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RESUMO

Os produtos naturais sdo a base para o desenvolvimento de um grande numero de
drogas, e o interesse crescente de estudos de farmacos a partir de produtos naturais
deve-se a falha das drogas farmacéuticas. A espécie Vachellia farnesiana (sin. Acacia
farnesiana) pertence a familia Fabaceae (Leguminosae) € a terceira maior familia de
angiospermas com 751 géneros e 19500 espécies. Dentre os metabdlitos secundarios
ja identificados em espécies de Acacia podem ser citados terpenoides, fitosterois,
saponinas, flavonoides e taninos. Desta forma, o objetivo principal deste trabalho foi
o estudo do perfil fitoquimico e avaliagao da toxicidade, atividade antioxidante e teor
de flavonoides totais dos extratos etandlicos das folhas (EEF e EEFsoxniet ) € do caule
(EEC) de Acacia farnesina, coletada na regiao do Delta do Parnaiba-PIl. A analise do
perfil fitoquimico por cromatografia em camada delgada (CCD) indicou a presencga de
compostos de natureza terpenoidica, agucares, flavonoides e cumarinas. Os testes
fitoquimicos indicaram a presenca de constituintes das classes dos flavonoides,
esteroides livres, cumarinas e alcaloides. O EEF (DLso = 8,3 mg mL"") e EEC (DLso =
21 mg mL") ndo apresentaram toxicidade frente a Artemia salina. Apesar do teor de
flavonoides totais encontrado no EEF ser maior (71,85 ER/g extrato) do que o teor
obtido para o EEC (21,65 ER/g extrato), o percentual de atividade antioxidante,
utilizando o radical DPPH, do EEC foi maior (aproximadamente 90% a 625 ug mL™"),
comparavel ao padrdo Trolox®. Isso se deve a presenga majoritaria de flavonoides
glicosilados ou mono-hidroxilados no EEF, uma vez que esses compostos conferem
baixo potencial antioxidante ao extrato. Este é o primeiro relato do perfil fitoquimico
do EEC de V. farnesiana, o que contribui para o conhecimento quimiotaxénomico

desta espécie.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios. Antioxidante. Flavonoides Totais



ABSTRACT

Natural products are the basis for the development of a large number of drugs, and the
growing interest in studies of drugs from natural products is due to the failure of
pharmaceutical drugs. The species Vachellia farnesiana (sin. Acacia farnesiana)
belongs to the Fabaceae family (Leguminosae), the third largest angiosperma family
with 751 genera and 19500 species. Among the secondary metabolites already
identified in Acacia species are terpenoids, phytosterols, saponins, flavonoids and
tannins. Thus, the main objective of this work was the study of the phytochemical
profile and evaluation of the toxicity, antioxidant activity and total flavonoid content of
ethanolic leaf extracts (ELE and ELEsoxnet) and stem (ESE) of Acacia farnesina,
collected in the region of the Parnaiba-Pi Delta. Analysis of the phytochemical profile
by thin-layer chromatography (TLC) indicated the presence of terpenoid compounds,
sugars, flavonoids and coumarins. Phytochemical tests indicated the presence of
constituents of the flavonoid, free steroid, coumarin and alkaloid classes. The ELE
(DLso = 8,3 mg mL") and ESE (DLso = 21 mg mL-") were not toxic to Artemia salina.
Although the total flavonoid content found in the ELE was higher (71,85 ER/g extract)
than that obtained for ESE (21,65 ER/g extract), the percentage of antioxidant activity,
using the DPPH radical, of ESE was higher (approximately 90% to 625 ug mL™"),
comparable to the Trolox® standard. This is due to the majority presence of
glycosylated or monohydroxylated flavonoids in the ELE, since these compounds
confer low antioxidant potential on the extract.This is the first report of the
phytochemical profile of the ESE of V. Farnesiana, which contributes to the

chemotaxonomic knowledge of this species.

Keywords: Secondary metabolites. Antioxidant. Total Flavonoids.
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1 INTRODUGAO

Segundo Fialova et al., (2017) as plantas medicinais sao fontes de compostos
biologicamente ativos de interesse cientifico e farmacéutico para o tratamento de
diversas doengas infecciosas. No Brasil, o sistema publico de saude Brasileiro
comegou a prover para a populacao, desde 2007, fitoterapicos derivados de plantas
nacionais. Em 2009, o Ministério da Saude publicou uma Relag¢ao Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse para o Sistema Unico de Saide — RENISUS, com o objetivo
de encorajar o uso de terapias complementares no SUS, assim como promover
pesquisas em plantas medicinais e estabelecer o uso correto e seguro das mesmas
(MARMITT et al., 2018).

Dos medicamentos prescritos, 25% séo de origem de plantas, 25% de animais
e 10% séo de microorganismos. Desta forma, os produtos naturais sao a base para o
desenvolvimento de um grande numero de drogas. Atualmente, ha um interesse
crescente de estudos de farmacos a partir de produtos naturais devido a falha das
drogas farmacéuticas e em virtude da presenca de metabdlitos em espécies vegetais
qgue as conferem atividades biolégicas (PADMAVATHY e SARAVANAN, 2017).

Além disso, existe um numero consideravel de pesquisas que tratam sobre a
atividade dos produtos naturais contra diversas doencas. Nos ultimos 30 anos, muitos
farmacos desenvolvidos para o tratamento de cancer ou doencas infecciosas
derivaram de produtos naturais (REN; WANG; ZAO, 2017). Zacchinno e
colaboradores (2017) relataram o potencial de polifenois e terpenoides como
adjuvantes para a atividade antibacteriana. Metabdlitos secundarios, incluindo
flavonoides, cumarinas, quinonas, saponinas, alcaloides e terpenoides mostraram-se
efetivos para o tratamento da doenga de Parkinson (ZHANG et al., 2017).

A espécie Vachellia farnesiana (sin. Acacia farnesiana) pertencente a familia
Leguminosae (Fabaceae), a terceira maior familia de angiospermas com 751 géneros
e 19500 espécies, tem uma distribuicdo global, abrangendo os biomas de clima
temperado, tropical, arido, seco e savanas, se desenvolvendo bem em solos
considerados nado propicios (BRUNEAU et al., 2013).

Segundo Guzzi (2012), no seu trabalho de compilagéo de espécies que fazem
parte da biodiversidade do Delta do Parnaiba, a espécie Vachellia farnesiana, também
encontrada em Parnaiba, é utilizada como planta medicinal, porém, Guzzi (2012) ndo

relatou as atividades medicinais que esta espécie apresenta, o que mostra a
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necessidade de investigagdo dos constituintes fitoquimicos de tal espécie, bem como
a avaliagdo do seu potencial antifungico, citotoxico e antioxidante, como forma de
analisar, identificar os seus metabdlitos secundarios e correspondentes potenciais
bioldgicos.

Diante disso, fica claro o quanto a quimica de produtos naturais contribui
substancialmente para o desenvolvimento da ciéncia na busca de potenciais
terapéuticos que podem levar a cura de muitas doencas. Nesta perspectiva, este
trabalho visa o estudo quimico-farmacolégico da espécie Vachellia farnesiana,
contribuindo desta forma, para a valorizagao da biodiversidade na regido do Delta do

Parnaiba-PI.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A QUIMICA DE PRODUTOS NATURAIS (QPN) NO BRASIL

Desenvolvidos tanto nas civilizagbes ocidentais quanto nas orientais, os
produtos naturais foram, por muito tempo, utilizados para o alivio de doencas pela
ingestao de ervas, como também para conservagado de mumias ou até mesmo para a
pintura de corpos. Logo, pouco a pouco, se tornou comum o abastecimento dos navios
expedicionarios com um grande numero de especiarias levadas para prover as
cidades com esses produtos que possuiam grandes utilizagdes (PINTO et al., 2002).

Ao longo dos anos essas especiarias comegaram a ser exploradas nos préprios
territorios, e o Brasil, com seu vasto litoral e uma grande area detentora de uma
espléndida fauna e flora, foi um desses territorios explorados. Com isso, através dessa
exploracgéo e convivéncia do homem civilizado com os nativos que foram descobertas
as diversas aplicagbes das espécies vegetais, de total conhecimento dos povos
indigenas. Essa convivéncia contribuiu significativamente no conhecimento de
substancias que eram toxicas ou que tinham propriedades medicinais (VIEGAS JR et
al., 2006).

A Quimica de Produtos Naturais (QPN) é uma das areas mais antigas dentro
da Quimica Orgénica, e visa o estudo e caracterizacdo de substancias obtidas
naturalmente, ou seja, sintetizadas a partir do metabolismo secundario de plantas,
microrganismos e animais marinhos, com maior destaque o estudo da quimica das
plantas ou fitoquimica. Os produtos naturais ganharam espac¢o devido ao seu
importante uso na medicina, visto que as suas propriedades farmacoldgicas estao
relacionadas aos seus principios ativos (BERLINCK et al., 2017).

Um pesquisador com grande destaque na QPN no Brasil, que impulsionou
significativamente essa subarea da Quimica Organica, foi Otto Richard Gottlieb, um
dos pioneiros do estudo da fitoquimica no Brasil (CAPARICA, 2012). Segundo Pinto
et al. (2002), Otto Gottlieb disseminou a QPN por todo pais objetivando a formagéo
de grupos de pesquisa e o desenvolvimento de trabalhos na area da QPN. Com isso,
o crescimento dos estudos no ramo da QPN no Brasil foi significativo, e dentre as
linhas de pesquisa, as que mais se destacam no pais com maior numero de
pesquisadores cadastrados e resumos apresentados sao a fitoquimica e a atividade

bioldgica.
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Segundo os autores Falkenberg, Santos e Simdes (2007), esses estudos
fitoquimicos auxiliam na identificagcdo de constituintes quimicos de espécies vegetais
ou na avaliacao da presenca destes principios ativos. Estes principios ativos contidos
nas drogas vegetais, sdo chamados de metabdlitos secundarios, ou especiais, assim
definidos por Gottlieb et al., (1996 apud SANTOS, 2007, p. 404) por serem sintetizados
pelo metabolismo primario dessas plantas e por atuarem na protecédo contra insetos,
doencas e pragas. Esses metabdlitos apresentam atividades biolégicas que oferecem
diversos beneficios para a saude humana.

Em virtude dessas atividades bioldgicas, as plantas medicinais, como fontes de
compostos biologicamente ativos de interesse cientifico e farmacéutico, podem ser
utilizadas hoje na produgéo de farmacos a partir da identificagdo de principios ativos
que sao eficazes para o tratamento de doencgas infecciosas que acometem os seres
humanos (FIALOVA et al., 2017). Além disso, muitas dessas espécies vegetais
conferem uma grande variedade de metabdlitos que sequer foram identificados ou
avaliados quanto ao seu potencial farmacolégico. Assim, o estudo fitoquimico tem
crescido significativamente visando a descoberta de novos constituintes com
atividades bioldgicas que possam ser utilizadas na produgédo de medicamentos menos
toxicos, ou seja, que nao apresentem tantos efeitos adversos e sejam mais eficazes
(MONTANARI e BOLZANI, 2001; MOTA, 2016).

No Brasil, o sistema publico de saude brasileiro prové para a populacao, desde
2007, fitoterapicos derivados de plantas nacionais. Em 2009, o Ministério da Saude
publicou uma Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema
Unico de Saude — RENISUS, com objetivo de encorajar o uso de terapias
complementares no SUS, assim como promover pesquisas em plantas medicinais e
estabelecer o uso correto e seguro das mesmas (MARMITT et al., 2018).

Dos medicamentos prescritos, 25% séo de origem de plantas, 25% de animais
e 10% sao de microorganismos, 0 que mostra com clareza como os produtos naturais
sdo a base para o desenvolvimento de um grande numero de drogas. Atualmente, ha
um interesse crescente de estudos de farmacos a partir de produtos naturais devido
a falha das drogas farmacéuticas (PADMAVATHY e SARAVANAN, 2017).
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2.2 CONSIDERAGOES TAXONOMICAS DA ESPECIE

Devido a grande diversidade de espécies, existe a demanda pelos bidlogos de
um sistema de classificagdo, a fim de reconhecer todas essas entidades de seres
vivos e classifica-los hierarquicamente na natureza. Dessa forma, estes seres podem
ser identificados, realizando a comparagao com outra espécie ja descrita na literatura,
ou classificados, na qual essa espécie sera estudada e posicionada em uma categoria
especifica em um sistema hierarquico. Segundo Mentz e Bordignon (2007, p.212) “A
classificagao é feita apenas uma vez para cada ser vivo, ou poucas vezes, quando
evidéncias posteriores obrigam sua realocagao em outra categoria taxonémica.”

Nesse sentido, a taxonomia € a ciéncia da identificacdo de espécies, sendo
extremamente necessaria e imprescindivel em diversos estudos, visto que ela trata
da biodiversidade de diferentes areas, facilita e da suporte a trabalhos que dependem
de informacgdes sobre o acervo vegetal presente em uma determinada localidade
(BICUDO, 2004).

2.2.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae ou Leguminosae compreende uma das maiores familias de
angiospermas dicotiledoneas com cerca de 650 géneros e aproximadamente 18.000
espécies pelo mundo, mais precisamente nas regides tropicais ou subtropicais. Essa
familia esta geralmente associada tanto a serras montanhosas e solos arenosos
quanto a ambientes umidos ou aquaticos, podendo chegar a grandes arvores ou a
pequenos arbustos (OLIVEIRA, 2017).

Além disso, a familia Fabaceae € uma das quatro familias da ordem Fabales,
representada por plantas herbaceas ou arbustos, estda subdividida em trés
subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e Faboideae. Os principais géneros de
Mimosoideae sao Acacia, Albizia, Archidendron, Entada, Mimosa e Pithecellobium
(LACAILLE-DUBOIS et al., 2011). Segundo Andrade (2003) a subfamilia
Mimosoideae, na qual pertence a espécie Vachellia farnesiana, € a menor dentre as
trés e geralmente é encontrada nas regides tropicais, a menor delas possuindo cerca
de 40 géneros com aproximadamente 2.800 espécies dos quais se destacam os

géneros Acacia e Mimosa.
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2.2.2 Género Acacia

O género Acacia (sin. Vachellia), pertencente a subfamilia Mimosoideae
(Fabaceae) encontra-se nas regiées mais quentes e aridas do mundo com mais de
1350 espécies (SEIGLER, 2003). Foi determinado em 1754 por Philip Miller, e seu
nome deriva do grego Akakia que se refere a espinhos, deixando evidente uma das
caracteristicas principais das espécies deste género. Geralmente se apresentam
como arvores, arbustos ou trepadeiras com bastantes espinhos nos caules e ramos,
e folhas caracteristicamente em forma de laminas (ANDRADE, 2003).

Recentemente, houve a segregacdo deste género, que passou a incluir
algumas espécies no género Vachellia, sendo posteriormente usado e descrito por
diversos autores. Segundo Machado, Marchiori e Siegloch (2016) este género
compreende atualmente 163 espécies, com grande parte de origem americana e

outras de origem australianas.

2.2.3 Vachellia farnesiana (L.) WIGHT & ARN.

A espécie Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn. foi primeiramente descrita por
Linnaeus como Mimosa farnesiana L. e por muito tempo possuiu a nomenclatura de
Acacia farnesiana (L.) Willd em diversos trabalhos na area da botanica mesmo apés
a mudancga do seu género para Vachellia, a nomenclatura atual, que permitiu a
classificagao taxondmica (QUADRO 1) desta espécie (MARCHIORI, 2010).

Quadro 1 — Classificagcado taxondmica de Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn.

Vachellia farnesiana

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Mimosoideae
Género Vachellia
Nomes comuns Acéacia, Coronha, Esponjeira, Mimosa,

Coroa de Cristo
Fonte: Adaptado de Maslin B. R., (2018).
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Essa espécie de origem nas Antilhas e no norte da América do Sul (FIGURA
1), possui diversos nomes populares, dentre eles coronha, mimosa e esponjeira. Tem
como caracteristicas a copa baixa e espinhos por toda extensao do tronco e ramos.
Seu tronco com cerca de 1 a 7 m, geralmente tortuoso carrega folhas bipenadas.
Possui flores de cor amarela com aroma caracteristico, podendo ser utilizado em
perfumaria, € uma vagem preta, lisa e curvada contendo as sementes (SILVA et al.,
2012).
Figura 1 - A espécie Vachellia farnesiana (L.) WIGHT & ARN.

Fonte: Autoria propria, (2018).

2.3 METABOLISMO VEGETAL

Os organismos em geral necessitam das atividades de um grande numero de
compostos organicos para a sobrevivéncia, crescimento e reprodugao, e todo esse
conjunto de reag¢des quimicas que ocorrem nas células, como o armazenamento de
energia e construgdo de tecidos, sdo denominadas metabolismo. Muitas dessas
reagdes necessitam de enzimas especificas para garantir os processos cataliticos ou
as vias metabdlicas essenciais para a obtengao de produtos que servirdo para outros
processos reacionais (DEWICK, 2009). Assim, esses produtos, ou compostos,
quimicos que sao formados, degradados ou transformados sao denominados
metabdlitos e se dividem em dois grupos: os metabdlitos primarios e os metabdlitos
secundarios (SANTOS, 2007).
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2.3.1 Metabolitos primarios

Os organismos variam muito quanto a capacidade de sintetizar e transformar
os metabdlitos. Por exemplo, as plantas s&o muito eficientes na sintese de compostos
organicos via fotossintese, enquanto outros organismos, como os animais, obtém
através da sua dieta, por exemplo, consumindo plantas. Apesar das caracteristicas
extremamente variadas, a sintese de carboidratos, proteinas, gorduras e acidos
nucléicos é semelhante em todos os organismos, com algumas pequenas variagoes.
Todos esses metabdlitos citados sao essenciais para a vida dos organismos e séo
geralmente descritos como metabdlitos primarios (DEWICK, 2009).

Nas plantas, ao metabolismo primario estdo associados todos os processos
fotossintéticos que originam a formacgao de acidos carboxilicos do ciclo de Krebs, a-
aminoacidos, carboidratos, acido graxos, proteinas e acidos nucléicos, todos
envolvidos nos processos Vvitais, conferindo fungdo estrutural, plastica e de
armazenamento de energia (ALMEIDA, 2017). No entanto, é fundamental realgar que
os metabdlitos primarios sao os grandes precursores dos metabolitos secundarios, de

que tratam o presente trabalho.

2.3.2 Metabolitos secundarios

Em contraste com as vias metabdlicas primarias, que sintetizam e degradam
compostos comumente encontrados nos organismos, existe uma via metabdlica
secundaria responsavel por compostos que tem uma distribuicido limitada na natureza.
Esses compostos sdo chamados metabdlitos secundarios e ndo séo necessariamente
produzidos sob quaisquer condigdes, e na grande maioria dos casos a fungao destes
compostos e seus beneficios para o organismo ainda nao sao conhecidos (DEWICK,
2009).

Os metabdlitos secundarios fornecidos pelo reino vegetal, sdo utilizados pelas
plantas para a defesa, ndo estando relacionados ao seu crescimento e
desenvolvimento. Segundo Vizzotto, Krolow e Weber (2010), a sintese de metabdlitos
apesar de ser possivel para qualquer planta, € mais comumente realizada por plantas
consideradas selvagens ou exdticas, visto que durante a sua evolugéo elas
desenvolvem mecanismos defensores para competirem com outras, como forma de

defesa ou sobrevivéncia, ou como atrativos para insetos polinizadores. Além disso,
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certos pesquisadores atribuem a sua origem e importancia ecolégica para a atuagao
medicinal nos seres humanos.

Fumagali et al.,, (2008) relatam que esses compostos secundarios sao
classificados em trés grupos quimicamente distintos: alcaloides, terpenos e
compostos fendlicos. Os alcaloides sdo compostos ciclicos contendo nitrogénio e
compreendem alguns derivados de aminoacidos. Estes aparecem geralmente em
vegetais especificos e suas atividades estdo relacionadas a atuagdo no sistema
nervoso humano (FIGURA 2).

Figura 2 - Estrutura basica de um alcaloide representado pela cafeina.

O
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cafeina

Fonte: Adaptado de Henriques et al., (2007)
Ja os terpenoides, conforme descreve Dewick (2009), sdo uma classe mais

variada de metabdlitos cuja férmula geral é (CsHs)n, sdo derivados do isopreno, e
assim formados a partir da sua justaposicdo sucessiva, dando origem a outros
terpenos, como os monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides (C15), diterpenoides
(C20), triterpenoides (C30), tetraterpenoides (C40), entre outros (QUADRO 2).
Geralmente volateis, eles sdo frequentemente constituintes de o6leos essenciais,
contribuindo para a atracado de insetos polinizadores e utilizados na fabricacdo de
perfumes e esséncias.

Os compostos fendlicos, compostos aromaticos com pelo menos um hidrogénio
substituido por um grupo hidroxila (-OH), conferem sabor, odor e cor ao vegetal,
servindo para a atracado de insetos e também visualmente atrativos para o homem
(VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). Em relagédo ao metabolismo secundario dos
vegetais, um dos grupos de compostos fendlicos mais importantes e diversificados
sdo os flavonoides, estando presentes em sua grande maioria nas angiospermas.
Conforme Zuanazzi e Montanha (2007, p. 579) os flavonoides apresentam a estrutura
basica mostrada na Figura 3, com a presencga de dois anéis fusionados (A e C), ligado

a um terceiro anel fenilico (B):
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[...] 2a maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono
em seu nucleo fundamental, sendo assim constituido de duas fenilas ligadas
por uma cadeia de trés carbonos entre elas. Nos compostos ftriciclicos, as
unidades sdo chamadas nucleos A, B e C e os atomos de carbono recebem
a numeragado com numeros ordinarios para os nucleos A e C e 0s mesmos

numeros seguidos de uma linha (') para o nucleo B.

Quadro 2 — Exemplos de terpenos, variando as unidades de isoprenos.

N° de Unid. Numero de atomos de carbono Nome ou classe

1 Isopreno
5 P P

2 M Monoterpenoides
10

3 W Sesquiterpenoides
15

4 MM Diterpenoides
20
6 30 WW Triterpenoides

Tetraterpenoides

40

n )\/w\)\/ Poliisoprenoides
n

Fonte: Adaptado de Simdes e Spitzer, (2007)

Figura 3 — Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeragao.

Fonte: Adaptado de Zuanazzi e Montanha, (2007)
Em suma, a presencga desses metabdlitos nas espécies vegetais pode conferir

atividades biologicas como a inibigdo do crescimento de microorganismos ou até
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mesmo a morte desses. Como exemplo, tem-se as infecgdes causadas por fungos,
as quais podem ser avaliadas as atividades de determinados metabdlitos contra esse
agente infeccioso. Além disso, o crescente aumento de uma resisténcia a antibiéticos
decorrentes do mau uso de medicamentos, justiicam o aumento de testes com
extratos de espécies vegetais que possam apresentar atividades fungicidas ou
fungistaticas (AMARAL e BARA, 2005; MARIATH et al., 2006).

2.4 APLlCACC)ES E ATIVIDADES BIOLOGICAS ENCONTRADAS EM ESPECIES
DO GENERO Acacia

Muitas espécies de Acacia sdo usadas para tratar tuberculose e pneumonia
devido as suas propriedades antibacterianas. Extratos etandlicos de espécies deste
género apresentam excelentes propriedades contra bactérias de alta resisténcia e de
crescimento rapido (McGAW et al., 2008). Dentre os metabdlitos secundarios das
especies de Acacia podem ser citados terpenoides, fitosterois, saponinas, flavonoides
e taninos (SEIGLER, 2003).

Os trabalhos ja publicados sobre a constituicdo quimica de Acacia farnesiana
que datam das décadas de 50-80 mostram que o 6leo da semente de A. farnesiana
contém percentuais significativos de acidos graxos insaturados - 13% de acido oleico
(1), 43% de &cido linoleico (2) e 54% de acido linolénico (3), além da presenca do
acido graxo coronarico (cis-9,10-epoxioctadec-cis-12-enoico) (4). Espécies de Acacia
contém o aminoacido nao proteico designado acido N-acetildjenkolico (5), que foi
isolado pela primeira vez da espécie Acacia farnesiana (GMELIN; KJIAER; LARSEN,
1962; SEIGLER, 2003).

O dleo essencial das flores de A. farnesiana é utilizado ha muito tempo pela
perfumaria, sendo uma espécie bastante cultivada nos paises tropicais e subtropicais
para este fim. O déleo essencial contém principalmente salicilato de metila (6) (47,5%),
p-anisaldeido (7) (17,3%) e geraniol (8) (9,8%), e, em menor propor¢ao, contém alcool
benzilico (9) (0,5%), linalol (10) (0,4%) e a-ionona (11) (0,4%) (FLATH et al., 1983).

Dentre os flavonoides, foi relatada a presenga de apigenin-6,8-bis-C--D-
glicopiranosideo  (12), guibourticacidina (13), canferol (14), canferol-7-6"-
galoilglicosideo (15), (+)-molisacacidina (16), miricetina-7-6"-galloilglicosideo (17),
naringenina-7-4,6-digaloilglicosideo (18), (-)naringenina-7-0O-B-d-[6-O-galoil]-
glicopiranosideo (19), quercetina-7-6"-galoilglicosideo (20) e rutina (21) (SEIGLER,
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2003). Trabalhos publicados com a espécie A. farnesiana nos ultimos 5 anos, somente
um relata a agdo de um constituinte quimico, o farnesol (22), um sesquiterpeno
presente no oleo essencial de A. farnesiana, como um fitoterapico protetor dos
pulmdes, mostrando a necessidade de mais estudos sobre a constituicdo quimica
desta espécie e seu potencial farmacoldgico. A Figura 4 mostra as estruturas dos
constituintes quimicos ja identificados ou isolados nas espécies do género Acacia.
(QAMAR et al., 2012).

Figura 4 — Constituintes quimicos isolados e/ou identificados em V. farnesiana.
(Continua).
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Fonte: Adaptado de Seigler, (2003) e PubChem, (2019).
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Figura 4 — Constituintes quimicos isolados e/ou identificados em V. farnesiana.
(Continua).
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Fonte: Adaptado de Seigler, (2003) e PubChem, (2019).
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Figura 4 — Constituintes quimicos isolados e/ou identificados em V. farnesiana.
(Continua).
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Figura 4 — Constituintes quimicos isolados e/ou identificados em V. farnesiana.

(Conclusao).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil fitoquimico, potencial antioxidante, teor de flavonoides totais e
a citotoxicidade do extrato etandlico das folhas (EEF) e do caule (EEC) da espécie
Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Coletar o material vegetal, folhas e caule, de Vachellia farnesiana, no municipio
de Luis Correia - P,

o Realizar a exsicata para a identificacdo e registro da espécie vegetal no
herbario da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar) — Campus
Ministro Reis Velloso;

o Obter o extrato etandlico das folhas (EEF e EEFsoxnet) € do caule (EEC) de
Vachellia farnesiana;

o Analisar qualitativamente o perfil fitoquimico do EEF e EEC de Vachellia
farnesiana;

- Avaliar o potencial antioxidante, teor de flavonoides totais e toxicidade do EEF
e EEC
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DA PESQUISA

O trabalho realizado é classificado como uma pesquisa explicativa, visto que,
segundo Gil (2017), nas ciéncias naturais esse tipo de pesquisa utiliza muitos métodos
experimentais como forma de identificacdo dos fatores que possam afetar ou
contribuir na ocorréncia dos fendmenos, além de explicar de forma empirica a razao
desses fendbmenos aproximando o conhecimento da realidade.

A abordagem qualitativa realizada a partir dos estudos fitoquimicos, segundo
Mascarenhas (2012), auxilia na descricdo do objeto estudado por seus dados

levantados serem analisados imediatamente.

4.2 COLETA DA ESPECIE

A espécie A. farnesiana foi coletada na regiao do Delta do Piaui no municipio
de Luis Correia — (coordenadas 2°53'26.2"S, 41°39'31.4"W). ApOs a coleta, foi feita a
exsicata da amostra vegetal para a determinagao inequivoca do género e espécie da
planta e posterior identificagéo e registro no herbario da Universidade Federal do Delta
do Parnaiba (UFDPar) — Campus Ministro Reis Velloso.

4.3 PROCEDIMENTO DA PESQUISA

4.3.1 Preparagao dos extratos

ApOs a coleta, as folhas e caule de V. farnesiana foram separados, secos a
temperatura ambiente, triturados e submetidos a extracdo com etanol a temperatura
ambiente, de forma a obter o extrato etandlico das folhas (EEF) e o extrato etandlico
do caule (EEC). Apds a extracdo, o solvente organico foi removido com auxilio do
evaporador rotativo modelo 801 da FISATOM, no Laboratério de Produtos Naturais
do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui — Campus Parnaiba,
e o rendimento dos extratos foi calculado pela Equacéao 1.

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100 Eq. 1
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Uma pequena parte das folhas secas foram submetidas a outro método
extrativo, sendo utilizado o aparato de Soxhlet, que € um sistema de refluxo o qual a
amostra ndo entra em contato direto com o solvente. Ao final obteve-se o extrato

etanolico das folhas extraido em Soxhlet (EEF soxhlet).

4.3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Aliquotas dos extratos etandlicos (EEF, EEC e EEFsoxnet) de Vachellia
farnesiana foram dissolvidas em metanol e submetidas ao método cromatografico em
cromatoplacas de aluminio com silica da Macherey-Nagel (MN) com indicador de
fluorescéncia. Os eluentes hexano/acetato de etila (8:2), e cloroférmio/metanol/agua
(65:30:5) foram utilizados como fase movel e as placas, apds o processo, foram
expostas a luz UV (A 254 e 365 nm) para observagdo do aparecimento de
fluorescéncia e em seguida reveladas com solugao de Ce(SOa4)2 (sulfato cérico) e

aquecidas em placa aquecedora.

4.3.3 Testes fitoquimicos para metabolitos secundarios

Os seguintes testes fitoquimicos foram realizados segundo a metodologia de
Matos (2009).

4.3.3.1 Preparo das solugdes das amostras

Os extratos etandlicos — EEF, EEC e EEFsoxniet (500 mg) foram dissolvidos em
50 mL da mistura EtOH/H20 (8:2). Cada teste foi realizado para cada extrato

individualmente, conforme descrito a seguir.

4.3.3.2 Testes para fendis e taninos

Em um tubo de ensaio, contendo a solugao hidroalcodlica do extrato, foram
adicionadas trés gotas de solugéo alcodlica de FeCls, apds agitagdo, observou-se a
possivel alteracdo na coloragcdo da solugdo. Uma variacdo de cor entre o azul e
vermelho é indicativo da presenca de fendis, quando o teste branco for negativo. A
formacéo de um precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos
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pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde, a presencga de taninos flobaténicos (taninos

condensados ou catéquicos).

4.3.3.3 Testes para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

O teste foi realizado em trés tubos de ensaio contendo a solug¢ao hidroalcodlica
do extrato, com controle do pH da solucdo. Em um tubo de ensaio, a solucéo foi
acidificada com HCI (1 mol L") a pH 3, no outro, alcalinizada como NaOH (10%) a pH
8,5 e no terceiro, a solugéao foi alcalinizada com NaOH (10%) a pH 11. Uma coloragéo
vermelha em meio acido, indica a presenca de antocianinas e antocianidinas ou de
chalconas e auronas. Uma coloragao lilas em meio alcalino a pH 8,5, indica a presenca
de antocianinas e antocianidinas. Uma coloragao azul-purpura em meio alcalino a pH
11, indica a presencga de antocianinas e antocianidinas. Neste meio, uma coloracao
amarela, indica a presenca de flavonas, flavonois e xantonas. A pH 11, uma coloragéo
vermelho-purpura, indica a presenca de chalconas e auronas, enquanto a coloragao

vermelho-laranja, indica a presencga de flavonois.

4.3.3.4 Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Em dois tubos de ensaio contendo a solugao hidroalcodlica do extrato, foi
acidificado ao primeiro, HCI (1 mol L") na faixa de pH entre 1 e 3, e ao segundo foi
alcalinizado com NaOH (10%) até pH 11. Os tubos foram aquecidos em banho-maria
durante 2-3 minutos. O aparecimento ou intensificagdo da cor indica a presenca de
constituintes especificados: Em meio acido, a cor vermelha indica a presenca de
leucoantocianidinas, a cor pardo-amarelada indica a presenga de catequinas (taninos
catéquicos); em meio alcalino, a cor vermelho-laranja indica a presenga de

flavononas.
4.3.3.5 Teste para flavonois, flavanonas, flavononois e xantonas
Em um tubo de ensaio contendo a solucdo hidroalcodlica do extrato, foi

adicionada uma fita de magnésio e 0,5 mL de HCI concentrado. Apds o término da

reacao, indicado pelo fim da efervescéncia, observou-se a coloragao resultante. O
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aparecimento ou intensificacdo da coloragdo vermelha é indicativo da presenca de

flavonois, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.

4.3.3.6 Teste confirmatdrio para leucoantocianidinas

A solugao hidroalcodlica do extrato (3 mL) foi colocada em banho-maria até a
completa evaporagado do solvente, em seguida, foram adicionados 5 mL de alcool
etilico e 3 gotas de HCI concentrado, o material foi transferido para um tubo de ensaio
e aquecido em banho-maria até a ebulicido. Observou-se o possivel desenvolvimento

de coloracdo na amostra aquecida.

4.3.3.7 Teste confirmatdério para diidroflavonois — Ensaio de Pacheco

A solucgéao hidroalcodlica (5 mL) dos extratos foi seca em banho-maria. Alguns
cristais de acetato de sodio foram adicionados ao residuo seco, 0,5 mL de anidrido
acético e 0,5 mL de HCI concentrado. O possivel desenvolvimento de coloragao foi

observado, apos a adigao dos reagentes.

4.3.3.8 Teste para esteroides e triterpenos — (Lieberman-Burchard)

Adicionaram-se 10 mL do extrato hidroalcodlico do extrato em um béquer, em
seguida, o mesmo foi seco em banho-maria a 60°C, o residuo seco foi extraido com
2 mL de cloroférmio. A solugao cloroférmica foi filtrada, em seguida adicionados
alguns cristais de Na2SO4 anidro e 1 mL de anidrido acético, e agitou-se
cuidadosamente. Apés agitagao, foram adicionadas trés gotas de HCI concentrado,
em seguida, agitou-se suavemente e observou-se o desenvolvimento de cores. A
coloracéo azul seguida de verde permanente € indicativa da presencga de esteroides
livres. A coloragao parda até vermelha é indicativa de triterpenoides pentaciclicos

livres.

4.3.3.9 Teste para heterosideos saponinicos

O residuo insoluvel em cloroférmio (item anterior) foi redissolvido com 10 mL

de agua destilada. A solugéo filtrada foi colocada em um tubo de ensaio, apds agitagéo
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vigorosa, durante 3 minutos, observou-se a formagdo de espuma. A espuma

persistente e abundante indica a presenga de saponinas (heterosideos saponinicos).

4.3.3.10 Teste para alcaloides

A solugao hidroalcodlica (20 mL) foi seca em banho-maria a 70°C. O residuo
foi dissolvido em 1 mL de alcool etilico e acrescido de 20 mL de acido cloridrico a 0,1
mol L', 1 mL dessa solucgéo foi dissolvida com HCI e transferida para dois tubos de
ensaio, apods a adicao de 2 gotas do reagente de Dragendorff (tetraiodeto bismuto de
potassio), uma possivel formacado de precipitado ou turvagdo das amostras foi

observada.

4.3.3.11 Teste para alcaloides e cumarinas

Estes testes seguiram a metodologia adaptada de Kloss et al., (2016), onde
primeiramente para o ensaio de alcaloides, preparou-se o reagente de Wagner, com
a metodologia de DiVerdi (2019), na qual dissolveu-se 2 g de lodo ressublimado e 6 g
de lodeto de Potassio em 100 mL de agua destilada.

Para realizar o ensaio utilizaram-se 2,0 mL da solug¢ao hidroalcéolica do extrato
etandlico, sendo adicionados 2,0 mL de &cido cloridrico (10%), e posterior
aquecimento durante 10 minutos. Apds o resfriamento, o extrato foi dividido em dois
tubos de ensaios e colocaram-se oito gotas, utilizando pipeta de Pasteur, dos
seguintes reativos:

Tubo 1 - Reativo de Dragendorff: observou-se a possivel formacao de
precipitado de coloracao laranja a vermelho;

Tubo 2 - Reativo de Wagner: observou-se a possivel formagao de precipitado
de coloragéo alaranjada.

Para o ensaio de deteccao de cumarinas, em um béquer adicionaram-se 2,00
mL da solugéo hidroacdolica, vedou-se o béquer com papel de filtro impregnado em
solucédo 10% de NaOH e aqueceu-se em banho maria a 100°C por 10 minutos.
Removeu-se o papel-filtro e examinou-se sob luz ultravioleta nos comprimentos de
onda de 254 e 365 nm. A fluorescéncia amarela ou verde indica a presenca de

cumarinas.
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4.3.4 Atividades farmacoloégicas

4341 Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a A. salina foi realizado conforme McLaughlin e
Rogers (1998) com modificagdes. Foram preparadas solugdes estoque em metanol
na concentragéo de 10000 ug mL™" do EEF e EEC de V. farnesiana. A partir da solugéo
estoque aliquotas foram transferidas para tubos de ensaio de 30 mL para obtencao
de solugdes nas concentragdes finais de 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 ug mL™".

Ap6s completa evaporacdo do metanol a temperatura ambiente, foram
adicionadas em cada tubo 0,1 mL de DMSO e 5 mL de agua do mar para solubilizag&o
das amostras. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foram transferidas
10 larvas de A. salina e o volume final (10 mL) foi completado com agua do mar.

As larvas ficaram expostas as solu¢des das amostras por 24 horas. Os testes
foram feitos em triplicata para cada concentracdo da amostra e controle negativo
constituido por 0,1 mL de DMSO, 10 mL de agua do mar e as larvas. Apés 24 horas
de exposicao, foi feita a contagem das larvas vivas e mortas em placas de Petri, sendo
consideradas vivas todas aquelas que apresentassem qualquer tipo de movimento
quando observadas proximas a uma fonte luminosa. Sé foram considerados validos
os testes nos quais o controle ndo apresentou mortalidade. Os resultados foram
submetidos a tratamento no software Excel, para o calculo da DLso (Concentrag&o do

extrato que tem 50% de toxicidade).

4.3.4.2 Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (DPPH)

Todas as amostras foram solubilizadas inicialmente em alcool etilico P.A. e
diluidas em concentragdes seriadas. Para realizagao das analises, adicionaram-se 1,5
mL da solugéo etandlica do radical DPPH" (6x10-°mol L") e uma aliquota de 0,5 mL
das amostras nas diferentes concentragcbes. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 517 nm, apds 30 minutos do inicio da reacdo. As determinagdes
foram feitas em triplicata acompanhada de um controle negativo (sem antioxidante) e
dois controles positivos (acido ascérbico e Trolox®). A queda na leitura da densidade
otica das amostras foi correlacionada com o controle (somente o radical),

estabelecendo-se a porcentagem de descoloracdo do radical DPPHe conforme a
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Equago 2 a seguir (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995; VIEIRA et al.,
2011).

% de inibigdo do radical DPPHe = 225controle = AbSbranco 1y Eq. 2

Abscontrole

Onde:
Abs = absorbancia
Além do percentual de inibicdo do radical DPPHe também foi calculada, a

concentragéo eficaz para inibir 50% desse radical (CEso).
4.3.4.3 Avaliacao do teor de flavonoides
4.3.4.3.1 Preparo das solugbes

O teor de flavondides totais (FLAT) do EEF e EEC de V. farnesiana foi
determinado por espectrofotometria de absor¢ao molecular utilizando uma solugao
metandlica de AICIz (SOBRINHO et al., 2010).

Foi preparada uma solugdo padrao de rutina a 1000 mg L™, dissolvendo-se 0,1
g de rutina em 100 mL de MeOH/H20 (7:3). As diluigdes para a construgdo da curva
de calibragao foram preparadas nas concentragdes entre 3-21 (3; 6,5; 10; 13,5; 17;
21) mg L-'. Foram ainda preparadas solugdes metandlicas de piridina 20% em bal&o

volumétrico de 50 mL e de AICls dissolvendo-se 2,5 g em 50 mL de MeOH.
4.3.4.3.2 Determinacgéo de flavonoides totais

Inicialmente, a solugdo mae foi preparada dissolvendo-se 10 mg do extrato
etanodlico em 10 mL de MeOH obtendo-se a concentragdo de 1000 ug mL™'. Uma
aliquota de 300 pL desta solugéo foi transferida para balées de 10 mL e acrescido
0,24 mL de acido acético, 4 mL da solugdo metandlica de piridina 20% e 1 mL do
reagente de cloreto de aluminio (50 mg mL™"). Finalmente a solug&o teve seu volume
acertado para 10 mL com agua destilada. Realizou-se o branco em paralelo. Apos 30
minutos, a absorbancia das amostras foi medida a 420 nm utilizando-se cubetas de
vidro. O teor de flavondides totais (FLAT) foi determinado usando uma curva analitica

de rutina na faixa de 3-21 mg L', os valores foram expressos em miligramas de
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equivalente de rutina por grama de extrato (mg de ER/g de amostra), a partir da
Equacgao 3 e todas as analises foram realizadas em triplicata (n=3).

A =0,0027C - 0,0052 Eq. 3
Onde:
A = absorbancia

C = concentragao, com um coeficiente de correlagao linear de r = 0,9973.

4.4 TRATAMENTO DOS DADOS

Em virtude das analises fitoquimicas serem baseadas apenas nas observacgdes
de mudancas de coloragao, formacgao de precipitado, formacéo de espuma e absorgao
de fluorescéncia no UV, todos os resultados obtidos foram considerados dados
qualitativos. Dessa forma, para aqueles considerados positivos, os dados foram
tratados com o simbolo (+), podendo ocorrer sua variagao para dois (++) ou trés (+++)
simbolos, dependendo da intensidade do resultado obtido. O mesmo ocorre para os
resultados negativos, que foram tratados com o simbolo (-). Todos os dados obtidos
a partir dos testes fitoquimicos foram organizados em uma tabela, a fim de facilitar as
devidas discussoes.

As atividades farmacolégicas foram realizadas em triplicata e tratadas

quantitativamente utilizando o software Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secao trata da descricdo dos dados e discussao dos resultados obtidos,
sendo apresentados e discutidos na ordem apresentada na metodologia deste

trabalho.

5.1 COLETA DA ESPECIE

Uma exsicata de V. farnesiana foi preparada em laboratério, apds a coleta no
municipio de Luis Correia - Pl (Figura 5), posteriormente foi identificada e registrada
no acervo do Herbario Delta do Parnaiba (HDELTA) da Universidade Federal do Delta

do Parnaiba (UFDPar) — Campus Ministro Reis Velloso, sob o numero de tombo

cientifico HDELTA 6026. A taxonomia da planta foi confirmada através dos estudos
de Maslin e Stirton (1997); Marchiori (2010); Machado, Marchiori e Siegloch (2016) e
Maslin et al., (2019).

-

Fonte: Google Maps, (2019). Fonte: Autoria prépria, (2018).

5.2 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

As massas das folhas e caules e os respectivos rendimentos dos extratos
etandlicos (EEF e EEC) de V. farnesiana foram obtidos como demonstra a Tabela 1.
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Tabela 1 — Rendimento do EEF e EEC de Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn.

EEF EEC
Massa inicial do material vegetal 123,48 g 234,24 g
Massa do extrato obtido (EtOH) 25,03 g 17,57 g
Rendimento (%) 20,3% 7,5%

Fonte: Autoria Proépria, (2018).
Embora a massa das folhas seja menor que a do caule, observou-se que o EEF

apresentou um rendimento superior ao do caule, com uma diferenca de 12,8%. Além
disso, com relagdo a solubilidade, o EEF dissolveu parcialmente em metanol 100% e
na mistura etanol/agua (8:2), sendo necessaria a utilizagdo do banho de ultrassom
para facilitar o processo de dissolucdo da amostra. Essa diferenca pode ser atribuida
a presenga majoritaria de acidos graxos nas folhas, uma vez que o EEF apresentou
aspecto mais oleoso quando comparado ao EEC.

Outro fator importante para um rendimento superior, € a presencga de clorofila
em maior quantidade no EEF, que possui coloracdo verde intensa, caracteristica
confirmatoria para a presenga deste pigmento que é facilmente extraido das folhas.
No estudo realizado por Oliveira et al., (2016) € mostrado que para diferentes
especies, o método em que é realizado a extragdo, o tipo do solvente utilizado, o
tempo e a temperatura influenciam diretamente no rendimento total do extrato.

A escolha do etanol para este estudo foi feita em virtude dessa molécula ser
anfifilica, ou seja, tem a capacidade de extrair substancias tanto com carater polar
quanto apolar e ainda, compostos de polaridade intermediaria. Estudos com V.
farnesiana indicaram a presencga de terpenoides, esteroides, fendis, flavonoides,
taninos, e alcaloides em quantidades traco, em diferentes partes da planta,
demonstrando a eficiéncia da extracdo do solvente etanol (BARAKAT et al., 1999;
BIRADAR e RACHETTI, 2013; GABR et al., 2018).

5.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Na técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) a fase estacionaria
consiste em uma placa fina, que pode conter um soélido, como a silica, depositado
sobre uma placa de vidro, aluminio ou outro material inerte. Nela serdo inseridas
pequenas gotas da amostra em pontos proximos e, posteriormente, a placa é

colocada em um recipiente saturado com a fase mével, que contém a mistura de
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solventes desejada para a eluicdo. Com a base da placa submersa, o solvente comega
a molhar a fase estacionaria e os componentes migraréo por capilaridade (PERES,
2002).

Dessa forma, a partir da técnica € possivel tracar o perfil cromatografico e
sugerir as classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos analisados.
Neste teste, descrito no item 4.3.2, foi utilizado um eluente de média polaridade, o
hexano/AcOEt (8:2). Em um primeiro momento, a placa apdés eluida foi exposta a luz
UV em ambos os comprimentos de onda (A 254 e 365 nm), porém, o comprimento de
melhor visualizacdo foi o de 365 nm, sendo observada a predominancia de
florescéncia laranja e verde (Figura 6-A). A placa eluida em CHCIs/MeOH/H20
(65:30:5) apresentou uma florescéncia mais discreta, sendo melhor analisada apos

revelacdo quimica com sulfato cérico.

Figura 6 — Cromatoplacas dos extratos etandlicos EEC, EEF e EEFsoxnet de V.
farnesiana. (A) CCD apos revelagao fisica (UV A365 nm); (B) CCD apds revelagao
quimica: hexano/AcOEt (8:2); (C) CCD apods revelagdo quimica: CHCIls/MeOH/H20
(65:30:5).

8 »

EEF  EEFsoxhlet

EEF  EeFsoxhlet

Fonte: Autoria Propria, (2018).
Apds as placas serem reveladas com Ce(SO4) (FIGURA 6-B e 6-C), foi

possivel observar a presenca de uma mancha rosada no EEC e amarela intensa no
EEF e EEFsoxniet. Chaves (1997) fazendo uso do mesmo eluente e revelador quimico,
relata o aparecimento de manchas rosadas e sugere a presenca de compostos de
natureza terpenoidica. Ao utilizar o eluente CHCI3/MeOH/H20 (65:30:5) também com
0 mesmo revelador, relata o aparecimento de manchas cinzas e amarelas, indicando
a presenga de agucares e flavonoides, respectivamente. Hubinger (2009), também
sugere a presenca de compostos flavbnicos para a coloragdo amarela-esverdeada.
Ja cor azul-fluorescente apresentada no EEC sob luz UV pode ser caracteristica da

presenga de cumarinas e laranja caracteristica para a presenca de flavonas ou
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flavonois (ARNOLD e TISSOT-SQUALLI, 2015; KLOSS et al., 2016; KUSTER e
ROCHA, 2007).

5.4 TESTES FITOQUIMICOS PARA METABOLITOS SECUNDARIOS

A prospecgao fitoquimica realizada a partir dos extratos hidroalcodlicos das
folhas e caules seguiram o método de Matos (2009), no qual foram selecionados dez
testes para classes de metabdlitos secundarios, e a metodologia adaptada de Kloss
et al. (2016) para alcaloides e cumarinas. Durante a analise fitoquimica, os resultados
obtidos para o EEF de V. farnesiana foram de dificil interpretacdo, em virtude do
ensaio realizado ser colorimétrico e do extrato obtido das folhas ser bastante escuro
devido a presenca de clorofila, podendo ocasionar o mascaramento das cores.
Observou-se que os metabdlitos predominantes em ambos os extratos (EEF e EEC)
foram os flavonois, flavanonas, flavononois, taninos condensados, cumarinas,
esteroides livres e alcaloides, em diferentes intensidades. As leucoantocianidinas
foram identificadas apenas no EEC, conforme apresenta o Quadro 3.

Quadro 3 — Constituintes identificados em EEF e EEC da espécie Vachellia farnesiana
(L.) Wight & Arn. (Continua).

Metabdlito Indicado *Folhas Resultado Caule Resultado
Colorimétrico Colorimétrico
Fendis - - - -

Taninos Hidrolisaveis - - - _

Taninos condensados +++ ppt verde +++ verde escuro

ou catéquinos

Chalconas e Auronas - - - _

Antocianinas e - - - _

Antocianidinas

Xantonas - - ND™ -
Flavonois + alaranjado + alaranjado
Flavanonas + alaranjado + alaranjado
Leucoantocianidinas - - +++ alaranjado

Fonte: Autoria Propria, (2018).
*Este resultado refere-se tanto ao EEF quanto ao EEF soxnlet.
ND** Nao determinado
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Quadro 3 — Constituintes identificados em EEF e EEC da espécie Vachellia farnesiana
(L.) Wight & Arn. (Conclus&o).

Metabdlito Indicado | *Folhas Resultado Caule Resultado
Colorimétrico Colorimétrico
Catequinas - - - -
Flavononois + alaranjado + alaranjado
Diidroflavonois - cor verde - marrom intenso
intensa
Esterdides livres +++ transicao de ++ verde claro

azul p/ verde

intenso
Triterpenos - - - -
Heterosideos - - - -
Saponinicos
Alcaldides + ppt alaranjado +++ ppt alaranjado
Cumarinas + verde + verde fluorescente
fluorescente

Fonte: Autoria Propria, (2018).
*Este resultado refere-se tanto ao EEF, quanto ao EEF soxnlet.
ND** Nao determinado

5.4.1 Taninos

Os taninos sao polifendis de elevado peso molecular que apresentam nos
vegetais a funcdo de defesa contra herbivoros. Historicamente, a sua importancia
ligava-se as suas propriedades de curtimento da pele animal, transformando-a em
couro por meio da precipitagdo de proteinas, que consequentemente evitava a
putrefacao da pele, a partir do uso de plantas chamadas taniferas por serem ricas em
taninos. Além disso, eles sdo responsaveis pelos sabores adstringentes
caracteristicos de certos alimentos, devido as suas fortes interagbes com as proteinas
salivares (SANTOS e MELLO, 2007; DEWICK, 2009).

Quanto as suas estruturas quimicas, estes, sdo classificados em dois tipos:
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis tém como unidade basica
estrutural um poliol central (residuo de glicose), podendo ser a B-D-glicose, com seus

grupos hidroxilas esterificados pelo acido galico ou outros acidos fendlicos. Seu nome
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provém justamente da suscetibilidade que as ligagbes ésteres tém para sofrer
hidrolise por acidos ou bases (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004;
MONTEIRO et al., 2005; SANTOS e MELLO, 2007).

Ja os taninos condensados, ou proantocianidinas, incluem todos os taninos
verdadeiros, visto que suas moléculas sdo mais resistentes as fragmentagdes. Eles
sdo polimeros constituidos por unidades de flavan-3-ol (catequinas) ou flavan-3,4-diol
(leucoantocianidias), com cerca de duas a cinquenta unidades ou mais, e possui
justamente a nomenclatura proantocianidinas por apresentar a pigmentagao
avermelhada da classe das antocianidinas, principalmente nas cascas de plantas
(SANTOS e MELLO, 2007).

No presente teste, na qual ocorre a complexagao desses polifendis com cloreto
férrico, a mudancga da coloragdo em ambos os extratos para verde-escuro indicou a
presenca de taninos condensados, conforme apresenta o item 4.3.3.2. Como observa-
se a Figura 7, o teste branco do EEF ja apresenta uma coloragdo verde, o que
dificultou a leitura do resultado para folhas, sendo confirmado com o extrato etandlico

realizado em Soxhlet, que apresentou um resultado colorimétrico mais acentuado.

Figura 7 — Resultado colorimétrico obtido no teste para fendis e taninos. A coloragao
verde pode ser observada em ambas as partes da planta. Em (A) EEC; (B) EEF; (C)
EEFsoxhlet.

Fonte: Autoria propria, (2018).

No processo, a adicao do cloreto férrico leva a formacdo de um complexo,
através de uma troca de ligantes, visto que os taninos quando entram em contato com
sais de metais pesados formam quelatos, como exemplo, o ferro, e as trocas de
ligantes causam uma mudanga de cor. Segundo Marchini (2015, p. 38), “o processo
ocorre devido as hidroxilas do anel B estarem presentes na posigao orto, e o anel A
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ser formado por floroglucinol, com hidroxilas ndo adjacentes, que nao favorecem a
ligagdo com metais”. A Figura 8 propbée o mecanismo de complexagao para
caracterizagao de um tanino.

Figura 8 — Proposta de reagdo de complexacao do ferro na caracterizagdo de um
tanino condensado.
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Fonte: Adaptado de Wang, Fang e Mallavarapu, (2015).

A presenca desta classe de metabdlitos na composicao fitoquimica de espécies
vegetais conferem algumas atividades farmacolégicas. Chung, Wei e Johnson (1998)
em sua revisao, relataram atividades antimicrobianas, algumas propriedades
anticarcinogénicas e anti-HIV, que sao confirmadas pela revisdo de Monteiro et al.
(2005) que também relata a atividade sequestradora de radicais livres, apesar de no
trabalho de Chung e colaboradores ser evidenciado que podem ser responsaveis pela
incidéncia de cancer e toxicidade hepatica, sugerindo assim um duplo efeito da
presenca desses metabdlitos.

Devi e Prasad (1991) relataram, para diferentes espécies de Acacia, a presencga
de maior concentragao de taninos na casca do caule. Subhan et al. (2018) detalha
que os taninos condensados sao os mais abundantes nas espécies de Acacia,
perdendo apenas para os flavonoides. A madeira de Acacia rica em taninos é
constantemente utilizada para o curtimento do couro, produg¢ao de papel e de cola de

alta qualidade, muitas vezes superior a goma arabica (FRANCIS e LOWE, 2000).
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5.4.2 Flavonois

Os flavonoides, ja anteriormente mencionados no item 2.3.2, sdo metabdlitos
que pertencem ao grupo dos compostos fendlicos e atuam nas plantas para a atragéo
de insetos polinizadores, na pigmentacao, na fertilidade das espécies e na defesa.
Sua estrutura basica sintetizada a partir da hidrélise do acido cinamico leva a formagao
de uma chalcona, onde a partir dela origina-se e compreendem-se diversas classes
de flavonoides (como os flavonois, flavonas, isoflavonas e flavanonas), em que seu
anel C pode assumir uma carbonila na posicdo C-4, ou pode ser um pirano
heterociclico (HUBER e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Segundo Zuanazzi e Montanha (2007 p. 581), os “[...] flavonois s&o flavonas
substituidas na posi¢cao C-3 por uma hidroxila [...]” sendo geralmente classificados
juntos por possuirem a mesma “base teérica”. Dentre os tipos de flavonois mais
encontrados em espécies vegetais tem-se o canferol e a quercetina, este ultimo
conferindo propriedades antioxidantes, antitumorais, antiinflanmatérias e antivirais. Na
Figura 9, pode ser observado a estrutura genérica dos flavonois, com substituintes R
diferentes para os compostos apresentados.

Figura 9 — Classe dos flavonois representada pelos polifendis Quercetina e Canferol.

Quercetina: Ry= OH, R,= OH, R3= OH
R1 Canferol: Ry= OH, Ry= H, R3= OH

Flavonois

Fonte: Adaptado de Huber e Rodriguez-Amaya, (2008).

Neste teste de controle de pH, item 4.3.3.3, o aparecimento de cores diversas
indica a presencga de alguns constituintes. A mudanga de coloragédo do EEC para
vermelho-laranja ao ser alcalinizado com NaOH 10% a pH 11, indicou a presenca de
flavonois. Como observa-se na Figura 10-B, o teste para o EEF nao forneceu
resultados precisos devido a coloracdo verde intensa decorrente da presencga de
clorofila. Dessa forma, foi necessario colocar o tubo contra a luz, sendo observada

uma coloracdo rosada, diferente do tubo que continha o branco. O resultado positivo
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foi evidenciado para EEFsoxhiet, que apresentou a coloragdo alaranjada. O resultado
colorimétrico do EEF indicou a presencga de flavonois em baixa intensidade.

Figura 10 - Resultado colorimétrico obtido no teste para antocianinas, antocianidinas
e flavonoides. Em (A) EEC; (B) EEF; (C) EEFsoxhiet.

Fonte: Autoria prépria, (2018). ”

Os hidréxiflavonoides reagem a frio com solugdes alcalinas e como produto
origina fenolatos que sao corados e soluveis em agua, mas que podem ser
decompostos por acidos (FIGURA 11). O aparecimento da coloragdo em pigmentos
vegetais esta associado a sua estrutura quimica, e dependera das modificagées que
ocorrerao na molécula, quando o mesmo é submetido a diferentes valores de pH,
podendo variar a estrutura conforme o nucleo, numero e disposi¢cao dos subtituintes.
Zuanazzi e Montanha (2007) detalham que tanto a hidrdlise alcalina quanto a acida
facilitam a identificagdo dos nucleos flavonicos.

Figura 11 — Proposta de reacédo de formacéao do fenolato em meio alcalino.
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Fonte: Adaptado de Ternopil State Medical University, (2013).
Andrade et al. (2003) relatou o isolamento de alguns derivados flavanicos,

dentre eles a apigenina 6-8-Bis-C-p-D-glucopiranosideo em espécies do género
Acacia. Subhan et al. (2018) em sua revisdo sobre a fitoquimica das espécies de
Acacia relatou que ja foram encontrados mais de 100 tipos de flavonoides, sendo o

grupamento quimico mais predominante do género. Mais precisamente na espécie V.
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farnesiana, foi encontrado um flavonol, o canferol, nas flores e vagem, bem como

narigenina, miricetina e quercetina, este ultimo com maior presencga nas folhas.

5.4.3 Flavononas

As flavononas sao classificadas junto com os flavonois por terem a mesma
origem biossintética e estrutura semelhante, mudando apenas no C-3, que néo é
hidroxilado (FIGURA 12), e dessa forma, ambos possuem analises e reacoes
semelhantes. A flavonona é derivada da 2-fenilcromona, sendo mais abundantemente
encontrada nas plantas a apigenina e a luteolina, nas suas formas livres ou
conjugadas (ZUANAZZI e MONTANHA, 2007).

Segundo Silveira (2014), as flavononas, em geral, s&o glicosiladas por um
dissacarideo na posi¢ao C-7, dessa forma ela se comporta como aglicona fazendo
parte da estrutura de diversos glicosideos, dentre eles hesperidina e narirutina, os
principais glicosideos que podem ser encontrados no suco de laranja.

Figura 12 — Classe dos flavonois representada pelos polifendis Luteolina e Apigenina.

Luteolina: R4y= H, R,= OH, R3= OH
R1 Apigenina: Ry= H, R,= H, R3= OH

OH O

Flavononas

Fonte: Adaptado de Huber e Rodriguez-Amaya, (2008).
No presente teste, também de controle de pH, executado conforme o item

4.3.3.4, houve o aparecimento de uma coloragao vermelho-laranja mais acentuada no
EEC, que foi alcalinizado a pH 11 e colocado em aquecimento, demonstrando um
resultado positivo para flavononas. Tanto o EEF quanto o EEFsoxnet apresentaram
aparente mudancga de coloragéo, porém assumindo um tom fracamente alaranjado,
em virtude da coloracdo verde escura dos extratos, que interfere o resultado
colorimétrico do teste (Figura 13). Além disso, Matos (2009) detalha em sua literatura,
que em relagdo a essa analise, pode ocorrer que o extrato apresente
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leucoantocianidinas, catequinas e flavononas, causando assim interferéncia na cor
observada para cada classe isoladamente.

Devido a sua parte glicosilada, o aquecimento do extrato contendo as flavonas
provoca a hidrélise dos seus O-heterosideos, o que favorece o isolamento dos nucleos
flavénicos. Essa identificagao estrutural dos flavonoides é ainda mais favorecida pela
ocorréncia dessa hidrélise em meio acido ou basico (ZUANAZZI e MONTANHA,
2007).

Figura 13 — Resultado colorimétrico obtido no teste para leucoantocianidinas,
catequinas e flavanonas. Em (A) EEC; (B) EEF; (C) EEFsoxnlet.

Fonte: Autoria prépria, (2018).

Seigler (2003), em sua revisdo sobre a fitoquimica da Acacia, relatou a
ocorréncia de apigenina em algumas espécies principalmente em A. farnesiana. Mais
recentemente, Subhan et al. (2018) reportou a presenga de narigenina nas vagens de
A. farmesiana. A presenga das flavononas no extrato pode conferir algumas
especificidades, visto que no organismo, as flavononas apresentam propriedades de
protecdo a saude, como antioxidantes, hipolipidémicas, anti-hipertensivas, anti-
inflamatdrias e antidiabéticas (SILVEIRA, 2014).

5.4.4 Flavonois, flavononas, flavononois e xantonas

Como ja dito, os flavonoides possuem estrutura basica formada por C6-C3-C6,
podendo variar suas subclasses quanto a sua estrutura quimica, principalmente em
relagdo aos seus substituintes. Pode-se citar como as principais classes de
flavonoides os flavonois, flavonas, flavononas, catequinas, antocianidinas,
isoflavonas, di-hidroflavonois e chalconas (COOK e SAMMAN, 1996).
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Ja as xantonas possuem como estrutura base a dibenzo-y-pirona (FIGURA 14),
também proveniente da via do chiquimato. Apesar de serem quimicamente diferentes,
essa classe tem um comportamento reacional colorimétrico e cromatografico muito
semelhante aos flavonoides e por isso podem ser identificadas em um mesmo tipo de
analise (KUSTER e ROCHA, 2007).

Figura 14 — Estrutura basica das xantonas.

Fonte: Adaptado de Kuster e Rocha, (2007)
No presente teste, como descrito no item 4.3.3.5, ao término da reagao, ambos

os extratos obtiveram uma coloragdo alaranjada, com dificuldade de visualizagao
apenas para o EEF, onde foi possivel visualizar uma pequena diferenca entre a
amostra-teste e o branco (Figura 15-B). Porém, o resultado foi evidenciado com o
EEFsoxnet, como mostra a Figura 15-C, que apresentou uma coloragédo também

alaranjada.

Figura 15 — Resultado colorimétrico obtido no teste para flavonois, flavononas,
flovononois e xantonas. Em (A) EEC; (B) EEF; (C) EEFsoxnlet.

£

Fonte: Autoria propria, (2018).

A reacao ocorrida no teste é conhecida como reacédo de Shinoda ou reagao da
cianidina. Essa reacao se baseia na reducdo em meio acido dos derivados flavonicos
(que caracteristicamente possuem a cor amarela) em antociénicos com a coloragao
entre vermelho-laranja e vermelho-violeta, e em decorréncia da sua estrutura, o
mesmo acontece com as xantonas. O aparecimento da cor laranja sugere a presenca
de flavonas, vermelho sugere flavonois e violeta sugere flavanonas (HUBINGER,
2009).
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De acordo com Reichert (2011, p. 35), essa € a reacao mais utilizada para
caracterizacao de flavonoides, mas com uma certa limitacido visto que as chalconas,
isoflavonas e xantonas n&o produzem coloragdo, ou seja, permanecem amarelas.
Detalha ainda, que: “A reducéo efetua-se, em geral, pelo hidrogénio. O composto,
como por exemplo a quercetina, reage na presenga de HCI concentrado e magnésio
em po, sendo reduzido a cianidina, resultando em coloragao caracteristica” (FIGURA
16).

Figura 16 — Proposta de reagédo de Shinoda ou reagéo da cianidina.

— >
HCI + Mg

Fonte: Adaptado de Reichert, (2011).

5.4.5 Leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas fazem parte da classe dos flavonoides, mais
precisamente dos bioflavonoides, e tem como principal caracteristica seu alto poder
antioxidante, que segundo Pereira (2018, p. 23), essa agao “[...] chega a ser mais forte
que a vitamina E”. Exatamente por esse comportamento, o estudo dos flavonoides,
como as leucoantocianidinas, proantocianidinas e antocianidinas, vem se
intensificando, visto que ja demonstraram grande potencial na redugao de doengas
cardiovasculares, diabetes, obesidade e cancer.

Conforme relatam Santos e Mello (2007) e Dewick (2009), os flavan-3,4-didis,
mais conhecidos como leucoantocianidinas (ou leucocianidinas) sao formados
diretamente a partir da reducdo de di-hidroflavonois ou flavononas, ocorrendo
modificagdo nos padrdes de hidroxilagdo no anel aromatico. Posteriormente, essa
estrutura formada, considerada um intermediario, contribui na formacéo de outros
compostos como catequinas, proantocianidinas e antocianidinas.

Neste teste para confirmacao da presenca de leucoantocianidinas, conforme o

item 4.3.3.4, observou-se o desenvolvimento de coloragdo do EEC em um tom
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alaranjado apds o aquecimento brando em banho maria (Figura 17-A). Porém, para
o EEF nédo houve mudanga aparente e o mesmo ocorreu com 0 EEFsoxnet. Esse
comportamento nos extratos das folhas pode ser resultante da presenga de outros
constituintes como catequinas e flavonas, que podem ter interferido na visualizagcao
da cor, apesar de nos outros testes os extratos néo terem apresentado coloragdo em
meio acido.

Em sua literatura, Matos (2009) detalha que em alguns testes de confirmagao
no qual sdo usados extratos escuros, o aparecimento e modificacdo de cores nao
podem ser bem observados. Para visualizar melhor a mudanga, é orientado a
realizacédo do teste no extrato diluido, que foi realizado apenas no EEF soxniet, porém
novamente nao foi observada mudanga aparente, como € visto na Figura 17-C, o que
indica um resultado negativo para leucoantocianidinas no EEF de V. farnesiana.

Figura 17 - Resultado colorimétrico obtido no teste confirmatério para
leucoantocianidinas. Em (A) EEC; (B) EEF; (C) EEF soxhlet.

Fonte: Autoria Propria, (2018).

Como citado anteriormente, as leucoantocianidinas séo intermediarios para a
formacao de outros compostos. A reagao de formagao de antocianidinas (FIGURA 18)
¢ influenciada pelo meio acido, desenvolvendo a desidrogenagao do C-2 da estrutura
das leucoantocianidinas, com a posterior desidratacdo dos C-3 e C-4 e como
consequéncia do meio reacional, a adigdo de um grupo hidroxila no carbono 3 (C-3) e
o desenvolvimento de uma coloragcdo avermelhada ocorrendo em virtude da
predominéancia de sua estrutura na forma do cation flavilico (SANTOS, 2018; MARCO,
POPPI e SCARMINIO, 2008).

Nas espécies do género Acacia, ha poucos relatos quanto a presenga de
leucoantocianidinas, sendo observadas em apenas alguns trabalhos, como relatado
por Andrade et al. (2003), o isolamento de 2,3-cis-leucoantocianidina, nas flores de A.

melanoxylon, e a teracacidina na espécie A. interdexta.
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Figura 18 — Proposta de reacgéo de identificacdo de leucoantocianidinas.

R1 R1
OH OH

OH OH
Fonte: Adaptado de Santos, (2018).

5.4.6 Diidroflavonois

Essa classe também pertencente aos flavonoides, tem como caracteristica
comum a ligagao simples entre os carbonos 2 e 3, sendo dessa forma di-hidrogenado,
0 que os torna diferentes das outras classes. Muitas vezes eles sdo também
denominados flavanonois, e na rota biossintética sao intermediarios e auxiliam na
formacao de chalconas e flavonois. Eles possuem uma atividade farmacoldgica em
potencial, visto que muitos representantes de sua classe atuam nas plantas como
protetores de doengas (BARREIROS, 2005).

No presente teste, detalhado no item 4.3.3.7, apds a adigdo de ambos os
reagentes, todos os extratos desenvolveram sua coloragédo para um tom mais forte. O
EEC que possuia um tom amarelo claro, como pode ser visto na Figura 19-A, passou
para uma coloragado alaranjada. O que também foi visto tanto no EEF quanto no
EEFsoxhiet, que possuiam um tom verde fraco, e passaram a assumir uma coloragcéo
verde intensa.

Figura 19 — Resultado colorimétrico obtido no teste confirmatério para diidroflavonois.
Em (A) EEC; (B) EEF; (C) EEFsoxnlet.

Fonte: Autoria Propria, (2018).
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Apesar de apresentar um resultado colorimétrico significativo e a metodologia
detalhar que o possivel desenvolvimento de coloragao € considerado positivo para a
presenga de diidroflavonois, Machado et al. (2011) relatam em sua metodologia que
na reagao de Pacheco deve-se considerar como positivo a mudanca de coloragao do
extrato para roxo. Dessa forma, novamente observando ambos os extratos na Figura
19, nenhum deles assumiu essa coloracdo, sendo considerado posteriormente o

resultado negativo para a presenca de diidroflavonois.

5.4.7 Esteroides livres

Conforme € descrito por Dewick (2009), os esteroides sdao um tipo de
triterpenoides modificados, no qual contém um anel tetraciclico conhecido por
cicloartenol, em que a partir dele os esteroides vegetais sao derivados. Um dos
esteroides fundamentais é o colesterol (FIGURA 20), e as suas modificagbes nas
cadeias laterais que dao origem a ampla gama de compostos esteroides. Muitas
atividades biologicas sao conferidas aos esteroides, uma delas € a sua eficiéncia
contra doencas cardiovasculares ao reduzir os niveis de colesterol.

Figura 20 — Estruturas dos esteroides lanosterol e colesterol.

Cicloartenol Colesterol

Fonte: Adaptado de Dewick, (2009).
Queiroz (2009) discorre que a presenga desses esteroides nas plantas leva a

mudanca de sua nomenclatura para fitoesteroides. Apesar de serem encontrados
comumente nas porgdes apolares dos extratos vegetais muitas vezes de forma
abundante, sendo em geral os primeiros a serem identificados, poucos dados s&o
publicados em relacio a essa classe, sendo bem menos descritos na literatura.

No presente teste, conhecido como reagao de Lieberman-Burchard, conforme

descreve o item 4.3.3.8, o resultado foi observado rapidamente, com a transicdo de
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cores do azul para o verde logo ap6s a adigdo das trés gotas de HCI concentrado. Na
Figura 21 pode-se observar em todos os extratos (A, B e C) a coloragao verde, com
um tom mais claro apenas no EEC (Figura 21-A), que pode ser atribuido a coloragao
mais fraca do proprio extrato. O analogo ocorre em ambos EEF, que possuem a
coloracgao verde intensa, atribuindo-se ao tom verde escuro proprio do extrato.

Figura 21 — Resultado colorimétrico obtido no teste para esteroides livres (Lieberman-
Burchard). Em (A) EEC; (B) EEF; (C) EEFsoxhiet.
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Fonte: Autoria Propria, (2018).
A reacado de Lieberman-Burchard € uma desidratagdo ou desidrogenacgéo do

nucleo esteroide, também conhecida como reacao do nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno (FIGURA 22). A desidratagdo, seguida da oxidagao
do sistema de anéis resultam em derivados aromaticos, que possuem ligagdes duplas
conjugadas e, portanto, desenvolvem uma coloragdo azul-esverdeada, com a
transicéo rapida de cores logo no primeiro contato (QUEIROZ, 2009; SILVA, 2015).

Figura 22 — Proposta para a reagéo de Lieberman-Burchard.

OAc/Ac,0
H,SO04
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HO HOO,S

Esteroide Acido Colestahexaenosulfénico

Fonte: Adaptado de Queiroz, (2009).

Nas revisdes de Subhan et al. (2018) e Seigler (2003) ha relatos da presenca
de fitosteroides em diversas espécies do género Acacia, dentre eles o ergosterol e a-

spinasterol, comum em muitas espécies.



56

5.4.8 Alcaloides

Como ja citado anteriormente no item 2.3.2, os alcaloides possuem atuagao no
sistema nervoso humano, sdo nitrogenados e ativos farmacologicamente e seu nome
deriva de alcali, justamente por possuirem um ou mais atomos de hidrogénio,
formando aminas primarias, secundarias ou terciarias que conferem a sua basicidade.
O grau de basicidade varia conforme a sua estrutura e seus ligantes, e esse carater
basico facilita a sua caracterizagdo, visto que formam sais soluveis em agua na
presencga de acidos (DEWICK, 2009).

Visto que a maioria dos alcaloides precipitam em solugbes neutras ou
levemente acidas com reagentes especificos, como o reativo de Dragendorff e o
reativo de Wagner, o presente teste descrito nos itens 4.3.3.10 e 4.3.3.11, utiliza estes
reagentes para a identificacdo desta classe de metabdlitos. Conforme a Figura 23 e a
Figura 24, é possivel observar o aparecimento de um precipitado laranja apenas no
EEC apds a adigao dos reagentes, assim determinando o resultado positivo para a
presenca de alcaloides apenas no caule.

Figura 23 — Resultado obtido no teste para alcaloides utilizando o reagente de
Dragendorff. Em (A) EEC; (B) EEF.

A ,' B

Fonte: Autoria Propria, (2019).
Em relagdo ao reagente de Dragendorff (tetraiodobismutato de potassio) a

detecgéo é feita por sua adicdo a amostra. Rodrigues (2015, p. 1) detalha que “Em
condicdes acidas, as aminas terciarias ficam no seu estado protonado e a adigao do
reagente leva a formagao de um precipitado corado, entre [Bil4]" e [HNR3]*”, e esse
sal formado precipita com uma coloracéo laranja. O mecanismo reacional pode ser

visualizado na Figura 25.
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Figura 24 — Resultado obtido no teste para alcaloides utilizando o reagente de
Wagner. Iﬁnl(f\ EFC; (B) EEF.

A

]

Fonte: :toria Prépria, (2019).

Figura 25 — Mecanismos propostos para a reacéo de precipitagdo com o reativo de
Dragendorff (1) e de Wagner (2).
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Fonte: Autoria Propria, (2019) com adaptagdes de Santos, (2018).

Porém, segundo Denny (2007), essa ndao € uma reagao especifica de
alcaloides, podendo ocorrer a precipitagdo com outros compostos nitrogenados,
resultando em um falso positivo e causando interferéncia no resultado.

Tratando-se do reativo de Wagner (iodo-iodeto de potassio), que também
realiza a detecgao a partir da adicdo da amostra, Gomberg (1896) relata que é feito o
uso desse reagente para deteccdo de alcaloides desde 1839. Nessa reagdo, o
alcaloide também fica protonado em agua acidulada, e a solugédo é adicionado o
reagente que precipita os alcaloides, conforme a proposta ja apresentada do

mecanismo na Figura 25.
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5.4.9 Cumarinas

As cumarinas séo lactonas derivadas do acido O-hidroxicinamico, a partir da
hidroxilagdo no carbono 4 (C-4), orto ao substituinte. Uma de suas propriedades
biolégicas conhecidas é a agado anticoagulante e vasodilatadora de um dicumarol
muito conhecido, a varfarina. No seu processo de caracterizagdo em meio alcalino
ocorre a abertura do anel, promovendo a formagdo do acido cis-O-
hidroxicinamico que exposto a radiacdo ultravioleta origina o isémero frans, que €&
fluorescente, conforme € mostrado na Figura 26 (KUSTER e ROCHA, 2007; DEWICK,
2009).

Figura 26 — Mecanismo proposto para a formagdo do isébmero do acido cis-O-
hidroxicinamico.

o._O OH OH
-
= NaOHy/sol. alcodlica P Luz UV = CO,H

Cumarina ac. cis-O-hidréxicinamico
Fonte: Adaptado de Duarte, (2012).
No presente teste, detalhado no item 4.3.3.11, apds o aquecimento e posterior

exposicao do papel filtro sob a luz UV no comprimento de A 365 nm, foi possivel
visualizar, na Figura 27, pequenas manchas verde-fluorescentes indicando o
resultado positivo para a presenga de cumarinas no EEF e EEC. Nessa reacao, o
acido trans-O-hidroxicinamico formado em meio alcalino possui a fluorescéncia verde

ou azul.

Figura 27 — Resultado obtido no teste para cumarinas. Em (A) EEC; (B) EEF.

Fonte: Autoria Propria, (2019).
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5.5 ENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Como alternativa ao uso de animais em testes toxicoldgicos e em raz&o do alto
custo de reagentes quimicos, realizou-se o ensaio de citotoxicidade com Artemia
salina (Artemiidae), um microcrustaceo, utilizado como alimento de peixes e
camaroes. O aumento da letalidade com o aumento linear da concentracido permite a
determinacgao da dose (concentragéo) do extrato que causa 50% de letalidade (DLso).
O extrato é considerado nao toxico se a DLso > 1000 pg mL™", fracamente téxico se a
DLso 500-1000 pg mL"' e muito toxico se DLso < 100 pg mL"'. O ensaio de
citotoxicidade com A. salina é uma indicagdo da seguranga do extrato testado e
apresenta boa correlagado com atividade citotoxica frente a tumores humanos (RAMLI,
HARADA e RUANGRUNGSI, 2011).

A partir da extrapolagao logaritmica da curva do Grafico 1 para o EEF, obteve-
se a equagao y = 6,869In(x)-12,141, em que a DLso calculada para o EEF foi de 8,3
mg mL-" (= 8300 ng mL-"). Este valor é préximo ao valor encontrado por Ramli, Harada
e Ruangrungsi (2011), apesar de ter sugerido que na concentragdo de 10 mg mL" o
extrato etandlico das folhas de V. farnesiana nao seja téxico. Para o EEC, a
extrapolacéo logaritmica da curva (GRAFICO 1) forneceu a equagéo y = 8,9819In(x)-
39,664 que permitiu calcular a DLso igual a 21 mg mL™" (= 21000 ug mL"), mais de
duas vezes maior do que a obtida para o EEC. Tanto o EEF quanto EEC, portanto,
sao considerados seguros para as concentragdes testadas.

Grafico 1 — Citotoxicidade do EEF e do EEC de V. farnesiana.

80 % Citoxicidade do EEF de V. farnesiana o ]
% Citoxicidade do EEC de V. farnesiana

50 50
(1]
el [}
% 40 ® y =6,869In(x)- 12,141 E 40 ®
% R2=0,7885 ©
2 30 8 30 y = 8,9819In(x) - 39,664
5 o R?=0,6726
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Fonte: Autoria Propria, (2019).
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5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE SEQUESTRO DE RADICAIS
LIVRES (DPPH')

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel 2,2-difenil-1-
picril hidrazil (DPPH). Segundo Nascimento et al., (2011, p. 3) “[...]Jo DPPH que possui
cor purpura é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absor¢cédo, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia”.

No presente teste, no qual os diferentes extratos foram submetidos a interacao
com o radical DPPH*, a concentracéo eficaz do EEC para inibir 50% do radical DPPH*
foi de 255,0 £ 3,3 ug mL™', enquanto o EEF apresentou a CEso de 465,5+5,8 ug mL™",
como mostra a Tabela 2. Segundo Ramli, Harada e Ruangrungsi (2011), o extrato
etandlico das folhas de V. farnesiana apresentou CEso de 56 ug mL-', maior que o
controle positivo utilizado, a quercetina, que apresenta CEso de 3,25 ug mL-'. Esses
resultados fornecem uma razéo de 17:1, enquanto para o EEF a razéo entre a CEso
obtida e o padréo acido ascorbico € de 20:1.

Tabela 2 - Concentragéo eficaz para inibir 50% do radical DPPH* (CEso).

AMOSTRAS CEso png/mL IC 95%*
EEC 255,0 + 3,3 246,8 — 263,2
EEF 4655 +5.8 451,0 —480,0
Acido Ascérbico 22,7+0,1 22,4-23,0
Trolox® 149+04 13,9-15,9

Fonte: Autoria Propria, (2019).
* desvio padrao da média, n=3.
*Intervalo com 95% de confianga

Além disso, quando comparados em relagdo ao percentual de atividade
antioxidante (%AA), o EEC demonstrou maior atividade, visto que para inibir 90% do
radical DPPH", é necesséario cerca de 625 ug mL™', enquanto para o EEF na mesma
concentracao, o %AA é cerca de 65%. Isso indica que o EEC apresenta uma maior
capacidade antioxidante frente ao radical livre DPPH" (Graficos 3 e 4). Observou-se
que a 625 ug mL-', o EEC apresentou %AA comparavel ao padrdo Trolox®, dessa
forma, para o EEC apresentar o mesmo %AA do Trolox, € necessaria uma
concentragao cerca de vinte vezes maior de EEC e dez vezes maior para obter o %AA
do acido ascorbico.
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Grafico 2 - Percentual de inibicao do radical livre DPPH* no EEC.
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Fonte: Autoria Propria, (2019).

Grafico 3 - Percentual de inibi¢do do radical livre DPPH® no EEF.
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Fonte: Autoria Propria, (2019).

5.7 AVALIACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES

Flavonoides sao difenilpropanoides que ocorrem comumente em plantas e séo
componentes da dieta humana. Dentre as principais subclasses de flavonoides estdo
as flavonas, isoflavonas e os derivados 2,3-di-hidroflavonas, chamadas flavanonas,

que podem ser convertidas isomericamente a chalconas. Flavanonas podem sofrer



62

alteragcdes no anel C, originando outras subclasses de flavonoides, incluindo as
antocianinas.

Com base nos resultados mostrados na Tabela 3, observou-se que o EEF
apresentou maior teor de flavonoides totais (71,85 £ 1,23 mg ER/g EtOH) quando
comparado ao EEC (21,65 + 0,21 mg ER/g EtOH), embora o EEF tenha apresentado
menor percentual de atividade antioxidante (%AA) em todas as concentragdes
testadas. Este fato é atribuido a presenga de outros compostos com potencial
antioxidante que ndo sejam necessariamente flavonoides e, além disso, a presenga
majoritaria de flavonoides glicosilados ou mono-hidroxilados no EEF que possuem
potencial antioxidante reduzidos (CAO, SOFIC e PRIOR, 1996; RAMLI, HARADA e
RUANGRUNGSI, 2011).

A presenca de flavonoides glicosilados € comum em V. farnesiana, conforme
relatado por Subhan et al. (2018). Dentre os flavonoides, foram identificados apigenin-
6,8-bis-C-3-D- glicopiranosideo (12), canferol-7-6"-galoilglicosideo (15), miricetina 7-
6”-galloilglicosideo (17), naringenina 7-4,6-digaloilglicosideo (18), (-) naringenina-7-O-
B-d-[6-O-galoil]-glicopiranosideo (19), quercetina-7-6”-galoilglicosideo (20) e rutina
(21) em diferentes partes de V. farnesiana. Ramli, Harada e Ruangrungsi (2011)
relataram a identificacdo de rutina, quercetina glicosilada e diosmetina glicosilada no
extrato etandlico das folhas de V. farnesiana, o que corrobora para o reduzido poder
antioxidante do EEF em relagdao ao EEC de V. farnesina, apesar de EEF apresentar
maior teor de flavonoides totais.

Tabela 3 — Teor de flavondides totais (FLAT) do EEF e EEC de V. farnesiana.

FLAT
Extrato
mg de ER/g EtOH
EEF
71,85+ 1,23
V. farnesiana
EEC
21,65 + 0,21
V. farnesiana

Fonte: Autoria Propria, (2019).
FLAT:(Flavonoides totais)

ER: Equivalente de rutina
Média + desvio padrao (DP)



63

6 CONSIDERAGOES FINAIS

A espécie vegetal Vachellia farnesiana foi identificada e devidamente registrada
no acervo do Herbario Delta do Parnaiba (HDELTA) da Universidade Federal do Delta
do Parnaiba (UFDPar) — Campus Ministro Reis Velloso, sob o numero de tombo
cientifico HDELTA 6026. O extrato etandlico das folhas (EEF) e do caule (EEC)
apresentaram rendimento de 20,3% e 7,5% respectivamente.

A cromatografia em camada delgada e os testes fitoquimicos realizados com
EEF, EEC e EEFsoxniet de V. farnesiana tragaram o perfil fitoquimico da espécie, onde
a CCD indicou a presenca de compostos de natureza terpenoidica, acucares,
flavonoides e cumarinas, e os testes fitoquimicos realizados indicaram a presenca de
flavonois, flavanonas, flavononois, taninos condensados, cumarinas, esteroides livres
e alcaloides, em diferentes intensidades. As leucoantocianidinas foram identificadas
apenas no EEC.

Tanto EEF (DLso = 8,3 mg mL") quanto o EEC (DLso = 21 mg mL™") nao
apresentaram toxicidade frente a Arfemia salina, considerados seguros nas
concentracdes testadas.

Apesar do teor de flavonoides totais encontrado no EEF ser maior (71,85 ER/g
extrato) do que o teor obtido para o EEC (21,65 ER/g extrato), o percentual de
atividade antioxidante do EEC foi maior (aproximadamente 90% a 625 ug mL™"),
comparavel ao padréo Trolox, o que é atribuido a presenga majoritaria de flavonoides
glicosilados ou mono-hidroxilados no EEF, uma vez que a presenca desses
compostos conferem baixo potencial antioxidante ao extrato. Este € o primeiro relato
do perfil fitoquimico do EEF e EEC de V. farnesiana, o que contribui para o

conhecimento quimiotaxdnomico desta espécie.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Pretende-se posteriormente acrescentar ao estudo ja realizado, o isolamento
dos metabdlitos identificados, bem como a realizacdo da atividade antifungica e

antimicrobiana dos extratos (EEF) e (EEC).
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