibidticos para proteger as plantas de
microorganismos patogénicos e outros sdo formados somente em resposta a infeccao
causada por bactérias e fungos. O mesmo autor destaca que algumas plantas sintetizam
terpenoides para inibir a germinagéo e desenvolvimento de plantas competidoras e certas
classes de terpenoides sdo pigmentos e aromas presentes em flores e frutas, atraindo

insetos para distribuicdo de pdlen e semente.



Os terpenos estdo envolvidos em diferentes fungGes nos vegetais, desde a
composicdo de alguns 6leos essenciais de plantas (monoterpenos), o que confere
caracteristicas como a atracdo de polinizadores; acdo inseticida e antimicrobiana
(sesquiterpenos), dentre outras (OLIVEIRA, 2008). Armazenados nas folhas, flores,
frutos, caules e raizes de muitas plantas, e em glandulas odoriferas de animais, os terpenos
sdo responsaveis por grande parte dos cheiros exalados pelos campos e florestas. Varios
terpenos ja sdo conhecidos e utilizados pelo homem pelas suas propriedades inseticidas,
e aromaticas dos dleos essenciais derivados dos monoterpenos (VIEGAS Jr.,2003).

Do ponto de vista farmacéutico, os grupos de principios ativos de natureza
terpénica mais interessantes sdo: monoterpenos e sesquiterpenos constituintes dos 6leos
essenciais, derivados de monoterpenos correspondentes aos iridoides, lactonas
sesquiterpénicas que formam parte dos principios amargos, alguns diterpenos que
possuem atividades farmacologicas de aplicacdo terapéutica e por ultimo, triterpenos
(esteroides) entre os que se encontram as saponinas e 0s heterosideos cardioténicos
(RIGOTTI, 2011).

Na medicina, os terpenos sdo empregados, na maior parte das vezes, como
irritantes locais suaves, ainda que se Ihes atribuam outros efeitos benéficos. Alguns dos
compostos utilizados como constituintes de remédios simples sdo o hidrato de terpina, o
6leo de madeira de cedro, o timol, o cineol, o eucaliptol e 0 mentol. Os terpenos e os 6leos
essenciais de muitas plantas sdo também empregados em perfumes e condimentos. Os

ultimos sdo geralmente recolhidos das folhas e flores, apds destilacéo a vapor.

3.3 FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS)

Os filtros solares sdo substancias que, quando adicionados a formulag@es, sdo
capazes de reduzir os efeitos da radiacdo sobre a pele por mecanismos especificos, tais
como absorcéo, reflexdo ou espalhamento da luz incidente. Estes sdo classificados em
fisicos ou inorgénicos, pois refletem ou dissipam a radiacdo, e quimicos ou organicos,
que absorvem a radiacdo, sendo relacionados de acordo com o mecanismo de agédo

envolvido no processo de fotoprotecdo (ALVES, 2015).

Os filtros organicos (quimicos) sdo formados por substancias organicas capazes
de absorver a radiacdo UV e transforma-la em radiacfes com energias menores e

inofensivas ao ser humano. Extratos que possuem compostos fenélicos, como



flavonoides, taninos, antroquinonas e benzofenonas, admitem caracteristicas semelhantes
aos filtros organicos ultravioletas sintéticos podendo também absorver radiacédo
ultravioleta (FLOR, DAVOLOS E CORREA, 2007).

Estes grupos de compostos aromaticos conjugados funcionam através da
excitacdo de elétrons, assim transformando a energia luminosa em energia térmica.
Quando a energia UV atinge estes compostos, 0s elétrons sdo energizados e entram em
um estado de excitacdo transitério (Figura 14). Este equilibrio é instavel, o excesso de
energia fornecido por UV é convertida em radiacdo térmica. Por esta razdo, 0s usuarios
podem relatar uma sensacdo de calor ap6s a aplicacdo de protetores solares organicos ao
se expor a luz solar (PALM e O’DONOGHUE, 2007).

Figura 14 — Transicdo eletrénica das radiacdes UV e conversdao em VIS e IV pelo

fotoprotetores organicos

Fonte: NASCIMENTO et. al., 2014.

A absorcdo da regido visivel e ultravioleta depende, em primeiro lugar, do numero

e do arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes.

Nos compostos organicos, 0s que possuem dupla ligacdo absorvem fortemente em
comprimentos de onda mais baixos. Os compostos que possuem ligacGes simples e duplas
alternadamente, chamadas de ligagdes conjugadas, produzem absor¢do em comprimentos
de ondas maiores. Quanto mais extenso for o sistema conjugado, mais longos seréo 0s
comprimentos de onda absorvidos, podendo chegar a regido do visivel (PALM,;
O’DONOGHUE, 2007). Como consequéncia, o pico de absorcao pode ser correlacionado

com o tipo de ligacdo que existe na especie que esta sendo estudada.

Os filtros organicos sdo comumente classificados em filtros UVA e UVB, de
acordo com a regido de protecdo UV. Isto ocorre, porque estes compostos quase sempre

ndo possuem um amplo espectro de protecdo, como por exemplo, 0s cinamatos e



salicilatos que agem exclusivamente contra os raios UVB e as benzofenonas e as
avobenzonas que protegem somente em UVA (NASCIMENTO et. al., 2014).

No geral, apresentam um grupo doador de elétrons, como uma amina ou um grupo
metoxila, na posicdo orto ou para do anel aromatico (LOPES, 2014). Estas moléculas
sdo, essencialmente, compostos aromaticos com grupos carbonilicos e/ou hidroxila. Um
exemplo, para apresentar essas moléculas, é a molécula do &cido p-aminobenzdico

(PABA) (Figura 15) presente em formulagdes de filtros solares comerciais.

Figura 15 — Molécula do acido p- aminobenzdico (PABA)
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Fonte: AUTORA, 2017.

Atualmente ha um interesse crescente em relacdo ao desenvolvimento de
fotoprotetores baseados em produtos naturais que atuam como bioativos vegetais para
proteger a pele dos efeitos adversos da radiagéo solar. Segundo Munhoz et. al. (2012) o
estudo de bioativos naturais que possam atuar sinergicamente como filtros solares
quimicos e fisicos para a ampliacdo do fator de protecédo solar tem aumentado, nos ultimos
anos, demonstrando boas expectativas com relacdo ao uso de substancias fendlicas como

filtros solares.

A classificacdo convencional desses fotoprotetores diferencia-os em quimicos e
fisicos, sendo renomeada como organicos e inorganicos. Conforme Flor, Davolos e
Correa (2007) os quimicos (organicos) protegem a pele pela absor¢do da radiacdo e os
fisicos (inorganicos) agem pela reflexdo. Como cada substancia atua apenas em parte da
radiacdo ultravioleta, os fotoprotetores sdo combinados para que se tenha uma protecdo

completa.

Dessa forma o uso de matérias-primas vegetais que apresentam atividade
fotoprotetora ou capacidade que potencializem o Fator de Protecdo Solar sdo alvos
interessantes para pesquisas, uma vez que comprovada sua atividade absorvedora, podem

intensificar a eficacia do produto (NASCIMENTO et. al., 2009). Uma opg¢do em produtos



cosméticos com finalidade fotoprotetora é recorrer aos extratos vegetais que possuam
substancias, como os flavonoides e compostos fendlicos em sua composicdo
(DAL’BELO, 2008).

Nesse contexto, o teor de flavonoides e outros compostos fendlicos sdo
considerados importantes para protecdo das plantas frente aos raios UV (SOUZA et al.,
2005). Como a avaliacdo fitoquimica das amostras do extrato etandlico das flores de 1.
indica revelou dentre outros, a presenca de flavonoides e outros compostos fendlicos
tornou-se relevante a investigacdo da avalicdo fotoprotetora e teste de FPS para os

extratos da flor.

O efeito e a efetividade (grau de protecdo) de preparacdes com filtros solares séo
entdo caracterizadas pelo seu Fator de Protecdo Solar (FPS) que é definido pela
capacidade de um produto de absorver, refletir e espalhar 95% das radiagdes incidentes
sobre a pele (OLIVEIRA, et al., 2008).

34  TOXICIDADE POR MEIO DO BIOENSAIO COM Artemia salina

No intuito de selecionar e monitorar a pesquisa de extratos de plantas na procura
de substancias bioativas muitos laboratorios de Produtos Naturais tém inserido dentro de

suas rotinas ensaios biologicos simples (ALVES et. al., 2000).

Dessa maneira e como uma forma de complementar, os estudos fitoquimicos da
espécie 1. indica foi associada a bioensaios para avaliacdo da toxicidade das amostras de
extrato etanolico das flores por meio deles se auxiliam na detec¢cdo de compostos

bioativos em extratos vegetais.

Muitos bioensaios de toxicidade sdo utilizados e, dentre esses destaca-se um, que
leva em consideracdo a letalidade do extrato com Artemia salina. A Artemia salina
Leach, da ordem Anostraca, é uma espécie de microcrustaceo filtrador que se alimenta
basicamente de bactérias, algas unicelulares, pequenos protozoarios e detritos dissolvidos
no meio aquatico. Sendo encontrada em agua salgada e comumente usada como alimento

para peixes.

A toxicidade desses microcrustaceos ocorre por meio do alto nivel de
concentracdo desses animais no tubo digestivo de individuos como, elucidado por Souto

(1991), a taxa de filtragdo diminui com o aumento da concentragdo de particulas, ficando



estas acumuladas e interferindo o processo normal de seus batimentos. Outro efeito das
altas concentragcdes é que podem passar diretamente pelo tubo digestivo sem sofrer
digestdo, tornando o individuo subnutrido (NASCIMENTO et. al, 2008).

O fator preponderante para a escolha deste teste foi devido ao facil manuseio e
custo baixo. Segundo Luna et. al. (2005) a simplicidade com que pode ser manuseado, a
rapidez dos ensaios e o baixo custo favorece a sua utilizagdo rotineira em diversos
estudos, além do que, tais ensaios de letalidade sdo muito utilizados em analises

preliminares de toxicidade geral.

4 CONSIDERACOES TAXONOMICA DA ESPECIE SALSA-BRAVA

41  CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Notoriamente, a maioria das literaturas lidas, evidenciadas e estudadas nesta
pesquisa corresponde a documentos antigos. Visto que, atualmente, poucos ou quase
inexistentes sdo os trabalhos cientificos sobre a familia, género e, consequentemente, a

espécie investigada se encontra.

Por isso, o estudo dos taxons® torna-se imprescindivel para uma melhor
compreensdo e estudo dessa espécie. Por meio dele podem-se prever possiveis
propriedades e metabdlitos de uma determinada espécie. O estudo baseia-se na
comparacdo de propriedades bioldgicas, quimicas e evolutivas de uma determinada
espécie e suas semelhancas compartilhadas por todos 0s organismos pertencentes ao
mesmo taxon. Esse campo de investigacdo, chamado de sistematica bioquimica ou

quimiotaxonomia, tem tido um interesse crescente nas Ultimas décadas.

Assim, por exemplo, os metabolitos secundarios sdo, em principio, ndo essenciais
para a vida, mas contribuem definitivamente para a adaptacdo das espécies e sua
sobrevivéncia. S8o mais caracteristicos para um grupo biolégico em particular, tais como
uma familia ou um género, e aparentemente a “maquina” sintética esta relacionada com

a evolucdo das espécies.

8 E uma unidade taxondmica, essencialmente associada a um sistema de classificagao.



A classificacdo taxonémica da espécie Ipomoea indica se apresenta conforme o

esquema representado (Figura 16):

Figura 146 — Esquema em ordem descrente da classificacdo taxonémica da espécie
Ipomoea indica

L Superdiviséo: Divisdo: Classe:
Reino: Plantae Angiospermas Magnoliophyta Magnoliopsida
E;)zpnigg}é Género: Familia; Ordem:
indica Ipomoea Convolvulaceae Solanales

Fonte: AUTORA, 2017.

A espécie Ipomoea indica é uma espécie de planta com flor do grupo das
angiospermas, pertencente a familia Convolvulaceae e do género Ipomoea. A espécie
também é esta associado a autoridade cientifica Ipomoea indica (Burm.”) Merr.8devido
as pesquisas desses botanicos. Todo material proveniente das coletas sobre as amostras
da espécie foi identificado e as exsicatas foram depositadas e, posteriormente, publicadas
em uma Interpretacdo do Herbario de Rumphius Amboinense, em 1917, pg. 445 (do

inglés, An Interpretation of Rumphius's Herbarium Amboinense).

A planta é uma liana perenifélia®, herbacea e com floragdo fevereiro-outubro

sendo encontrada em todo o pais.

Figura 17 — Flor aberta da espécie Ipomoea indica (Burm.) Merr.

7 Johannes Burman (Amsterdd, 26 de Abril de 1707 — Amsterdd, 20 de Janeiro 1780) foi
um boténico neerlandés.

8 Elmer Drew Merrill (Maine, 15 de outubro de 1876 — Forest Hills, Massachusetts, 25 de
fevereiro de 1956) foi um médico e botanico norte-americano.

9 Que tem folhas durante o ano inteiro.
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Fonte: AUTORA, 2017.

A espécie Ipomoea indica (Burm.) Merr. é encontrada em todo o territorio
nacional e, por isso, recebe inimeras designacGes populares locais, como, por exemplo,
retirana, jetirana, bom-dia, salsa, batatarana, gléria da manhd e salsa brava. Sendo, na
regido onde foi coletada, salsa-brava, jetirana, bom-dia e gléria da manhd, os nomes que
se destacam. Os dois tltimos se dao pelo fato da flor (Figura 15) esta “aberta” apenas no
periodo da manha.

Os subtopicos seguintes fazem estudo taxonémico e correlacionam as

caracteristicas desde o Reino Plantae até a espécie Ipomoea indica.

411 ReinoPlantae

As plantas pertencem ao Reino Plantae e sdo relevantes para a manutencdo da vida
na Terra, pois todos os seres vivos dependem delas para sobreviver. Estas sdo seres que
captam a luz solar através da clorofila e por meio da fotossintese transforma em alimento,

sendo assim, base das cadeias alimentares.

O Reino Plantae devido a grande biodiversidade de espécies divide em dois
relevantes grupos as criptégamas (cripto = escondido; gamae = gametas): plantas que
possuem as estruturas produtoras de gametas pouco evidentes. Elas correspondem as
bridfitas e pteriddfitas, como exemplos, 0s musgos e samambaias, respectivamente
(Figura 18). E, as faner6gamas (fanero = visivel): plantas que possuem estruturas
produtoras de gametas bem visiveis. Todas desenvolvem sementes e por isso sao também
denominadas espermatofitas (sperma = semente). Correspondendo as gimnospermas e

angiospermas, como por exemplo, pinheiros, mangueiras, roseiras e cogueiros.



Figura 158 — Divisdo do Reino Plantae

A - Musgos B - Samambaias C - Araucarias D - Laranjeira
(bridfitas) (pteroddfitas) (gimnospermas) (angiospermas)
Fonte: AUTORA, 2017.

No grupo das Angiospermas estdo as plantas que possuem sementes abrigadas no
interior de frutos e estes sdo resultantes do desenvolvimento do ovario da flor. (dai a
denominacdo: angio = urna; sperma = semente). S&o as plantas de maior ocorréncia em
nosso planeta, apresentando-se nos mais diversos tamanhos, formas e ambientes. Hoje,
apresentam mais de 235 mil espécies (ARAGUAIA, 2017).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, no Brasil estdo catalogadas mais 42 mil

espécies, Tabela 1.

Tabela 1 — NUmero de espécies conhecidas no Brasil

Grupo N° de espécies
Angiospermas 32.886
Fungos 5.722
Algas 4.749
Flora Briofitas 1.534
Samambaias e Licofitas 1.299
Gimnospermas 30
Total 46.220

Fonte: SISTEMA FLORA DO BRASIL 2020, 2017.

4.1.2 Ordem Solanales

Dentre as inumeras plantas angiospermas tem-se a ordem Solanales. Esta ordem
é relativamente pequena, conta com apenas cinco familias que fazem parte deste grupo,
e ainda se subdividem em 165 géneros que abrigam aproximadamente 5.100 espécies. As

familias que abrangem mais espécies sdo Solanaceae e Convolvulaceae, as demais



familias sdo menos numerosas e, normalmente, recebem menos atencdo por parte de
quem as estuda (ARAUJO, 2010).

Os estudos atuais avaliam pelo menos quatro regides do DNA desses individuos,
fragmentos que sustentam mais ou menos determinado grupo. A proximidade entre as
familias Solanaceae e Convolvulaceae € justificada pela substituicdo dos iridoides'® pelos
alcaldides tropanicos!!. Representada por aproximadamente 2000 espécies distribuidas
em 95 géneros as plantas (AUSTIN E CAVALCANTI, 1982).

A familia Solonaceae, é uma familia de grande importancia para a alimentacdo da
sociedade e mais comuns exemplos como: a batata (Solanum tuberosum.) e o tomate
(Solanum lycopersicum), etc e algumas espécies sdo venenosas fazem estudos mais
frequentes (SILVA, 2008).

4.1.3 Familia Convolvulaceae

A familia Convolvulaceae, possui larga distribuicdo mundial com numerosas
espécies nos trépicos e pouquissimas nas zonas temperadas (AUSTIN E CAVALCANTI,
1982), sendo o Brasil, detentor do maior nimero de taxons da referida familia com a

maioria de suas espécies endémicas no Brasil (JUDD et al. 1999).

O nome da familia deriva do latim convolvo = entrelacar. Em termos gerais, 0
significado do nome designa tanto a forma quanto ao seu crescimento. Como a maioria,
dos exemplares desta familia sdo trepadeiras volUveis que se enroscam em amparos como
arvores, arbustos ou cercas (ARAUJO, 2010). S&o ervas anuais, bianuais, vivazes, ou
parasitas (género Cuscuta) com habito caracteristicamente trepador, as folhas sdo
simples, alternas, pecioladas ou subsésseis; as flores contendo cinco meras,
actinomorficas,'? geralmente solitarias na axila e o fruto é uma cépsula (PORTUGAL,
2017).

A familia Convolvulaceae tem distribuicdo principalmente tropical, com
representantes em climas subtropicais e temperados. Séo plantas em geral lianescentes

(lianas), ocorrendo também na forma de arbustos e arvoretas®®.

10530 metabdlitos secundérios, encontrados em mais de 50 familias de plantas.

" Alcaloides tropanicos apresentam em comum uma estrutura biciclica, denominada tropano 8-metil-8-
azabiciclo (2,3,1octano).

2Tem simetria radial e pode ser dividido em metades simétricas.

13 Arvores pequenas.



Trata-se de uma liana perene da familia Convolvulaceae com floracao entre margo
a outubro, encontrada como invasora em diversas culturas e em margens de lagoas e
praias maritimas, de preferéncia em solos arenosos (BLANCO, 1978; KIILL & RANGA,
2003).

Foi descrita em 1789 por Jussieu na obra Genera Plantarum e desde entdo poucas
modificacBes foram realizadas quanto a sua delimitacdo, sendo considerada uma familia
monofilética (STANDLEY & WILLIAMS 1970; AUSTIN & CAVALCANTI 1982;
SIMAO-BIANCHINI 1998; JUDD et al. 1999; STEFANOVIC et al. 2002, 2003);
segundo Judd et al. (1999) é formada por 55 géneros e 1.930 espécies.

Aproximadamente 312 espécies ocorrem nas mais diversas formacdes vegetais
brasileiras com numerosas espécies integradas nos jardins do mundo inteiro. Ocorrem em
formacGes vegetacionais variadas, desde a Caatinga (Figura 19) até a Amazoénia, sendo
mais frequentes em ambiente de campos abertos e em bordas de mata (SIMAO-
BIANCHINI E PIRANI, 1997; LORENZI E MOREIRA, 1995).

Figura 169 — Bioma da Caatinga
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Fonte: CASTELLETTI et al., 2004.

A distribuicdo das espécies concentra-se nas regides tropicais e subtropicais
(Figura 20), com poucos representantes nas zonas temperadas (HEYWOOD, 1993). No
Brasil, sdo predominantes em areas abertas como cerrado e caatinga, onde as espécies

apresentam caracteristicas morfoldgicas bastante marcantes do semiarido.



Figura 20 — Distribuicdo geogréafica mundial de Convolvulaceae

Fonte: HEYWOOD, 1993.

Atualmente, de acordo com Grupo para a Filogenia das Angiospermas (do inglés
Angiosperm Phylogeny Group — APG 1) (2003), Convolvulaceae deve ser mantida na
ordem Solanales, juntamente com Solanaceae, Shenocleaceae, Hydrocleaceae e
Montiniaceae. Dentre estas familias a Unica que ndo possui representantes no Brasil é
Montiniaceae (SOUZA & LORENZI, 2005).

Entre as diversas espécies de Convolvulaceae algumas sdo importantes por serem
alimenticias, daninhas, ornamentais, medicinais ou tdxicas, sendo, portanto fundamental
o conhecimento destas (SIMAO & BIANCHINI, 1998).

Segundo Simao-Bianchini (2002), Convolvulaceae também se destaca por
apresentar espécies endémicas para a caatinga. Apesar disto, estudos englobando o taxon
no bioma sdo ainda escassos. Dentre os trabalhos taxonémicos para o Brasil, 0 mais
abrangente sobre Convolvulaceae ainda é o de Meissner (1869) que fez a monografia da
familia para a Flora Brasiliensis, no qual reconheceu 14 géneros e 312 espécies. Moricand
(1844) publicou muitas espécies novas para o Nordeste do Brasil, especialmente para a
Bahia (Figura 21).

Figura 21 — Espécies encontradas no Nordeste brasileiro
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Fonte: BURIL, GONZALES & ALVES, 2011.

Dentre 0s géneros mais representativos de Convolvulaceae sdo: Ipomoea L. com
cerca de 600 espécies (SIMAO-BIANCHINI, 1998), sendo apontado 0 mais expressivo
(BURIL-VITAL et al., 2009), Convolvulus L. com 250 espécies (AUSTIN &
CAVALCANTI 1982) e Cuscuta L. com 150 especies (YANCKER, 1932).

4.1.4 Género Ipomoea

A familia taxonémica Convolvulceae corresponde a cerca de 2000 espécies
agrupadas em 55 géneros, dos quais Ipomoea € o maior por conter mais de 600 espécies
(ARAUJO, 2010). O género com maior riqueza especifica, 600-700 taxons, e esta
representado no Brasil por aproximadamente 140 espécies (FERREIRA,; SILVA, 2009).

Segundo Brasil (2010), o género Ipomoea ocorre principalmente em regides
tropicais, sendo identificadas em praticamente todo o territério nacional (embora

apresente uma menor incidéncia nos estados da regido Sul do pais).

Quanto a importancia econdmica, sem ddvida Ipomoea batatas (L.) Lam.,
conhecida popularmente como batata-doce, é a espécie com maior destaque, sendo muito
utilizada na alimentac&o humana e animal (JOLY & LEITAO FILHO 1979). Suas raizes
s&o ricas em amido (HOEHNE 1922; SIMAO-BIANCHINI 1998), e por isso é consumida
por todo o globo, principalmente nos paises tropicais da Africa e América do Sul. Outras
também sdo usadas na forma de ch& como antirreumatica, antiofidica e depurativa do
sangue, analgésica e calmante (BURIL-VITAL et al., 2009).



Entre as plantas consideradas tdxicas, destaca-se Ipomoea carnea Jacg. e a
Ipomoea asarifolia que em periodos de seca € consumida pelo gado na falta de outra fonte
de alimento. Sdo plantas tdxicas que, aparentemente, afeta o sistema nervoso central de
ruminantes, causando uma sindrome tremorgénica (popularmente conhecida como
doenca "treme-treme™). A sua toxidez ja foi comprovada experimentalmente em bovinos,
ovinos, caprinos e bubalinos (DOBEREINER et. al., 1960; BARBOSA et. al., 2005).

Devido a grande variacdo na coloragdo e a beleza das flores (Figura 22) algumas

espécies sdo muito utilizadas na ornamentacao.

Figura 22 — Flores de diferentes espécies do género Ipomoea encontradas na regiao no
municipio

A - Ipomoea carnea Jacq. B - Ipomoea asarifolia. C - Ipomoea batatas. D - Ipomoea indica.
(foto tirada distrito Pai Jodo)  (foto tirada Barriguda) (foto tirada sitio Tope)  (foto tirada sitio Aningas)
Fonte: AUTORA, 2016-2017.

4.1.5 Espécie Ipomoea indica

A espécie Ipomoea indica representa uma planta perene da familia
Convolvulaceae que flora entre 0os meses de margo a outubro e permanece verde todo o
ano, povoando margens de corregos, rios, proximidade de reservatorios de agua, terrenos
baldios, beira de estradas, além de representarem importantes invasoras de pastagens por
todo territorio nacional (KIILL & RANGA, 2003).

O desenvolvimento da espécie ocorre mesmo em solos de baixa fertilidade,
identificando-se uma preferéncia por areas arenosas para 0 pleno desenvolvimento da
erva daninha. Devendo ser cultivada a pleno sol é uma planta rustica e apresenta
crescimento rapido, sendo frequente sua utilizagdo como trepadeira anual e ainda tolera

o frio.

Essa é uma planta nativa da América do Sul, podendo ser encontrada em diversas
regides do Brasil. Seu habitat é em terrenos baldios, borda de matas e beira de estradas.
Sendo uma trepadeira com indumento sericeo e corola roxa. Semelhante as espécies como
a Ipomoea purpurea e a Ipomoea nil, das quais difere (Figura 23) por estas possuirem
indumento hirsuto, ou seja, apresentam pelos (FERREIRA,; SILVA, 2009).



Figura 23 — Diferengas das espécies I. purpurea, . indica e a I. nil
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"Tpunmea indica Ipomoea nil

Ipomoea, purpurea

Fonte: AUTORA, 2017.

E uma planta de origem nativa e no endémica brasileira. Tem forma de vida liana,
vollvel, trepadeira e de substratos terricola. No Brasil a espécie é encontrada nos mais
diversos biomas e regides brasileiras (Figura 24). Sendo mais comum em paisagens do
Nordeste, especificamente, nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Rio Grande do Norte, Sergipe (FLORA BRASIL, 2014).

Figura 17 — Distribuicdo geogréafica brasileira da espécie

P~

Fonte: FLORA DO BRASIL 2020, 2017.

4.15.1 Estudo da flor de Ipomoea indica

As angiospermas produzem raiz, caule, folha, flor, semente e fruto. Considerando
essas estruturas percebe-se a presenca de flores e frutos. Sendo estas existentes apenas

nas plantas angiospermas, que sdo mais evoluidas.



As flores podem ser vistosas tanto pelo colorido quanto pela forma; muitas vezes
também exalam odor agradavel e produzem um liquido agucarado - o néctar - que serve
de alimento para as abelhas e outros animais. H& também flores que ndo tém pecas
coloridas, ndo sao perfumadas e nem produzem néctar. Coloridas e perfumadas ou nédo, é
das flores que as angiospermas produzem sementes e frutos. E a estrutura responsavel

pela reproducéo das plantas e sua funcéo € a de produzir sementes.

A flor considerada completa € dividida em estames (parte masculina), carpelos
(parte feminina), pétalas e sépalas. Toda a estrutura é sustentada pelo pedunculo, que é a
haste responsavel por ligar a flor a planta. A parte dilatada do peddnculo ligada a flor é

denominada receptaculo (Figura 25).

Figura 185 — Flor: estruturas e partes

Receptéculo

Pedtinculo

Fonte: FURLAN, 2017.

Estudos comprovam que existe uma preferéncia de cores pelos polinizadores. As
abelhas preferem as azuis e amarelas. Podem discernir também diferencas na absorcao de
UV e sdo sensiveis aos flavonoides, que absorvem intensamente nesta regido do espectro;
estes compostos estdo presentes praticamente todas as flores brancas e com cores. As
abelhas séo insensiveis a cor vermelha e as vezes guiadas a flores com esta cor, pela

presenca de flavonas, que absorvem luz UV, de coloragdo pdrpura. As borboletas também



apresentam sensibilidade as cores das flores sendo atraidas por cores mais vivas
(FURLAN, 2017).

Quanto as flores de 1. indica (salsa-brava) possuem forma de trombeta,
predominando o azul nas suas pétalas com 3 a 6 cm de didmetro. A planta se enlaca ao
redor de estruturas com seus galhos. Crescendo a uma altura entre 2 a 3 metros. As folhas
tem forma de coracdo ou de trés pontas além, de galhos com pequenos pelos marrons.
Todas as manhas as flores se abrem (Figura 26), logo que os raios solares comegam a
incidir sobre a planta. Assim, esta trepadeira, que estava toda verde, cobre-se e ganha um

“visual” diferente.

Figura 196 — Flores de salsa-brava/jetirana encontradas em cercas de arame

Fonte: AUTORA, 2016.

A quimica da cor da flor é devida principalmente & presenca de pigmentos
localizados em cromoplastos ou vaculos celulares de tecidos florais (BOSQUEIRO,
1998). Esses pigmentos chamados de antocianinas (tipo de flavonoides) se comportam
reagindo de maneira diferente com um &cido e com uma base, devido as propriedades
anfotéricas e a coloracdo (Figura 27) dos tecidos vegetais pode ser determinado pelo pH

do meio em que se encontram.



Figura 207 — Estruturas das antocianinas de acordo com a sua coloragéo e meio em que
se encontram

Meio acido - pH inferior a 5 Meio neutro - pH entre 7 e 8
(vermelho) (violeta)

Meio alcalino - pH superior a 11
(azul)

Fonte: AUTORA, 2017.

O grupo mais importante desses pigmentos florais sdo os flavonoides, que
contribuem para a cor cianica (laranja, vermelha e azul) e para branco e vermelho. Nas
cores cianicas a base quimica é constituida por uma classe de flavonoides — antocianidina
(antocianina caracteristicas das cores de flores e frutos) — onde ha trés pigmentos vegetais:
pelargonidina (vermelho — laranja), cianidina (carmim) e delfinidina (azul e purpura)
(BOSQUEIRO, 1998).



5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

A metodologia para os estudos boténico, quimico e bioldgico da flor de salsa-

brava, 1. indica, se estabeleceu conforme representada o esquema abaixo (Figura 28).

Figura 28 — Etapas metodoldgicas para a analise da flor de 1. indica (salsa-brava)

Fonte: AUTORA, 2017.

51  Coleta e Identificagdo do Material Botanico

Antes da coleta foi realizada uma pesquisa de campo para quantificacdo das
espécies nas trés comunidades rurais encontradas distrito Pai Jodo, sitio Fernandes e
Aningas, além da sede do municipio, no intuito da observacdo do solo, condi¢des
ambientais e diversos locais onde a planta pode ser encontrada, sendo avaliadas as
diferentes condicGes de temperatura e pressdo, conforme Kiill e Ranga (2003) enunciam,
a Ipomoea indica planta herbacea de caracteristica trepadeira e rasteira, de flores roxas

encontra-se em diversos locais.

O local escolhido para as coletas das amostras foi a mais proxima da autora, a sede
do municipio de Aratuba (Figura 29), nas coordenadas: 04° 25' 06" S e 39° 02' 42" W.



Este localiza-se na regido Sertdo-Central, do estado do Ceara, microrregido Baturité, serra
de Guaramiranga, sob as seguintes coordenadas geograficas: latitude S 04° 25' 04" e
longitude W 39° 02' 42",

Figura 21 — Mapa da cidade de Aratuba
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Extraido de: GOOGLE MAPS, 2016.

O topdbnimo Aratuba tem origem na lingua tupi. Significa "ajuntamento de
passaros”, através da juncao dos termos glyra ("passaro”) e tyba ("ajuntamento™). Possui
uma area com uma area de 142,538 km? (IBGE, 2008) e populacdo de 11 529 habitantes
(IBGE, 2008). Sendo considerada a cidade mais alta do Estado em uma altitude de 838
m, sendo que a sede do municipio localiza-se a 945 metros de altura, distanciando a 132
km de Fortaleza, capital. Apresentando clima tropical subquente Umido, temperatura
média anual entre 20 e 26 °C e com indice pluviométrico médio anual de 1181.7 mm a
927.0 mm (FUNCEME, 2016).

Apos a coleta, uma amostra foi montada uma exsicata e encaminhada ao Herbario
Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara (UFC) para identificacdo botanica da
espécie, realizada pela Prof®. Maria Iracema Bezerra Loiola (professora

taxonomista), com o n° de registro ainda a declarar.

A coleta das flores foi realizada véarias vezes, nos meses de maio a julho, sempre
no periodo da manha (flores abertas), apds foram armazenadas em sacos transparentes
(Figura 30) de polietileno em local fresco/arejado e depois encaminhadas para o

Laboratério de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade da Integragédo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_do_Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cear%C3%A1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Top%C3%B4nimo
https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_tupi
https://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o_residente

Internacional da Lusofonia Afro-brasileira (UNILAB), Redencdo-CE, a 72 km do
municipio de coleta, no laboratério foram realizados os testes fitoquimicos e demais

analises necessarias para estudo da espécie em questao.

Figura 22 — Armazenamento das flores encaminhadas para o Laboratorio de Quimica

Organica e Inorganica (Unilab)

5.2 Preparacgéo do extrato etandlico das flores de . indica

O material, ap0s a trituracdo com aproximadamente, 0,3 mm de tamanho das
particulas, foi separado 34 g da amostra e adicionado em 340 ml de alcool etilico
hidratado (etanol) 92,8°% (1:10), por quatro dias, conforme a figura 31. O extrato

etanolico (EE) foi obtido ap0s cinco extragdes sucessivas em intervalos de quatro dias.

Os extratos foram filtrados (Figura 31) e acondicionados em frascos e/ou

béqueres.

Posteriormente, as solugdes extrativas filtradas foram submetidas ao processo de
rotoevaporacao, a temperatura de 60°C, sob pressao de 500 a 750 mmHg, onde o solvente
foi evaporado em evaporador rotativo. Toda a quantidade dos extratos (Figura 31)

concentrado adquirida foi devido ao uso do rotaevaporador, modelo 652, (Fisotom®).

Apos esse processo da evaporagdo do &lcool e obtencdo do extrato seco da flor, a

tintura foi concentrada no fundo do evaporador rotativo e a massa da amostra foi de6,04



g de extrato. Cinco dias depois, a amostra total, com a evaporacgéo de residuos de solvente,

obteve-se a concentracéo de 2,5 g.mL™ para posterior anélise fitoquimicaqualitativa.

Figura 231 — Esquema simplificado da metodologia para obtencéo dos extratos vegetais

etanolico (EE) das flores de I. indica (salsa-brava)
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Fonte: AUTORA, 2017.

Os extratos etandlicos das flores de I. indica foram submetidos a uma triagem
fitoquimica qualitativa para avaliar a presenca de compostos fendlicos, terpenos e/ou
alcaloides, como por exemplo, fendis, taninos, flavonoides, cumarinas, triterpenoides,

esteroides, saponinas, glicosideos cardiotonicos e alcaloides.



53 Prospecc¢ao dos constituintes da planta — Triagem Fitoquimica Preliminar
(TFP)
A composicdo quimica de um extrato pode ser conhecida através de testes

quimicos qualitativos rapidos e de baixo custo, sugerindo as possiveis classes de
metabolitos secundarios de interesse (MATTOS, 1997). Sdo Uteis enquanto marcadores
quimicos no monitoramento das plantas medicinais em processo de domesticacao
(LEITE, 2009), na qualidade da matéria prima medicinal e na prospeccdo da
biodiversidade ou bioprospeccdo (BRAGA, 2009).

A triagem fitoquimica (Figura 32) é um procedimento importante para
bioprospeccdo das espécies vegetais de interesse farmacologico e/ou toxicoldgico.
(MATTOS, 1997). Esta triagem procura sistematizar ou rastrear os principais grupos de
constituintes quimicos que compdem um extrato vegetal. E um teste rapido e superficial
através de reagentes de coloragdo ou precipitagdo que irdo revelar ou ndo a presenca de

metabolitos secundarios em um extrato.

Esta pesquisa fitoquimica é importante, principalmente, pois existem poucos ou
inexistentes estudos sobre a espécie em questdo, I. indica (salsa-brava), segundo Simdes
(2004) quando ainda ndo sdo dispostos todos os estudos quimicos com espécies de
interesse popular, tendo como objetivo conhecer os compostos quimicos das espécies
vegetais e avaliar sua presenca nos mesmos, identificando grupos de metabdlitos

secundarios sdo relevantes.

Assim, foram realizados testes para as classes especificas de constituintes
quimicos, como por exemplo, taninos, flavonoides, cumarinas, triterpenoides/esteroides,

saponinas, antocianinas, alcaloides e glicosideos cardiotonicos (Figura 32).

Figura 242 — Esquema da Triagem Fitoquimica Preliminar (TFP)



Taninos e fendis Terpenoides Esteroides

t

@ @ @

Flavonoides
L (flavonas)

Cumarinas Alcaloides

Flavonoides Flavonoides

{ (antocianinas) (Catequinas) Saponinas

Fonte: AUTORA, 2016.

Inicialmente, as analises com o extrato etandlico bruto do material botanico usado
para descobrir a presenca de metabdlitos primarios e secundarios foram executadas em
duplicatas e os resultados foram comparados e contrastados observando alteracdo de cor
e precipitacdo de particulas. Além de seguir a metodologia citada por Matos (1997) e por

Silva e colaboradores (2010).

531 Teste para Fenois e Taninos

Em tubos de ensaio foi colocado 2,00 mL do extrato etandlico das flores de I.
indica, sendo adicionado 10 mL de agua destilada. Depois se acrescentou trés gotas de
solucéo de cloreto férrico (FeCls), utilizando a pipeta de Pasteur, da solucéo de cloreto
férrico a 10%. Em outro tubo de ensaio foi preparado o teste controle para a presenca de
fendis e taninos, usando 3 mL de agua e 3 gotas de FeCls. Posteriormente, foi realizado

comparagao para detec¢cdo ou ndo na amostra de taninos e fenois.

Qualquer mudanca na coloracao ou formacéo de precipitado € indicativa de reagdo
positiva, quando comparado com o teste em branco (agua + Solucéo de FeCls). Coloracao
inicial entre o azul e o vermelho é indicativa da presenca de fenois, quando o teste em

branco for negativo.

Assim, o teste para taninos e fendis foi utilizado a solucdo de cloreto férrico
(FeCl3) foi avaliada da seguinte forma: a coloracdo azul indica possivel presenca de

taninos hidrolisaveis ou galico, e a coloracdo verde de taninos condensados ou catéquico.
Coloragao azul com precipitado — reacdo positiva para taninos hidrolisaveis (galicos).

Coloragdo azul sem precipitado — reagdo negativa para taninos hidrolisaveis (galicos).



Coloragdo verde sem precipitado — reagdo positiva para taninos condensados

(catéquicos).

Coloragao verde com precipitado — reacdo negativa para taninos condensados

(catéquicos).
53.2 Teste para flavonoides (flavonais, flavonas e xantonas)

A presenca de flavonoides foi avaliada pela Reacdo de Shinoda (SILVA et al.,
2010). Colocou-se em um tubo, 2,0mL extrato etandlico das flores de I. indica, foi
adicionado algumas gotas de acido cloridrico (HCI) concentrado (PA A.C.S Sal-R), pelas

paredes do tubo e 0,5 cm de magnésio (Mg) em fita.

Apos o fim da efervescéncia, foi observada, por comparagdo, a mudancga na cor
da mistura da reacdo em tubos previamente acidulados devem apresentar de réseo a
vermelho intenso para indicar a presenca dessa classe de flavonoides e variacdo do

amarelo para o vermelho negativo.

5.3.3 Teste para flavonoides (antocianidinas, antocianinas e flavondis)

Foram preparados trés tubos de ensaio com 3 mL do extrato etanolico de flores de
I. indica em cada um dos recipientes. O primeiro foi acidulado até pH 3, com &cido acético
(C2H402); o segundo e o terceiro tubo foram alcalinizados entre o pH 85 e 11

respectivamente, usando solucédo de hidroxido de sédio (NaOH) a 5%.

534 Teste para flavonoides (leucoantocianidinas, catequinas e flavonas)

Foram preparados dois tubos de ensaio com 3 mL de extrato etandlico das flores
de I. indica em cada um. O primeiro tubo foi acidificado por adi¢cdo de HCI para que seu
pH estivesse entre 1,0 e 3,0 e 0 segundo tubo foi alcalinizado com NaOH a 5% para que
seu pH estivesse em torno de 11,0. Os tubos foram levados a placa de aquecimento a 38°

C por 3 min em um Becker com &gua destilada.

535 Teste para Cumarinas

Em um tubo de ensaio com 3 mL do extrato etandlico das flores de I. indica,
adicionou-se 1mL de solucdo alcalina de NaOH a 5%. A mudanga na cor da mistura

apresentando tom amarelo indica presenca de cumarinas.

Coloragao amarela — reagdo positiva para cumarinas.



53.6 Teste para terpenoides

Em um tubo de ensaio com 3 ml de extrato das flores de I. indica e adiciona-se 1
ml de cloroférmio e 4 a 5 gotas de acido sulfurico puro a 98% sao adicionados, na capela.

A formacéo de cor marrom vermelho vai indicar a presenca de terpenoides.

Reacéo positiva para Terpenos/Terpenoides — Coloragdo avermelhada.

53.7  Teste para Triterpenoides

Em um tubo de ensaio com 3 ml de extrato das flores de I. indica adiciona-se 1 ml
de cloroférmio e 1 ml de 98% de &cido sulfarico puro. A formagdo de cor variando de

parda até vermelha indica a presenca de esteroides.
Esteroides/Triterpenoides — Coloragdo castanho — avermelhado

538 Teste para alcaloides

Para os testes de alcaloides foi gotejado na amostra das flores de I. indica trés
reativo diferentes Mayer (tubo 1), de Dragendorff ( tubo 2) e de Wagner (tubo 3) pois
eles apresentam reagem na presenca de alcaloides. Dessa forma, foram preparados os

reagentes conforme a literatura.

O Reagente de Dragendorff pode ser utilizado para visualizar a maioria, quem
sabe até a totalidade, dos compostos organicos nitrogenados. Consiste na preparacdo de
duas solucdes (WALL, 2005):

a) Solucdo A: Nitrato de Bismuto (I11) é dissolvido em &cido acético e agua;

b) Solucédo B: lodeto de potassio é dissolvido em agua.

A partir da mistura de igual proporcao destas solucdes, prepara-se uma solucao de
estoque. A solucgéo a ser borrifada é obtida pela mistura da solucéo de estoque com &cido

acetico e agua.

Para o Reagente de Mayer dissolve-se em agua 2,71 g de cloreto de mercdrio e 10
g de iodeto de potassio. Depois completar o volume com agua para 200 ml. Agitar, filtrar

e guardar em recipiente.



Para o Reagente de Bouchardat/Wagner (solucdo de acido silicotlngstico). Feita
pela adicdo de iodo, iodeto de potéassio (KI) e agua destilada. Assim podem-se utilizar os

reagentes nos extratos para indicacao de alcaloides.

Os extratos das flores de I. indica foram concentrados em um tubo de ensaio
diferentes e solubilizados em 3 mL de &cido cloridrico 2%, onde aqueceu mistura por 10
minutos. Apos o resfriamento, o extrato foi dividido em trés tubos de ensaios e colocaram-
se oito gotas, utilizando pipeta de Pasteur, em trés por¢des iguais, nas quais foram

gotejadas aos poucos o seguinte reagente de, respectivamente.

A coloragdo do extrato das flores de I. indica com cada reagente para avaliagéo
positiva ou negativa de alcaloides deve-se ser feita da seguinte maneira: A presenca de
turvacdo e/ou precipitacdo com a adicdo dos reagentes de Dragendorff, Mayer e

Bouchardat/Wagner indica a presenca de alcaloides.

539 Teste para saponinas

Em um tubo de ensaio, com 2,0 mL da solugéo etanolica, foi adicionado 5,0 mL
de &gua destilada fervendo. Apds resfriamento, agitou-se vigorosamente, deixando em
repouso por 20 minutos. Os extratos hidroalcodlicos foram agitados por trés minutos e

depois foi observada a presenca ou auséncia de espuma persistente e abundante.

5.3.10 Glicosideos cardiotdnicos

Avaliados pela reacdo de Keller-Kiliani (SILVA et al., 2010). A reacdo de Keller-
Kiliani (acido acético glacial, numa gota de cloreto férrico Il a 5% em etanol e acido
sulfdrico concentrado). Assim, em um volume de 3 mL do extrato etandlico das flores de
I. indica foi adicionado 1 mL de acido sulfurico (H2SO4) concentrado, contendo sais
férricos. Coloragdes intensas indica resultado positivo e deve ocorrer a formacdo de um

anel vermelho pardo ou marrom.

Em outro tubo de ensaio coloca-se 1 ml de extrato das flores de I. indica e
adiciona-se 1 ml de &cido acético glacial e algumas gotas de cloreto férrico e 1 ml de
acido sulfurico puro a 98% sé@o adicionados, se houver formacdo de anel marrom vai

indicar a presenca de glicosideos cardiotdnicos para comparacao dos resultados.

54 Atividade antioxidante pelo sequestro de radicais DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)



Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico empregando
metodologias de quantidades significativas de reagentes, padrdes e amostras, e
apresentando limitacdes em relacdo ao nimero de analises simultaneas que podem ser

realizadas.

A solucdo de DPPH foi preparada anteriormente no dia do teste e estocada em
frascos cobertos com folhas de aluminio, mantidas no escuro a 4 °C até o momento das

determinacGes.

Ja as solucdes de compensacao foram feitas usando apenas etanol no lugar da
solucdo de DPPH e serviram como controle negativo e o controle positivo foi feito pela
adicdo da solugdo de &cido ascdrbico e DPPH. O percentual de decréscimo na absorbancia
520 nm foi medido para cada concentracdo e a capacidade de sequestrar radicais livres

foi calculada com base no decréscimo da absorbancia observada.

Segundo Mot et. al. (2011) a concentragdo inicial da solu¢do de DPPH deve ser
de 3,8 mM para um tempo de reacdo minutos 6 e sendo a quantidade da solu¢édo de DPPH
utilizado 20 pL sendo o solvente utilizado etanol numa absorbancia de 520 nm, os quais

foramlidas em Espectrofotdmetro HP series 8453®.

Assim, nas proporc¢des estabelecidas a atividade scavenge do extrato vegetal foi
determinada usando uma aliquota de 2,0 mg de DPPH dissolvidos em 100 mL de etanol
em um baldo volumétrico, resultando em uma solucéo de concentragdo 100 pg.L™ (500
M), com absorbancia em 520 nm de 0,4 UA para o tempo de reagdo 30 minutos.

O controle foi preparado conforme procedimento acima, sem adicéo de extrato, e
etanol foi utilizado para corre¢édo da linha de base. Sendo o volume para a solugédo padréo
de &cido ascorbico preparado nas mesmas propor¢des dos extratos extrato etanélico das
flores 1. indica com concentracéo final 2000,0 mg.mL™. Depois adicionado a aliquota de

DPPH e deixado em repouso em local escuro, por 30 minutos.

O acido ascorbico € uma substancia referéncia bastante utilizada nas analises de
atividade antioxidante pela capacidade de reduzir rapidamente o DPPH e foi utilizado

como padrao positivo que possui padrao antiradical de 2,272 e ICso de 0,04 pg/mL.

Ja para as solucgdes etanolicas da amostra do extrato etandlico das flores I. indica
foram preparadas pela adicio de 100 mL de DPPH (0,004% m.v!), e o volume final foi


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&amp;amp%3Bpid=S1516-05722015000100036&amp;amp%3BB38

ajustado para 120 mL com etanol em um baldo volumétrico. A concentracdo final dos

extratos no recipiente foi de 1,0 ug.mL™*a 2000,0 mg.mL™,

As aliquotas 5 mL de volumes da amostra de extrato etanolico das flores I. indica
foram transferidas para seis tubos de ensaio. Em um dos tubos foi adicionado 1 mL de
etanol e 4 mL de DPPH. Em seguida, foram preparadas diluicdes dessa solucdo para
obtencéo de diferentes concentragdes 0,0312, 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 e 1 pg/mL.

Cada amostra foi incubada apds 28 minutos de reacdo a temperatura ambiente (25
°C), no escuro e envolto em uma toalha. Para finalizacdo dos 30 minutos na preparacao
das amostras para as leituras das absorbancias. Estas leituras foram realizadas em
duplicatas e medidas em espectrofotdmetro de microplaca com incubagéo de cubetes de
quartzo no Espectrofotbmetro HP series 8453® utilizando-se etanol como branco mais o
DPPH.

Os dados obtidos foram usados para calcular a porcentagem de atividade
antioxidante (%AA), que corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante. A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa como percentual de
inibicdo de oxidacdo do radical e calculado conforme férmula (Equacéo 1):

%

( )-1 ( ) - ( ¢a )]
= ( ) 100  ..(1)

Onde:
Abs (controle) = absorbancia da solu¢do de DPPH sem a amostra.
Abs (amostra) = absorbancia da amostra em solucgéo.

[Abs(amostra) - Abs(compensacao)] = foi calculado com base na diferenca da
absorbancia da solucdo de amostra em teste com seu branco.

Posteriormente, foi calculada o valor do indice de concentracéo eficiente (ICso)
que é definido como sendo a concentragéo final em pg.mL™ do extrato das amostra da
flores I. indica presente na cubeta, requerido para decrescer a concentracdo inicial de
DPPH em 50%. Esse indice é relevante porque quanto maior o consumo de DPPH por
uma amostra, menor sera a sua concentracdo eficiente (CEso) € maior a sua atividade
antioxidante (SOUSA et al., 2007).



De modo geral, sabe-se que os compostos fendlicos sdo potentes antioxidantes
naturais, podendo agir como redutores de oxigénio singleto, atuando nas reacdes de

oxidagdo lipidica, assim como na quelagdo de metais.

A metodologia utilizada para o potencial da atividade antioxidante foi realizada
em duplicata para cada concentracdo analisada pelo método de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila). A molécula de DPPH é formada por dois anéis aromaticos de 6 membros,
contendo atomos de C e H. Além de um anel picrihidrazila, constituido por um anel
aromatico de 6 membros ligado a trés grupos nitro (NO2) e a uma hidrazina, onde o &tomo
de N ligado diretamente ao anel estd com um elétron desemparelhado, o que caracteriza

a espécie como um radical livre.

Assim as substancias antioxidantes presentes nos extratos reagem com o DPPH
que é um radical estavel (Figura 33 a esquerda), e converte-o em 2,2-difenil-1-

picrilhidrazina (Figura 33 a direita).

Figura 33 — Mecanismos de reacao entre o radical DPPH e um antioxidante através da

transferéncia de um atomo de hidrogénio (direita).
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Fonte: VASCONCELOS et, al., 2007.

Esse método de inibicdo de radicais DPPH analisa a capacidade de sequestrar
radicais livres fundamentando-se na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um oxidante. Assim ocorre um descoramento de uma solugdo composta
por radicais estaveis DPPH, de cor violeta, que reage quando a adi¢ao de substancias que
podem ceder um atomo de hidrogénio (Figura 34). O grau de descoloracdo indica o

potencial antioxidante do extrato.



Figura 34 — Redugdo do radical livre DPPH por uma amostra antioxidante
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Fonte: MORAIS et. al., 2009.

Os resultados foram comparados com uma solucdo padrdo de vitamina C de
concentragao 20ug/mL e CEsp 0,004 mg. Todas as medidas foram realizadas em cada
uma das concentracdes, em duplicata, e os resultados foram expressos em pg.L™, como
média e desvio padrdo. E, das respectivas leituras de absorvancia foi construida a curva

de calibracdo e obtida a equacéo da reta pelo método dos minimos quadrados.

5.5 Escala de pH (antocianinas)

Segundo Dias et. al. (2003), a via de extracdo de pigmentos alcoolica é a mais
eficiente, pois, quando os extratos/indicadores sédo colocados em contato com as

substancias, oferecem maior distingdo na variagdo das cores.

Para a extracdo do pigmento da flor de salsa-brava (I. indica) foram utilizadas
duas concentracdes dos extratos etanolicos da flor. O primeiro menos concentrado (1,5 g
de pétalas para 96 ml de etanol) e o segundo mais concentrado (3,0 g de pétalas para 96

ml de etanol).



Em seguida, 1 mL das amostras desses extratos foram colocadas em tubos de
ensaio, sendo realizados testes independentes. Apés as aliquotas postas nos tubos, elas
foram misturadas as solugdes tampao de diferentes pH, variacdo das solucdes padrdo 1 a
12, seguindo a proporc¢édo de 1 ml de extrato para 2 ml de solugdo tampao (1:2).

As solucdes obtidas foram observadas conhecendo as coloragdes, comparando
com uma sequéncia de solug6es de pH e por fim lidas no espectrofotdmetro a absorvancia

em comprimentos de onda de 380 nm, utilizando-se etanol puro como branco.

Por fim, foi exposto em uma tabela as absorvancias das solugdes de pH e elaborada

uma escala colorimétrica com as cores observadas nas amostras apds as misturas.

5.6 Avaliacdo da Atividade Fotoprotetora (AAF) in vitro

A metodologia empregada foi o método, também conhecido por método de
Mansur, mas inicialmente desenvolvido por Sayre e colaboradores (1979) que é um
método in vitro que relaciona a porcentagem ndo transmitida através de um substrato
contendo o protetor solar com o valor do FPS. Essa relagdo é ainda muito utilizada, nos
dias de hoje, e serve como base para pesquisas iniciais de fotoprotecdo. Ela determina o
FPS de formulacBes por meio da leitura espectrofotométrica de suas solugdes diluidas e

posterior tratamento matematico através de uma formula desenvolvida pelo mesmo

Essa metodologia utiliza o produto a ser analisado em solvente transparente ao
ultravioleta como metanol, etanol e o isopropanol, caso seja uma emulsdo, ou em éter se
for oleoso (MANSUR et al., 1986) para brancos de leitura. N&o pode ser empregada para
a avaliacdo de fotoprotetores contendo filtros fisicos, em funcdo da insolubilidade destes

nos solventes, comumente utilizados, como o etanol.

Por isso a determinagdo das medidas de absorc¢do ética das fracdes e extratos para
obtencdo dos espectros preliminares, FPS pelo método de Mansur e comprimento de onda
critico foram efetuadas in vitro. Por meio da leitura espectrofotométrica de filtros
organicos (quimicos) para os extratos das flores de I. indica, no espectrofotdmetro
Thermo Scientific Evolution 60® com lampada de xendnio, utilizando-se uma placa de
96 pocos de quartzo onde os espectros foram monitorados, na faixa de 290-320 nm, que
correspondem ao comprimento de onda de absor¢do UVB, considerada a regido de maior
incidéncia durante o dia em que as pessoas estdo expostas por mais tempo (DUTRA et.
al., 2013).



Cada extrato foi diluido com alcool etilico 96 °GL até obtencdo da concentracdo
de 0,2 puL/mL de protetor por mL de solvente. O teste foi feito em duplicatas
independentes e o0s extratos secos foram diluidos em etanol absoluto, obtendo
concentracOes de 5, 25, 50 e 100 mg/L. Sendo realizada as leituras da absorbancia em

espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda de 290 a 320 nm em intervalos de 5 nm.

O branco utilizado nas analises foi o alcool etilico 96 °GL e como controle
positivo foi utilizado o metoxicinamato de octila que é um produto indicado para se
utilizar na preparacdo de protetores solares, filtros solares e bloqueadores solares ele
também é um efetivo absorvente UV-B liquido soltvel em Gleo e estando presente nas

formulacdes de protetores solares sintéticos utilizados.

O Fator de Protecdo Solar (FPS) determinado in vitro, foi calculado por
espectrofotometria, através de solucdes diluidas que contém o filtro solar. E, o célculo do
FPS foi obtido por meio de uma equacdo que leva em consideracdo a leitura
espectrofotométrica da amostra, intensidade da luz solar no comprimento de onda
analisado entre outros parametros seguindo a equacdo matematica (Equagédo 2) cujos

calculos foram realizados em Excel:

320
FPS=CFxY EE(A)*I(A)*Abs(A) - (2)
290

Onde:

CF = ¢ o fator de correcdo igual a 10. Determinado de acordo com dois protetores solares
conhecidos de tal forma que um creme contendo 8% de homossalato resultando no FPS
4,

y 320 & asoma dos resultados de cada comprimento de onda de 5 em 5 nn;
EE (A) = ¢ o efeito eritematdgeno da radiacdo solar em cada comprimento de onda A;
I (A) = ¢ a intensidade da luz solar no comprimento de onda A;

Abs (1) = é a leitura espectrofotométrica da absorbancia da amostra em cada comprimento
de onda.

O efeito eritematogénico presente na equacdo acima pode ser definido como
primeira reacdo eritematosa perceptivel com bordas claramente definidas, observadas

entre 16 e 24 horas ap0s a exposicao a radiacao ultravioleta (ANVISA, 2012). A



intensidade desse efeito depende do tempo de exposicdo, do comprimento de onda da
radiacdo e da intensidade da luz incidente (SCHULZ, 2006).

Além disso, foram calculados previamente por Sayre e colaboradores (1979),

EE (A) = I(A), de acordo com a Tabela 2:

Tabela 2 — Efeito eritematogénico e intensidade da radiacéo

Comprimento de EE ()*1()
onda ()

(nm)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1,0002

Fonte: MANSUR et. al., 1986.

Os dados obtidos foram analisados utilizando os resultados foram comentados

posteriormente.

5.7 Avaliacdo da Toxicidade por meio bioensaio com Artemia salina dosextratos

etandlicos das flores de salsa-brava (1. indica)

O ensaio de toxicidade sobre artemia salina (50 mg) foi realizado através da
adaptacdo da metodologia de Meyer et. al. (1982), preparando-se uma solu¢do com sal
marinho na concentracdo de 30 g.Lt. O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio de
solucdo 0,1 mol.L* de NaOH. Esta solucéo foi utilizada para eclosdo dos ovos de Artemia
salina sob iluminacdo artificial e foram incubados por 48 horas para que houvesse a

eclosdo das larvas (metanauplios) com aeracéo entre 25 °C a 30 °C (Figura 35).



Figura 35 — Recipiente contendo cistos de artemia salina (A) durante um periodo de 48h,

submetidos a iluminacéo artificial e eclosdo da larvas para ecloséo (B).

A - Recipiente incumbatério
para os ovos

B - Eclosdo das larvas de A. salina no recipiente C - Artemia salina Leach
apos 48 horas

Fonte: AUTORA, 2017.

Apos este procedimento foi avaliado a letalidade das amostras do extrato etanélico
das flores I. indica as larvas sendo o bioensaio realizado em duplicata independentes. Para
as analises foi medido, em um béquer, 7 mg do extrato, balanca analitica de precisdo e
dissolvidas em solucdo com 7 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) 1% para preparacdo da

“amostra-mae”. Em outro béquer foi adicionado 10 mL da solucdo salina.

As solug6es foram homogeneizadas e o volume completado para 5 mL com agua
salinizada filtrada (Agua do mar e &gua destilada 1:1) a pH = 8,0. Destas soluc¢Ges foram
retiradas aliquotas de 2500, 1875, 1250, 625, 250 e 125 pL que foram transferidas para
outros baldes de 5 mL e os volumes completados com o0 mesmo solvente (DMSO 1%),
em cinco tubos de ensaio foram obtidos as seguintes concentragdes de: 31,2; 62,5; 125;

250; 500 ppm para cada extrato.

Um grupo controle também foi preparado nas mesmas condi¢Ges sem a presenca
das fracOes do extrato. Esse primeiro grupo recebeu a solugéo controle (solvente e
tensoativos) e os cinco seguintes receberam as solucBes dos extratos em diferentes
concentracBes obtidas. Sendo feito controle positivo, também em duplicata apenas com
solucéo salina e as artemias (NASCIMENTO et. al., 2008).

As larvas foram transferidas para uma placa de Petri e depois adicionadas nos

tubos de ensaio. Assim, com 10 larvas de artemia salina foram transferidas para 2 tubos



de ensaio contendo a solucdo salina (apenas) e nos outros, 10 tubos, com a solugéo salina

mais DMSO e as amostras a serem testadas nas diferentes concentracoes.

As amostras foram submetidas a iluminacéo artificial durante 24 horas, apds este
periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas depois foram novamente
observados em 48 horas do inicio dos testes. E, sendo esta contagem, a avaliacdo da
toxicidade do extrato (Figura 36).

Figura 256 — Bioensaio com nauplios de artemia salina em concentrac@es diferentes do

extrato etanolico das flores de salsa-brava (I. indica)

Fonte: AUTORA, 2017.

Aos dados de porcentagem de larvas de artemia salina mortas, em relacdo ao
aumento da concentracdo do extrato etandlico das flores de I. indica, ajustou-se uma
equacgdo linear simples, a qual foi utilizada para estimar a concentracdo de extrato
responsavel por matar 50% das artemias valor representativo da dose letal mediana (DLso
ou LCsp). Utilizou-se método grafico de analise para obtencdo da DLso (dose letal do
extrato para 50% da populacdo). O teste foi acompanhado de um controle negativo,

somente com agua salina e larvas.

Com os valores obtidos, estimou-se a DL50% através do método de Analise de
Probitos, com 95% de intervalo de confianga utilizando-se o programa Epa Probit

Analysis Program, versdo 1.5.



6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a identificacdo dos metabolitos secundarios, foram obtidas por meio de

protocolos experimentais, desde a coleta até o extrato. Utilizando a metodologia de

Prospeccdo Fitoquimica Preliminar (PFP) citada por Matos (2009) e por Silva e

colaboradores (2010) que analisa a formacéo de precipitados, surgimento de coloracéo e

espuma para avaliacdo positiva de metabdlitos secundarios das classes de alcaloides,

terpenos/terpenoides e/ou compostos fenolicos nos extratos etanolicos de I. indica.

Os testes foram executados em duplicatas e os resultados (Tabela 3) obtidos na

triagem fitoquimica estabelecida conforme os seguintes parametros: Positivo = (+) e

Negativo = (-).

Tabela 3 — Resultados das analises fitoquimicas para reconhecimento dos metabélitos

secundarios distintos obtidos a partir da amostra de extrato etanélico das flores de I.

indica.

Metabdlitos Secundarios

Resultado do extrato etandlico
das flores Ipomoea indica

Saponinas

Cumarinas

Glicosideos cardiotonicos

+
+

Taninos

Hidrolisaveis

Condensados

Flavonoides totais

Antocianidinas

Antocianinas

Flavonas e xantonas

Leucoantocianidinas

Catequinas

Terpenos

Terpenoides

Triterpenoides/Esteroides

I B S o A A

Alcaloides

Reagente de Mayer

Reagente de Wagner

Reagente de Dragendorff

Fonte: AUTORA, 2016.

A partir dos resultados das andlises, expostos na Tabela 3, as classes de

metabolitos secundarios encontrados na amostra do extrato etanolico das flores de |I.

indica indicou a presenca de alcaloides, terpenos, aléem da classe dos



triterpenoides/esteroides, de compostos fendlicos, como, taninos condensados,
flavonoides  (flavonas,  flavonois, antocianinas, antocianidinas,  xantonas,
leucoantocianidinas e catequinas), glicosideos cardiotdnicos e cumarinas. Ja saponinas e
taninos hidrolisdveis ndo foram detectados pelos testes realizados. Além dos testes para

atividade antioxidante e fotoprotetora e acdo larvicidas e de toxicidade.

Diante dos resultados as discussdes sobre estes seguem nos topicos posteriores

sendo comparados e contrastados na literatura existente.

6.1 Resultado para o teste de Fendis e Taninos

Os taninos € a classe de substancias mais comum no reino Plantae sendo
frequentemente, encontrado em cascas de vegetais. Os taninos se classificam em
hidrolisaveis (pirogalico) e os condensados (catéquico). Além disso, podem ser
diferenciados baseando-se no seu comportamento no meio acido ou enzimatico a alta
temperatura, pois enquanto, hidrolisados os taninos hidrolisaveis liberam o agucar, e/ou

acido galico (Figura 37) ou &cido hexahidrodifénico, ou ambos.

Figura 267 — Reagdo em meio acido dos taninos hidrolisaveis
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Fonte: SOUSA, 2015.



Jaos taninos condensados sob as mesmas condicdes experimentais, terdo suas
ligacBes interflavonoidicas quebradas, e na presenca de ar, o carbocation formado se

transforma em antocianidina (Figura 38).

Figura 38 — Formacdo de uma antocianidina
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Fonte: ARAUJO, 2012.

Assim, no teste especifico para taninos com adicdo de agua e cloreto férrico
(FeCls) pois sua presenga causa 0 escurecimento de suas solugées. Os galotaninos (tanino
hidrossoluvel) e elagitaninos (tanino condensado) apresentam coloragdo e precipitados de
azulado ao preto em contato com sais férricos (SOUSA, 2015). Conforme Aradjo (2012),

0s taninos condensados apresentam precipitado verde-amarronzados.

A amostra das flores de I. indica apresentou a tonalidade verde- amarronzado sem
precipitado (Figura 39) indicando a presenca de taninos condensados (catéquico) e dos

fenodis mas negativa para taninos hidrolisaveis quando comparada com o teste controle.

Os taninos sdo soltveis em agua, mas tém relativa estabilidade de acordo com o
grau de polimerizagdo do composto. A proposicdo descrita na literatura, afirmam que
solucdes na presenca de taninos ocorrem precipitacdo com metais pesados, alcaloides,
glicosideos, gelatina e que em contato com sais férricos, pode ser feita a diferenciacéo de

taninos condensaveis e taninos hidrolisaveis (EVANS, 1996).

Do mesmo modo, como em outros fenois a amostra das flores de I. indica reagiu

com o cloreto férrico adquirido o tom marrom-esverdeado, o que indica a presenca de



taninos condensados. Isso se deve a quebra da ligacdo interflavanica dos taninos
condensados, em meio &cido, a quente, e em contato com o ar, forma uma antocianidina

e variando a coloragéo (Figura 39).

Figura 39 — Reacdo quimica para deteccao de taninos e fendis

Marrom-esverdeado

Fonte: AUTORA, 2016.

Estando os resultados de acordo com a literatura, que relata que “as plantas
costumam apresentar uma relacéo inversa para os tipos de taninos, onde se uma apresentar
alto teor para taninos condensados, provavelmente possuira baixo teor para hidrolisaveis”
(JORDAAN, 2013).

6.2 Resultado para o teste de flavonoides (flavonois, flavonas e xantonas)

Flavonas e flavonois séo tipos de flavonoides encontrados em flores e acredita-se
que auxiliam na localizacdo do pdlen e do néctar. Segundo Theunis et al. (2004), os
flavonois em uma flor, muitas vezes, formam padrdes simétricos de listras, pontos ou
circulos concéntricos chamados de guias de nectario. Tais padrées podem se conspicuos

a insetos para auxiliarem o local do pélen e do néctar.

As flavonas e os flavonois sdo protetores quimicos que absorvem luz em
comprimentos de onda mais curtos do que aqueles visiveis ao olho humano, protegendo
as células vegetais dos danos causados pela fotoxidacdo. Além dessa fungdo protetora,
esses dois flavonoides ainda funcionam como sinais atrativos para insetos como as
abelhas, que enxergam na faixa extrema do ultravioleta. Segundo Buer & Muday (2004)

as flavonas e os flavonois ndo estdo restritos as flores; eles também estdo presentes nas



folhas de todas as plantas verdes. Essas duas classes de flavonoides agem na protecédo das

células contra o excesso de radiacdo UV-B (280-320 nm).

O teste foi considerado positivo quando o produto da reagdo desenvolveu
coloracdo rdsea a vermelho intenso. Assim, apds a efervescéncia, o aparecimento ou
intensificacdo da cor vermelha indicou a presenca dessas subclasses flavonoides

(flavonois, flavonas e/ou xantonas livres).

Isso ocorre porque os flavonoides sofrem reducdo pelo hidrogénio liberado na
reacdo do magnésio (Mg) com o acido cloridrico (HCI) representada na equacao quimica
a sequir (Figura 40).

Figura 40 — Reacdo quimica para deteccao de flavonas, flavonois e xantonas

Réseo-avermelhado

Extraido de: AUTORA, 2016.

Dessa maneira, o extrato da flor I. indica ressalta a busca por espécies vegetais
ricas em compostos fenolicos, sobretudo flavonoides, tornou-se alvo de estudo de muitos
pesquisadores pela semelhanca entre esses compostos e os filtros quimicos, mostrando
uma intensa absorg¢do dos raios UV, além de exercerem atividade antioxidante (ROSA et.
al., 2008; NASCIMENTO et. al., 2009; PESSUTO et al., 2009).

6.3 Resultado para o teste de flavonoides (antocianidinas, antocianinas e
flavonais)

Outras subclasses relevantes de flavonoides sdo as antocianidinas e as
antocianinas. Sendo as antocianidinas sdo menos estaveis que as antocianinas. 1sso se da
pelo fato de que as antocianidinas também designados por proantocianidinas, se originam

por cisdo oxidativa (e ndo hidrolise) em alcool, a quente.



As antocianinas sdo pigmentos fenoélicos solUveis em agua, pertencentes a classe
dos flavonoides, responsaveis pelas varias nuances entre laranja, vermelho e azul,
exibidas pelas frutas, hortalicas, folhas, raizes e principalmente flores. Esses compostos
sdo glicosideos que, por hidrolise &cida, liberam agliconas também denominadas de
antocianidinas e, dentre as encontradas na natureza, apenas seis estdo presentes em
alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina, que
diferem entre si quanto ao numero de hidroxilas e grau de metilacdo, presentes em um

dos anéis da estrutura (anel B) (retornar a Figura 9).

A identificacdo das antocianidinas e antocianinas foram realizadas a partir da
comparacao da coloracdo da amostra do extrato etandlico das flores de I. indica na
presenca de em meio &cido e alcalino, visto que esses compostos possuem propriedades
anfoteros, ou seja, se comportam diferentes em meio &cido e alcalino (retornar a figura
25).

Os resultados a partir da observacdo da mudanca na coloracdo do material foram
avaliados consoantes a literatura descrita por Matos (2009) e os resultados expostos no
Quadro 1.

Quadro 1 — Alteragfes observadas na coloragcdo do meio avaliadas no teste para

antocianidinas, antocianinas e flavonoides.

Coloracéo do meio
Classes de substancias Acido Alcalino Alcalino
(pH 3,0) (pH 8,5) (pH 11)
Antocianidinas e Antocianinas Vermelho Lilas Azul purpura
Flavonois - - Ve[melho-
parpura

Fonte: MATOS, 1997.

Dessa forma, o teste determinou a presenca de antocianinas e antocianidinas nas
amostras do extrato etanolico das flores I. indica sendo importante para a verificacdo de
possiveis atividades antioxidante e uso de principios ativos para diversos empregos na

medicina.



Nos Ultimos anos, o interesse por esses pigmentos se intensificou uma vez que
pesquisas tém demonstrado que as antocianinas e suas respectivas agliconas sao
compostos bioativos e que, entre os varios outros efeitos fisioldgicos, possuem
capacidade antioxidante e propriedade antiinflamatoria, promovem vaso-dilatacdo, atuam
na prevencao da hiperglicemia, estimulam a secrecdo de insulina, melhoram a adaptacao
da visdo noturna e previnem a fadiga visual. Recentemente, Zhang, Vareed & Nair (2005)
constataram o efeito inibitério da cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina e
malvidina na proliferacdo de celulas humanas cancerigenas, originadas em diferentes

partes do corpo: estdmago, célon, mama, pulméo e sistema nervoso central.

6.4 Resultado para o teste de flavonoides (leucoantocianidinas, catequinas e
flavonas)

A classe das leucoantocianidinas pertence a familia dos polifendis naturais
pertencentes a classe dos bioflavonoides. Sua caracteristica marcante é a agdo
antioxidante hidrossollvel presente em sua estrutura que chega a ser mais forte que a
vitamina E. Sua acdo antioxidante se deve ao fato das leucoantocianidinas eliminarem

qualquer espécie de radicais livres envolvidas no processo.

A classe das catequinas é encontrada na sua forma natural em diversos alimentos,
mas sua fonte principal € no cha verde. Suas propriedades e caracteristicas estdo
relacionadas com a acdo antioxidante que “tem sido apontada como o principal fator
contribuinte na prevencdo e/ou no tratamento de diversas doencas cronico-degenerativas
incluindo o céancer, doencas cardiovasculares e diabetes” (SENGER; SCHWANKE;
GOTTLIEB, 2010, p. 295-296).

Para o teste das leucoantocianidinas, catequinas, flavanonas foi utilizado as
variagdes do pH entre 1 e 3 sempre observando as mudancas ocorridas na solugdo. Em
seguida a solucéo foi alcalinizada com solucéo basica NaOH até obtengédo de pH 11. Apds

esse processo a solucédo foi aquecida, observando a mudanca de coloracédo (Quadro 2).

Quadro 2 — Alteracfes observadas na coloracdo do meio avaliadas no teste para
leucoantocianidinas, catequinas e flavonas.

Coloracéo do meio

Classes de substancias Acido Alcalino




(pH 1,0 a 3,0) (pH 11)

Leucoantocianidinas Vermelho -
Catequinas Pardo-amarelado -
Flavonas - Vermelho-laranja

Fonte: MATOS, 1997.

A presenca de leucoantocianidinas, catequinas, flavanonas € indicada por
diferentes cores apresentadas apos esse procedimento. Sendo a coloracdo vermelha
quando se encontrava em solucdo 4&cida, ou seja, indicando a presenca de
leucoantocianidinas e amarelo a vermelho para as catequinas quanto no pH alcalino a

coloracdo vermelho-alaranjado indica as flavonas.

Cronquist (1981) afirma que plantas da familia na qual a espécie Ipomoea indica

possuem antocianinas aciladas, flavonoides, geralmente flavonas e flavanonas.

6.5 Resultado para o teste de Cumarinas

As cumarinas sao heterosideos que apresentam diversas propriedades, dentre elas
a do dicumarol que é anticoagulante, a dos furano-derivados com acdo sobre o vitiligo,
entre outras propriedades. As cumarinas puras sao fluorescentes, mas em meio alcalino,
forma-se o acido cis-o-hidroxicinamico que sob a acédo da radiacdo ultravioleta origina o
isdbmero trans, que é fluoerescente (sob a acdo da radiacdo ultravioleta possuem em geral
fluorescéncia azul e alguns derivados ja & luz natural; em meio alcalino torna-se verde ou
desaparece). E, com a adi¢do de solugdo alcalina ha formagéo de condensado na nuance

amarelo a parda (Figura 41).

Figura 41 — Reacgdo quimica para deteccdo de cumarinas



OH

0._.0 Luz oV
wNaOH 'sol. alcodlica (:(/‘ Z CO,H

cumarina

Fonte: AUTORA, 2016.

Esses heterosideos fenolicos simples correspondem a substancias com pelo menos
um anel aromaético, no qual, ao menos um hidrogénio é substituido por uma hidroxila
(GAMA, 2011; MANZO, 2016).

Assim, o aparecimento de coloragdo amarela indicou resultado positivo para a
presenca de cumarinas. Esses compostos exercem agdo antioxidante e anti-inflamatoria,

podendo ser agregados em cosméticos (MUNHOZ et al., 2012).

6.6 Resultado para o teste de terpenos/terpenoides

Os terpenos sdo um grupo de compostos organicos derivados da juncéo de varios
isoprenos (Figura 42), formam uma diversificada classe de substancias naturais, ou
metabolitos secundarios de origem vegetal, especialmente das coniferas, de férmula

quimica geral (CsHg)n.

Figura 42 — Estrutura molecular do isopreno
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Fonte: ARAUJO, 2010.

A cor marrom avermelhada indica a presenca de terpenoides. Esse fato pode ser

explicada pela anélise da reacdo de Liebermann-Burchard (Figura 43).



Reacdo de Liebermann-Burchard — Anidrido acético + acido sulfurico
concentrado. Cor vermelha que vira rapidamente para violeta, castanho e, por fim, azul

esverdeado.

Figura 43 — Reacéo de Liebermann-Burchard
(EtOH /H,S0,)
—H o
HO

Marrom-avermelhado

Fonte: WALL, 2005 (modificado).

A formacdo de cor marrom-avermelhado indicou a presenca de terpenos ou

terpenoides.

6.7 Resultado para o teste de triterpenoides

O grupo triterpenoides (Figura 44b) se difere da classe de terpenoides (Figura 44a)
apenas no namero de atomos de carbono na estrutura quimica do composto e no nimero

de unidade que véo formar o composto.

A formacgdo de cor marrom indica a presenca de esteroides. Além disso, a cor
parda até vermelha indica a presenca de esteroides estes também sdo de triterpenoides

pentaciclicos livres (Figura 45).

Figura 274 — Estrutura quimica de um terpeno (A — a esquerda) e um triterpeno (B —a
direita)



A - Estrutura de um terpeno B - Estrutura de um ftriterpenos

Fonte: ARDENGHI & SCHNEIDER, 2010.

A cor marrom avermelhada indica a presenca de triterpenoides pentaciclicos
livres. A reacdo se assemelha com a reacdo que ocorre com 0s terpenos mais de maneira

mais intensa ocorrendo esterifica¢do (Figura 45).

Figura 45 — Reagdo quimica para presenca de triterpenoide
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Extraido de: BOBBIO, 1989 (modificado).

6.8 Resultado para o teste de alcaloides

Os alcaloides constituem um grupo heterogéneo de substancias nitrogenadas,
geralmente de origem vegetal, de carater basico e que apresentam acentuada agédo

farmacologica em animais.



Esses compostos sdo encontrados nos vegetais predominantemente na forma
combinada, com acidos organicos, e em concentracdo menor, na forma livre. Nesta forma,
sdo insoluveis em meio aquoso e sollveis em solventes organicos como cloroférmio, éter
e benzeno; na forma de sal, a solubilidade é inversa (Figura 46). O grau de alcalinidade
que apresentam € variavel, dependendo da disponibilidade do par de elétrons do

nitrogénio, podendo revelar carater acido quando este € quaternario.

Figura 46 — Representacdo da solubilidade dos alcaloides
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- I'"'vl . — NH
Alcaldide na forma livre Sal de alcaloide
(solivel em solventes organicos) (solivel em agua)

Fonte: GAMA, 2010.

Usualmente, sdo detectados por meio dos reativos gerais de alcaloides (RGA),
com os quais formam turvacgdo a precipitacdo em meio &cido (SBF, 2009). Dessa maneira,
o0 teste da nuanca do extrato das flores de I. indica com cada reagente para avaliacao

positiva ou negativa de alcaloides foi feita da seguinte maneira:

Tubo 1 - Reativo de Bouchardat/Wagner: observando formacéo de precipitado de laranja

a vermelho intenso (Figura 47).

Tubo 2- Reativo de Dragendorff: observando formagéo de precipitado de coloragéo
alaranjada (Figura 47).

Tubo 3 - Reativo de Mayer: observando formacéo de precipitado branco ou leve turvacéo
branca (Figura 47).

Figura 47 — Coloracdo da amostra com os reagentes gerais de alcaloides (RGA)



Fonte: AUTORA, 2016.

O uso desses reagentes citados se deu pelo fato de todos possuirem em suas
composic¢des quimicas, o iodo que reagem com alcaloides formando complexos. O iodo
atua como um reagente universal, visto que ha exemplos de aplicacdo para varias classes
de substancias — ex.: aminodcidos, inddis, alcaldides, esterdides, psicotropicos,
lipidios. (JORK, FUNK, et al., 1990). Os tipos de rea¢Ges que poderdo ocorrer com 0

iodo sdo a formacédo de complexos em contato com esses compostos (WALL, 2005).

Na Farmacopeia Americana (2006) um teste com o clotrimazol para manchas do
analito aparecem com coloracdo alaranjada. Na monografia sobre clotrimazol possui um
teste de identificacdo que faz uso deste reagente, mas utilizando acido cloridrico no lugar
no acido acético (IBIDEM, 2006). Evidenciando o uso desde teste em outros paises e sua
confiabilidade.

Assim, nos trés verificou-se o resultado positivo para a presenca dos alcaloides.
Segundo Cronquist (1981) a familia da planta 1. indica apresenta frequentemente
alcaloides indolicos (especialmente do subgrupo ergolina), compostos cianogénicos,
além de &cido caféico e compostos relacionados, ndo apresentam iridoides.

Os alcaloides tropanicos, podem ser substancias isoladas em sua maioria de
plantas pertencentes a Familia Solanaceae (da qual pertence a flor estudada) sendo os
alcaloides tropanicos e os alcaloides pirrolidinicos envolvidos na participacao de



precursores comum na biossintese, da putrescina, diamina derivada da descarboxilacdo
do aminoécido ornitina (IBIDEM, 1981).

6.9 Resultado para o teste de saponinas

As saponinas podem ser encontradas de diversas formas como na alimentacdo
humana, como por exemplo, na pimenta. As saponinas quando encontradas no reino
vegetal se caracterizam quando uma planta estd sobre defesa, o seu metabolismo
secundario libera a substancia de saponina para a protecdo contra fungos (CASTEJON,
2011).

Elas se caracterizam por apresentar carater basico, neutro e acido. Esse carater
acido se deve ao fato da presenca de aglomeracdes de carboxila na aglicona ou na cadeia
de aclcares (Figura 48). J& no seu carater basico se deve a presenca de nitrogénio na
forma de amina. As saponinas sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos
(CASTEJON, 2011, p. 14).

Figura 48— Estrutura quimica das saponinas

 Sapogenina (ou genina)

Acucar + AGLICONA = Saponina

glicose
galactose
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Fonte: CASTEJON, 2011.

As saponinas em solucdo aquosa formam espuma persistente e abundante. Essa
atividade provém como nos outros detergentes, do fato de apresentarem na sua estrutura,
como ja referido, uma parte lipofilica, denominada aglicona ou sapogenina (Figura 50) e
uma parte hidrofilica constituida por um ou mais agucares (SIMOES et. al. 2001). Esses

compostos possuem propriedades detergentes e, no organismo humano, exercem



atividade antioxidante e acdo citotoxica atuando contra células tumorais (PEREIRA e
CARDOSO, 2012).

A espuma formada é estavel a agdes de acidos minerais diluidos, diferenciando-a
daquela dos sabBes comuns. Essa propriedade € a mais caracteristica desse grupo de
compostos, da qual deriva o seu nome (do latim sapone = sab3o) (SIMOES et. al. 2001,
p. 608). Assim, sdo facilmente encontrados na natureza principalmente em reino vegetal,

em alimentos que apresentem essa substancia quando misturada a agua forma espuma.

Apbs o procedimento, foram agitados a solucdo com a amostra do extrato
etandlico das flores de I. indica por alguns minutos e ndo foi observada a presenca de
espuma persistente e abundante, o que indica a auséncia de saponinas (Figura 49).

Figura 49 — Tubo de ensaio para teste de saponinas

Fonte: AUTORA, 2016.

Estando este resultado em conformidade com a literatura, que diz que no género
Ipomoea da qual a espécie se encontra raramente produzem saponinas. Quanto a
saponinas classifica-se como ausente, pois ndo teve a formacgéo de espumas persistente
(CRONQUIST 1981).

6.10 Resultado para o teste de Glicosideos cardiotdnicos

As plantas que contém estes glicosideos cardioténicos sdo fontes para a indUstria
na fabricacdo de medicamentos utilizados no tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva (BRAGA & KREIS, 1997). Glicosideos cardioténicos (Figura 50) sdo



principios ativos de origem animal ou vegetal, que aumentam a forca de contracéo do

coragéo.

Geralmente, o0s heterosideos sdo preferencialmente solGveis em &gua e
ligeiramente solGveis no etanol e cloroférmio. A polaridade da molécula depende da
presenca ou auséncia de hidroxilas suplementares, que determinam o grau de lipofilia e
de definem a farmacocinética dos heterosideos cardioativos. A digoxina € bastante
solivel em etanol. A presenca do anel lactonico nesses compostos torna a molécula fragil,
podendo a sua abertura em meio alcalino (GAMA, 2010; ROBBERS; SPEEDIE;
TYLER, 1997).

Figura 50 — Estrutura quimica dos Glicosideos cardiot6nicos
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Fonte: GAMA, 2010.

Para caracterizacdo desses compostos, usam-se reacdes que evidenciam
isoladamente partes da molécula do glicosideo, como: reacdes de caracterizacdo dos
esteroides (Pesez e Liebermann), reacdes relacionadas com o anel lacténico pentaciclico
(Baljet e Raymond) ou com desoxiagucares (Keller-Kiliani e xantidrol) (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997).

Os glicosideos cardiotonicos foram analisados pela reacdo de Keller-Kiliani
(SILVA et al., 2010) sendo adicionados acido acético glacial e de &cido sulfurico (H2SO4)
concentrado, contendo sais férricos na amostra do extrato etandlico das flores de I. indica,

conforme a reacdo e tonalidade, mostrada na Figura 51.



Figura 51 — Reag&o para glicosideos cardiotonicos

oll & B

Fonte: BACCHI, 2016 (modificado).

O teste foi considerado positivo (Figura 51) porque ocorreu a formacdo de um
anel vermelho pardo (formacdo de anel marrom) assim a presenca de glicosideos

cardiotdnicos, ou seja, indicou a presenca dos agucares.

Diante de todos os testes de prospeccéo fitoquimica as nuancas da amostra do

extrato etandlico das flores de 1. indica estdo apresentados seguir (Figura 52).

Figura 52 — Triagem fitoquimica preliminar (TFP) dos extratos etanolicos das flores de
l. indica

Fonte: AUTORA, 201.

Nota:

*A — Taninos e fenois; B — Flavonoides; C — Cumarinas; D — Saponinas; E — Terpenoides;
F — Triterpenoides; G — Alcaloides (R. Dragendoff); H — Alcaloides (R. Mayer) e | —
Alcaloides (R. Wagner).



6.11 Resultado da avaliacdo da atividade antioxidante pelo sequestro de radicais
DPPH

Apos os testes fitoquimicos que indicaram a presenca de compostos fenolicos na
amostra dos extratos etanolicos das flores de I. indica. E, sendo estes compostos, citados
por muitos na literatura como fator direto de sua concentracdo com a agédo antioxidante

em uma substancia.

Segundo Pannala et. al. (2001) a concentracdo de fendis totais e a capacidade de
sequestrar radicais livres dos extratos parece ser bastante significativa, visto que 0s
extratos com maior concentracao de fenois totais sdo justamente os extratos com maior

atividade antioxidante.

Dessa forma, quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, maior é sua
atividade antioxidante (AA) (ALVES et al., 2000). Assim, quanto maior a concentragdo
da amostra e menor a absorbancia, maior o consumo de DPPH (VASCONCELOQOS et. al,
2007; MORAIS et. al., 2009) (Figura 53).

Figura 283 — Mudanga na coloragdo de uma mesma amostra de extrato etanolicos das
flores de I. indica devido ao consumo de DPPH em funcgédo do tempo

Fonte: AUTORA, 2017

Nota:

* Tubo 1 — 0 minuto de reacdo da amostra com o DPPH (inicio da reacdo); Tubo 2 — 7
minutos de reacdo da amostra com 0 DPPH; Tubo 3 — 14 minutos de reacdo da amostra



com o0 DPPH; Tubo 4 — 21 minutos de reacdo da amostra com o DPPH; Tubo 5 — 28

minutos de reacdo da amostra com o DPPH.

De acordo com os resultados sugerem uma cinética de primeira ordem, uma vez
gue aumentando a atividade antioxidante também aumenta de maneira linear, conforme

a Equacéo 3.
v=k.[AA]?*

Diante das observacgdes e método efetivado verificou-se que a amostra de extrato
etanolicos das flores de 1. indica apresentou bom potencial em sequestrar radicais livres
por possui baixo valor de ICso (potencial antioxidante). Desta forma, uma pequena
quantidade de extrato foi capaz de decrescer a concentracdo inicial do radical DPPH em

50%, ou seja, inibir a oxidacdo do radical em 50%.

A medida que o DPPH foi reduzido por um antioxidante desaparece a banda de
absorcdo em 520 nm e a coloracdo roxa muda para amarela (Figura 54). O tempo para a
leitura das amostras foi de 30 minutos. E, uma das amostras foi verificada e registrada a

cada 7 minutos para observar a mudanca de cor da mesma.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante presente na amostra dos extratos etandlicos das flores

de I. indica em diferentes concentragdes (Tabela 4).

Tabela 4 — Determinacédo da Atividade Antioxidante pelo consumo de DPPH pela

amostra das flores de I. indica em diferentes concentragdes

Concentracéo da amostra Atividade 1Cs0
das flores de I. indica Antioxidante 1
(ng.mL™)
(ng-mL"™) (%)
0,5000 96,67
0,2500 46,39 0,2590
0,1250 23,90
0,0625 12,35
0,0312 8,900

Fonte: AUTORA, 2017.



O valor de ICso foi definido com a concentragio final em 2,22 pg.mL™ do extrato
presente na cubeta, requerido para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50%.
Isso significa que sdo necessarios 2,22 pg/mL da amostra de flores de 1. indica para a
reducdo de 50% do DPPH.

Foram feitas as leituras das absorvancias das solugdes, em duplicata, utilizando-
se etanol como branco. Sendo construida a curva padrdo de DPPH plotando-se o valor

médio das absorvancias obtidas x concentragdo da solugdo apos o intervalo de 30 minutos.

O potencial em sequestrar radicais livres foi expresso como concentragao final do
extrato necessaria para inibir a oxidacdo do radical DPPH em 50%, e os resultados sdo
descritos na Tabela 4 e grafico (Figura 54) refere-se a curva de calibracdo empregada para

0 experimento de DPPH. Esta curva também foi avaliada quanto a linearidade.

Figura 54 — Percentual da atividade antioxidante em funcdo da concentracdo do extrato

etanolico de flores de 1. indica para a reducdo de 50% do DPPH
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Fonte: AUTORA, 2017.

Ainda que a atividade antioxidante das amostras provenientes do extrato etanélico
de flores de I. indica tenha sido superior as convencionais, uma vez que apresentaram
menores valores para o parametro de I1Cso, ainda assim essa acdo foi inferior a atividade
antioxidante exercida pelo padrdo de vitamina C (ICso de 0,03 pg.mL™). Isso pode ser

justificado em virtude da vitamina C ser um padrao purificado e que os extratos etanolicos



das flores de I. indica apresentam inmeras substancias que contribuem para o efeito

antioxidante, como compostos fenolicos e flavonoides.

Considerando-se o conjunto dos resultados, amostras provenientes do extrato
etandlico de flores de I. indica estudadas apresentaram acgdo antioxidante e sugere depois

dos resultados uma cinética de reacéo de primeira ordem.

6.12  Resultado da variacdo do pH a partir dos extratos etandlicos das flores de
salsa-brava (I. indica)

As amostras apresentaram cores que variam do vermelho (pH &cido) até o amarelo
(pH basico). Os resultados quanto a coloracdo sendo correlacionados com as possiveis
estruturas das antocianidinas das amostras, nas duas concentracbes estudadas sdo
apresentadas na Figura 55.

Figura 55 — Coloracdo adquirida pelas amostras de extrato etanélico das flores de .
indica com variacdo de pH
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Fonte: AUTORA, 2016.



Os resultados quanto a absorvancia lida apds a mistura da solucdo tampao
padronizadas de pH de 1 a 12 com a amostra de extrato etandlico das flores de I. indica
em comprimentos de onda de 380 nm das mesmas e em duas concentragdes diferentes

dos extratos estdo dispostas na Tabela 5.

Tabela 5 — Leitura das absorbancias em 380 nm da mistura das solu¢Ges-tampao
padronizadas com o extrato etandlico das flores de I. indica

Solugdes Tampéo padronizadas Anélise do Extrato Etandlico das flores de I.
indica
Extrato 1 — Concentracéo de 3,0
pH Meio Concentracdo de 1,59 J
Absorbéancia Absorbancia
1 0.266 0.377
2 0.307 0.368
3 0.295 0.346
4 Acido 0.302 0.362
5 0.234 0.350
6 0.255 0.368
7 Neutro 0.270 0.364
8 0.264 0.381
9 0.611 1.301
10 Alcalino 1.276 1.801
11 0.484 1.780
12 0.430 0.599

Fonte: AUTORA, 2016.

Isso ocorre porque quando adicionados, frequentemente, &cidos ou bases fracas
ligam-se aos ions H" ou OH". Segundo Lima (2013) A ligacdo a estes ions, H" ou OH",
provoca uma alteracdo da configuracdo eletrdnica destes indicadores e,

consequentemente, altera-lhes a cor.



O extrato da flor (I. indica) mostrou-se um bom indicador de pH, modificando a
coloracdo da solucdo de acordo com o pH do meio e medidas de absorbancias em
comprimentos de onda de 380 nm. Além disso, para se medir o pH (potencial
hidrogenidnico) é usado escalas de colorimétricas para definir o grau de acidez ou
basicidade de uma solucdo. Assim foi sugerida uma escala de pH do extrato etandlico das
flores de salsa-brava (. indica) os quais denotam varios graus de acidez ou alcalinidade,
pH de 0 a 12 (Figura 56).

Figura 296 — Escala colorimétrica para variacdo do pH a partir dos extratos etanolicos

das flores de salsa-brava (I. indica)
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Fonte: AUTORA, 2016.

Corantes sdo dotados de propriedades halocrdmicas, ou seja, € a capacidade de
mudar de coloracdo em funcdo do pH do meio. Sendo classificados como um dos
indicadores de pH, também chamados indicadores acido-base. Estes compostos quimicos
quando s&o adicionados em pequenas quantidades, a uma solugéo, permitem conhecer se

a solucdo é 4cida, basica ou neutra.

Os indicadores podem ser naturais ou sintéticos, como, exemplo de indicadores
naturais, se destacam as antocianidinas, um tipo de antocianinas responsaveis por
coloragdes das plantas. No caso dos indicadores naturais, segundo VOLP et al. (2008)
trata-se quimicamente, das antocianinas que sdo glicosideos das antocianidinas, cujo
nucleo basico é o cation flavilium. Esse nicleo basico pode adquirir as seguintes cores
(Figura 56).

Figura 56 — Estruturas das antocianidinas em func¢éo do pH
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Fonte: GUIMARAES; ALVES; FILHO, 2012.

6.13 Resultado da avaliagdo da atividade fotoprotetora in vitro dos extratos
etanolicos das flores de salsa-brava (I. indica)

O método de Mansur (1986) foi escolhido para determinacéo do FPS, pois se trata
de um método rapido, reprodutivel e adequa-se facilmente as condi¢Bes dos extratos e
fracOes, ja que os mesmos sdo sollveis no solvente utilizado. Segundo SAYRE et. al.
(2008) os meétodos in vitro apresentam vantagens, como a rapidez de execucao, o custo

acessivel, a reprodutibilidade e a ndo exposi¢do do voluntario ao risco.

Quanto aos produtos com FPS mais altos, a correlacdo entre os métodos humanos

e espectrofotométricos € mais baixa, uma vez que a determinacdo do FPS humano dos



produtos esta sujeita a uma margem de erro (MANSUR et. al., 1986). Ou seja, 0s menores

comprimentos de onda mais altos os FPS.

Embora o teste tenha sido realizado in vitro, foi demonstrado que este método
correlaciona-se bem com os testes in vivo, porque relaciona a absorvancia da substancia
em questdo com o efeito eritematoscopico da radiacdo e intensidade da luz em
comprimentos de onda especificos entre 290 e 320 nm (Regido UVB) (Violante et. al.,
2009) (Figura 57).

Figura 57 — Perfil de média absorcao espectrofotométrica {[EE (A) * I(A)]*Abs} dos

extratos secos de . indica (290-320 nm).

0,7

0,6

0,5 /
Wo4 /

©
20,3
C

< 0,2
| -

(@]

80,1
<
0

E*I*Abs)

0 20 40 60 80 100 120

Concentragdes (mg/L)

Fonte: AUTORA, 2017.

O recomendado € a utilizagdo dos extratos vegetais como coadjuvantes aos filtros
sintéticos, e, nos casos, dos extratos das flores da Ipomoea indica, devido a sua atividade
fotoprotetora atuando como um efetivo para o preparo de um produto fotoprotetor nas

absorbancias encontradas na faixa de fotoprotecéo.

De acordo com a legislacdo brasileira, RDC N° 30 de 1° de junho de 2012
(BRASIL, 2012), um produto para ser utilizado em cosmeéticos fotoprotetores, deve
apresentar FPS de no minimo 6. Desta forma, ndo se justificaria a incorporacdo isolada

dos extratos analisados nestas preparagoes.

Os resultados por espectrofotometria in vitro, apresentam uma boa correlagéo para

0s protetores solares com filtros organicos do teste. Em relagé@o ao extrato comercial, foi



possivel observar que o valor do FPS das concentracdes de 5% e 10% ¢ diferente de zero
e crescentes, sendo relevantes fazer novos testes para a determinacdo do FPS. Segundo
Rai & Srinivas (2007); Springsteen et al. (1999) como medida da variagdo média dos
valores de FPS de cada ponto medido: < 10% indica que a amostra foi bem preparadae
> 10% indica que a amostra pode néo ter sido muito bem elaborada.

Figura 58 — Fator de protecdo solar (FPS) in vitro dos extratos secos de I. indica
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Fonte: AUTORA, 2017.

De acordo com Cabral, Pereira e Partata (2011), os filtros solares naturais
apresentam absorcdo consideravelmente baixa, o0 que se observado pelos dados obtidos

no presente estudo.

Os resultados obtidos demonstraram que os extratos puros quando analisados pela
sua capacidade fotoprotetora, apresentaram baixos FPS pois apenas em uma das

concentraces atingiu o esperado (Figura 57) e (Figura 58) pela legislacéo.

6.14  Resultado da avaliacdo do bioensaio de toxicidade com artemia salina dos

extratos etanolicos das flores de salsa-brava (I. indica)

Conforme a metodologia realizada em duplicata foi testada o extrato bruto das
flores de salsa-brava (l. indica) nas concentracdes de 31,2; 62,5; 125; 250; 500 ppm. Os
resultados dos ensaios nas concentracdes testadas podem ser visualizados na figura 59 e
Tabela 6.



A Tabela 6 apresenta o numero de 6bitos de A. salina ocorridos na presenca das

diferentes concentracdes das fracdes testadas sendo observadas apds 24 h e 48 h.

Tabela 6 — NUmero de Obitos de A. salina frente as fracOes testadas e suas respectivas

concentracOes do extrato etanolico das flores de salsa-brava (l. indica)

Amostras das Quantidade de A. | Quantidade de cistos de A. salina mortas
concentragoes salina expostos
(mg/mL)
24 horas 48 horas
Agua salina 20 0 0
(controle negativo)

0,5 20 19 20
0,25 20 19 20
0,125 20 15 20
0,0625 20 13 19
0,0312 20 10 19

Fonte: AUTORA, 2017.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sdo consideradas toxicas
substancias que apresentam valores de DLso ou CLso abaixo de 1000 ppm em artemia
salina (MEYER et al., 1982).

De acordo com a metodologia adotada e sugerida por Ramos et. al. (2007) que a
define, o teste utilizado, como um bom indicador de potencial citotoxico de extratos de

substancias.

Figura 59 — Taxas de mortalidade de artemia salina Leach. em funcéo das concentracdes

dos extratos em 24 horas (Gréafico 1) e 48 horas (Grafico 2).



Grafico 1 - Calculo DLS0 apos 24 horas.

Calculating LD50/LC50 using Probit Analysis

8,00

o=
=]
=

6,64
Wt e

nmoom
==
==
[ ]
Ll
[F5)
(Y=}
u
[=3]
=

Morta lity (%) in Probits
W
[=] (=]
[=] (=]

=
[=]
[=]

y =1,5105x+2,7027
R?=0,9277

=
=]
(=]

0,00

0,00 0,50 LoD 2,00 2,50 3,00

1,50
Loglld Dose
Grafico 2 - Calculo DLS0 apos 48 horas.
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Fonte: AUTORA, 2017.

O teste de toxicidade do extrato etandlico das flores I. indica frente a A. salina
apresenta alta letalidade, demonstrando que mesmo em baixas concentragdes se tem um

alto bioindicador de toxicidade, ou seja, elevada citotoxicidade.

A andlise gréafica (Figura 59) do bioensaio confere para o extrato etandlico das
flores de salsa-brava (l. indica) uma concentracdo letal (CLso) de 33,218 ppm, ja no
primeiro dia de observacao (24 horas), enquanto no segundo dia baixa ainda mais CLso
correspondendo a 31, 200 ppm ap6s dois dias (48 horas), assim sendo, motivo que
corrobora a observacgéo da alta toxicidade do extrato etandlico das flores de I. indica sobre

A. salina.



CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo quimica do extrato etandlico das flores de salsa-brava apresentou
metabdlitos secundarios satisfatorios para a maioria dos reagentes testados apresentando
alcaloides, glicosideos cardiotonicos, taninos condensados, triterpenos, terpenos,
cumarinas e flavonoides (flavonas, flavondis e xantonas). No entanto, saponinas e taninos
hidrolisaveis foram negativos.

Apos a avaliacdo fitoquimica das amostras do extrato etanolico das flores de 1.
indica que revelou dentre outros, a presenca de flavonoides e outros compostos fenélicos
tornou-se relevante para se sugerir uma escala de pH construida a partir das colora¢fes

obtidos de solugbes diferentes pH.

Os testes da avaliagdo antioxidante pelo método de sequestro de DPPH sendo
estabelecida uma cinética de primeira ordem. Quanto ao de toxicidade pelo bioensaio
com a artemia salina se detectou altos indices de letalidade para baixas concentracdes do

extrato verificando assim um bom teor toxico.

A investigacdo da avalicdo fotoprotetora do extrato de flores secas de 1. indica foi
determinado pelo fator de protecéo solar in vitro por meio de método espectrofotométrico
mas revelou-se que o extrato etanolico possui baixa FPS sendo analisado isolado. Agora,
0 mesmo sendo analisado junto com produtos ja credenciados no mercado ele pode

indicar um bom intensificador desse fator.

Assim, o estudo permitiu para a verificacdo das atividades biologicas como:
citotoxica, antioxidante e citoprotetora da planta representando uma contribuicdo para o

conhecimento quimico da espécie.

Com base nos resultados que foram obtidos deste trabalho permitem vislumbrar a
continuidade do estudo fitoquimico desta espécie, visto que 0 mesmo possui diversas
classes de substancias, algumas com estruturas diversificadas e atividades bioldgicas

ainda nao descritas.

Assim, a pesquisa viabiliza aquisicdo de informagGes possibilitando a
disseminacdo do conhecimento fitoquimico, ainda ndo descritos na literatura, a cerca da

espécie e contribui para pesquisas futuras sobre a mesma.
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