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RESUMO

Plantas medicinais sdo cultivadas a cerca de 5000 mil anos, na india, China e Egito.
Andlises fitoquimicas sdo realizadas a fim de determinar ou quantificar a presenca de
metabolitos secundérios vegetais. Essas substincias, sdo capazes de interagir em
sistemas bioldgicos e estudos buscam a sua aplicacdo como compostos antimicrobianos,
anestésicos e antivirais. Os compostos fendlicos, formam diversas classes de
metabolitos secundarios, e demonstram diversos beneficios a salde humana,
evidenciam-se a reducdo na ocorréncia de certos tipos de cancer e reducéo do colesterol
sérico, devido sua atividade antioxidantes dos vegetais. Algumas espécies do género
Pavonia, destacam-se com relatos de atividade terapéutica antifingica e
antibacteriana.A espécie alvo desse trabalho é a Pavonia glazioviana Gurke, conhecida
como “malva-da-chapada” e ‘“tampa-cabaca”.Vislumbrando vasta aplicacdo dos
produtos naturais da biodiversidade brasileira, o presente trabalho visa o estudo
fitoquimico da espécie P.glazioviana, com vistas ao seu potencial farmacoldgico. A
analise fitoquimica preliminar foi desenvolvida de acordo com os estudos de Matos
(1997) através de reacOes caracteristicas para 0s grupos de substancias vegetais de
interesse.O conteudo de fenolicos totais da amostra foi determinado utilizando o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. Para avaliar a atividade antioxidante, foi
utilizado o método sequestrador de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).
O isolamento de constituinte quimico foi através de coluna cromatografica e
identificacdo por RMN.O extrato etandlico da espécie vegetal P. glazioviana,
apresentou resultado positivo para os seguintes grupos de metabdlitos secundarios:
flavonoides, alcaloides, cumarinas, taninos, esteroides e triterpenos. Foram encontrados
no extrato etandlico da espécieP. glazioviana 48,2 + 1,7103mg de EAG/g de extrato
etanolico. Na avaliacdo da atividade antioxidante a ECso encontrada foi de 6,36 mg/mL
+ 0,02921. Os resultados apontam que a espécie é produtora de elevado teor de
substancias fenolicas e apresenta interessante atividade antioxidante. A atividade
antioxidante pode indicar acdo benéfica de protecdo contra varios tipos de cancer e
doencas crénicas associadas ao processo de oxidacdo de biomoléculas. Foi possivel
isolar e identificar o flavonoide 5,7-dihidroxi-3,8,4’-trimetoxiflavona, relatado pela
primeira vez no género Pavonia, contribuindo com a quimiotaxonomia da famila
Malvaceae. Os resultados encontrados sd@o de grande impotancia para o estudo da
referida espécie, como também para sua contribuicdo a satude humana.

Palavras-chave: Pavonia glazioviana, Malvaceae, fitoquimica.



ABSTRACT

Medicinal plants are used since 5000 thousand years in India, China a
Egypt.Phytochemical analyzes are performed in order to determine or quantify t
presence of plant secondary metabolites. These substances are capable of interacting in
biological systems and studies seek their application as antimicrobial, anesthetic and
antiviral compounds. Phenolic compounds, form several classes of secondary
metabolites, and demonstrate benefits to human health, evidencing the reduction of
cancers and reduction of serum cholesterol, due to its antioxidant activity of vegetables.
Some species of the Pavonia genus stand out with reports of antifungal and antibacterial
activity. The focused specie of this work is the Pavonia glazioviana Girke, known as
"malva-da-chapada” and "capa- cabaca”. The present work aims to perform the
phytochemical study of P. glazioviana, considering its pharmacological potential. The
preliminary phytochemical analysis was developed according to Matos (1997) through
characteristic reactions for the plant metabolites. The total phenolic content of the
sample was determined using the Folin-Ciocalteau spectrophotometric method. To
evaluate the antioxidant activity, the method offree radical DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) was used. The isolation and identification ofthe chemical constituent
was carried out using cromatoghraphy followed by NMR. The ethanolic extract of P.
glazioviana showed a positive result for the following secondary metabolites:
flavonoids, alkaloids, coumarins, tannins, steroids and triterpenes. In the ethanolic
extract of the studied species were found48.20 + 1.713 mg of EAG / g of ethanolic
extract. In the evaluation of the antioxidant activity the ECso found was 6.36 mg / mL +
0.02921. The results indicate that the species is a producer of high content of phenolic
substances and presents interesting antioxidant activity. The antioxidant activity may
indicate beneficial action against various types of cancer and chronic diseases
associated with the oxidation process of biomolecules. It was possible to isolate and
identify the flavonoid 5,7-dihydroxy-3,8,4'-trimethoxyflavone, reported for the first
time in the genus Pavonia, contributing to the chemotaxonomy of the Malvaceae
family. The results found are of great importance for the study of this species, as well as
for its contribution to human health.

Keywords: Pavonia glazioviana, Malvaceae, phytochemistry.
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1 INTRODUCAO

A Quimica de Produtos Naturais é uma das areas mais antigas da Quimica, pois
a natureza sempre ofereceu recursos para o homem. Ha relatos de que as plantas
medicinais sdo cultivadas a cerca de 5000 mil anos, na india, China e Egito
(JAMSHIDI-KIA et al., 2018).Naquela época ndo existiam informagdes sobre as
doencas e nem a finalidade das plantas e apenas com o uso foi possivel descobrir as
plantas com fungdo medicinal.

Contudo, os produtos naturais ndo eram utilizados somente na medicina, como
também na alimentacdo, controle de pragas e rituais religiosos (HIKAL et al., 2017,
JAMSHIDI-KIA et al., 2018). Podemos citar como exemplos de produtos naturais
amplamente conhecidos a morfina (Papaver somniferum), o acido salicilico (Salix
alba), a quinina (Cinchona) e o 6leo de citronela (Cymbopogon citratus), utilizado
como inseticida e repelente (TELES et al., 2014; COLPO et al., 2014).

A ampla aplicabilidade dos vegetais ocorre devido sua diversidade de moléculas
produzidas pelo metabolismo celular e interacdo em sistemas bioldgicos. Os produtos
naturais sempre tiveram papel importante no desenvolvimento de cosméticos, farmacos,
fragréncias e outros bioprodutos. Portanto, € fundamental a realizacdo de pesquisas
envolvendo a Quimica de Produtos Naturais, fitoquimica, atividade bioldgica,
toxicologia, entre outros (BOLZANI, 2016).

Um levantamento de farmacos e medicamentos fitoterapicos aprovados no
periodo entre 1981 e 2014 pelo Food and Drug Administration apresenta que 35% séo
farmacos sintéticos; 26% sdo derivados sintéticos de produtos naturais (PN); 14% sdo
farmacos com estruturas que simulam PN; 13% sdo farmacos sintéticos baseados em
PN (com estrutura que simula produtos naturais); 6% sdo PN com estrutura inalterada;
5% sdo farmacos sintéticos com grupo farmacoférico baseado em PN e 1% sdo
medicamento fitoterapico (complexo) (NEWMAN; CRAGG, 2016). Estes dados
demonstram a grande contribuicdo dos produtos de origem vegetal para o
desenvolvimento de farmacos.

Nas ultimas décadas tem se observado um grande avanc¢o cientifico no estudo
dos vegetais e seus metabdlitos, com a identificacdo de varias substancias importantes
na alimentacdo e salde.O interesse da populacdo também se encontra cada vez mais

elevado para a utilizacdo de produtos a base de plantas com finalidade preventiva e

18



terapéutica (OLIVEIRA, I. M. A.; CERQUEIRA, F., 2016; SILVA; MIRANDA,
CONCEICAO, 2010).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo analisar a presenca de constituintes
quimicos na espécie vegetal, podendo indicar os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes na mesma. Essas classes de substancias sdo produzidas a partir do
metabolismo secundéario das plantas e muitas apresentam atividades biol6gicas
importantes, tais como antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante, antiviral,
antibacteriana, antifingica, entre outras(SIMOES et al., 2017).

Os compostos fendlicos, por exemplo, formam diversas classes de metabdlitos
secundérios, como flavonoides, taninos, cumarinas, entre outros, substancias
amplamente distribuidas na natureza. S&o substancias em que pelo menos um
hidrogénio do anel aromatico estd substituido por hidroxila (SIMOES et al., 2017).
Esses compostos estdo relacionados com a atividade antioxidante dos vegetais, que
contribui para a saude humana devido a capacidade de reduzir substratos, evitando
assim a geracdo excessiva de radicais livres e seus subsequentes danos (VIEIRA et al.,
2011).

Nos altimos anos, varios estudos farmacoldgicos indicaram que a ingestdo de
certos produtos vegetais esta relacionada com a redugdo do risco de uma variedade de
doencas, como cancer, AIDS e outros diretamente associados com processos oxidativos
celulares. A reducdo de risco para estas doencas tem sido atribuida aos compostos que
possuem atividade antioxidante (MURAD, 2013).

No organismo, a respiracdo celular e muitas reacdes oxidativas que ocorrem nas
células, levam a formacdo de radicais livres. A producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), como superoxido (Oze-) e radical hidroxila (OHe), integrante do
metabolismo humano e quando sua producdo é exagerada o organismo dispbe de
sistema antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos para controlar e restabelecer o
equilibrio (COTINGUIBA et al, 2013). O desequilibrio entre os sistemas antioxidantes
e a producdo de compostos oxidativos (radicais livres, ERO) pode causar o estresse
oxidativo, evento este relacionado a patogenia de diversas doencas crénicas,
inflamatdrias e doencas cardiovasculares (SILVA et al., 2010; TELESetal., 2015).

Uma vez que o0s compostos fendlicos sdo substancias redutoras, eles
desenvolvem atividade antioxidante protetiva contra os efeitos prejudiciais dos radicais
livres e EROs (SILVA et al., 2010).
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A espécie alvo do trabalho é a Pavonia glazioviana GURKE, conhecida como
“malva-da-chapada” e “tampa-cabaga”. E encontrada na caatinga e utilizada como
forrageira (MAZZOTTI et al., 2010). Pertence a familia Malvaceae, que pode ser
encontrada por todo o mundo, especialmente em regifes tropicais (BOVINI et al.,
2001).

A familia Malvaceae € bastante diversificada no que se trata de seus metabolitos,
apresentando esteroides, terpenoides, alcaloides e diversas classes de substancias
fendlicas, a exemplo dos flavonoides (CHAVES, 2016). Algumas espécies do género
Pavonia, destacam-se com relatos de atividade terapéutica, antifingica e antibacteriana.
Hé& relatos de que as folhas de Pavonia dostinguendaA.st.-Hill. et.Naudin possuem
substancias com atividades antitumoral, inseticida e analgésica (GARCIA, 2007;
GUALBERTO, 2013).

Vislumbrando vasta aplicacdo dos produtos naturais da biodiversidade brasileira,
0 presente trabalho visa o estudo fitoquimico da espécie P.glazioviana, com vistas ao

seu potencial farmacoldgico.
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20BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
e Realizar o estudofitoquimico da espécie P. glazioviana e determinar seu

potencial antioxidante, visando futuras aplicac6es farmacoldgicas.

2.2 Objetivos Especificos:
e Realizar reacbes de deteccdo qualitativa de substancias do metabolismo

secundério vegetal;

e Isolar e quantificar substancias de P. glazioviana;

e Caracterizar estrutura isolada;

e Determinar o teor de fendlicos totais no extrato de P. glazioviana;

e Avaliar a atividade antioxidante pelo o método sequestrador de radicais livres
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila);

e Contribuir com a quimiotaxonomia da familia Malvaceae.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Familia Malvaceae
A familia Malvaceae é constituida de 243 géneros e apresentacerca de 4225

espécies (STEVENS, 2003), sendo no Brasil, constituida por 68 géneros e 735
espécies, distribuidas por todas as regides (MARTIN et al, 2011). Encontra-se em
regides tropicais, sendo possivel de ser encontrada também em regibes temperadas, e
sua dispersdo se concentra em regides do Hemisfério Sul (Figura 1) (ALMEIDA, 2016).

Entre os géneros que a compdem os mais abundantes séo, Hibiscus (300),
Pavonia (250), Sida (200), Abutilon(100), Notriche (100), Cristaria (75) e Gossypium
(40) e algumas das espécies mais conhecidas popularmente sdo o algoddo e o cacau
(GRINGS; BOLDRINI, 2011; GUALBERTO, 2013; ALMEIDA, 2016).

Figura 1. Distribuicdo mundial de espécies da familia Malvaceae.
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Fonte:Disponivel em: <http://www.tropicos.org/Name/42000104?tab=maps>.

Os individuos pertencentes a essa familia apresentam-se como subarbustos,
arbustos e arvores, de tamanhos pequeno ou médio. Suas folhas sdo simples ou
compostas, palmadas, com margens inteiras ou serradas e disposicdo alterna e
espiralada. Suas flores sdo hemafroditas ou unissexuadas, e chamam atencéo devido a
sua coloragdo (ALMEIDA, 2016).

Muitas espécies da familia Malvaceae sdo largamente usadas na terapéutica,

como anti-febris, diuréticos, antiinflamatérios e no tratamento de reumatismos, por
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possuirem classes de substancias biologicamente ativas, como, esterdides, terpenos,
flavonoides e cumarinas (AHMED et al, 1990). A espécie Hibiscusesculentus,
conhecida popularmente como quiabo, é utilizada na culinaria e no tratamento de
disturbios géstricos (ROLIM, 2015).

3.2 Género Pavonia e a espécie P. glazioviana
O género Pavonia é um dos maiores géneros da familia Malvaceae, possuindo

250espécies no continente americano, entre arvores de pequeno porte, arbustos e
herbaceas, distribuidas em regifes de clima temperado e tropical (GUALBERTO, 2013;
GARCIA, 2007).

No Brasil foram encontradas cerca de 120 espécies, distribuidas nas regides
Nordeste e Sudeste, apresentando-se como ervas, arbustos e arvores de pequeno porte
(LOPES, 2014; FERNANDES, 2013).

Para a maioria das espécies deste género sdo encontrados estudos boténicos e
agrondmicos, e as espécies que apresentam estudos bioldgicos, se destacam pelas varias
atividades que possuem (LOPES, 2014). Como no caso, da P. zeylanica L. utilizada
como vermifuga e purgativa (TIWARI; MINOCHA, 1980); a P. distinguenda utilizada
como antibacteriana e para a cura de tumores de préstata (MARASCIULO et al, 2006);
a P. varians utilizada na cura de infecgdes do aparelho digestivo (LEAL, 2008); a P.
zeylanica apresentou atividade larvicida (VAHITHA et al, 2002); e a P. odorata
apresentou acao antioxidante (SELVAN et al, 2012).

Substéncias ja foram isoladas do género Pavonia, como por exemplo para P.
malacophylla foram isoladas [-sitosterol, uma mistura de sitosterol-3-O-p-D-
glicopiranosideoe estigmasterol-3-O-B-D-glicopiranosideo, isolada também para a
espécie P. cancellata, uma mistura de triterpenos: a-amirina com B-amirina, 132-
hidroxi-feofitina A, 173-etoxi-feoforbideo A, 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavona (canferol),
3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavona (quercetina) (CHAVES, 2016). Para P. cancellata foram
isoladas, canferol 3-O-B-D-(6-BE-p-coumaroil) glicosideo, 3,7-di-O-metilcanferol |,
estigmast-5-em-3 B-ol (B-sitosterol), estigmasterol (CASIMIRO-JUNIOR et al., 2013).

A P.glazioviana (Figura 2) é facilmente identificada por ser um arbusto com
folhas ovais e margem serreadas. E uma espécie endémica da regido Nordeste do Brasil,
com dominio fitogeografico na caatinga, conhecida nos estados do Piaui, Ceara e
Pernambuco a Bahia (Figura 3) (ESTEVES, 1998).
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Figura 2. Pavonia glazioviana.

Fonte: [CASTRO et al., 2014].

A espécie, também conhecida como “malva-da-chapada” e “tampa-cabaga”, ¢é
utilizada como forrageira de animais domésticos e como recurso floral para
abelhas(MAZZOTTlet al, 2010). Contudo, seu potencial terapéutico é desconhecido,

com escassez de dados na literatura sobre estudos fitoquimicos e farmacoldgicos.

Figura 3. Distribuicéo da P. glazioviana no nordeste do pais.

Fonte:Disponivel
em:<http://floradabrasil.jbrj.gov.br/jabot/FichaPublicaTaxonUC/FichaPublicaTaxonUC.do?id=FB9140>.

3.3 Analise Fitoquimica

Nas Gltimas décadas tem-se observado um grande interesse em trabalhar com
fitoterapia, sendo observado um aumento no estudo dos vegetais, devido as substancias
derivadas dessas espécies (OLIVEIRA, 2016).0s processos vitais de biossintese séo
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responsaveis pela formacgdo de muitas substancias organicas no interior das células que
formam diversos tecidos dos organismos animais e vegetais. S&o extraidas dos vegetais,
vérias substancias, sendo a maior parte delas responsaveis pela aplicabilidade na
alimentacdo e salde, e isso tem sido um estimulo ao desenvolvimento do estudo de
muitas plantas (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A eficicia dessas substancias esta relacionada com sua atividade bioldgica,
como por exemplo substancias antitumorais obtidas de plantas, como o0s
alcaloidesextraidos da espécie vegetal Catharanthusroseus G. Don (Apocynaceae),
considerados indispensaveis para o tratamento de leucemia(MOTA et al., 2014) .

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos das
espécies vegetais ou avaliar sua presenca, podendo identificar os grupos de metabdlitos
secundarios relevantes quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de
interesse. Se o interesse for restrito a uma classe especifica de constituintes, a
investigacdo devera ser direcionada para o isolamento e a elucidagéo estrutural dos
compostos (SIMOES et al., 2017).

Classicamente, a caracterizacdo dos principais grupos de substancias vegetais de
interesse tem sido realizada por reaces quimicas que resultem no desenvolvimento de

coloracdo e/ou precipitagdo caracteristica (SIMOES et al., 2017).

3.4 Metabodlitos Secundarios
As plantas produzem uma larga e diversa ordem de compostos, que sdo

divididos em metabdlitos primarios e secundarios (SILVA et al., 2018).0s metabolitos
primarios estdo relacionados com o metabolismo energético basico da planta e sdo
produzidos por todos 0s organismos Vivos, ou seja, sdo indispensaveis a existéncia das
espécies. Proteinas, carboidratos e acidos nucleicos, sdo alguns exemplos de metabdlitos
primarios. Ja os metabolitos secundarios tém sua biossintese restrita a algumas espécies,
cuja importancia bioldgica ndo esta relacionada com o metabolismo bésico, ou seja,
estdo relacionados com as estratégias de defesa, perpetuacdo e sobrevivéncia da planta
(SILVA, 2014; SIMOES et al., 2017), como por exemplo, cumarinas, flavonoides,
alcaloides, saponinas, quinonas, esteroides, terpenoides, entre outros.

Todas as plantas sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios, porém esta
caracteristica prevalece em plantas selvagens, devido ao fato de desenvolverem

mecanismos de adaptacdo para competir com outras plantas e garantir sua sobrevivéncia
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(SOUZA FILHO; ALVES, 2002). Os metabdlitos secundarios sdo capazes de interagir
em sistemas biologicos e estudos buscam a sua aplicagdo como compostos
antimicrobianos, antidepressivos, anestésicos, relaxantes musculares, antivirais, entre
outros (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os metabdlitos secundéarios sdo geralmente, de baixo peso molecular, possuem
atividade bioldgica e se apresentam em baixas concentracdes em grupos restritosde
plantas. Essas substancias sdo importantes comercialmente nas areas, farmacéutica,
alimentar, perfumaria, agronémica, entre outras (PEREIRA; CARDOSO, 2012;
SIMOES et al., 2017).

3.4.1Alcaloides
Os alcaloides sdo compostos nitrogenados derivados de aminoacidos,obtidos de

plantas, organismos animais, marinhos, fungos (SIMOES et al., 2017).

Os alcaloides sdo famosos por se apresentarem como substancias que possuem
alta acdo no sistema nervoso central, sendo utilizados como veneno, alucindgeno,
sedativos, etc. A origem de seu estudo se deu a partir de 1806, com o isolamento da
morfina (Figura 4), pelo farmacéutico Friedrich Sertirner (VI1ZZOTO; KROLOW;
WEBER, 2010).

Figura 4. Formula estrutural da morfina.

Fonte: [propria].

Estima-se que esta classe abrange mais de 4000 compostos, que correspondem a
cerca de 15% a 20% dos produtos naturais conhecidos, ocorrendo em maior quantidade
nas angiospermas. Ha relatos da aplicacdo de alcaloides como repelentes, na sintese de

feromdnios, em farmacos, no tratamento do mal de Alzheimer,gota, como anti-
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hipertensivo, antimalarico, antitumorais, antitussigenos, antiviral, entre outros
(MARQUES; LOPES, 2015; SIMOES et al., 2017).

3.4.2 Esteroides e Terpenoides
Os terpenoides formam uma diversa familia de produtos naturais, derivada de

unidades isoprénicas (C5). A depender da quantidadede unidades isoprénicas unidas, 0s
compostos terpénicos podem ser classificados como monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40) (QUEIROZ, 2009).

Um diterpeno muito conhecido, é o paclitaxel, descoberto em 1966, e isolado da
casca de Taxus brevifolia. E comercializado como Taxol (Figura 5), utilizado para o
tratamento de cancer de ovario, cancer de pulmdo, e cancer avancado de
mama(FERREIRA, 2013).

Existem cerca de 4000 triterpenoides conhecidos isolados de fontes naturais.
Essas substancias tém varias potencialidades medicinais, apresentando muitas
propriedades biologicas, como, anti-inflamatoria, antibacteriana, fungicida, antiviral,

analgésica, cardiovascular e antitumoral (SANTQOS, 2010).

Figura 5.Exemplo de terpenoide: taxol.

Fonte: [propria].

Os esteroides séo triterpenoides modificados (DEWICK, 2002). Apresenta sete
centros estereogénicos (C3, C8, C9, C10, C13, C14, C17), em seu nucleo esteroidal
(QUEIROZ, 2009).Nos animais, o principal esteroideé o colesterol (Figura 6), um
componente essencial da membrana citoplasmatica das células, que facilita a digestédo
de gorduras (SANTQOS, 2010).

27



Figura 6. Estrutura quimica do colesterol

HO
Fonte: [proprial.
As juncdo dos anéis A e B dos esteroides, podem ser cis ou trans, apresentando
dois grupos: os grupos que se projetam por cima do plano do anel, chamados de P
(sistema A-B cis); e 0s grupos que se projetam por baixo do plano do anel, chamados de
a (sistema A-B trans) (SOLOMONS, 2006; SANTOS, 2010).
Alguns esteroidesapresentam potencial interesse biologico, possuindo atividade
citotoxica contra algumas linhas celulares (linhas leucémicas), atividade antiviral(no

caso do HIV), participando em mecanismos de protecdo antioxidante (SILVA, 2012).

3.4.2.1 Saponinas
As saponinas sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, possuem

uma parte com caracteristica lipofilica (triterpenos ou esteroides) e outra parte
hidrofilica (agtcares) (Figura 7) (SIMOES et al., 2017).

Essas substancias podem ser classificadas como, saponinas esteroidais e
saponinas triterpenicas. As saponinas esteroidais, possuem 27 atomos de carbono em
seu esqueleto, distribuidos em seis anéis. Ja as saponinas triterpénicas podem ser
definidas como glicosideos que possuem uma aglicona triterpénica formada pela
ciclizacdo do (3S) — 2,3 epoxi- 2,3 — dihidroesqualeno ou, raramente, do proprio
esqualeno (SIMOES et al., 2017).
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Figura 7. Estrutura das saponinas.
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Fonte: [propria).

As saponinas apresentam atividade anti-inflamatoria, antiviral, pode ser utilizada
na reducdo de colesterol no sangue e tecidos, € no aumento da absorcdo de outros
medicamentos (SIMOES et al., 2017). As saponinas triterpénicas apresentam atividades
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatorias, analgésicas, antiulcerogénica e sedativas

(DINIZ, 2006).

3.4.3 Compostos Fenolicos
Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza.

Mais de 8000 compostos fenolicos ja foram detectados em plantas, pois faz parte dos
constituintes de uma variedade de vegetais, frutas e produtos industrializados. Podem
ser pigmentos,que ddo a aparéncia colorida aos vegetais ou apresentar funcdes de defesa
das plantas contra agressdes do ambiente tais como radiacdo ultravioleta, insetos,
fungos e bactérias (VALADARES, 2017;SILVA, 2010).

Dentre seus beneficios a saide humana evidenciam-se a reducdo na ocorréncia
de certos tipos de cancer, reducdo do colesterol sérico e estimulacdo do sistema
imunologico, pois estdo relacionados com a atividade antioxidantes dos vegetais,
contribuindo para a saude humana. (PEREIRA; CARDOSO, 2012;VIEIRA et al., 2011)

Os compostos fendlicos, forma diversas classes de metabdlitos secundarios,
como flavonoides, taninos, cumarinas, entre outros. E uma classe de compostos que
inclui uma grande variedade de estruturas, simples e complexas, que possui pelo menos
um hidrogénio do anel aromatico esta substituido por hidroxila (Figura 8) (SIMOES et
al., 2017).
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Figura 8. Exemplos de compostos fendlicos
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Fonte:[adaptado de < https://www.edutec.unesp.br/publicador/>].

Apresentam em sua estrutura, grupos benzénicos caracteristicos, tendo
substituintes hidroxilas. Os &cidos fenolicos e outros polifendis dos vegetais tém sido
caracterizados como fitoquimicos e os alimentos que os contém sdo tidos como
funcionais, pois apresentam acdo farmacologica para o organismo, podendo atuar como
antioxidante e antiinflamatorio (DEL RE; JORGE, 2012).

3.4.3.1 Taninos
Os taninos sdo substancias fendlicas soldveis em agua com massa molecular

entre 500 e 3000 Dalton. Formam complexos insoliveis em agua com alcaloides e
proteinas. Sao classificados segundo estrutura quimica em dois grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (SIMOES et al., 2017).

Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de acidos galicos e acidos elagicos
glicosilados, onde os grupos hidroxila do acucar sdo esterificados com os é&cidos
fendlicos(VARGAS, 2011). O composto B-1,2,3,4,6-pentagaliol-D-glicose (Figura 9)
representa o padrdo maximo de substituicdo alcancado, sendo considerado o precursor
para taninos hidrolisaveis(SIMOES et al., 2017).
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Figura 9.5-1,2,3,4,6-pentagaliol-D-glicose.
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Fonte: [proprial.

Os taninos condensados(Figura 10) sdo oligdmeros e polimeros formados pela
policondensacdo de duas ou mais flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Podem ser divididos em
dois tipos, com a presenca ou auséncia de hidroxila na posicdo C-5 do anel A(SIMOES
et al, 2007).

Figura 10. Modelo de estrutura de taninos condensados.

Fonte: [propria].

As plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no
tratamento de: diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias, feridas,
queimaduras, problemas estomacais (azia, nausea, gastrite e Ulcera gastrica), problemas
renais e do sistema urinario e processos inflamatérios (ROSA, 2013). E proposto que
possiveis mecanismos de a¢do no organismo, estejam associados com complexagdo com

fons metalicos, como por exemplo, ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio, célcio;
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atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres ou a habilidade de complexar
com macromoléculas, como proteinas e polissacarideos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

3.4.3.2 Cumarinas
As cumarinas sdo amplamente distribuidas nos vegetais, e encontradas em

fungos e bactérias, sendo identificadas mais de 1300 cumarinas de fontes verdes
(MESQUITA et al., 2013).

Estruturalmente, sdo lactonas do &cido o-hidrdxi-cindmico (2H-1-benzopiran-2-
onas), sendo o representante mais simples a cumarina (1,2-benzopirona), e as cromonas
(5H-1-benzopiran-5-onas), que sdo isdmeros da cumarina (Figura 11)(SIMOES et al.,
2017).

Figura 11. Estruturas basicas de cumarinas e cromonas, respectivamente.

Fonte: [prépria].

As cumarinas podem ser classificadas como: cumarinas simples (derivados da
cumarina contendo radicais hidroxi, alcoxi, alquil bem como as formas glicosidicas);
furanocumarinas (consistem de um anel furano, anel de 5 membros, condensados ao
nacleo cumarinico); piranocumarinas (analogos as furanocumarinas, porém com anel
pirano, 6 membros; cumarinas com substituintes no anel pirona (cumarinas com grupos
substituintes na posi¢do Cs e C4) e cumarinas miscelaneas (possui o &tomo de oxigénio
e o carbono ligado ao oxigénio por dupla ligacdo invertidos de posicdo) (Figura
12)(SOUZA, 2005).
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Figura 12. Estrutura quimica das classificacdes de cumarinas.
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Fonte: [ adaptado de SOUZA, 2005].

Elas podem ser encontradas em todas as partes de uma planta, sendo encontrada
em maiores quantidades nas frutas, seguido de raiz e caule (MOTA et al., 2014).Muitas
cumarinas possuem odor caracteristico.

Algumas dessas substancias possuem atividades imunosupressora, relaxante
muscular, hipolipidémica, hipotensora, vasodilatadora, espasmolitica e antitrombotica, e
algumas sdo também utilizadas na prevencdo de doencas causadas por radicais livres
(SIMOES et al., 2017).

3.4.3.3 Quinonas
As quinonas sdo compostos organicos considerados produtos da oxidacdo de

fendis (SIMOES et al., 2017). Apresentam em sua estrutura, dois grupamentos
carbonilas em um anel insaturado de seis &tomos de carbono, situados nas posicdes
“orto” (adjacentes) ou “para” (Figura 13), podendo ser classificadas como
benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e fenantraquinonas (Tabela 1) (SOUZA,;
LOPES; ANDRADE, 2016).

Sdo geralmente substancias cristalinas de cor amarela ou vermelha, podendo ter

ocasionalmente, cores azul, verde ou até preta (SIMOES et al., 2017).
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Figura 13. Estruturas de quinonas: 1,2-benzoquinona (o-benzoquinona) e 1,4-benzoquinona (p-benzoquinona).
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Fonte: [propria).

Tabela 1. Classificacdo das quinonas quanto ao sistema aromatico.

[+]

Grupo Sistema aromdtico Estruturas Basicas
1. Benzoquinonas ] Anel benzémico @ ﬂﬁ
a

e D
& LI

T

aane D

r

]

Naftoguinonas ] Anel naftalénico

fs’

3. Antraguinonas * Anel antracénico

4. Fenantraguinonas * Anel fenantrénico

Fonte: [SOUZA ; LOPES ; ANDRADE, 2016].

Estudos demonstram efeitos toxicos e deletérios das quinonas para 0 organismo
humano (indutor de véarias doencas, como cancer de pulmdo, asma e inflamacéo
alérgica), podendo atuar como inibidora de enzimas importantes em sistemas celulares
reparadores e causarem danos genético. Contudo, as quinonas apresentam interesses
toxicologicos e farmacoldgicos consideraveis, atuando como microbicidas,
anticancerigenos, antibacteriana e antifingica (SOUZA ; LOPES ; ANDRADE, 2016).

3.4.3.4 Flavonoides
Os flavonoides constituem uma importante classe de polifenois. Uma substancia

fendlica ou polifenolica,possui um ou mais ndcleos aromaticos contendo substituintes
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hidroxilados e/ou seus derivados funcionais (ésteres, éteres, glicosideos e outros).A
maioria dos representantes dessa classe possui 15 &tomos de carbono em seu ndcleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbono entre
elas, formando um sistema C6- C3-C6 (Figura 14) (SIMOES et al., 2017).

Figura 14. Nucleo fundamental dos flavonoides.

Fonte: [prpria].

Foram identificadas mais de 8000 substéncias pertencentes a esse grupo,
apresentando-se de diversas formas (Figura 15), como por exemplo, flavonois, flavonas,
flavanonas,catequinas,antocianinas, isoflavonas e chalconas(PEREIRA; CARDOSO,
2012). Suas cores variam do branco ao amarelo, sendo identificada em quase todo o
reino vegetal, estando presente em abundancia em angiospermas, pequena variabilidade
em pteridofitas e briofitas e quase ausente em algas (SIMOES et al., 2017).

As antocianinas apresentam importante papel na prevencdo ou prolongam o
aparecimento de doencas, devido a sua capacidade antioxidante e anti-inflamatdria
(CARDOSO; LEITE; PELUZIO, 2011). Algumas isoflavonasapresentam efeito
anticancerigeno, funcdo antioxidante e antifingica (SILVA.; PRATA; REZENDE,
2013).

Figura 15.Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides.
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Fonte: [MARGO; POPPI; SCARMINIO, 2008].
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H& um grande interesse econdmico pelos flavonoides, por alguns apresentarem
cor, podendo ser utilizados como pigmentos, e por possuirem importancia
farmacol6gica, atribuidas a propriedades como: antitumoral, anti-inflamatoria,
antioxidante, antiviral, entre outros. Alguns medicamentos também sdo elaborados a
partir de flavonoides, para o tratamento de doencas circulatérias e hipertenséao.
(SIMOES et al., 2017).

Os flavonoides tém sido associados a resultados benéficos a saude humana, por
isso sua quantificacdo em espécies vegetais é tdo importante. Alguns estudos
epidemioldgicos revelaram que seu consumo elevado ajuda a proteger contra doencas
cronicas, como as cardiovasculares, e que tém acdo antioxidantes, anti-inflamatoriae
antitrombogénica (VALADARES, 2017).

3.5 Atividade Antioxidante
Os antioxidantes sdo substancias capazes de retardar ou inibir a oxidacdo de

substratos oxidaveis (COTINGUIBA et al.,, 2013), e podem ser classificados em
antioxidantes primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios sdo compostos
capazes de inibir ou retardar a oxidacdo por inativacdo de radicais livres. Os
antioxidantes secundarios apresentam varios modos de acdo: ligacdo de ions metalicos
(alteracdo de valéncia); absorcdo de radiagdo UV, entre outros (MAISUTHISAKULet
al,2007; TELESetal, 2015).

Devido ao crescimento de doencas cronicas ndo transmissiveis, como diabetes
mellitus e eventos cardiovasculares, muitas plantas e alimentos vem sendo estudados
por possuirem atividadeantioxidante. Alguns exemplos de substancias associadas a este
tipo de atividade s&o, o acido ascorbico (vitamina C), o B-caroteno, o a-tocoferol, o
zinco e os flavonoides (ZIMMERMANN.; KIRSTEN, 2008).

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante, que inibe a oxidacéo de
substratos, diminuindo os danos causados as celulas pelos radicais
livres(COTINGUIBA et al., 2013).

Os radicais livres vem sendo considerados como grandes causadores de varias
doencas como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, disfuncdes cerebrais e
diabetes mellitus do tipo | (COTINGUIBA et al., 2013). Sdo moléculas organicas que
possuem atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados, tornando-as moléculas

altamente instaveis e reativas. A produgdo de radicais livres acontece naturalmente
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durante acdes cataliticas de enzimas, no metabolismo celular ou pela exposi¢éo a fatores
exdgenos, tais como radiages gama e ultravioleta, ozonio, tabagismo e aspectos
nutricionais (NASCIMENTO et al., 2011).

No entanto, séo formados outros produtos reativos no metabolismo celular, que
nao se encontram na forma de radicais livres, tais como, as espécies reativas de oxigénio
(EROs), e as espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (PINHO et al., 2010). As EROs e
ERNs mais produzidas sdo, o hidroxilo (OHe), o superoxido (O2e-), hidroperdxido
(HO2e¢), o 6xido nitrico (NOe) e o dioxido de nitrogénio (NO2¢)(TELES etal., 2015).

Por possuirem elétrons desemparelhados sdo moléculas altamente reativas e
interagem produzindo diversos danos oxidativos, podendo levar a morte celular e
quando a concentracdo dessas espécies ocorre em maior quantidade do que espécies
antioxidantes, o sistema estara diante do estresse oxidativo (TELES et al., 2015), que esta
relacionado com diversos tipos de doenca, como varios tipos de cancer, desordens
inflamatdrias e doencas cardiovasculares (VASCONCELOS, 2014). O excesso desses
radicais pode ser combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou adquiridos de
forma exdgena, como alimentos que contém compostos bioativos que apresentam esta
capacidade, tais como vitaminas C e E, os carotenoides, os flavondides e os compostos
fendlicos(NASCIMENTO et al, 2011).

3.6 Cromatografia
Muitas espécies vegetais apresentam expressivas atividades farmacologicas e

biologicas, porém constituem matrizes muito complexas, sendo muito ricas em variados
compostos. Para conhecimento da composi¢do quimica dos extratos vegetais torna-se
necessaria aplicacdo de técnicas de separacdo de seus constituintes (SOARES et al.,
2016).

A técnica utilizada por exceléncia, na separacdo dos constituintes dos produtos
naturais € a cromatografia (MATOS, 2015). A cromatografia € um método fisico-
quimico de separacdo,no qual os compostos de uma mistura sdo separados pela da
velocidade com que sdo transportados através de uma fase estaciondria, por um liquido
ou gas, que constitui a fase movel (KRULL, 2012).0s métodos cromatograficos sdo
amplamente utilizados para procedimentos de analise e para purificacdo de substancias.

A cromatografia pode ser classificada em: cromatografia de particdo: separagéo

baseada na parti¢do entre dois solventes imisciveis, um contido na fase mével e outro na
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estacionaria; cromatografia de adsorcdo: a fase estacionaria é utilizada para adsorver
componentes da fase mével (afinidade quimica); cromatografia de troca ibnica: baseia-
se na troca de ions entre a fase movel e resinas com grupo funcional da fase
estacionaria; cromatografia de exclusdo (também chamada de filtracdo molecular): é
baseada no tamanho das moléculas do soluto, onde componentes da fase mével passam
por um gel poroso. Os géis utilizados sdo derivados do dextrano, conhecido
comercialmente como Sephadex (SOARESet al., 2016; CHIMIN, 2006).

A cromatografia em camada delgada, € uma técnica de adsorcdo liquido-sélido,
em que a separacdo ocorre pela diferenca de afinidade dos componentes de uma mistura
pela fase estacionaria. E utilizada para analise de extratos brutos para acompanhar o
andamento de reacdes quimicas, avaliar pureza e para fins preparativos(SILVA, 2010;
GOULART, 2012).

A cromatografia liquida em coluna é uma técnica muito utilizada para separacao
ou isolamento de constituintes de extratos vegetais. Apresenta-se como uma tecnica
muito versatil, podendo ser utilizadas combinagfes variadas de fases moveis e
estacionarias, sendo as fases estacionarias mais utilizadas silica, alumina e Sephadex
(SOARESet al., 2016; CHIMIN, 2006).
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do Material
A espécie P. glazioviana, foi coletada na Serra Branca, municipio de Jeremoabo,

Bahia. Posteriormente foi desidratada em estufa e herborizada no Herbéario da
Universidade do Estado da Bahia (HUNEB, Colecéo Paulo Afonso). O referido material
boténico foi identificado pela Prof® Dr? Adilva de Souza Concei¢do e uma exsicata do
mesmo foi disposta no Herbario HUNEB, Cole¢do Paulo Afonso, sob o codigo 28709.A
pesquisa foi registrada do Sistema de Acesso ao Patrimdnio Genético sob Codigo
Sisgen ADCOEOQQ.

4.2 Preparagdo dos extratos
A amostra vegetal foi seca em estufa (72 h) e posteriormente foi triturada em

moinho mecanico, obtendo-se 5400g do p6 da planta. Em seguida, o mesmo, foi
submetido a maceracdo com etanol por 72 horas. O processo extrativo foi repetido 3
vezes com a finalidade de obter-se um maior rendimento. Apds isso, a solugdo obtida
foi filtrada e concentrada em evaporado rotativo. O extrato obtido, foi solubilizado em
uma solucdo de EtOH:H2O (7:3) que foi submetida a particdo liquido-liquido com
hexano, cloroféormio, acetato de etila e n-butanol. As referidas solugdes foram
concentradas em evaporador rotativo resultando em 88,729 da fase hexanica; 45,89 da

fase cloroformica; 5,09 da fase acetato de etila e 17,0 g da fase n-butandlica.

4.3 Analise Fitoquimica
A analise fitoquimica preliminar foi desenvolvida de acordo com os estudos de

Matos (1997) através de reacOes caracteristicas para 0s grupos de substancias vegetais

de interesse.

4.3.1 Flavonoides
Foram feitas duas reacGes para caracterizacdo de flavonoides, a reacdo de

Shinoda e a reacdo com Cloreto de Aluminio.

e Reacdo de Shinoda:
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Pesou-se 30 mg da amostra e solubilizou-se com aproximadamente 3 mL de
etanol. Em seguida foi colocado cerca de 2mL do extrato alcodlico em um tubo de
ensaio, adicionou-se 4 fragmentos de Magnésio metalico e 0,5 mL de HCI concentrado,
observando-se o desenvolvimento de coloracdo avermelhada.

Resultado positivo — coloracéo rosea a vermelha.

e Reacgdo com cloreto de aluminio:
Gotejou-se o0 extrato solubilizado em etanol a ser analisado em duas regifes
diferentes de uma tira de papel de filtro. Em seguida colocou-se sobre uma das regides
uma gota de solucéo de AIClz a 5% e comparou-se a fluorescéncia sob luz ultravioleta.

Resultado positivo — intensificacdo de fluorescéncia com coloragéo verde- amarelado.

4.3.2 Alcaloides
Para caracterizagdo de alcaloides foram realizadas reag0es de precipitagdo com

os reagentes de Dragendorff(solucdo de iodeto de potéssio e subnitrato de bismuto) e
Mayer (solugéo de iodeto de potassio e cloreto de mercurio).
e Reagente de Dragendorff:
Pesou-se 50 mg da amostra e solubilizou em etanol, em seguida foi adicionado 5
gotas de HCI concentrado a amostra e 10 gotas do reagente Dragendorff.

Resultado positivo— presenca de precipitado alaranjado.

e Reagente de Mayer:
Pesou-se 50 mg da amostra e solubilizou em etanol, em seguida foi adicionado 5
gotas de HCI concentrado a amostra e 10 gotas do reagente Mayer.

Resultado positivo— presenca de precipitado branco.

4.3.3 Quinonas
Realizou-se a reacdo de Borntrager. Pesou-se 10 mg da amostra, solubilizou em

0,5 mL de metanol e adicionou 1,5 mL de agua destilada. Em seguida transferiu-se a
solucdo para um tubo de ensaio e adicionou 5mL de cloroformio. Agitou e foi deixado
em repouso por 10 minutos. Com uma pipeta foi retirada a fase cloroférmica e
transferida para outro tubo de ensaio. Neste, foi adicionado 1mL de solugdo de NaOH a
10%.

Resultado positivo— coloragéo rosa/pdrpura na fase aquosa.
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4.3.4 Cumarinas
Pesou-se 5 mg da amostra e solubilizou em 3 mL de metanol. Em seguida

gotejou-se o extrato alcodlico em duas regides diferentes de uma tira de papel de filtro.
Sobre uma das regides foiaplicadauma gota de solugdo de NaOH a 10% e comparou-se
a fluorescéncia sob luz ultravioleta.

Resultado positivo — desenvolvimento de fluorescéncia verde-amarelada ou azulada.

4.3.5 Esteroides e Triterpenos
Realizou-se a reacdo de Liebermann-Burchard(anidrido acético - &cido sulfurico

concentrado). Pesou-se 5 mg da amostram e solubilizou em 2 mL de cloroférmio. Em
seguida transferiu-se a parte solivel em cloroférmio para um tubo de ensaio e foi
adicionado 1mL de anidrido acético e 3 gotas de acido sulfurico concentrado.

Resultado positivo — coloragéo verde azulada.

4.3.6 Saponinas
Pesou-se 5 mg da amostra e solubilizou em 2 mL de &gua destilada. Em seguida

transferiu-se a parte solivel em agua para um tubo de ensaio com tampa. Agitou por 3
minutos. Deixou em repouso por 15 minutos.

Resultado positivo — formacéao de espuma persistente.

4.3.7 Taninos
Foram realizadas duas reacdes para caracterizacdo de taninos:

e Reacdo de coloracao:
Pesou-sel0 mg da amostra e solubilizou em 1 mL de metanol. Em seguida foi
adicionado 4mL de agua destilada e 5 gotas de solucédo de FeCls a 20%.
Resultado positivo — coloracdo azul para taninos hidrolisaveis e coloracao verde para

taninos condensados.

e Reacdo de precipitacdo de proteina:
Transferiu-se a 2mL da solucdo da amostra com metanol e agua destilada para
um tubo de ensaio. Em seguida foram adicionadas2 gotas de HCI concentrado e solucdo

de proteina (albumina) a 2% gota a gota.
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Resultado positivo — formacgéo de precipitado ou turvacao.

Na reacdo de coloragdo foi utilizado o cloreto férrico, que em solucéo, produz
uma forte coloracdo azul para taninos hidrolisaveis, e coloragdo verde para taninos
condensados. Porém esta reacdo ndo é especifica para taninos, pois pode apresentar
resultado positivo na presenca de fendlicos em geral, entdo para confirmar a presenca de
taninos utilizou-se a reacéo de precipitacdo de proteinas(SIMOES et al., 2007).

4.4 Fenblicos Totais
O conteltdo de fenolicos totais da amostra foi determinado utilizando a

metodologia de Gulcin et al. (2004), determinado pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteau, usando como padréo de referéncia o acido galico.

Para determinar o teor de fenolicos totais no extrato de P. glazioviana,foi
construida uma curva de calibracdo com o padrdo (&cido galico), nas concentracdes de
125; 62,5; 31,25; 15,125 e 7,5625 pg/mL.

Em um baldo volumétrico de 10 mL foram adicionados: 100 uL da solucéo
amostral (solucdo de acido galico ou solucdo do extrato vegetal), 50 uL do Reagente
Folin-Ciocalteau, 6mL de &gua destilada, 2 mL de solucdo de Na,COz a 15% e aferiu-se
0 baldo com agua destilada. Aguardou-se durante 2 horas e a leitura foi realizada em
espectrofotobmetro FEMTO (UV-Vis) a 760 nm. As analises foram realizadas em
triplicata.

Uma amostra brancofoi preparada, na qual havia apenas metanol e reagentes,
com auséncia de extrato vegetal ou de padréo.

Para quantificacdo de fendlicos totais preparou-se uma solucdo de 1000ug/mL

do extrato bruto em metanol.

4.5 Atividade Antioxidante
Para avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico da Pavoniaglazioviana,

foi utilizado o método sequestrador de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila), descrito por Macielet al. (2016).
O DPPH ¢ fotossensivel, e por isso todo procedimento foi realizado em ambiente

escuro.
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4.5.1 Construgdo de uma curva com 5 concentragdes de DPPH
Foram preparadas solucdes de 60; 50; 30; 15; 7,5 uM, em triplicata. Aguardou-

se 30 minutos e as absorbancias (Abs) foram lidas a 517 nm. Os valores médios foram
usados para construir um grafico e gerar a equacdo da reta I.

Para calcular a Abs que corresponde a reducdo de 50% (Absso) na concentracdo
de DPPH dividiu-se o valor da absorbancia na maior concentracdo (0,487) por 2, tendo
como resultado o valor de 0,2435.

4.5.2 Teste com extrato etanolicobruto de P. glazioviana
Foram preparadas solugbes de 8; 4; 2 mg/mL. Em tubos de ensaio, foram

adicionados 0,1 mL da solucdo, e 3,9 mL da solugdo de DPPH 60 uM, em triplicata para
cada concentracdo. Aguardou-se 30 minutos e as absorbancias (Abs) foram lidas a 517
nm. Os valores medios foram usados para construir um grafico e gerar a equacéo da reta
.

Para calcular a ECspsubstitui-se na equacdo da reta II, o valor
0,2435encontrando-se o valor de X, sendo esta a concentracdo de extrato que reduz em
50% a concentracdo de DPPH (ECso).

4.6 Isolamento dos constituintes quimicos de P.glazioviana
Uma amostra da fase cloroformica (20 g) foi cromatografada em coluna

Sephadex LH-20 eluida com metanol e cloroférmio (1:1). O procedimento resultou em
11 fracGes, analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e
agrupadas em duas amostras: Fr01-06 e Fr07-11. A fracdo Fr07-11(3,8 g) foi
cromatografada novamente utilizando a mesma metodologia (Sephadex LH-20)
fornecendo 27 fraces, as quais foram analisadas por CCDA e agrupadas de acordo com
o perfil de eluicdo. Destas fracGes as fracdes 24-27 foram consideradas puras e
codificadas como Pg-1 (15 mg) submetida a analise espectroscopica de RMN *H e 13C

para elucidacdo estrutural.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise Fitoquimica
Os resultados para analise fitoquimica para o extrato etandlico bruto da espécie

P. glazioviana estéo dispostos no Quadro 1.

Quadro 1. Andlise fitoquimica para P. glazioviana

Analise Fitoquimica da Pavonia glazioviana

Reacdes Resultados
Flavonoides/Shinoda Positivo
Flavondides/AICI3 Positivo
Alcaloides/Dragendorff Positivo
Alcaloides/Mayer Positivo
Quinonas Negativo
Cumarinas Positivo
Esteroides/Terpenoides Positivo
Saponinas Negativo
Taninos/FeClz Positivo
Taninos/Albumina Positivo

Fonte: [propria]

A espécie vegetal Pavonia glazioviana, apresentou 0s seguintes grupos de
metabolitos secundérios: flavonoides, alcaloides, cumarinas, esteroides e triterpenos e
taninos. Os metabolitos apresentados estdo de acordo com a literatura para o género
Pavonia. Por exemplo, foram relatados flavonoides, cumarinas, taninos, esteroide e
triterpenos na espécie Pavonia cancellata (DIAS et al., 2017); flavonoides, cumarinas,
taninos, alcaloide, esteroides e triterpenos foram relatados para a espécie Pavonia
malacophylla(Link&Otto) (LIMA et al., 2017). A partir de outras espécies, tais como P.
distinguenda, ja foram isolados e identificados triterpenoides, e de P. varians foram
detectados alcaloides, taninos e saponinas (LEAL, 2008).

O teste para flavonoides, baseou-se na reducdo dos derivados flavonoidicos, de
cor amarela, em antocianinos, de cor avermelhada. Essa reducdo em geral ocorre no
anel C dos flavonois e flavonas, formando o nicleo antocianico. E para a reacdo de
cloreto de aluminio, o aluminio se liga aos oxigénios e cloros, ocorrendo intensificacdo

de fluorescéncia pelo complexo Flavondide-APR*. O teste para alcaloides apresentou
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resultado positivo. A maioria dessas substancias precipitam de solugfes neutras ou
levemente &cidas, como o0s reagentes usados, ocorrendo precipitacdo nas duas reagoes
realizadas. O teste para cumarinas apresentou resultado positivo, pois em meio basico o
anel lacténico da cumarina se abre formando &cido cis-o-hidréxicindnimo, e com a luz
ultravioleta, é produzida fluorescéncia de cor verde-amarelada ou azulada, produzida
pelo &cido trans- hidroxicindmico. O teste para esteroides/terpenoides consistiu no
tratamento da amostra com anidrido acético em presenca de acido acético e algumas
gotas de &cido sulfarico, causando desidratacdo e oxidacdo do sistema de anéis do
ciclopentanoperidrofenantreno, com a formagdo do &cido colesta-hexaenossulfonico, de
colocagdo azul-esverdeada. Para terperoides, ocorre o desenvolvimento de cor
avermelhada, ou purpura. O teste para taninos apresentou resultado positivo, sendo
detectados pela adicéo de cloreto férrico em solucéo etandlica, gerando coloracéo verde-
azulada. Para a reacao de proteinas os taninos formam complexo insolivel em agua com
as proteinas, observando precipitacio ou turvacio (SIMOES et al., 2017).

Os flavonoides, taninos e cumarinas encontrados na espécie vegetal, s@o classes
de metabdlitos secundarios que constituem o grande grupo de compostos fendlicos.
Estes estdo relacionados com a atividade antioxidante dos vegetais, que contribui para a
salude humana devido a capacidade de atuar prevenindo a ocorréncia de problemas de
salde, tais como céncer e inflamacéo, que estdo relacionados em sua patogénese com a
oxidacao de biomoléculas(VIEIRA et al., 2011).

5.2 Quantificacdo de Fendlicos Totais
O Reagente de Folin-Ciocalteau consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico

e fosfotunguistico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidacdo VI (cor
amarela no complexo Na -2Mo004.2H,0). Porém, em presenga de agentes redutores,
com os compostos fenolicos, sdo formados os chamados complexos molibdénio-
tungsténio azuis, cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das
substancias redutoras, pois apresenta absorbancia maxima a 760nm (AGBOR et al.,
2014).

Os valores médios das absorbancias para as concentragdes de 125; 62,5; 31,25;

15,125 e 7,5625 pg/mL do padréo acido galico, estdo dispostos no Tabela 2.
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A curva de calibracdo do padrdo acido gélico (Figura 16), obteve o valor do

coeficiente de linearidade R2
000993696 - 0,00218.

0, 99628 , a equacdo da reta obtida foi :

y =0,

O teor de fendlicos totais foi calculado a partir daequacdo da reta. Foram

encontrados no extrato etandlico da espécieP. glazioviana48,20+ 1,7103mg de EAG/g

de extrato etandlico (EAG - equivalentes de &cido galico).

Tabela 2. Valores de absorbancias para sua respectiva concentracdo de acido galico, em triplicata.

Concentragéo (ug/mL)

Absorbancia

Absorbancia média e

desvio padrao

125 0,124
125 0,130 0,125+ 0,0041
125 0,120
62,5 0,056
62,5 0,062 0,0547+ 0,0066
62,5 0,046
31,25 0,024
31,25 0,029 0,0263+ 0,0020
31,25 0,026
15,125 0,011
15,125 0,018 0,0127+0,0038
15,125 0,009
7,5625 0,012
7,5625 0,011 0,0103+ 0,0017
7,5625 0,008

Fonte: [propria]
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Figura 16. Curva de calibracéo do cido galico em pug/mL
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Foram encontradas quantidades elevadas de fendlicos totais, 48,2 + 1,7103 mg
de EAG/g de extrato etandlico (EAG - equivalentes de acido galico). O resultado obtido
no presente estudo demonstra que P. glazioviana é mais rica em componentes fendlicos
que varias espécies da familia Malvaceae, varias delas utilizadas na medicina popular
com acdo anti-inflamatoria(Oliveira et al.,, 2012). No extrato bruto de Sidastrum
micranthum,por exemplo, foi detectado 39,37 £+ 2,54 mg EAG/g de extrato etanélico; o
extrato bruto de Wissadula periplocifolia apresentou 45,68 + 0,58 mg EAG/g de extrato
etanolico; o extrato bruto de Sida rhombifolia apresentou 38,22 + 0,43 mg EAG/g de
extrato etanolico.

Outro estudo realizado por Vieira et al. (2011) utilizando frutas tropicais
conhecidas por serem ricas em compostos fendlicos mostraram os seguintes resultados:
para a polpa da goiaba foi apresentado um teor no extrato aquoso de 104,76 + 4,39 mg
EAG/100g de polpa da fruta congelada; para a polpa de acerola demonstrou-se teor no
extrato aquoso de 835,25 + 32,44 mg EAG/100g de polpa da fruta congelada; para a
polpa de caju foi apresentado um teor no extrato aquoso de 201,61+ 19,15 mg
EAG/100g de polpa da fruta congelada. Resultados obtidos por Ferreira; R0sSO;
Mercadante (2010) apresentaram 241,7 + 0,8 mg EAG/100 g de fruto para a amora-
preta. Quando comparados com os dados para P.glazioviana observa-se que a espécie é

grande produtora de substancias fendlicas.
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Os compostos fendlicos sdo 0s maiores responsaveis pela atividade antioxidante
de vegetais, principalmente de frutos. Estas substancias tém despertado muito interesse
devido as suas propriedades bioldgicas, apresentando além de atividade antioxidante,
acOes anti-inflamatdria, antimicrobiana, vasodilatadora e anticancer. Os alimentos que
sdo ricos em compostos fendlicos sdo conhecidos como alimentos funcionais e tem seu
consumo recomendado devido as suas agdes protetivas a salide (HEIM et al., 2002;
DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

5.3 Atividade Antioxidante
O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) € um radical livre que apresenta

coloracdo violeta. Quando substancias antioxidantes sdo adicionadas a solugéo de
DPPH, agem como doador de atomo de hidrogénio, reduzindo o radical DPPH para
DPPH-H (estavel), alterando a cor da solucdo para amarelo claro (PIRES et al., 2017).
Os valores das absorbancias para as concentra¢fes de60; 50; 30; 15; 7,5 UM, em
triplicata, do DPPH, estdo dispostos na Tabela 3.
A curva de calibracdo (Figura 17), obteve o valor do coeficiente de linearidade
R2 =0, 99984, a equacéo da reta | obtida foi : y = 0, 00842x - 0,02017.

Tabela 3. Valores de absorbancias para sua respectiva concentracéo de DPPH, em triplicata.

Concentracdo (UM) Absorbancia Média e desvio padrédo
60 0,477
60 0,491 0,487 + 0,0077
60 0,495
50 0,402
50 0,400 0,396+ 0,0071
50 0,386
30 0,238
30 0,235 0,236+ 0,0012
30 0,237
15 0,108
15 0,107 0,107+0,0004
15 0,108
7,5 0,041
7,5 0,042 0,041 + 0,0004
7,5 0,042

Fonte: [propria]
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Figura 17. Curva de calibracdo do DPPH.
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Para calcular a Abs que corresponde a reducéo de 50% (Absse) na concentracao
de DPPH dividiu-se o valor da absorbancia na maior concentracéo (0,487) por 2, tendo

como resultado o valor de 0,2435.

5.3.1 Teste com extrato etandlico de Pavonia glazioviana
Os valores das absorbancias para asconcentrages de8; 4; 2 mg/mL, em

triplicata, para o extrato etandlico da Pavonia glazioviana, estdo dispostos no Tabela 4.
A curva de calibracdo para atividade antioxidante do extrato etanolico da P.
glazioviana, obteve coeficiente de linearidade de R?= 0,98503e a equacio da reta Il

gerada foi: y = -0,03863x + 0,48925 (Figura 18).

Tabela 4.Resultados obtidos para a avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etanélico da Pavoniaglazioviana.

Concentracdo (mg/mL) Absorbancia Média e desvio padrdo
2 0,422
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0,426 0,4276+0,005
0,435

0,313
0,285 0,3113+0,020
0,336

0,184
0,190 0,188+ 0,002
0,190

0O 0O O~ D BSDNMDN

Fonte: [propria]

Figura 18. Potencial antioxidante do extrato etanélico de Pavonia glazioviana.
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Para calcular a ECsesubstituiu-se na equagdo da reta Il o valor
0,2435,encontrando-se o valor de x, sendo esta a concentracdo de extrato que reduz em
50% a contragdo de DPPH (ECso). Para o extrato etandlico da P. glazioviana a ECsp
encontrada foi de 6,36 + 0,02921mg/mL.

Estudos demonstram uma correlacdo direta entre extratos que apresentam altos
teores de fendlicos e alta capacidade antioxidante. Para o extrato etandlico da P.
glazioviana a ECso encontrada foi de 6,36 mg/mL £ 0,02921. Resultados obtidos por
Oliveira et al. (2012), mostram os valores para extratos etandlicos brutos de outras
espécies de Malvaceaes, utilizando o mesmo método. Para a espécies Sidastrum
micranthum foi demonstrada uma ECsode 125,73 mg/mL; para Wissadula periplocifolia
foi obtido o valor de EC50 de 114,28 mg/mL e para Sida rhombifolia obteve-se o valor

de 115,91 mg/mL. De acordo com os dados obtidos podemos observar que 0 extrato
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etandlico de P. glazioviana, possui um potencial antioxidante maior quando comparada
a outras espécies de Malvaceae conhecidas por possuirem acdo anti-inflamatéria e
antioxidante.

Resultados obtidos por Vieira et al (2011), apresentam valores de ECso para
extratos aquosos de frutas tropicais, tais como, acerola, apresentando valor de 24,42
ug/mL; caja, apresentando valor de 535,53 pg/mL; caju, apresentando valor de 154,95
ug/mL e para goiaba, apresentando valor de 433,36 pg/mL. Analisando os dados
observa-se que apresenta maior capacidade antioxidante das frutas conhecidas por seu
alto teor de vitamina C (CAIDANet al., 2014; LOPEZ et al., 2014) .

5.4Elucidacéo estrutural de Pg-1
A substancia Pg-1 foi isolada como pé amarelo. O espectro de RMN *H exibiu

um conjunto de absor¢des para hidrogénios aromaticos entre deslocamento quimico on
6,41ppm a on 8,12ppm. Este espectro também mostrou um singleto em deslocamento
quimico don 12,42ppm tipico de hidroxila formando ligagdo de hidrogénio
intramolecular, caracteristico do nacleo flavonoidico, sugerindo que Pg-1 trata-se de um
flavonoide, uma vez estas substancias sdo comuns em Malvaceae (SILVAet al.,
2005).Foi possivel observar dois dubletos intensos, em deslocamento quimico on
8,11ppm e 7,05ppm ambos integrando para 2H cada com uma constante de
acoplamento (J) igual a 9,0 Hz, caracteristico de acoplamento orto, demonstraram a
presenca de um sistema do tipo AA’ BB’ de aromatico, permitindo assim sugerir para
Pg-1 um esqueleto flavonoidico com anel B para substituido. A auséncia de um singleto
entre deslocamento quimico on 6,63ppm e 6,43ppm indica que a posicdo C-3 estaria
substituida, somando-se a esses dados verificou-se a presenca de trés singletos
(deslocamento quimico &n, 3,87ppm, 3,90ppm e 3,99ppm,integrando para 3H cada),
caracteristicos de hidrogénio de metoxilas, sugerindo a presenca de 3 metoxilas na
moléculague puderam ser localizadas posteriormente nas posicdes C-3, C-8 e C-4°
(Figura 19, 20 e 21).
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Figura 19.Espectro de RMN *H (8, CDCls, 500 MHz) de Pg-1.
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Figura 20. Expans3o 1 do espectro de RMN *H (5, CDCls, 500 MHz) de Pg-1.
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Figura 21.Expansdo 2 do espectro de RMN H (3, CDCls, 500 MHz) de Pg-1.
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O espectro de RMN C—APT mostrou sinais que indicam a presenca de 18
atomos de carbono, confirmando a proposta da substdcia Pg-1 tratar-se de um
flavonoide. Destacam-se sinais de alta intensidade para carbonos equivalentes em
deslocamento quimica d¢ 130,2ppm e 114,38ppm caracteristicos dos carbonos 2°/6° ¢
3’/5> do anel B para-substituidos de flavonoides. As absor¢bes em deslocamento
quimico dc 55,61ppm, 60,34ppm e 62,10ppm tipicas de metoxilas confirmaram a
proposta do espectro de *H para a presenca desses 3 substituintes. Destacamos ainda o
sinal em 179,04 relativo a carbonila na posicdo 4, tipica de flavonoides (Figura 22).
Comparando-se os dados obtitidos com dados da literatura (SORHRABEet al., 2004)
(Tabela 5), péde-se concluir que a substancia isolada Pg-1 € o flavonoide 5,7-dihidroxi-
3,8,4’-trimetoxiflavona (3,8,4’-trimetoxiherbacetina) (Figura 23) isolado pela primeira

vez no género Pavonia.
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Figura 22. Espectro de RMN *3C - ATP(5, CDCls, 125 MHz) de Pg-1.
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Figura 23. 5,7-dihidroxi-3,8,4’-trimetoxiflavona.

Fonte: [propria].
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Tabela 5. Comparagdo dodHe dcdo Pg-1 com Mo-1.

Pg-1 Mo-1
on (ppm/Hz) dc oH (ppm/Hz) oc
(ppm/Hz) (ppm/Hz)

2 - 155,08 - 155,8

3 - 138,95 - 138,6

4 - 179,04 - 179,0

5 12,43 (s, 1H) 157,68 12,50 (s, 1H) 157,3

6 6,42 (s, 1H) 98,55 6,42 (s, 1H) 95,4

7 - 155,74 - 158,3

8 - 126,81 - 128,8

9 - 148,06 - 150,2

10 - 105,81 - 105,3

1’ - 122,92 - 123,0
2°/6° 8,11 (d, J=10 Hz, 2H) 130,21 8,17 (d, J=2,5 Hz, 2H) 130,2
37/5° 7,05 (d, J=9 Hz, 2H) 114,39 7,05 (d, J=2,5 Hz, 2H) 114,2
4 B 161,93 ) 161,8
OCH3-8 3,99 (s, 3H) 62.10 3,91 (s, 3H) 616
OCH3-4’ 3,90 (s, 3H) 55 61 3,90 (s, 3H) 55 4
OCHS3- 3 3,86 (s, 3H) 60,34 3,87 (s, 3H) 60,11
OCH3-7 - - 3.95(s, 3H) 56,3

Fonte: [SORHRAB et al., 2004].
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6 CONCLUSOES
Com a realizacdo do presente trabalho foi possivel determinar os grupos de

metabdlitos secundarios produzidos pela espécie P. glazioviana. Foi demonstrada a
elevada concentracdo de substancias fendlicas no extrato de P. glazioviana. Estas
substéancias estdo relacionadas com a capacidade antioxidante de produtos naturais. De
fato, foi demonstrada interessante atividade antioxidante da espécie quando comparada
com outras Malvaceaes ja conhecidas por essa propriedade.Por meio de técnicas
cromatogréficas e espectroscopicas, foi possivel isolar e identificar o flavonoide 5,7-
dihidroxi-3,8,4’-trimetoxiflavona, relatado pela primeira vez no género Pavonia,

contribuindo com a quimiotaxonomia da famila Malvaceae.
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ANEXO A - Espectro de RMN H (8, CDCls, 500 MHz) de Pg-1
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ANEXO B - Expansao 1 do espectro de RMN !H (5, CDCls, 500 MHz) de Pg-1
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ANEXO C - Expansao 2 do espectro de RMN *H (5, CDCls, 500 MHz) de Pg-1
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ANEXO D - Espectro de RMN C - ATP(8, CDCls, 125 MHz) de Pg-1
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