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RESUMO

O territorio brasileiro apresenta uma grande biodiversidade vegetal,
consequentemente uma vasta diversidade de substancias ativas com propriedades
terapéuticas, que promovem inovacdes no tratamento de doencas. A espécie Xylosma
benthamii, a qual € conhecida popularmente como Pustameira, pertencente ao género
Xylosma da familia Salicaceae, é bastante utilizada na regido do Delta do Parnaiba-
Pl, para o tratamento de feridas e problemas estomacais. A partir disso, o objetivo do
trabalho foi realizar a analise fitoquimica, o potencial antioxidante, teor de flavonoides
totais e toxicidade do extrato etandlico das folhas (EEF), caules (EEC) e raizes (EER)
de Xylosma benthamii. Desse modo, o rendimento do EER, EEC e EEF foram,
respectivamente, 13,71%, 6,27% e 25,03%. O perfil cromatografico por CCD permitiu
identificar substancias da classe dos flavonoides e terpenoides. Os testes fitoquimicos
evidenciaram a presenga de taninos, flavonois, diidroflavonois, cumarinas,
leucoantocianidinas, esteroides, heterosideos saponinicos e alcaloides. Quanto ao
teor de flavonoides totais (FLAT), o EEF apresentou maior teor (175,22 + 0,89 mg de
ER/g EtOH) em comparagdo aos demais extratos. No teste de toxicidade frente a
Artemia salina o EER apresentou toxicidade (DLso = 275,42 ug/mL). O EEC,
apresentou fraca toxidade (DLso = 951,26 ug/mL), no entanto, o EEF n&o apresentou
toxicidade (DLso = 8.755, 88 pg/mL). O EER apresentou percentual de atividade
antioxidante (%AA) de 22,6% + 2,44. Este é o primeiro relato da analise fitoquimica,
potencial antioxidante, teor de flavonoides totais e toxicidade para X. benthamii, o que

colabora para a prospeccao quimico-toxicoldgica da espécie.

Palavras-chave: Xylosma benthamii. Metabdlitos secundarios. Toxicidade.



ABSTRACT

The Brazilian territory has a great plant biodiversity, consequently a vast diversity of
active substances with therapeutic properties, which promote innovations in the
treatment of diseases. The species Xylosma benthamii, which is popularly known as
Pustameira, belongs to the genus Xylosma of the Salicaceae family, is widely used in
the Delta do Parnaiba-PI region for the treatment of wounds and stomach problems.
From this, the objective of this work was to carry out the phytochemical analysis,
antioxidant potential, total flavonoid content and toxicity of the ethanol extract of
leaves, stems and roots of Xylosma benthamii. Thus, the yield of EER, EEC and EEF
of the species, gave respectively 13.71%, 6.27% and 25.03%. The TLC
chromatographic profile allowed the identification of substances from the flavonoids
and terpenoids class. The phytochemical tests showed the presence of tannins,
flavonols, dihydroflavonols, coumarins, leucoanthocyanidins, steroids, saponin
heterosides and alkaloids. As for FLAT, it was observed that EEF had a higher content
of total flavonoids (175.22 + 0.89 mg ER/g EtOH) compared to the other extracts. In
the toxicity test, the EER showed LD50 = 275.42 mg/mL, evidencing a toxic character.
For the EEC, the LD50 = 951.26 mg/mL was obtained, conferring a low toxicity. As for
the EEF, the LD50 = 8,755.88 mg/mL, which gives it a non-toxic character. Antioxidant
activity was performed only for the EER of X. benthamii. From this, it was found that
at the concentration of 250 mg/mL, after 30 min the percentage for the extract was
22.6% + 2.44, which is lower than the positive control of rutin (94.14 + 0.22) and BHT
(89.88 £ 0.83). Making sure that the EER has a weak antioxidant activity, which may
be due to the low content of total flavonoids observed in the extract. This is the first
report on the phytochemical analysis, antioxidant potential, total flavonoid content and
toxicity for X. benthamii, which contributes to the chemical-pharmacological

prospection of the species.

Keywords: Xylosma benthamii. Secondary metabolites. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, os medicamentos fitoterapicos, os quais sao produzidos a partir de
material vegetal, e as plantas medicinais, sdo consolidados como uma alternativa
terapéutica para uma parcela da sociedade, onde corrigueiramente sdo manipulados
de forma tradicional e empirica. Neste sentido, Nicacio et al., (2020) ressaltam que
aproximadamente 82% da populagéo utiliza destes produtos naturais para cuidados
pessoais com a saude. Porém, a producao e o uso desses fitoterapicos devem estar
de acordo com as normas especificas, pois a utilizacao inadequada acarreta em riscos
a saude, como intoxicacao e reacdes alérgicas (SOUSA; SANTOS; ROCHA, 2019).

Ademais, vale enfatizar que o territério brasileiro apresenta uma grande
biodiversidade vegetal, consequentemente uma vasta diversidade de substéncias
ativas com propriedades terapéuticas, propiciando inovacdes para industria
farmacéutica e no tratamento de doencas. Sendo assim, Tesser, Sousa e Nascimento
(2018), abordam que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece e incentiva
a promulgacdo de politicas publicas voltadas a implementacdo da medicina
complementar alternativa nos sistemas nacionais de saude, objetivando uma melhoria
dos servicos com abordagens distintas e inovadoras (RIBEIRO, 2019).

Corroborando com essa perspectiva, Esteves et al., (2020) afirmam que
existem outras 19 praticas integrativas distintas da fitoterapia, que foram introduzidas
no Sistema Unico de Saude (SUS), para minimizar o uso improprio de farmacos e
suas reacOes adversas; aprimorar a resolutividade de tratamentos e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes de acordo com a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), Portarias GM/MS n® 971 e n°® 849/2017
(RIBEIRO, 2018).

Sendo assim, considerando a relevancia de estudos na area da Quimica de
Produtos Naturais, Filho (2020) relata que esse ambito de pesquisa esta diretamente
relacionado com as propriedades farmacoldgicas produzidas a partir de substancias
naturais, tais como, fungos, bactérias, animais marinhos e plantas, os quais possuem
estruturas quimicas divididas em classes de metabdlitos primarios e secundarios, que
sdo imprescindiveis na producdo de medicamentos, em especial os fitoterapicos
(MATHUR e HOSKINS, 2017).

Neste contexto, Borges e Amorim (2020) reiteram que 0s metabdlitos

primarios, sao constituintes importantes para todos 0s organismos, pois atuam no
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desenvolvimento e crescimento dos mesmos, incluindo os aminoacidos, acucares,
acidos graxos, proteinas. JA& os metabdlitos secundéarios sdo responsaveis pela
evolucdo dos organismos e interacdo com 0s seres Vvivos, onde sdo constituidos por
variadas estruturas quimicas com diferentes potenciais terapéuticos, pertencendo as
classes de compostos fendlicos, nitrogenados e terpenos (FILHO, 2020).

Diante disso, a espécie Xylosma benthamii, a qual € conhecida popularmente
como Pustameira, pertencente ao género Xylosma da familia Salicaceae, é bastante
utilizada na regido do Delta do Parnaiba-PI para o tratamento de feridas e problemas
estomacais. A populacdo defende o uso do ch& das raizes, caules e folhas para o
tratamento de inflamagdes, cancer e ferimentos. Sendo assim, o presente estudo visa
analisar qualitativamente a presenca de metabdlitos secundarios de X. benthamii, bem
como avaliar o potencial antioxidante, teor de flavonoides totais e toxicidade da

mesma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 IMPLEMENTACAO DA FITOTERAPIA NO SISTEMA UNICO DE SAUDE
(SUS)

Segundo Silva et al. (2017), a fitoterapia € uma alternativa frequente na vida
das pessoas, sendo vista como uma ciéncia preventiva, paliativa e curativa,
caracterizada pela utilizacdo de plantas medicinais sem substéncias ativas isoladas.
A partir disso, com a visibilidade e a importancia dessa modalidade para a industria
farmacoldgica e economia do pais, a OMS decidiu estimular o desenvolvimento de
politicas publicas de saude, com o intuito de implementar essa pratica no SUS
(NASCIMENTO, 2020).

Sendo assim, no ano de 2005, a OMS publicou o documento Politica Nacional
de Medicina Tradicional e Regulamentacdo de Medicamentos Fitoterapicos, que
dispbe da situacdo dessas politicas no mundo, em especial do Brasil, devido a sua
enorme biodiversidade (BRASIL, 2014). Ademais, em 2006 foi promulgada a Portaria
GM n° 971, onde consolida o sistema publico de saude e a inclusdo das plantas
medicinais e da fitoterapia, dando aos usuarios do SUS 0 acesso a estes recursos
(BRASIL, 2015).

Nesta perspectiva, Oshiro et al., (2016) afirmam que em 2009 houve a criacao
da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), onde
relaciona uma diversidade de plantas medicinais com propriedades terapéuticas
comprovadas cientificamente, com a finalidade de contribuir na elaboragéo de novos
fitoterpicos. Desse modo, o Ministério da Saude afirmou que a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos ja beneficiou cerca de 12 mil pessoas, em 930
municipios e 3.250 Unidades Béasicas de Saude (UBS) (BRASIL, 2015).

Em vista do progresso da implementacao de plantas medicinais e programas
de fitoterapia no SUS, Costa e Vieira (2020) ressaltam a importancia da qualificacéo
de estudantes e profissionais da salde, para trazer uma maior seguranga aos
usuarios. Corroborando com esta concepg¢édo, Valverde, Silva e Almeida (2018) ainda
afirmam, que € necessario planejamento, uma gestao participativa e a inclusao da
comunidade, com isso, consolidando politicas publicas na area e integrando os

saberes populares aos conhecimentos cientificos.



19

7

Neste caso, € interessante que 0s profissionais questionem seus pacientes
acerca de seus saberes referentes a utilizagdo de uma determinada planta medicinal,
visando manter uma pratica integrativa do uso dos fitoterapicos, onde o
reconhecimento popular na utilizacdo desses medicamentos esta diretamente ligado
a troca de conhecimentos (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011).

Dentro desta perspectiva Bonfante, et al. (2021) afirmam que:

‘A interacdo entre profissionais e comunidade, através de
encontros e reunibes proporciona educacdo em saulde,
fortalecendo o aprendizado para a populagéo, estimulando sua
autonomia e priorizando assim a reducdo da medicalizacao
excessiva”

Desse modo, Brasil (2015) destaca que a aproximacao da sociedade com a
realidade e os proveitos da fitoterapia ofertados na Atencdo Basica, possibilita o
desenvolvimento significativo de potencialidades de forma multiprofissional.

Portanto, com a criacao da politica para fitoterapia, o Brasil vem se destacando
com estudos acerca dos potenciais terapéuticos de plantas medicinais e na producao
de medicamentos fitoterapicos. Dessa forma, propiciando avancos na medicina e na

industria farmacéutica, além de elevar a economia do pais (BACK, 2020).

2.2 VANTAGENS DA UTILIZACAO DE PLANTAS MEDICINAIS PARA A
FARMACOLOGIA

Em toda a parte do mundo, tem-se o reconhecimento das plantas medicinais,
desde as sociedades mais tradicionais até as mais modernas. Sua relevancia
perpassa por muitas geragbes tendo insercdo no ambito agroindustrial, na
alimentacao, farmacologia e na medicina (NETA et al., 2018).

A partir disso, mesmo diante dos avancos tecnoldgicos na industria
farmacoldgica, as plantas medicinais continuam ajudando na cura de diversas
patologias, devido a presenca de substéncias bioativas (SILVA et al., 2017). Estas
substancias podem ser, por exemplo, taninos, flavonoides e alcaloides. Atuam
restaurando a homeostasia do organismo, desempenhando fungbes cicatrizantes,

anti-inflamatorias, analgésicas, bactericidas, dentre outras (OLIVEIRA et al., 2021).
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Desse modo, com o reconhecimento cientifico acerca do potencial das plantas
medicinais, e com a comprovacdo de estudos etnofarmacologicos a respeito da
eficacia dessas propriedades, possibilitaram uma maior seguranca e confiabilidade
dos consumidores, consequentemente aumentando a procura de medicamentos e
suplementos produzidos a partir de matéria prima vegetal (MONTEIRO et al., 2015).

Com base nisso, o Ministério da Saude através da Portaria n° 533, de 28 de
marco de 2012, incluiu 12 espécies de plantas medicinais (QUADRO 1) na Relacao
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) e autorizou a industrializacédo das
mesmas, tornando-as mais palataveis para o consumo dos pacientes e ampliando as
acOes terapéuticas (RODRIGUES; MOURAO; GOUVEA, 2021).

Quadro 1 - Relacdo das 12 espécies inseridas na RENAME e as respectivas
atividades biologicas.

NOME POPULAR

NOME CIENTIFICO

ATIVIDADE BIOLOGICA

Espinheira-santa

Maytenus ilicifolia

Antioxidante

Guaco

Mikania glomerata

Anti-inflamatéria e antialérgica.

Alcachofra

Cynara scolymus

Anticarcinogénica, antimicrobiana,
antifingica, etc.

Aroeira-vermelha

Schinus terebenthifolius

Antimicrobiana, antioxidante, cicatrizante,
etc.

Cascara-sagrada

Rhamnus purshiana

Laxativa

Garra-do-diabo Harpagophytum Anti-inflamatéria
procumbens
Isoflavona-de-soja Glycine max Estrogénica, antifingica, antitumoral, etc.

Unha-de-gato

Uncaria tomentosa

Antioxidante, diurética, analgésica, anti-
inflamatdria, etc.

Hortela-pimenta

Mentha piperita

Antiespasmadico, expectorante.

Babosa Aloe vera Antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatoéria, cicatrizante, etc.
Salgueiro Salix alba Anti-inflamatéria, analgésica e antitérmica.
Plantago Plantago ovata Antioxidante, antimicrobiana, anticancer,

analgésica, etc.

Fonte: Adaptado de Rodrigues; Mourdo; Gouvéa (2021).

Dentro desta concepcéo, estudos apontados por Miranda e Uhimann (2021)
abordam que 50% dos medicamentos aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) entre os anos de 1981 e 2006, s&o originados de produtos naturais.
Corroborando com isso, Lima et al., (2016) e Neta et al., (2018) ressaltam que, a
comercializacdo de plantas medicinais € consideravel para a economia e faturamento

da industria farmacéutica, pois apresenta um menor custo/beneficio, acdo biolégica
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com baixa toxidade, isto é, menos efeitos colaterais e um baixo custo de produgédo em

comparacao com os produtos sintéticos.

2.3 METABOLISMO VEGETAL

O metabolismo consiste no conjunto das transformac¢des das moléculas
organicas, que sao catalisadas por enzimas, ocorrendo regularmente nas células.
Neste caso, Champeet et al., (2008) afirmam que a presenca dessas enzimas
especificas interfere na direcdo das reacfes, desse modo, estabelecendo as rotas
metabolicas.

Ademais, Almeida (2017) ressalta que o metabolismo fisioldgico é essencial
para a sintese e degradacdo de compostos quimicos, 0S quais atuam no
desenvolvimento, crescimento e reproducdo de varias espécies vegetais. Segundo
Paz (2020), esses compostos sao transformados, sintetizados e degradados,

recebendo o nome de metabdlitos, primarios ou secundarios.

2.3.1 Metabolismo priméario

Os metabolitos primarios estdo presentes em todas as espécies vegetais, onde
desempenham papéis fundamentais para a sobrevivéncia das mesmas, como a
respiracao, producdo de horménios e os processos fotossintéticos (PAZ, 2020). Além
disso, segundo Groenigen et al. (2015), esses metabdlitos sdo descritos por
realizarem uma funcdo metabdlica direta, onde séo inseridos quimicamente nas
classes dos lipidios, aminoacidos, acidos graxos e nucleotideos, assim como
moléculas maiores, que sdo sintetizadas a partir deles, como proteinas,
polissacarideos, membranas, DNA e RNA, também sdo intermediarias nas vias
anabdlicas e catabdlicas das plantas. Dentro desta perspectiva, Kabera et al. (2014)
enfatizam que os metabdlitos primarios possuem funcdo plastica, estrutural e de
armazenamento de energia, bem como, sdo os grandes precursores dos metabolitos

secundarios.
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2.3.2 Metabolismo secundério

Os vegetais sdo capazes de produzir compostos quimicos, dentre eles
destacam-se os metabdlitos secundarios que atuam no processo de defesa contra
patdgenos, herbivoria e na protecdo contra raios UV (TAIZ & ZEIGER, 2013).
Corroborando com essa afirmacdo, Costa (2020) ressalta que os metabdlitos
secundéarios sao necessarios para as plantas, pois aumentam a sobrevivéncia
das mesmas em diferentes ecossistemas, por meio do desenvolvimento de diversas
atividades biologicas, tais como, antibioticos, antivirais e antifungicos, além de ter
alguns metabdlitos que séo relevantes na absorcéo de luz ultravioleta evitando danos
as folhas.

Ademais, esses compostos quimicos sdo frequentemente produzidos pelas
plantas conforme suas necessidades, que abrangem as condi¢Bes climaticas,
protecdo contra predadores e as interacdes com plantas distintas (SAVITHRAMMA et
al., 2011). Porém, para os seres humanos estes constituintes sdo utilizados na
producdo de medicamentos, aromatizantes ou corantes. Esses compostos sao
subdivididos em trés grandes classes: terpenoides, compostos fendlicos e alcaloides.

De acordo com Amorim e Borges (2020), os terpenoides ou terpenos sao
hidrocarbonetos insaturados naturais, representam mais de 55.000 moléculas ja
caracterizadas. Além do mais, os terpenos sao classificados com base em unidades
de cinco carbonos (C5), ou seja, unidade de isopreno (FIGURA 1), podendo ser
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (> C40)
(BROCK; DICKSCHAT, 2013).

Figura 1 - Unidade de isopreno.
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

Os compostos fendlicos, por sua vez, apresentam em sua estrutura, um anel

aromatico ligado a uma radical hidroxila (FIGURA 2), concedendo cor, odor e sabor
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ao vegetal. Sendo assim, De La Rosa et al., (2019) enfatizam que os fendis vegetais
compreendem um grupo heterogéneo com cerca de 10.000 compostos, podendo ser,
lignina, flavonoides, taninos e outro compostos mais simples, os quais desempenham
funcdo alelopéatica e de defesa contra patégenos. Para Taiz e Zeiger (2013), os
flavonoides representam o maior e o mais importante grupo de compostos fendlicos,
com, aproximadamente, 8.000 moléculas distintas. Apresentam, em sua férmula
estrutural, 15 atomos de carbono, constituido por dois anéis benzénicos (A e B),

ligados a um anel pirano de trés carbonos (C), representado na Figura 3.

Figura 2 - Estrutura base de um composto fendlico.

HO

Fonte: Adaptado de Rocha et al., (2017).

Figura 3 - Estrutura base de um flavonoide.

O]

Fonte: Adaptado de Rocha et al., (2017).

Os alcaloides constituem o principal grupo dos compostos nitrogenados,
apresentando em sua estrutura anéis heterociclicos com atomos de nitrogénio, além
do mais, podem ser encontrados em cerca de 20% das espécies vegetais de
gimnospermas, monocotiledéneas e dicotiledéneas herbaceas (PAGARE et al., 2015).
Essas substancias sdo responsaveis pelo gosto amargo de determinadas plantas,
além disso, apresentam grande potencial farmacolégico, pois agem como ativadores

da parte central do sistema nervoso, um exemplo & a morfina (FIGURA 4), a qual foi
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o primeiro medicamento produzido a partir de um alcaloide extraido da espécie

Papaver somniferum (AMORIM; BORGES, 2020).

Figura 4 - Estrutura quimica da morfina.
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Fonte: Adaptado de Amorim; Borges (2020).

2.4  ASPECTOS TAXONOMICOS DA PLANTA

2.4.1 Familia Salicaceae

A partir da década de 80, a familia concernia a ordem Salicales, sendo
posteriormente deslocada para Violales, onde ndo permaneceu por muito tempo, logo
apos, foi inserida a ordem Malpighiales (NEPOMUCENO, 2018). Atualmente, a familia
é classificada conforme o Quadro 2.

Quadro 2 - Classificacédo taxonbmica de Salicaceae.

Salicaceae
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Malpighiales
Subfamilias Salicoideae, Scyphostegioideae,
Samydoideae

Fonte: Adaptado de Nepomuceno (2018).

Segundo Chase et al., (2016), a familia Salicaceae é constituida por 55 géneros

e 1.010 espécies em todo o mundo, sendo que, no Brasil, esta familia € composta por
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18 géneros, contendo 99 espécies, onde 37 sdo reconhecidas como endémicas, isto
€, ocorréncia restringida a uma determinada regido ou é&rea (BFG, 2018).
Corroborando com isso, Nepomuceno e Alves (2019) relatam em suas pesquisas que
na regido Nordeste, sdo encontrados 9 géneros, contendo 45 espécies, sendo que no
bioma Caatinga encontram-se 16 espécies.

Ademais, para Cordeiro, Almeida e Felix (2014), a familia Salicaceae é
composta por plantas arbolreas, arbustivas e lianas, folhas simples, alternas ou
opostas, margem comumente serreada ou inteira com pontuacdes translicidas.
Também apresenta inflorescéncia em racemos alongados e bracteados, fasciculos ou
cimeiras terminais ou axilares. Suas flores sdo andréginas ou bissexuadas,
diclamideas, monoclamideas ou aclamideas, actinomorfas com ovario supero e
unilocular. Os frutos séo capsulas ou bagas e as sementes séo arredondadas, ovoides
a oblongas e ariladas. Além disso, em determinadas espécies é comum a presenca
de espinhos, como em Casearia aculeata Jacq., C. spinescens (Sw.) Griseb, C.
oblongifolia Cambess e Xylosma sp.

As plantas pertencentes a esta familia apresentam consideraveis potenciais
terapéuticos de interesse medicinal e fitoquimico, também s&o utilizadas na
reorganizacdo de areas degradadas e como recursos nutricionais para a avifauna
(TOMAZZI et al., 2014). Confirmando essa perspectiva, Oliveira et al., (2021)
enfatizam que a familia Salicaceae esta se destacando com amplas propriedades
medicinais, tais como, antiofidica, antitérmica, antimicrobiana, anestésica,
antiprotozoaria, antidiarreica, antirreumatica, antisséptica, cicatrizante, anti-

inflamatoria, antioxidante e citotoxica.

2.4.2 Género Xylosma

O género Xylosma tem sua designacao proveniente do grego xylon (madeira,
lenho) e osmen (odor, aroma, cheiro), com alusdo ao cheiro do lenho da planta
(PHILLIPSEN; MIGUEL; KALEGARI, 2013). Além do mais, o0 mesmo localiza-se em
areas tropicais e subtropicais da Australia, Asia e América, com cerca de 100
espécies, sendo que no Brasil estdo presentes 11 espécies (RAU; BLUM, 2019).

Ademais, Swapana et al., (2017) e Sultana, Ali, Jameel (2018) abordam que
Sao poucos os estudos referentes a composicdo quimica do género, porém em

determinadas espécies, que ja foram analisadas, foi possivel identificar a presenca de
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alguns constituintes, tais como, glicosideos fendlicos, flavonoides e triterpenos
(FIGURA 5), visto que, na extracdo metandlica das folhas de X. longifolium foram
isolados n-hentriacontano (1), sitosterol (2) e os flavonoides kaempferol (3),
quercetina-3-ramnosideo (4), kaempferol-36-xylopiranosideo-4'-a-rhamnosideo (5),
kaempferol-3-ramnosideo (6), quercetina (7) (PARVEEN; GHALIB, 2012).

Ja na fracdo hexanica das cascas e raizes de X. ciliatifolium e das folhas de X.
flexuosa foram caracterizados respectivamente o sesquiterpeno ugandensidial (8),
triterpeno 3B-lup-20(29)-en-3-ol (9) (PHILLIPSEN; MIGUEL; KALEGARI, 2013).

Segundo Truong et al., (2011) dentre os glicosideos isolados no género
Xylosma, foi caracterizada a xylosmina (10), do extrato metandlico das partes aéreas
de X. flexuosa; O xylongosideo A (11), xylongosideo B (12), xylosmacina (13) e
xylosmalosideo (14) decorrente do extrato metandlico de X. longifolium.

A partir disso, é relatado nos estudos de Devi, Singh e Singh (2013), que as
espécies desse género apresentam uma variedade de atividades bioldgicas, tais
como, antioxidantes, antibacterianas, narcoticas, sedativas e espasmoliticas, as quais

s&o essenciais para o tratamento de diferentes patologias (RODRIGUES, 2020).

Figura 5 - Constituintes isolados de espécies do género Xylosma.
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2.4.3 Espécie Xylosma benthamii (Tul.) Triana & Planch

A seguinte espécie pode ser encontrada como arbustos ou arvores com
aproximadamente 12 metros, sendo nativa nas regiées Norte (Acre, Amazonas, Para
e Roraima), Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais) e Nordeste
(Bahia e Maranh&o). Além disso, X. benthamii (FIGURA 6) tem como caracteristicas
especificas o caule com casca lisa, ramos lenticelados, folhas sem estipulas, peciolos
subcilindricos, apice curto, laminas serrilhadas, sem pontos translicidos e com
inflorescéncia fasciculada. Suas flores podem ser bissexuais ou unissexuais com
disco de 8 a 12 lobados. A mesma pode ser encontrada pelos seguintes sinbnimos,
Flacourtia nitida, Xylosma digyna e Xylosma digynum (FLORA BRASIL, 2020).

Vale ressaltar, que na literatura ndo existe estudos referente a espécie, com
informacBes acerca de seus constituintes quimicos, potencial antioxidante e
toxicidade. Com isso, destacando a importancia do presente estudo para o

conhecimento taxondmico da espécie.

Figura 6 - Espécie Xylosma benthamii (Tul.) Triana e Planch.
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Fonte: Autoria prépria, (2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a analise fitoquimica, o potencial antioxidante, teor de flavonoides
totais e toxicidade do extrato etandlico das folhas, caules e raizes de Xylosma

benthamii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Coletar o material vegetal no municipio de Illha de Canarias — MA;

» Preparar a exsicata da planta e depositar no Herbario da Universidade Federal
do Delta do Parnaiba - UFDPar, a fim de identificar a espécie;

» Efetuar a extracdo do material vegetal com etanol a temperatura ambiente a
fim de obter o extrato etandlico das folhas (EEF), o extrato etanélico dos caules
(EEC) e o extrato etandlico das raizes (EER);

» Realizar os testes fitoquimicos para metabolitos secundarios utilizando os
extratos obtidos;

» Avaliar o potencial antioxidante, teor de flavonoides totais e toxicidade frente a
Artemia salina dos EEF, EEC e EER de Xylosma benthamii.
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4 METODOLOGIA

41 TIPO DA PESQUISA

O tipo de pesquisa foi de cunho explicativo, pois de acordo com Gil (2017), é a
pesquisa que tem o cuidado em identificar os fatores determinantes para a ocorréncia
de um fenbmeno, além de ser a que mais aprofunda o conhecimento da realidade,
sendo que nas ciéncias naturais €& especificamente destinada ao método

experimental.

4.2 COLETA DA ESPECIE

As folhas, caules e raizes de Xylosma benthamii foram coletadas no povoado
llha de Canarias, municipio de Araioses — Maranhao (coordenadas S 2°45°'47,98338;
W 41°50’38,07853”). A exsicata da espécie foi depositada no Herbario da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar) para identificacdo e registro

inequivocos da espécie.

4.3 PROCEDIMENTO DA PESQUISA

4.3.1 Preparacgao dos extratos

ApOs a coleta, as folhas, caules e raizes de X. benthamii 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), extrato
etandlico do caule (EEC) e o extrato etandlico das raizes (EER). ApGs a extragdo, o
solvente orgéanico foi removido com auxilio do evaporador rotativo modelo 801 da
FISATOM, no Laboratério de Produtos Naturais do Instituto Federal de Educacgéo,
Ciéncia e Tecnologia do Piaui — Campus Parnaiba, e o rendimento dos extratos foi

calculado pela Equacéo 1.

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100 Eq. 1
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4.3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Aliquotas dos extratos etanodlicos (EEF, EEC e EER) de X. benthamii 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 cloroférmio/metanol  (9:1); hexano/acetato de etila (8:2) e
cloroférmio/metanol/agua (65:30:5) foram utilizados como fase mével e as placas,
apos o processo, foram expostas a luz UV (A 254 e 365 nm) para observacdo do
aparecimento de fluorescéncia. Em seguida, as mesmas foram reveladas com solugéo

de Ce(S0a4)2 (sulfato cério) e aquecidas em placa aquecedora.

4.3.3 Testes fitoquimicos para metabdlitos 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 EER (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 solucao hidroalcodlica do extrato (3 mL),
foram adicionadas trés gotas de solucéo alcodlica de FeCls, apés agitacdo, observou-
se a possivel alteracdo na coloracdo da solugdo. Uma variacdo de cor entre o azul e
vermelho € indicativo da presenca de fendis, quando o teste branco for negativo. A
formacao de um precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos
pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos flobaténicos (taninos

condensados ou catéquicos).

4.3.3.3 Testes para antocianinas, antocianidinas e flavonoides
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O teste foi realizado em trés tubos de ensaio contendo a solucéo hidroalcodlica
do extrato (3 mL), com controle do pH da solu¢gdo. Em um tubo de ensaio, a solugao
foi acidificada com HCI (1 mol.L!) a pH 3, no outro, alcalinizada com NaOH (10%) a
pH 8,5 e no terceiro, a solucdo foi alcalinizada com NaOH (10%) a pH 11. Uma
coloragdo vermelha em meio acido, indica a presenca de antocianinas e
antocianidinas ou de chalconas e auronas. Uma coloracao lilhs em meio alcalino a pH
8,5, indica a presenca de antocianinas e antocianidinas. Uma coloragcéo azul-parpura
em meio alcalino a pH 11, indica a presenca de antocianinas e antocianidinas. Neste
meio, uma coloracdo amarela, indica a presenca de flavonas, flavondis e xantonas. A
pH 11, uma coloracdo vermelho-pUrpura, indica a presenca de chalconas e auronas,

enguanto a coloracao vermelho-laranja, indica a presenca de flavonais.

4.3.3.4 Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Em dois tubos de ensaio contendo a solugéo hidroalcodlica do extrato (3 mL),
foi acidificado ao primeiro, HCI (1 mol.LY) até pH 1-3, e ao segundo foi alcalinizado
com NaOH 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 presenca de catequinas (taninos
catéquicos); em meio alcalino, a cor vermelho-laranja indica a presenca de

flavononas.

4.3.3.5 Teste para flavonois, flavanonas, flavononois e xantonas

Em um tubo de ensaio contendo a solucdo hidroalcodlica do extrato (3 mL), foi
adicionada uma fita de magnésio e 0,5 mL de HCI concentrado. Ap6s o término da
reacao, indicado pelo fim da efervescéncia, observou-se a coloragéo resultante. O
aparecimento ou intensificacdo da coloracdo vermelha € indicativo da presenca de

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

4.3.3.6 Teste confirmatério para leucoantocianidinas

A solucéao hidroalcodlica do extrato (3 mL) foi colocada em banho-maria até a

completa evaporacdo do solvente, em seguida, foram adicionados 5 mL de &lcool
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etilico e 3 gotas de HCI concentrado, o material foi transferido para um tubo de ensaio
e aquecido em banho-maria até a ebulicdo. Observou-se o possivel desenvolvimento

de coloracdo na amostra aquecida.

4.3.3.7 Teste confirmatério para diidroflavonois — Ensaio de Pacheco

A solucao 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 coloracéo foi

observado, apés a adi¢do dos reagentes.

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

Adicionaram-se 10 mL do extrato hidroalcoodlico 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 solugéo cloroférmica foi filtrada, em seguida adicionados
alguns cristais de Na2SOs4 anidro e 1 mL de anidrido acético, e agitou-se
cuidadosamente. Apds a agitacao, foram adicionadas trés gotas de HCI concentrado,
em seguida, agitou-se suavemente e observou-se o desenvolvimento de cores. A
coloracdo azul seguida de verde permanente € indicativa da presenca de esteroides
livres. A coloracdo parda até vermelha é indicativa de triterpendides pentaciclicos

livres.

4.3.3.9 Teste para heterosideos saponinicos

O residuo insolavel em cloroférmio (item anterior) foi redissolvido com 10 mL
de agua destilada. A solucéo filtrada foi colocada em um tubo de ensaio, apds agitacéo
vigorosa, durante 3 minutos, observou-se a formacdo de espuma. A espuma

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

4.3.3.10 Teste para alcaloides

A solucéo hidroalcoolica (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 &cido cloridrico a 0,1
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mol.L'1, 1 mL dessa solugédo foi dissolvida com HCI e transferida para um tubo de
ensaio, apods a adicdo de 2 gotas do reagente de Dragendorff (tetraiodeto bismuto de
potassio), uma possivel formacdo de precipitado ou turvacdo 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 iodo ressublimado e 6 g
de lodeto de Potassio em 100 mL de agua destilada. Para realizar o ensaio utilizaram-
se 2,0 mL da solucéo hidroalcodlica do extrato etandlico, sendo adicionados 2,0 mL
de acido cloridrico (10%), e posterior aguecimento 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 formacdo de
precipitado de coloracéo laranja a vermelho;

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

Para o ensaio de deteccdo de cumarinas, em um béquer adicionaram-se 2,00
mL da solucéo hidroalcoolica, vedou-se o béquer com papel de filtro impregnado em
solucdo 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.

4.3.4 Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais (FLAT) do EEF, EEC e EER de X. benthamii foi
determinado por espectrofotometria de absorcédo molecular utilizando uma solucéo
metandlica de cloreto de aluminio (AICI3), segundo a metodologia Pozzi (2007) com

modificagdes.



37

4.3.4.1 Construcdo da curva de calibracao

Foi preparada uma solugédo padréo de rutina a 1000 mg.L, dissolvendo-se 0,1
g de rutina em 100 mL de metanol/agua (7:3). As diluicbes para a construcdo da curva
de calibracédo foram realizadas nas concentracdes de 2,5-20 mg.L? (2,5; 5; 7,5; 10;
12,5; 15; 17,5; 20 mg.L1). Apods isso, foi preparada uma solucédo metandlica padréo
dissolvendo 1 g de AIClz em 50 mL de metanol.

4.3.4.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais (FLAT)

Inicialmente, a solucdo-mée foi preparada dissolvendo 10 mg do extrato
etandlico em 10 mL de metanol para obter a concentragdo de 1000 pyL/mL. Em
seguida, uma aliqguota de 500 uL desta solugdo foi transferida para baldes
volumétricos de 10 mL e acrescido 0,5 mL do reagente de cloreto de aluminio.
Posteriormente, foi acertado o volume da solugcédo para 10 mL com metanol. Os testes
foram feitos em triplicata e controle negativo constituido por 0,5 mL da solu¢cao-mae e
10 mL de metanol. Apés 30 minutos, a absorbancia das amostras foi medida em
espectrofotometro a 420 nm. O teor de flavonoides totais (FLAT) foi determinado
usando a curva analitica de rutina na faixa de 2,5-20 mg.L, onde os valores foram
expressos em miligramas de equivalente de rutina por grama de extrato (mg de ER/g
de amostra), a partir da Equacéo 2.

Determinagéo do teor de flavonoides totais.
A =0,0027 C - 0,0052 Eqg. 2
onde:
A = absorbancia

C = concentrac¢éo, com coeficiente de correlacéo linear r = 0,9973

4.3.5 Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (DPPHe)

A capacidade antioxidante do EER de X. benthamii foi determinada pelo ensaio
do radical livre DPPH, em que é observado o consumo desse radical pela amostra
testada em diferentes concentragbes através da medida do decréscimo da
absorbancia (SOUSA et al., 2007). Estas medidas foram realizadas em
espectrofotometro UV-Vis, no comprimento de onda de 516 nm. A equagéo da curva
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de calibracdo do DPPH utilizada foi C = 35,846A — 0,230, onde C corresponde a
concentracdo de DPPH no meio, A é a absorbancia medida no comprimento de onda
de 516 nm e o coeficiente de correlacdo r = 0,9997 (SOUSA et al., 2007).

4.3.5.1 Leitura das medidas de absorbancia das amostras

Preparou-se uma solucdo estoque do extrato etandlico das raizes de X.
benthamii em metanol na concentracdo de 250 pg/mL. Estas soluc¢des foram diluidas
em metanol nas concentragbes de 200, 150, 100, 50 e 25 pg/mL. As medidas da
absorbéancia das misturas reacionais (0,3 mL da solucdo da amostra e 2,7 mL da
solucéo estoque de DPPH) foram feitas a 516 nm, no 1°, 5°, 10°, 20° e 30 minutos. A
mistura de metanol (2,7 mL) e solucdo metandlica da amostra (0,3 mL) foi utilizada
como branco (SOUSA et al., 2007). A rutina e o BHT (butil-hidrxi-tolueno) foram
utilizados como controles positivos e avaliados nas mesmas concentracoes.

O valor da absorbéancia na concentracao de 250 pg/mL no tempo de 30 minutos
foi convertido em porcentagem de atividade antioxidante (%AA), de acordo com a

Equacéo 3:

%AA = {[AbspprpH - (AbSamostra - AbSbranco)] X 100} / AbSprpH Eqg. 3

Onde AbsprpH € a absorbancia da solugdo metandlica de DPPH (2,7 mL a 40
pug/mL acrescida de 0,3 mL de MeOH) e Absamosta € @ absorbancia da mistura
reacional (2,7 mL de DPPH + 0,3 mL de amostra). Todas as analises foram realizadas
em triplicata (SOUSA et al., 2007). Os valores da média das trés repeticdes (n=3) *

desvio padréo da média foram calculados utilizando o programa Excel.

4.3.6 Atividade farmacoldgica

4.3.6.1 Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a A. salina foi realizado conforme McLaughlin et
al. (1998) com modificagdes. Foram preparadas solugbes estoque em metanol na
concentracdo de 10000 pg/mL do EEF, EEC e EER de X. benthamii. A partir da

solucédo estoque aliquotas foram transferidas para tubos de ensaio de 30 mL para
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obtencado de solucdes nas concentracdes finais de 500, 600, 700, 800, 900, 1000 e
10000 pg/mL. Apés completa evaporagdo do metanol & temperatura ambiente, foram
adicionadas em cada tubo 0,1 mL de DMSO e 5 mL de 4gua do mar para solubilizacdo
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.
Apds 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. S6 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
(Concentracdo do extrato que tem 50% de toxicidade), utilizando o método
PROBITOS.

44 TRATAMENTO DOS DADOS

As analises fitoquimicas foram baseadas nas observacdes de mudancas de
coloracao, formacao de precipitado, formacdo de espuma e absorc¢ao de fluorescéncia
no UV, em relagcdo a isso, os resultados obtidos foram considerados dados
qualitativos. Dessa forma, para aqueles considerados positivos, os dados foram
tratados com o simbolo (+), podendo ocorrer sua variacao para dois (++) ou trés (+++)
simbolos, dependendo da intensidade do resultado obtido. O mesmo ocorre para 0s
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 discussfes. As medidas para a avaliagao do potencial antioxidante, teor de
flavonoides e toxicidade foram realizadas em triplicata e analisados utilizando

softwares Excel e OriginPro 8, observando-se os parametros estatisticos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo aborda a descricdo dos dados, assim como a discussdo dos
resultados obtidos, conforme a ordem apresentada na metodologia do presente
trabalho. Vale ressaltar que todos os resultados obtidos sdo inéditos para Xylosma

benthamii.

5.1 COLETA DA ESPECIE

O material vegetal de X. benthamii foi coletado no povoado Ilha de Canérias,
municipio de Araioses — Maranhdo (FIGURA 7). Posteriormente, sua exsicata foi
depositada no Herbéario Delta do Parnaiba (HDELTA) da Universidade Federal do
Delta do Parnaiba (UFDPar), onde a espécie foi identificada e registrada com nimero
de tombo cientifico HDELTA 6978.

Figura 7 - Local de coleta da espécie via satélite.

Silocalldaicoleta ‘

Fonte: Google maps (2021).

5.2 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

A partir da massa do material vegetal e das massas dos extratos etandlicos
(EER, EEC e EEF) foi possivel obter os rendimentos dos extratos de X. benthamii,

dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Rendimento dos extratos de X. benthamii.

Extratos Massa do material vegetal Massa do extrato  Rendimento (%)

EER 369,41 g 50,64 g 13,71%
EEC 473,91 g 29,70 g 6,27%
EEF 266,19 g 66,62 g 25,03%

Fonte: Autoria propria (2021).

Como observado, a massa do caule € superior as demais, porém apresentou o
menor rendimento, sendo este de 6,27%. Essa discrepancia no valor, se deu por
alguns aspectos determinantes, pois de acordo com os estudos de Franzen et al.,
(2018), o rendimento pode sofrer interferéncia de inUmeros fatores, tais como, o
método de extracdo, o tempo, o teor de umidade e a temperatura aplicada.

As raizes apresentaram um rendimento de 13,71%, valor este considerado
significativo comparado ao do caule. Ja as folhas, mesmo contendo menor quantidade
em massa, apresentaram o maior rendimento de 25,03%, isso pode ser explicado pela
maior quantidade de clorofila presente nas mesmas, a qual é facilmente identificada
pela coloracao verde intensa. Também € importante considerar que estas distingées
no rendimento estdo relacionadas aos diferentes compostos presentes em
determinadas partes da planta (BORBA et al., 2017).

Além disso, para Mallman (2021), o tipo de solvente utilizado na extracéo
também influencia no rendimento total, devido a sua polaridade e solubilidade. No
caso do presente estudo, o solvente empregado foi o etanol, pois tem a capacidade
de extrair substancias de carater polar, apolar e compostos de polaridade
intermediaria, além de ser atdxico e biodegradavel (TOMAZIN, 2008). Corroborando
com isto, Bessa et al., (2020) enfatizam que o etanol € uma excelente alternativa ao
processo de extracdo, pois oferece menos riscos operacionais, sendo ainda

proveniente de fontes renovaveis.

53 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

E uma técnica utilizada para andlise qualitativa de produtos naturais e
derivados, por meio de uma fase estacionaria que pode conter 6xido de aluminio, silica

ou celulose (TUZIMSKI; SHERMA, 2006). Nela, a amostra sera aplicada através de
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capilares finos, e transferida para um reservatério contendo a fase movel, a qual
consiste em uma mistura de solventes. Neste caso, Soares (2018) afirma que a fase
movel promove o deslocamento dos compostos pela afinidade com o solvente
utilizado.

A partir desta técnica, foi possivel identificar, qualitativamente, as classes de
metabdlitos secundarios presentes nos extratos analisados. A fase estacionaria
utilizada foi silica gel, pois segundo Soares (2018) propicia uma elevada area
superficial, que possibilita uma maior interacdo com os analitos e a fase estacionaria.

Ja a fase movel consistiu em trés eluentes, conforme descritos no item 4.3.2.
Desse modo, as placas contendo (EER, EEC e EEF), apos revelacdo UV em
comprimento de onda de 365 nm, apresentaram fluorescéncia. Na placa eluida em
CHCI3/MeOH (9:1), foi evidenciada a fluorescéncia rosa e amarela (FIGURA 8-A); na
placa eluida em hexano/AcOEt (8:2), predominou a coloracédo rosa e azul (FIGURA 8-
B) e na CCD eluida em CHCIs/MeOH/H20 (65:30:5) a qual apresentou a fase movel
muito polar, houve uma juncdo de cores, mas aparentemente observou-se uma
fluorescéncia rosa (FIGURA 8-C). De acordo com Kloss et al., (2016) a fluorescéncia
azul indica a presenca de cumarinas, e as manchas rosas sdo caracteristicas de
compostos flavonicos (CHAVES, 1997).

Figura 8 - Perfil cromatografico apés revelacéo fisica (UV A365 nm) dos
extratos etandlicos de X. benthamii. (A) CCD eluida em CHCIs/MeOH
(9:1); (B) CCD eluida em hexano/AcOEt (8:2) e (C) CCD eluida em
CHCI3/MeOH/H20 (65:30:5).

Fonte: Autoria propria (2021).

Ademais, apos revelagdo quimica com sulfato cérico (FIGURA 9), foi possivel
observar melhor os compostos presentes na espécie X. benthamii. Com base na
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andlise das cromatoplacas contendo os extratos etanolicos (EER, EEC e EEF)
verificou-se a presenga de manchas amarelas no EER, roxas no EEC e verdes no
EEF, principalmente com o eluente Hex/AcOEt (8:2) que possui média polaridade
(FIGURA 9-B). Neste caso, conforme os estudos de Oliveira (2020) essas manchas

séo caracteristicas de substancias da classe dos flavonoides e terpenoides.

Figura 9 - Perfil cromatografico apés revelacdo em Ce(S0Oa4)2 dos extratos
etandlicos de X. benthamii. (A) CCD eluida em CHCIs/MeOH (9:1); (B) CCD

eluida em hexano/AcOEt (8:2) e (C) CCD eluida em CHCIls/MeOH/H20

(65:30:5).
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Fonte: Autoria prépria (2021).

5.4 TESTES FITOQUIMICOS PARA METABOLITOS SECUNDARIOS

A partir dos extratos hidroalcodlicos das raizes, caule e folhas de X. benthamii,
foram realizadas as analises qualitativas para as classes de metabdlitos secundarios,
conforme a metodologia de Matos (2009) e de Kloss et al. (2016), totalizando dez
testes. Desse modo, no decorrer das analises fitoquimicas, foi observado que os
extratos (EER, EEC e EEF) mostraram ser negativos para fendis, antocianinas,
antocianidinas, chalconas, auronas, xantonas, flavanonas, catequinas, triterpenos e
flavononois. Por outro lado, todos deram positivos para taninos, flavonois,
diidroflavonois e cumarinas.

Os EER e EEC apresentaram leucoantocianidinas e esteroides; ja para os EEC

e EEF, foi evidente a presenca de heterosideos saponinicos e alcaloides, como
demonstrados no Quadro 3.
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Quadro 3 - Dados fitoquimicos do EER, EEC, EEF da espécie X. benthamii.

METABOLITOS RAIZES CAULE FOLHAS
Fendis - - -
Taninos + +++ +++

Antocianinas e antocianidinas ou de
chalconas e auronas = - -

Xantonas, flavanonas e flavononois - - -

Flavonois +++ +++ +++
Leucoantocianidinas + + -
Catequinas = - -
Diidroflavonois +++ +++ +++
Esteroides +++ +++ -
Heterosideos saponinicos - + +++
Alcaloides - + +
Cumarinas +++ +++ o+

Fonte: Autoria prépria (2021).

e () auséncia do metabdlito;
e (+) presenga moderada do metabdlito;
e (+++) presenca abundante do metabdlito.

5.4.1 Taninos

Os taninos sédo polifenois caracterizados por possuirem a capacidade de se
complexar com outras moléculas, como proteinas e polissacarideos. Para Dewick
(2009) esses compostos contribuem para a adstringéncia de bebidas e alimentos
através de interacdes com proteinas salivares.

Também é abordado nos estudos de Oliveira et al., (2021) que os taninos
apresentam propriedades antioxidantes, por meio da formagdo do complexo
tanino/proteina, o qual atua no processo fisiologico da cura de feridas, Ulceras e
qgueimaduras. Além disso, é relatado na literatura que pessoas que consomem chas
ricos destes compostos, apresentam baixas chances de desenvolver cancer,
destacando suas propriedades antitumoral e anticarcinogénica (SILIN, SATYGO e
REUTSKAYA, 2017; SOUZA, CALIAI e BIAZII, 2019).
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Quanto as suas estruturas quimicas presentes em espécies vegetais, estes,
sdo classificados em dois tipos: condensados e hidrolisaveis. Os taninos condensados
(FIGURA 10) ou proantocianidinas, sao oligdmeros compostos por varios mondémeros
de flavan-3-ol, os quais sdo utilizados em conformacédo polimérica (DUVAL,;
AVEROUS, 2016). Segundo Ferreira (2021), as moléculas de taninos condensados
apresentam mais resisténcia a degradac¢éo microbiana, ndo séo hidrolisaveis e estao

relacionadas aos pigmentos flavonoides.

Figura 10 - Estrutura dos taninos condensados.

Hb
HO I,

OH

Fonte: Adaptado de Castejon (2011).

J& os taninos hidrolisaveis, possuem ligacdes que séo facilmente rompidas na
presenca de agua, liberando &cido gélico ou elagico, este fato torna-os mais téxicos
guando comparado com os condensados. Estes compostos podem ser encontrados
em abundancia nas folhas e vagens de plantas dicotiledéneas (FERREIRA, 2021).

Sendo assim, no presente teste, foi observado a mudanga na coloragdo nos
extratos (EER, EEC e EEF), sendo um verde menos intenso no EER (FIGURA 11-A)
e um verde mais intenso nos demais extratos (FIGURA 11-B e 11-C) indicando a
presenca de taninos flobaténicos, ou seja, taninos condensados. I1sso ocorreu devido
a adicdo do cloreto férrico nas soluc¢des hidroalcodlicas, o qual levou a formacao de

um complexo, por meio de trocas de ligantes, visto que os taninos quando entram em
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contato com sais de metais pesados formam quelatos, dessa forma, as trocas de
ligantes causam essa mudanca de cor (MARCHINI, 2015).

Figura 11 - Resultado obtido no teste para fendis e taninos. Em (A) verde
menos intenso para EER; (B) verde intenso para EEC e (C) verde intenso para
EEF.

Fonte: Autoria propria (2021).

Segundo Dos Santos, Aguiar e Freitas (2020), a atividade farmacolégica dos
taninos é proveniente dos seguintes mecanismos: a capacidade de formar complexos
com ions metdlicos, a formacao de complexos com macromoléculas e o potencial de

exercer a atividade antioxidante e sequestro de radicais livres.

5.4.2 Flavonois

Os flavonoides constituem um grande grupo de metabdlitos secundarios da
classe dos polifenois, apresentam baixo peso molecular e sdo encontrados em varias
espécies vegetais, além disso, podem ser divididos em seis principais classes, dentre
elas se destacam os flavondis, os quais sdo derivados de diidroflavonois. Estes
compostos séo caracterizados quimicamente por um esqueleto de 3-hidroxiflavona,
podendo estar ou néo glicosilada (RABELO, 2018). Dentro dessa classe a quercetina
(FIGURA 12) é a que prevalece, pois apresenta propriedades antioxidante,
osteogénica, antimicrobiana e antiosteoclastogénica (GORNIAK; BARTOSZEWSKI;
KROLICZEWSKI, 2019).
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Figura 12 - Estrutura da quercetina.

Fonte: Adaptado de Gérniak; Bartoszewski; Kréliczewski (2019).

Neste teste, com a solu¢cdo em meio alcalino a pH 11, ocorreu a mudanca na
coloracdo de todos os extratos para vermelho-laranja, indicando a presenca de
flavonois, sendo demonstrados na Figura 13. Como observado, o EEF por apresentar
uma coloragéo mais intensa, devido a presenca de clorofila, ndo obteve uma mudanca

de cor tdo evidente.

Figura 13 - Resultado positivo para o teste de flavonois. Em (A) EER; (B)
EEC e (C) EEF.

Fonte: Autoria propria (2021).

O tecido vegetal € constituido por varias espécies quimicas, que possuem uma
coloragéo especifica, a partir disso Amorim et al., (2015) afirmam que a mudanca da
cor de uma determinada solucdo em funcdo da alteracdo do pH, é associada a
modificacdo dos espectros desses extratos. Para Simdes (2007) essa mudanca na
coloragdo das solucdes é decorrente da reacdo dos hidroxiflavonoides em meio
alcalino, tendo como produto os fenolatos que geralmente séo corados e soluveis em

agua.
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Na literatura, Folly (2018) e Salvador (2020) relataram a presenca deste
composto em folhas de espécies do género Xylosma, mais precisamente em X.
ciliatifolia e X. longifolium, destacando promissora atividade antioxidante e

antimicrobiana.

5.4.3 Leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas pertencem a familia dos polifenois, em especial na
classe dos bioflavonoides. A mesma é caracterizada por sua forte atividade oxidante
hidrossollvel, fato este relacionado a eliminacdo de radicais livres. Dessa forma, é
considerada mais forte que a vitamina E (PEREIRA, 2018).

Ademais, Nave (2014) ressalta que o termo leucoantocianididas foi intitulado
por Bate-Smith para nomear os compostos fenélicos que em meio acido originavam a
cianidina e delfinidina. Este constituinte pode ser encontrado em diversas partes das
plantas, assim como, frutas e sementes. Também apresentam grandes potenciais
terapéuticos, tais como, atividade cardioprotetora, anticancer, antimicrobiana,
antioxidante e antidiabética (GOMES, 2021).

A partir disso, no teste foi confirmado a presenca de leucoantocianidinas nos
EER e EEC, através da mudanca de cor na amostra aquecida (FIGURA 14-A e 14-B).
Para o EEF (FIGURA 14-C) néo foi observado alteracdo na cor, indicando resultado

negativo para esse composto.

Figura 14 - Resultado do teste confirmatério para leucoantocianidinas. Em
(A) EER; (B) EEC e (C) EEF.

1

Fonte: Autoria propria (2021).
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Para os extratos que deram positivo, o tal fato pode ser explicado segundo os
estudos de Santos (2018), onde o mesmo relata que as leucoantocianidinas séo
intermediarios na biossintese de antocianidinas. Desse modo, as antocianinas, que
sao derivadas das antocianidinas, apresentam diferentes estruturas em determinados
pH, sendo assim, em meio 4cido, é desenvolvida a colora¢éo avermelhada devido ao
predominio da forma cation flavilico (AH*) (FIGURA 15). Vale ressaltar, que o0s
pigmentos ocorrem normalmente em antocianinas (MARCO, POPPI e SCARMINIO,
2008).

Figura 15 — Cétion flavilico (AH*).

Fonte: Adaptado de Marco; Poppi; Scarminio (2008).

5.4.4 Diidroflavonois

Os diidroflavondis pertencem a classe dos flavonoides, possuindo como
estrutura base o grupo 2-fenil-3-hidroxibenzopiran-4-ona. Além disso, estes
compostos apresentam dois carbonos assimétricos, resultando em quatro isbmeros
opticos. De acordo com Andrade et al., (2005) os diidroflavonois atuam na protecdo
de plantas contra doencas originadas por microorganismos. Também podem reagir
com algumas enzimas e interferir em processos biolégicos.

No teste para diidroflavonois, verificou-se alteracdo na coloracédo dos extratos
(EER, EEC e EEF), onde uma cor marrom foi evidenciada no EER (FIGURA 16-A),
marrom escuro para o EEC (FIGURA 16-B) e verde intenso no EEF (FIGURA 16-C),
assim determinando o resultado positivo para o metabdlito, pois segundo a
metodologia de Matos (2009), apés a adicdo dos reagentes, 0 possivel

desenvolvimento de coloracéo é indicativo da presenca desse composto.
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Figura 16 - Resultados obtidos no teste para diidroflavonois. Em (A) EER,;
(B) EEC e (C) EEF.

Fonte: Autoria prépria (2021).

Segundo os estudos de Oliveira (2015) os diidroflavonois produzem um efeito
batocrémico, ou seja, uma alteragéo na posicao da banda espectral, a qual promove
essa mudanca na cor. Dessa forma, Nunez et al., (2017) e Salvador (2020) destacam
em seus estudos a presenca de diferentes grupos de flavonoides para as espécies da

familia Salicaceae, como em Xylosma longifolium e Casearia javitensis.

5.4.5 Esteroides

Os esteroides formam uma importante classe de compostos medicinais, a qual
pertencem determinadas saponinas, alguns alcaloides e os horménios (MACEDO,
2017). Além disso, sdo modificacdes de triterpenoides, 0s quais apresentam um
sistema de anel tetraciclico de lanosterol (FIGURA 17), podendo ser encontrados nas
fragOes menos polares dos extratos.

Para Dewick (2009), esses compostos possuem uma elevada gama de
atividades biolégicas, dessa forma, muitos esteroides naturais, sintéticos e semi-
sinteticos sdo utilizados na medicina e farmacologia. Dentre suas propriedades,
destaca-se, a inibicdo do HIV-1, atividade anticancerigena, anti-inflamatéria e

cardiovasculares, onde atuam na reducado de colesterol no sangue.
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Figura 17 - Estrutura do lanosterol.

~

Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

No teste para esteroides e triterpenos, como detalhado no item 4.3.3.8, foi
evidenciado a mudanca na coloracéo dos EER e EEC, para azul evanescente seguida
de verde permanente (FIGURA 18-A e 18-B), confirmando a presenca de esteroides
livres. Ja para o EEF, o teste deu negativo, pois ndo houve nenhuma alteracéo
caracteristica destes compostos (FIGURA 18-C).

Figura 18 - Resultados obtidos no teste para esteroides e triterpenos. Em
(A) EER; (B) EEC e (C) EEF.

Branco

Fonte: Autoria propria (2021).

Dessa forma, a mudanca na cor dos extratos € decorrente da reagdo de
Lieberman-Burchard, a qual ocorre por meio da desidratacdo ou desidrogenacao do
ndcleo esteroide, ou seja, perda de agua ou hidrogénio ligado ao carbono do nucleo,
produzindo duplas ligagbes. Segundo Souza (2019), a desidratacdo, seguida da
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oxidacao do sistema de anéis do ciclopentanoperidrofenantreno, formam os derivados
aromaticos, os quais estabelecem a coloracéo azul seguida de verde.

5.4.6 Heterosideos saponinicos

As saponinas, as quais recebem essa nomenclatura decorrente da sua
capacidade de produzir espuma em solu¢cdes aquosas, assim como 0S outros
compostos, também sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas. De
acordo com Silva et al., (2017), as saponinas sao descritas como glicosideos de alto
peso molecular, contendo uma unidade de acucar ligada por ligacdes glicosidicas a
uma aglicona ou triterpeno. Tendo em vista o carater anfifilico e lipofilico, as mesmas
podem reduzir a tensdo superficial da agua e as acdes detergentes.

Segundo os estudos de Brito (2018), esses compostos sao classificados
conforme o nimero principal da aglicona, e ainda, pelo carater basico, acido ou neutro.
Muitas atividades biologicas sédo conferidas as saponinas, tais como, antibacteriana,
antifangica, anti-inflamatoria, anticancerigena e antiviral, também séo utilizadas como
adjuvantes em vacinas (ROBALINO, 2021).

No presente teste, apos a adicdo dos reagentes descritos no item 4.3.3.9, foi
observado a formagéo de espuma nos EEC e EEF, caracterizando a presenca de
saponinas, como retratados na Figura 19-B e 19-C. Também foi verificado que a
formacdo de espuma no EEC nao foi abundante, quando comparado ao EEF,
indicando a presenca moderada do metabolito. Em relacdo ao EER, o0 mesmo deu

negativo, pois ndo apresentou espuma persistente.

Figura 19 - Resultado do teste para heterosideos
saponinicos. Em (A) EER; (B) EEC e (C) EEF.

C

Fonte: Autoria prépria (2021).
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A formagdo de espuma nos extratos é uma caracteristica especifica das
saponinas, devido a diminuicdo da tensdo superficial da dgua, em decorréncia das
diferencas de polaridades de seus constituintes. Para Dos Santos (2011), esses
compostos sdo muito importantes, pois possuem varias aplicacdes tanto para a
medicina como para a indastria farmacéutica, como atividades antiinflamatoria,
analgésica, expectorante, antioxidante e antifungica, além de servir como precursores

na sintese de compostos esteroidais.

5.4.7 Alcaloides

Os alcaloides constituem a classe mais heterogénea, pois integram precursores
de diferentes vias do metabolismo secundario. Segundo Afonso (2021), estes
compostos apresentam em sua estrutura um ou mais atomos de azoto o que,
usualmente, lhes confere basicidade. Sena, Silva e Marques (2019) afirmam que o
azoto normalmente faz parte de um anel heterociclico, o qual pode ser aromético ou
nao, sendo na maioria compostos oxigenados.

Esses metabdlitos podem ser classificados como verdadeiros,
pseudoalcaloides e protoalcaloides. Nos alcaloides verdadeiros o atomo de nitrogénio
pertence a um heterociclo, cuja biossintese € proveniente de um aminoacido. Os
pseudoalcaloides o atomo de nitrogénio, é decorrente do aminoacido, por reacdes de
transaminacdo. Ja os protoalcaloides sdo derivados de reacdes de N-metilacdo e
descarboxilacdo de aminoacidos (CAVALLIERI, 2019).

Os alcaloides também disp6em de inUmeros potenciais terapéuticos, como,
atividade antibacteriana, antifingica, antitumoral, anticonvulsante, antimutagénica,
anticancerigena e anti-inflamatéria. Desse modo, Simdes et al., (2017) ressalta que
esse € 0 grupo de produtos naturais mais estudados e de maior interesse
farmacéutico, devido a sua vasta gama de propriedades.

No teste para alcaloides, o qual foi detalhado nos itens 4.3.3.10 e 4.3.3.11,
foram utilizados dois reativos, o de Dragendorff e o de Wagner. A partir disso, foi
observado que no teste com o reativo de Wagner, todos os extratos deram negativos.
Ja para o Dragendorff, foi evidenciado a formacdo de um leve precipitado
avermelhado nos EEC e EEF (FIGURA 20-A e 20-B), indicando a presenca moderada
do metabdlito, pois de acordo com Matos (2009) a formacdo de precipitado ou
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turvacdo da amostra é caracteristica da existéncia desse constituinte. Para o EER, 0
teste deu negativo, pois ao adicionar o reagente de Dragendorff, a solugcdo néo

apresentou turvacdo e nem precipitado, conforme demonstrado na Figura 20-C.

Figura 20 - Resultado obtido no teste para alcaloides. Em (A) EER; (B)
EEC e (C) EEF.

Fonte: Autoria prépria (2021).

O reativo de Dragendorff (tetraiodeto bismuto de potassio) é utilizado na
identificacdo de alcaloide, devido ao nitrato de bismuto reagir com iodeto de potassio
em meio acido, formando um sal com cor laranja — K[Bil4]. A partir disso, em meio
acido, as aminas terciarias ficam no seu estado protonado e a adi¢cdo do reagente leva
a formacao de um precipitado corado, entre [Bils]- e [HNRs]*. Neste caso, permitindo
constatar a presenca do metabdlito (RODRIGUES, 2015).

5.4.8 Cumarinas

As cumarinas compreendem uma importante classe de metabdlitos
secundarios, as quais apresentam em sua estrutura quimica heterociclicos organicos
caracterizados como 1,2 benzopirona (FIGURA 21). Podem ser encontradas em
diversas partes de plantas, tanto em raizes como em flores e frutos, onde atuam no
controle do crescimento, na defesa contra infeccbes, na respiracdo e fotossintese
(FRANCO et al., 2021).
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Figura 21 - Estrutura quimica da cumarina.

5

4
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Fonte: Adaptado de Franco et al., (2021).

Ademais, Souza (2005) ressalta que estes metabdlitos sdo identificados
principalmente nas folhas, mas também podem ser encontrados em niveis mais altos
nas frutas, seguido pelas raizes e caule. As mesmas sdo importantes para a industria,
pois possuem varias aplicacbes, como no tratamento de Alzheimer, acéo
anticoagulante e vasodilatadora, para prevenir doencas tromboembdlicas (FRANCO
et al., 2021).

No presente teste para deteccado de cumarinas, foi visto que os extratos (EER,
EEC e EEF) apresentaram fluorescéncia verde, indicando o resultado positivo para a
presenca do metabdlito, como demonstrado na Figura 22. Verificou-se também que o

nivel maior de fluorescéncia foi evidenciado no EER (FIGURA 22-A).

Figura 22 - Resultado do teste para cumarinas. Em (A) EER; (B) EEC e (C) EEF.

Fonte: Autoria propria (2021).

Segundo Franco et al., (2021), a luminescéncia presente nesses compostos &
proveniente da transferéncia interna de carga do sistema conjugado TT-11*, 0 qual &
rico em elétrons. Ja a coloracdo evidenciada é decorrente da formagéo de acido cis-
O-hidroxicinamico em meio alcalino, que sob radiacéo ultravioleta resulta no isbmero

trans, o qual possui cor verde (SOUZA, 2019). Sendo assim, estes compostos servem
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para um amplo conjunto de aplicagdes, tais como, sondas de fluorescéncia, sensores
de pH 14, agentes de monitoramento de inibicdo enzimatica, na producao de corantes

e como potenciais agentes de biorreducao (LI et al., 2014).

5.5 AVALIACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS (FLAT)

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios da classe dos polifenois, que
possuem um baixo peso molecular e podem ser encontrados em varios vegetais, onde
atuam na protecdo contra agentes oxidantes e microrganismos (MARCUCCI et al.,
2021). Dentro desta perspectiva, Feitosa et al., (2015) afirmam que esses compostos
apresentam variadas classes, as quais se diferem no nivel de oxidag&o e substituicdo
do anel central, com isso, resultando em flavanonas, flavonas, flavonois, chalconas
isoflavonas, diidroflavonois, antocianidinas, dentre outras.

Esses metabodlitos desempenham um importante papel na industria
farmacéutica, pois dispdem de uma ampla gama de potenciais terapéuticos, com acao
antioxidante, atividade antimicrobiana, antiviral, antitumoral e anti-inflamatoria
(MARCUCCI et al., 2021; BEZERRA et al., 2018; FEITOSA et al., 2015). Dessa forma,
vale enfatizar que a ingestdo de alimentos ricos em flavonoides, diminuem
consideravelmente os riscos a doencas cardiovasculares.

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo do teor de flavonoides totais, 0s
quais encontram-se dispostos na Tabela 2, foi evidenciado que o EEF apresentou
maior teor de flavonoides totais (175,22 + 0,89 mg de ER/g EtOH) em comparacao
aos demais extratos. Neste caso, Machado et al., (2008) ressalta que esses
compostos podem apresentar concentracdes distintas dependendo do 6rgao vegetal,
devido aos fatores abioticos e artificiais, que interferem no metabolismo e na producao
destes compostos. Além do mais, foi observado na analise fitoquimica, a presenca
abundante de flavonois e diidroflavonois no extrato etandlico das folhas, confirmando
a presenca dessa classe de metabdlitos nesta parte do vegetal.

Segundo a literatura € comum a presenca de flavonoides nas folhas de
espécies do género Xylosma, tendo em vista que varios compostos ja foram
identificados. Dentre as espécies que possuem estes constituintes, destaca-se X.
longifolium e X. ciliatifolia, (FOLLY, 2018; SALVADOR, 2020).
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Tabela 2 - Teor de flavonoides totais (FLAT) do EER, EEC e EEF de X. benthamii.

Extrato FLAT mg de ER/g EtOH
EER 63,92 + 0,00
EEC 74,44 + 1,01
EEF 175,22 £ 0,89

Fonte: Autoria prépria (2022).

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE SEQUESTRO DE
RADICAIS LIVRES (DPPH?)

As substancias antioxidantes, sdo aquelas que atuam no retardamento da
velocidade de oxidacdo através de uma excessiva producéo de radicais de oxigénio.
Dentro deste contexto, Silva et al., (2018), abordam que a reducédo da oxidacdo pode
ocorrer por Varios mecanismos, tais como, complexacdo de metais e inibicdo de
radicais livres. Vale ressaltar, que os antioxidantes naturais provenientes de extratos
vegetais sdo de grande importancia para a sociedade, pois podem ser utilizados na
indUstria alimenticia, farmacéutica e farmacolégica.

A partir disso, Oliveira (2015) relata que existem inumeras técnicas utilizadas
na determinacdo de atividade antioxidante, dentre estas, destaca-se o método de
sequestros de radicais livres (DPPH), o qual apresenta uma coloracao violeta, onde é
reduzido, resultando em uma cor amarelada, em decorréncia da transferéncia de
elétrons de uma substancia antioxidante para um radical livre, como demonstrado no

mecanismo da Figura 23.
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Figura 23 - Mecanismos de reagéo entre o radical DPPH+ e um antioxidante.
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2015).

No presente ensaio, a atividade antioxidante foi realizada apenas para o EER
de X. benthamii, descrito no item 4.3.5. A patrtir disso, foi observado que quanto maior
a concentragcdo da amostra, maior sera o percentual de atividade antioxidante (%AA)
(TABELA 3). Sendo assim, foi constatado que na concentracdo de 250 pug/mL, apos
30 min, 0 %AA para o EER foi igual a 22,6% + 2,44, o qual € inferior ao controle
positivo de rutina (94,14 + 0,22) e de BHT (89,88 + 0,83). Para Haida e colaboradores
(2015) o extrato que apresenta um percentual superior a 70% é considerado um forte
antioxidante, entre 50% a 70% € moderadamente e abaixo de 50%, € reconhecido
como um fraco antioxidante.

Desse modo, certificando que o EER dispbe de uma fraca atividade
antioxidante, que pode ser decorrente do baixo teor de flavonoides totais observado
no extrato, pois de acordo com os estudos de Santana et al., (2010), &cidos fendlicos
e flavonoides apresentam grandes propriedades antioxidantes, visto que atuam na
absorcao e neutralizacéao de radicais livres.

Ademais, Vasconcelos et al., (2020) afirmam que a atividade antioxidante é
inversamente proporcional ao percentual de DPPH remanescente, que corresponde a
concentracdo de DPPH no meio, ap0s a reacdo com o extrato. Dessa forma, como o
extrato apresentou uma baixa atividade, consequentemente 0 mesmo possui uma
elevada quantidade remanescente do DPPH, o qual varia com os diferentes tipos de

concentragdes, como demonstrado no Grafico 1.
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Tabela 3 — Percentual da atividade antioxidante para as distintas concentragoes.

B DPPH
CONCENTRACAO % AA £ DP
25 ug.mL* 11,365 £ 0,7466
EER de X. benthamii 50 pg.mL* 12,825 + 1,1348
100 pg.mL? 13,955 + 1,3337
150 pg.mL? 20,371 + 1,2920
200 pg.mL? 21,259 + 1,6700
250 pg.mL? 22,665 * 2,4447

Fonte: Autoria propria (2022).

Gréfico 1 — Percentual de DPPH remanescente em funcdo da concentracao.
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Fonte: Autoria propria (2022).

5.7 ENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

O ensaio de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina, € um teste
biolégico muito utilizado por farmacologistas e quimicos, tendo em vista sua
contribuicdo na avaliacao preliminar da toxicidade de produtos naturais (MELO et al.,
2021). Segundo Silva et al., (2015), a aplicacdo desses microcrustaceos, € devido a
sua capacidade de formar cistos dormentes, fornecendo material biolégico que pode
ser armazenado durante longo periodo de tempo, além de ser uma espécie de facil
manipulagcéo e de baixo custo.

Ademais, Freitas et al., (2019) relatam que esse método € aplicado no
monitoramento da toxicidade por concentracéo letal média (DLso), desse modo, as

substancias que matam 50% da populacdo da amostra sdo consideradas toxicas. A



60

partir disso, para analisar a toxicidade de um determinado extrato deve-se atentar aos
seguintes parametros: o extrato é considerado muito toxico quando a DLsp < 100
ug/mL, téxico se a DLso 100 — 500 pg/mL, fracamente toxico se a DLso 500 — 1000
ug/mL e néo toxico se a DLso > 1000 pg/mL (SOUZA, 2019).

Com base nas curvas dose-respostas obtidas na analise de toxicidade, foi
possivel calcular a DLso dos extratos. Em vista disso, a DLso para o EER foi igual a
275,42 ng/mL, evidenciando um carater toxico. Para o EEC, obteve-se a DLso igual a
951,26 pg/mL, conferindo uma fraca toxidade. Como afirmam Ancia e Roméo (2016),
a toxicidade de um extrato é referente a composicao quimica e a acdo de substancias
toxicas. Dessa forma, comparando-se com os resultados fitoquimicos, foi evidente a
presenca de flavonoides e alcaloides, que segundo a literatura, podem atribuir uma
natureza toxica ao extrato.

Ja em relagdo ao EEF, a DLso foi superior a 1000 pug/mL, resultando em 8.755,
88 ug/mL, o que lhe concede um caréater néo toxico. E interessante destacar que na
literatura os estudos citotoxicos acerca de espécies do género Xylosma apontaram

auséncia de toxicidade.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A espécie X. benthamii foi coletada na regido do Delta do Parnaiba, mais
precisamente no povoado llha de Canarias, municipio de Araioses — Maranh&o.

A mesma foi identificada e registrada no acervo do Herbario Delta do Parnaiba
(HDELTA), com numero de tombo cientifico HDELTA 6978. O rendimento do EER,
EEC e EEF da espécie, foram respectivamente 13,71%, 6,27% e 25,03%.

A analise cromatografica em CCD e os testes fitoquimicos permitiram identificar
em ambos os extratos (EER, EEC e EEF) a presenca de taninos, flavonois,
diidroflavonois e cumarinas. O EER e EEC apresentaram leucoantocianidinas e
esteroides. Heterosideos saponinicos e alcaloides foram detectados apenas no EEC
e EEF.

O EEF apresentou maior teor de flavonoides totais (175,22 + 0,89 mg de ER/g
EtOH) em comparagdo aos demais extratos, o EER apresentou o menor teor de
flavonoides totais (63,92 + 0,00 mg de ER/g EtOH) e EEC (74,44 + 1,01 mg de ER/g
EtOH).

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina, permitiu calcular a DLso dos
extratos. O EER foi considerado t6xico (DLso = 275,42 ug/mL). O EEC apresentou
fraca toxidade (DLso = 951,26 ug/mL), enquanto o EEF néo foi considerado téxico,
(DLso = 8.755, 88 pug/mL).

Na avaliacdo do percentual antioxidante para o EER, obteve-se 0 %AA de
22,6% * 2,44, na maior concentracdo, o qual € inferior ao controle positivo de rutina
(94,14 + 0,22) e de BHT (89,88 * 0,83), 0 que sugere fraca atividade antioxidante, a
qual pode ser decorrente do baixo teor de flavonoides totais observado para o extrato.

Este € o primeiro relato dos metabdlitos secundarios, bem como do teor de
flavonoides totais, potencial antioxidante e toxicidade para a espécie Xylosma
benthamii, o que colabora para a prospec¢édo quimico-toxicolégica da espécie. Vale
ressaltar, que o presente estudo se torna promissor para o desenvolvimento de um
futuro fitoterapico, devido a baixa toxicidade da espécie e a presenca de substancias

bioativas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Posteriormente, pretende-se complementar ao estudo, com o isolamento e a
determinacdo estrutural dos metabdlitos identificados, tal como a realizacdo da
avaliacdo antioxidante para os EEC e EEF da espécie X. benthamii.
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