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RESUMO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas desde a antiguidade por ser o principal meio
terapéutico conhecido entre as populacdes. Entre as diversas atividades desempenhadas pelas
plantas medicinais destaca-se a presenca de antioxidantes, que sao responsaveis em sequestrar
radicais livres, que muitas vezes acometem a saude da populacdo. O presente estudo tem
como objetivo avaliar a capacidade antioxidante da infusdo das flores de Bauhinia variegata.
Foram realizados os ensaios DPPH e Folin-Ciocalteu. Os resultados obtidos pelo ensaio
indireto DPPH apresentaram baixa capacidade antioxidante, sendo o valor 1Cso > 200 pg/mL,
para ambas as infusdes, supde-se que a baixa atividade demonstrada é devido a dificuldade de
diluir o extrato. Todavia pelo método indireto Folin-Ciocalteu foram constatados o teor de
substancias fendlicas em ambas as infusbes de Bauhinia variegata, apresentando a amostra
branca 2,11 mg de GAE/g e a roxa 1,21 mg de GAE/g. Com a finalidade de identificar a
quantidade de compostos fenolicos presentes em uma Xicara padrdo de cha foi analisado o
rendimento dos extratos utilizando a média dos valores. Os resultados obtidos apontaram 6,11
mg de contetdos fendlicos para o cha da amostra branca e 4,15 mg de contetdos fendlicos
para a amostra roxa. Na intencdo de encontrar substancias, 0s extratos aquosos foram
submetidos a técnica de espectrometria de massas (ESI-MS). Foram encontradas varias
substancias que possivelmente podem estar relacionadas com o potencial antioxidante da
espécie. Conclui-se que a espécie B. variegata apresenta teores satisfatdrios de conteddos
fendlicos. Desta forma, este trabalho abre caminhos para novas prospeccoes.

Palavras chaves: Plantas medicinais; Radicais livres; Cha; Atividades bioldgicas



ABSTRACT

Medicinal plants have been used since the earliest civilizations due to being the main
therapeutic method known among them. The therapeutic plants are used for a variety of
treatments, mainly as antioxidants, which attack the free radicals and can damage the health
of the population. This study has the objective of analyzing the DPPH essays and Folin-
Ciocalteu. The results found by the DPPH essay presented low antioxidant capacity, with
value ICsy > 200 pg/mL, for both infusions, which leads to understanding that the low
capacity demonstrated is due to the difficulty in diluting the substrate. However, through
indirect method Folin-Ciocalteu, content of phenolic substances were found in both infusions
of B. variegata, presenting 2.11 mg of GAE/g in the white sample and 1.21 mg of GAE/g in
the purple sample. An analysis was made with the objective of identifying the quantity of
phenolic compounds present in one standard cup of tea, by measuring the yield of the extracts
using the average of the amounts. The results obtained demonstrate 6.11 mg of phenolic
contents for the tea using the white sample and 4.15 mg of phenolic contents for the purple
sample. With the intention of finding substances, the aqueous extracts were submitted to mass
spectrometry technique (ESI-MS). Several substances that may be related to antioxidant
capability of the species were found. The conclusion is that species B. variegata presents
satisfactory levels of phenolic contents. Therefore, this study is a door to new prospections
and new findings.

Keywords: Medicinal plants; Free radicals; Tea; Biological activities



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Pétalas brancas de Bauhinia variegata.............c.ccoceveereneiniineneiene e, 11
Figura 2: Pétalas roxas de Bauhinia variegata............cccoceevveieiieii e 11
Figura 3: Fingerprint obtido por meio da ESI-MS, estando em modo positivo, do extrato
AQUOSO A& B. VAITEHALA FNOXA. .. ...eiveiuieiieiieieieste sttt sttt nr et 20
Figura 4: Fingerprint obtido por meio da ESI-MS, estando em modo negativo, do extrato
AQUOSO (€ B. VAITEQALA FOXA......cueivieiiieieiiiesieeiesieie st e te e te s e ste e aesteasae s esreenesraesnaeeesneeneas 20
Figura 5: Fingerprint obtido por meio da ESI-MS, estando em modo positivo, do extrato
aquOoSO de B. variegata DIanCa............ccuiiiiiiiiiiie e 21
Figura 6: Fingerprint obtido por meio da ESI-MS, estando em modo negativo, do extrato

aquoso de B. variegata DranCa.............cecveieeieiic et 21



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Compostos isolados do género Bauhinia...........ccoceoerireriiinisieieee e 9
Tabela 2: Aspectos morfologicos externos de Bauhinia variegata..............ccccceevveviveieinennnnn 11
Tabela 3: Contetdos de fendlicos solUveis totais e capacidade antioxidante pelos métodos

DPPH e Folin-Ciocalteau do extrato aquoso de Bauhinia variegata ............c.ccocvvrvrvineinene. 18



SUMARIO

(O [N 2T0] 51U 07X TR 6
2. REFERENCIAL TEORICO ..ot oo oot eeeeeeee et e e e e e e e e eeese e es st eeseseeesesesseressareneenaeneann 8
2.1 FAMILIA oo et e et e et et e e et et et et e e et et e et et e e e e e e es e s e s et eser e e es e esareeerans 8
e =] N[ = =10 SR 8
2.3  ESPECIE. ..o oottt ettt 11
2.4, CHA oo e e oottt ettt e e et et e e 12
2.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE. ....oco ittt eeee oo e e e e e e e e e e e aeenane 13
3. IMETODOLOGIA. ..o oot et e e e e et e e et e s et et et e e s et e e et e e es e e s er e e es e e re et enerane s 15
3.1. COLETA DOS MATERIAIS VEGETAIS. ...oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e e 15
3.2. PREPARAGCOES DOS CHAS........ooviiiiieeee ettt 15
3.3. ENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH........ 16
3.4. ENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE FOLIN......16

3.5. ESTUDOS DE DESREPLICACAO: ANALISE PRELIMINAR DO EXTRATO
AQUOSO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM INJECAO DIRETA E

IONIZAGAO POR ELETROSPRAY (ESI-MS).....coiviiieeriseiiseeesinseesssseossesseesssessessseessnsens 17
3.6. ANALISE ESTATISTICA ..ottt 17
4. RESULTADOS E DISCUSSOES........oouivieeieieseseeessiisessesseissesssssesssssssesssssesssssssn o 18
4.1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM INJECAO DIRETA E IONIZACAO POR
ELETROSPRAY (ESI-MS)......oiieiiereeieeeeseeeseessesseesissesssssee s ssesssesssessessssenesssssssssesnssnnenns 19
5. CONCLUSAO. .....coieeeeeeeeetee et es et s st na et 23
B. REFERENCIAS. .......oieieeeeeeeete ettt eeee s s s st ses s st st enaaneees 24



1. INTRODUCAO

Uma planta para ser considerada medicinal deve exercer alguma acgdo terapéutica
quando conduzida por qualquer via ou forma, tantos nos homens quanto nos animais. Esse
recurso natural é utilizado desde a antiguidade, por ser o principal meio terapéutico conhecido
pela populacdo, que utilizam dessa matéria prima para fabricacdo de fitoterapicos e outros
medicamentos (LEAO; FERREIRA; JARDIM, 2007).

No Brasil, 0 uso das plantas como medicamento tem um vinculo muito forte das
culturas indigena, africana e europeia. O Brasil possui uma diversidade muito rica que
contribui para a utilizacdo das plantas medicinais. O pais possui ao redor de 23% das espécies
vegetais que existem no planeta (BATALHA et al., 2007). Sua utilizacdo esta atrelada aos
costumes que sdo passados de geracdo em geracdo, muitas vezes por ser 0 UNico recurso
disponivel para varias comunidades, sendo encontradas nos quintais de muitas residéncias.

Deste modo, as plantas tém sido usadas como produtos terapéuticos no mundo das
mais variadas formas, sendo uma delas bastante conhecida: o cha. O cha é feito por infusdo, a
forma mais popular dos diferentes produtos de origens vegetais. Eles sdo ricos em compostos
biologicamente ativos (flavonoides, catequinas, polifenois, alcaloides, vitaminas, sais
minerais) que auxiliam no combate de varias doencas (TREVISANATO; KIM, 2000).

Os metabolitos secundéarios das plantas tém contribuido para o desenvolvimento de
novos farmacos. Esses metabdlitos atuam de forma direta ou indireta no organismo, no qual
pode inibir ou ativar alvos moleculares e celulares. Sendo assim, o habito de utilizar plantas
medicinais pelo homem para o combate de doencas nos remete a importancia de que elas
possuem compostos bioldgicos ativos (CALIXTO, 2005).

A espécie Bauhinia variegata conhecida popularmente como pata de vaca € uma
arvore exotica, originaria da India, muito usada na arborizacdo de pragas e jardins. Ensaios
farmacoldgicos com extratos dessa espécie tém sido bastante promissores em relacdo as
atividades antimicrobiana (POKHREL et al., 2002), anti-inflamatoria (YADAVA et al.,



2003), antiulcerogénica (RAJKAPOOR et al., 2003), citotéxica (RAJKAPOOR et al., 2006)
e antitumoral (RAJKAPOOR et al., 2003). No entanto, sdo limitados os estudos com suas
flores. Desta forma, este trabalho tem como objetivos a quantificacdo de fenolicos totais, a
avaliacdo antioxidante da infusdo das flores de B. variegata, a quantificacdo de conteudos
fendlicos em uma xicara de ch& e a verificagdo do perfil quimico ESI-MS das amostras,
visando a contribuicdo com estudos cientificos, assim como a descoberta de novas plantas

para a medicina tradicional.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. FAMILIA

A familia Fabaceae (ou Leguminosae) é atualmente a terceira maior familia das
angiospermas com cerca de 730 géneros e 20.000 espécies, dividida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae (SOUZA; LORENZI, 2012). Representada em
todos os biomas brasileiros, é considerada a maior familia no Brasil, onde ocorrem cerca de
188 géneros e 2.100 espécies (LIMA, 2000). Sua distribuicdo é cosmopolita, ocorrendo desde
0s picos das serras montanhosas até o litoral arenoso, da floresta tropical Umida até desertos,
incluindo ambientes aquéticos (LEWIS, 1987).

Os representantes da familia apresentam-se como ervas anuais ou perenes, eretas,
prostadas, difusas, trepadeiras, lianas, subarbustos, arbustos e arvores de pequeno, médio ou
grande porte (LORENZI, 2012). As plantas da familia Fabaceae apresentam um bloqueio
fisico que esté ligado ao tegumento resistente e impermeavel, que impossibilita a entrada de
agua e as trocas gasosas, causando a dorméncia das sementes, que nao permite sua
germinacdo (ALVES et al., 2000).

A importancia dessa familia estd intimamente ligada a economia, na cultura popular e
subsisténcia, uma vez que muitos dos seus representantes estdo empregados na producdo de
6leos, resinas, gomas, cumarinas, taninos, madeira, na medicina popular (ARAUJO;
CAPELLARI JUNIOR, 2007).

2.2. GENERO Bauhinia
O género Bauhinia pertencente a tribo Cercidae possui ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Ceard, Parand, Santa

Catarina e, em outros paises da América Latina como Paraguai, Peru, Bolivia, Uruguai e



Argentina e, em outros continentes como o asiatico e o africano (CORREA, 1984;
SALATINO, 1976; SCHACHT, 1992).

O género Bauhinia abrange cerca de 300 espécies, sendo que 200 séo brasileiras (VAZ
& TOZZI, 2005). Popularmente conhecido como pata-de-vaca, unha-de-vaca, bauinia, pata-
de-boi, entre outras denominagdes. Estudos fitoquimicos realizados nas espécies de Bauhinia
indicaram a presenca de glicosidios, &cidos organicos, sais minerais, taninos, pigmentos e
mucilagens, flavonoides, alcaloides, naftoquinonas e sesquiterpendides (LORENZI &
MATQS, 2002).

As folhas, caules e raizes das espécies do género Bauhinia sdo vastamente usadas no
Brasil e, em outros paises na forma de chas dentre outras preparac@es fitoterapicas para tratar
diversas enfermidades (MENEZES, 2007). As plantas desse género tém despertado interesse
cientifico devido aos estudos fitoquimicos que identificaram um marcador quimico, chamado
de Kaempferitrina, presente nas folhas de B. forficata, o que colaborou para explicar a
atividade hipoglicemiante (PIZZOLATTI, 2003; MENEZES, 2007; ENGEL, 2008).

Estudos farmacologicos demonstram que o género Bauhinia € um grupo promissor,
podendo citar a espécie B. splendens que revela a presenca de compostos de importante
carater analgésico. Em B. guianensis, varios constituintes foram isolados, como o B-Sitosterol,
stigmasterol, 3-0-B-glucopiranosil, sendo esta usada na medicina popular (casca do caule)
como antidiarreico e, em doencas renais (BICALHO et al., 2004). Silva & Cechinel Filho
(2002) também destacam a variedade de compostos presentes nesse género como esteroidicos,
terpendides e flavonoides conforme visto na Tabela 1, todavia, pouco se conhece sobre

atividade farmacoldgica das substancias isoladas do género Bauhinia.

Tabelal: Compostos isolados do género Bauhinia.

ESPECIE CLASSE COMPOSTO

B. candicans Esterdides Sitosterol; Campesterol; Estigmasterol; Colesterol; Estigamasta-3,5-
dieno-7-ona; Sitosterol 3-0-B glucosidio;
Sitosterol 3- O-a-D-xilurono-furanosidio

Flavonoides Kaempferol 3-O- B -rutinosidio; Kaempferol 3-O-B-rutinosidio
7-O- B -rhamno-piranosidio

Alcal6ides Trigonelina
Alcoois Triacontanol
Polialcoois 3-O-metil-D-inositol (D-pinitol)

B. championii Benzendides Acido galico
Glicosidios Bauhinina

B. forficata Flavonoides Kaempferitrina;

Kampferol-3-O- a-Diraminosideio

Esteroides Sitosterol

B. guianensis Estedides Sitosterol; Estigmasterol




Flavonoides
Quinonas

4-hidroxi-7-metoxiflavona
Lapachol; Di-hidro- a-lapachona

B. manca

Esteréides

Benzenoides

Flavonoides

Estilbendides
QOutros

Sitosterol; Sitosterol-3-O-p-D-glucosidio
Estigmasta-4-eno-3-ona; Estigmasta-4-eno-3,6-diona
Acido cinamico; cinnamoil- B -D-glucose; Ester metilico do acido (E)-4-
hidroxi-cinamico; Ester metilico do acido (E)-4- hidroxi-3-
metoxicinamico; Acido galico, Galato de metila; Ester metilico do Acido
4-hidroxi-2 metoxibenzoico; Ester metilico do Acido 4-hidroxi-3
metoxibenzoico; Ester metilico do Acido 3,4-di-hidroxibenz6ico; m-
Hidroxipropioguaiacona; Siringaresinol; (7S,8R,8’R)-5,5-dimetoxilarici-
resinol
Apigenina; Chrisoeriol ; Luteolina 5,3-dimetoxi; Kaempferol;
Isoliquiritigenina; Isoliquiritigenina 2-metoxi; Isoliquiritigenina 4-
metoxi; Echinatina; 2,4-di hidroxi-4-metoxi-di-hidrochalcona; (25)-
Narigenina (2S)-Eriodictiol; (2S)-Liquiritigenina; (2S)-Liquiritigenina 7-
metoxi; (2S)-Liquiritigenina 4-metoxi; (2S)-7,4-Di-hidroxiflavona; (2S)-
7,3-Dimetoxi-4-hidroxi-flavona; (2S)-3,4-Dimetoxi-7-hidroxi-flavona;
(2S)-7,4-Dimetoxi-3-hidroxi-flavona
Obtustireno
5,7-di-hidroxicromona; (2R,3R)-3-O-galoilepicatequina

. purpurea Flavonoides Isoquercitrina; Quercetina;
Astragaling;
5,6-di-hidroxi-7-metoxi-flavona- 6- O-_-D-xilopiranosidio
Aminoécidos Acido aspartico; Treonina; Serina; Acido glutdmico; Prolina; Glicina;
Alanina; Valina; Metionina; Isoleucina; Leucina; Tirosina; Fenilalanina;
Histidina; Cisteina; Lisina; Triptofano
. racemoso Cromanos Pacharina; Racemosol; Des-O-metilracemosol
. reticulata Flavonoides Quercetina
. rufescens Estilbendides 5,6-di-hidro-11-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto-[1,2-£][1]- benzopirano-
8,9-diol; 11-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto- [1,2-£][1]-benzopirano-8,9-
diol; 1,7,8,12b-tetra-hidro-2,2,4- trimetil-2H-benzo-[6,7]-ciclo-hepta-
[1,2,3-de] [1]benzopirano-5,10,11-triol
. splendens Esteroides Sitosterol; Estigmasterol
Acidos graxos Acido estearico
Flavonoides Bausplendina
Quercetina
Rutina
Benzendide Galato de etila
. tomentosa Flavonoides Isoquercitrina; Quercetina; Rutina
. thonningii Lactona Grifonilida

. uruguayensis

Esteréides

Flavondides

Aminoacidos

Estigmasta-1,3,5-trieno; Estigmasta 3,5-dieno; Campesterol,;
Estigmasterol; Sitosterol; Estigmasta-4,6-dien-3-ona; Sitosterol- 3-O-a-
D-riburono-furanosidio; Sitosterol -3-O-B-D-xilopiranosidio; Sitosterol-

3-O-a-D-xiluronofuranosidio; Sitosterol -3-O-B-D-glucopiranosidio
Quercetina -3-O-a-L-ramnopiranosidio;
Kaempferol -3-O-a-L-ramnopiranosidio
Acido aspartico; Treonina; Serina; Acido glutamico; Prolina;
Glicina; Alanina; Valina; Metionina;lsoleucina; Leucina; Tirosing;
Fenilalanina; Histidina; Colina

Flavonoides

. vahlii Esteroides Campesterol; Estigmasterol; Sitosterol
Flavonoides Quercetina; Quercetina-3-glucosidio; Kaempferol; Agathisflavona
Tripenodides Acido betulinico
. megalandra Flavonoides 5,7,5"-tri-hidroxi-2"-O-ramnosil-flavona; 5,7,2" -trihidroxi-
5"-O-ramnosil-flavona
. variegata Esteroides Sitosterol
Triperpendides Lupeol

Narigenina-5,7-dimetoxi-4-ramnoglucosidio; Kampferol-3-galactosidio;
Kaempferol-3-ramno-glucosidio

(Adaptado de Silva & Cechinel Filho, 2002)
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2.3. ESPECIE Bauhinia variegata

Bauhinia variegata é uma espécie exoética, originaria na India, com éarvore de porte

médio, caule liso, caducifdlia apresentando flores com coloragéo variada, conforme Figura 1 e
2 (DURIGAN et al., 1997).

Figura 1: Pétalas brancas de B. variegata Figura 2: Pétalas roxas de B. variegata
Fonte: Autora Fonte: Autora

Possuem folhas simples ovaladas, I6bulos arredondados e a base cortada (TABELA
2), com peciolo de 3 a 4 flores em racemos, pétalas na coloragdo branca, rosada ou lilas. Os
frutos sdo do tipo legume deiscente e contém entre 10 a 20 sementes achatadas de coloragéo
marrom claro (TAKAHASHI, 1987).

Tabela 2: Aspectos morfologicos externos de espécies de Bauhinia.

Espécies Caracteristicas gerais Diagrama foliar
B. variegata (pata-de-vaca) Arvore Q
B. forficata (pata-de-vaca) arvore com espinhos @
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B. forficata subsp. pruinosa arvore com espinhos "'\/]

(pata-de-vaca) -
B. unguiculata Arvore
(pata-de-vaca)
B. cheilantha (pata-de-vaca) Arvore ,""\.""I
l\_T. /
B. microstachya arbusto trepador com /YN
! J
(escada-de-macaco) gavinhas -

(Adaptado de Duarte et al., 2007)

De acordo com Wazlawik et al., (1996) o extrato hidroalcodlico das sementes da B.
variegata evidenciou efeito hipoglicemiante em ratos devido a presenca dos polifendis
(flavonoides) nele existentes. Silva & Cechinel Filho (2002) comprovaram atividade anti-
inflamatoria a partir do flavonoide glicosilado isolado em suas raizes e Reddy et al., (2003)

apos andlise fitoquimica das raizes de B. variegata identificaram um novo flavonoide.

2.4. CHAS

A China é o primeiro pais apontado a fazer uso do cha como bebida. Segundo a lenda,
no ano de 2737 a.C. enquanto descansava de uma longa caminhada na sombra de uma arvore,
o imperador chinés Shen Nong notou que a coloracdo de sua agua havia mudado apds
algumas folhas cairem acidentalmente dentro de sua xicara enquanto fervia sua agua para
tomar. O imperador resolveu apreciar o liquido, sentiu-se revigorado e surpreendeu-se com o
sabor, foi entdo que aconteceu a descoberta do cha.

O consumo do cha foi se estabelecendo e hoje possui um grande valor
socioeconémico, sendo que cerca de trés bilhdes de toneladas sdo produzidas anualmente no
mundo (KHAN; MUKHTAR, 2007). Nos Gltimos anos os chas tém despertado muita atencéao
devido a sua capacidade antioxidante e sua abundéncia na dieta de milhares de pessoas em
todo 0 mundo (ASOLINI et al., 2006). O habito das pessoas consumirem cha, ndo da-se
apenas pelo seu poder degustativo, 0 motivo pelo qual essa bebida perde apenas para agua,
deve-se as suas propriedades medicinais (VALENZUELA, 2004; SCHWARCZ, 2009). Os
chéas séo ricos em catequinas, sendo ela uma das seis classes dos flavonoides, que apresentam
propriedades bioldgicas e sdo sequestradoras de radicais livres (ASOLINI et al., 2006).
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As plantas que produzem em seu metabolismo substancias com propriedades
especificas, chamadas de principios ativos, sdo comumente usadas para preparar as infusdes
(BRAIBANTE et al., 2014). Os chas consumidos no modo de infusdo contribuem para a
extracdo dos compostos fendlicos (HIGDON & FREI, 2003), sendo eles benéficos a saide. O
interesse em fazer uso de antioxidantes naturais, como os compostos fenélicos, esta associado
a uma menor incidéncia de doengas relacionadas com o estresse oxidativo (DROGE, 2002).

Os danos oxidativos estdo relacionados a um grande nimero de doencas cronicas, por
exemplo: doencgas cardiovasculares, cancer e doencas neurodegenerativas. Os antioxidantes
que predominam nos vegetais sdo as vitaminas C e E, os carotendides e 0os compostos
fendlicos, em especial os flavonoides (SILVA et al., 2010). Nos ultimos anos a industria
alimenticia, farmacéutica e cosmética vém pesquisando por antioxidantes naturais
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

2.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A oxidacdo no organismo ocorre mediante a atividade dos radicais livres, que podem
ser derivados do metabolismo do oxigénio, denominando-se como Espécie Reativa de
Oxigénio (ERO), ou do metabolismo do nitrogénio, denominando-se Espécie Reativa de
Nitrogénio (ERN). Estes radicais reagem com substratos bioldgicos podendo ocasionar danos
as biomoléculas e, consequentemente, afetar a salde humana. Os danos mais graves sdo
aqueles causados ao DNA e RNA (WIESE, 2008).

Substancias capazes de retardar ou impedir os danos gerados pelo estresse oxidativo,
sdo denominados de antioxidantes, que por sua vez sdo produzidos pelo prdprio organismo ou
adquiridos pela dieta alimentar. Estes sdo classificados em duas categorias: primarios e
secundarios. Sdo considerados primarios 0s compostos que possuem capacidade de inativar 0s
radicais livres pela doacgdo de hidrogénio ou de elétron, tornando-os substancias estaveis, ja os
antioxidantes secundarios possuem uma ampla variedade de acdo: ligacdo de ions metalicos
(alteracdo de valéncia); inativacdo de ERO, conversdo de hidroperdxidos em espécies ndo-
radicalares ou absorcdo de radiacgdo UV (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT,
PONGSAWATMANYT, 2007).

A partir dos anos 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para 0 uso
farmacéutico tem aumentado significativamente, visto que o0s antioxidantes sintéticos

apresentam um potencial de toxicidade. Esses antioxidantes sdo adquiridos, especialmente de
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produtos de origem vegetal: compostos fendlicos, acido ascorbico e carotenoides
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

Os compostos fendlicos sdo encontrados geralmente em todo o reino vegetal, mas as
vezes podem estar localizados em uma sé planta. Eles sdo divididos em dois grandes grupos:
os flavonoides e derivados e os &cidos fendlicos (acidos benzoéico, cinamico e seus derivados)
e cumarinas (SOARES, 2002).

A eficécia bioquimica e biologica dos flavonoides € muito diversificada, dentre elas
destacam-se as atividades antioxidante, anti-inflamatdria e antiplaquetaria, além de efeitos
antialergénicos. Eles podem coibir enzimas destacando-se: a prostaglandina sintetase, a
lipoxigenase e a ciclooxigenase, todas associadas diretamente a tumorogénise. Também tem
poder de conduzir enzimas do sistema desintoxicante como a glutationa S-transferase. Os
flavonoides, quando presentes em alimentos, agem de forma a poupar a degradacdo de
vitamina C no organismo, evitando a formacéo de radicais livres (KOO & SUHAILA, 2001).

Ja os é&cidos fenolicos estdo reunidos em dois grupos: derivados do 4&cido
hidroxicinamico e derivados do acido hidroxibenzoico, sendo caracterizados por terem um
anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou
metoxila na molécula. Tais &cidos sdo encontrados nas plantas, atribuindo propriedades
antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo, sendo, por isso, indicados para
o0 tratamento e prevencdo do cancer, doencas cardiovasculares e outras doencas (KERRY &
ABBEY, 1997; BRAVO, 1998; CROFT, 1998; FERGUSON & HARRIS, 1999).

Portanto, as pesquisas com antioxidantes colaboram para a obtencdo de novas
substancias naturais essenciais para um bom funcionamento do organismo, podendo substituir

as substancias sintéticas que se fazem toxicas.
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3. METODOLOGIA

3.1. COLETAS DOS MATERIAIS VEGETAIS

Os materiais vegetais da espécie Bauhinia variegata, foram coletados e identificados
pelo professor Laércio Loures no periodo de floragdo da espécie, em setembro de 2016 no
Campus Inconfidentes — (IFSULDEMINAS). Todo material coletado foi acondicionado,
separando as flores brancas das roxas, em sacos plasticos de 20 litros e encaminhado ao
Laboratdrio de Biociéncias (IFSULDEMINAS) — Campus Inconfidentes. As flores foram
separadas de suas respectivas sépalas, lavadas em agua corrente de forma manual e
acondicionadas de forma separada em recipientes com agua destilada; apds o processo de
estabilizacdo e secagem em estufa de ar circulante a temperatura de 40°C, as flores brancas e
roxas de B. variegata foram pulverizadas separadamente em moinho de faca (MERSE — A1l
basic). Os pds obtidos foram pesados, B. variegata branca (175,4 g) e B. variegata roxa
(221,6 9).

3.2. PREPARACOES DOS CHAS

Foram pesados nove gramas dos pds de B. variegata (branca e roxa). Cada po6 foi
acondicionado em Beckers. As dezoito placas de Petri que foram utilizadas posteriormente as
filtragens para manter os chas foram pesadas em balanca analitica. A agua destilada utilizada
para cada infusdo foi medida em proveta (180 ml). Apds, foi realizado o aquecimento da dgua
a 80°C, em um fogareiro utilizando um recipiente de aluminio. A agua aquecida foi despejada
sobre 0s respectivos pos contidos nos Beckers, misturados e acondicionados até o
esfriamento. Apds o esfriamento, foram realizadas as filtragens utilizando filtro de papel
Melitta® ndmero 103. Foram usadas provetas graduadas para medir os volumes (20 ml de
cada chd) e colocados nas respectivas placas de Petri. A secagem dos liquidos filtrados foi
feita durante a tarde e inicio da noite usando secador de cabelo e ventilador no laboratério de
Biociéncias — IFSULDEMINAS. Posteriormente a secagem, as amostras obtidas foram
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embaladas em papel aluminio e saco plastico e guardadas no freezer da geladeira do
laboratorio. Foram pesadas todas as amostras para posteriores avaliacdes bioldgicas e

estatisticas.

3.3. ENSAIO PARA A AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH

O radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é estavel, de coloracdo purpura, e
quando reduzido, passa a ter coloracdo amarela. Neste ensaio foi avaliada a capacidade das
amostras-teste e amostra-padréo de reduzir o radical DPPH. Para tanto, 2,6 mg da amostra
foram dissolvidas em etanol (1 MI), obtendo-se uma solucéo estoque. Vérias dilui¢des foram
preparadas, 6,25 a 200 ppm (partes por milhdo), em etanol, e para cada amostra (10 pL) foram
adicionado 50 pL de solucdo de DPPH (10 mg/Ml). Decorridos 30 minutos a absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro, por comprimento de onda (A) igual a 517 nm (nandémetro) e a
porcentagem de atividade antiradical calculada (HUANG e PRIOR, 2005; CUENDET et al.,
1997). Como controle positivo foi utilizado o flavonoide quercetina (40 ppm) e como controle

negativo o diluente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.4. ENSAIO PARA A AVALIAC;AO DA ATIVIDADE FOLIN

A amostra foi analisada quanto ao seu conteudo de fendlicos totais solveis, utilizando
0 método colorimétrico Folin-Ciocalteu (PICCINELLI et al., 2004; WU et al., 2004). Para
tanto, os extratos foram solubilizados em etanol, sendo preparadas diluicbes com
concentragOes entre 6,25 e 200 ppm. Para a substancia de referéncia (&cido galico) foi
elaborada a curva analitica na concentracdo de 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 ppm. A
absorbancia da amostra e amostra-padrdo foram medidas em espectrofotometro (A = 730 nm)
e os resultados foram expressos como mg de equivalentes de &cido galico (GAE) por grama
de extrato ou fracdo em base seca (mg de GAE/Q).
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3.5. ESTUDOS DE DESREPLICACAO: ANALISE PRELIMINAR DO EXTRATO
AQUOSO~ POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM INJECAO DIRETA E
IONIZACAO POR ELETROSPRAY (ESI-MS)

No Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, Campinas/SP, as
analises preliminares por ESI-MS foram realizadas com o extrato aquoso das flores de
Bauhinia variegata em estudo de desreplicacdo. A amostra foi diluida em uma solugéo
contendo 50% (v/v) de metanol grau cromatografico e 50% (v/v) de uma solucdo de agua
deionizada e 0,5% de hidroxido de aménio (Merck, Darmstadt, Alemanha). As anélises ESI-
MS foram realizadas por injecédo direta no espectrometro de massas quadrupolar — Micromass
da Waters, por eletrospray em modo negativo e as condi¢fes gerais foram: temperatura da
fonte de 100 °C, a tensdo capilar de 3,0 kV e a tensdo do cone de 30 V (SALVADOR et al.,
2011).

3.6. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados apresentados neste estudo correspondem a média das repeticdes, desvio
padrdo da média e coeficiente de variacdo. Os dados obtidos foram analisados por meio do
software Origin 6.0 e Microsoft Office Excel 2010.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
As infusdes das flores de Bauhinia variegata apresentaram baixa capacidade
antioxidante, analisadas pelo ensaio indireto DPPH, avaliando a capacidade dos extratos em
reduzir este radical livre. A avaliacdo do ICsy (Concentracdo que inibe 50% do DPPH),

demonstrou para ambas as infusdes valores de 1Cso > 200 pg/mL como visto na (Tabela 1).

Tabela 3: Conteudo de fendlicos solUveis totais e capacidade antioxidante pelos métodos
DPPH e Folin-Ciocalteau do extrato aquoso de Bauhinia variegata.

Amostras Contetdo fenélico® Ensaio DPPH,
(mg GAE/g)° ICs0", (HQ/ML)°
Branca 2,11 (0,1) > 200
Roxa 1,26 (0,1) > 200
Quercetina* - 8,30 (2,10)
Acido cafeico* - 11,20 (2,40)

*Média (RSD%, desvio padréo relativo) de ensaios triplicata. "Contetdo de fendlicos sollveis totais expresso em
miligramas de acido galico equivalentes por grama de extrato (mg de GAE/g). ¢ Dados do ensaio DPPH expresso
como ICs, (concentragdo que inibe 50% do radical DPPH) em microgramas pormililitros (ug /mL). * Controle.

A avaliacdo do contetdo de fendlicos totais foi feita empregando o método indireto
Folin-Ciocalteau, no intuito de avaliar a quantidade de fendis totais sollveis contidas nas
amostras, a fim de estabelecer uma correlacdo entre o conteudo fendlico e atividade
antioxidante destas amostras. Os resultados foram apresentados em miligramas de acido
galico equivalentes por grama de extrato (mg de GAE/g). Atraves desse ensaio, pode-se
constatar o teor de substancias fendlicas em ambas as infusbes de Bauhinia variegata,
apresentando a amostra branca 2,11 mg de GAE/g e aroxa 1,21 mg de GAE/g (Tabela 1).

Através da andlise do rendimento dos extratos, p6de-se inferir que em 9 g de extrato

aquoso de flores brancas, tem-se 6,11 mg de conteddos fendlicos, e que em 9 g de extrato
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aquoso de flores roxas, tem-se 4,15 mg de conteudos fendlicos, o que equivale a uma Xicara
de cha. De acordo com Nagle; Ferreira; Zhou, (2006) as propriedades funcionais dos chas
estdo relacionadas ao seu conteudo de polifendlicos, o que sinaliza uma possivel atividade
bioldgica da espécie Bauhinia variegata para futuras prospeccgoes.

Silva et al., (2017) realizaram o mesmo experimento do presente estudo com as folhas
da espécie B. cheilantha, pertencente ao mesmo género, constatado na concentracdo de 250
pg/ml o valor de 38,463 mg de GAE/g, o que considerou-se como potencial antioxidante
elevado. Portanto, pode-se considerar que as flores da espécie Bauhinia variegata, nédo
apresentam valores significativos em relacdo a quantificacdo de fendlicos totais, visto que 0s
valores obtidos da amostra branca foram 2,11 mg de GAE/g e a roxa 1,21 mg de GAE/qg.

Santos et al., (2014) procederam a avaliacdo da atividade antioxidante DPPH, em
termos de 1Cso com extratos metandlicos de folhas e galhos de B. purpurea, através do qual
foram constatados resultados superiores ao presente trabalho. Supde-se que esta diferenca nos
resultados esteja relacionada a baixa dilui¢cdo do extrato aquoso de B. variegata. Contudo, a
fim de entender as possiveis causas da baixa diluicdo apresentada, sugerem-se futuros estudos

para obtencdo de resultados mais eficientes utilizando a espécie.

4.1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM INJECAO DIRETA E IONIZACAO
POR ELETROSPRAY (ESI-MS)

Através dos espectros adquiridos via ESI-MS foi possivel obter informac6es para a
deteccdo de varios sinais ionizaveis. Estes foram demonstrados como substancias que
provavelmente sdo capazes de apresentar atividades biolégicas. Podemos observar (Figura 3)
os ions protonados das moléculas encontradas no extrato aquoso de Bauhinia variegata roxa

que apresentaram 1 u.m.a. a mais em seu peso molecular.
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Figura 3. Fingerprint que foi obtido por meio da ESI - MS, estando em modo positivo, do extrato aquoso de B.

variegata roxa.

Observa-se em Figura 4 os ions desprotonados das moléculas encontradas no extrato
aquoso de Bauhinia variegata roxa que apresentaram 1 u.m.a. a mais em seu peso molecular.
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Na Figura 5 visualiza-se os ions protonados das moléculas encontradas no extrato

aquoso de Bauhinia variegata branca que apresentaram 1 u.m.a. a mais em Seu peso

molecular.
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Verifica-se na Figura 6 os ions desprotonados das moléculas encontradas no extrato

aquoso de Bauhinia variegata branca que apresentaram 1 u.m.a. a mais em Seu peso

molecular.
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Os resultados das espectrometrias demonstram a possibilidade de encontrar
substancias importantes para posteriores estudos com extrato aquoso de Bauhinia variegata.
Assim como Santos et al., (2014) que analisaram os dados de espectros de massas das
amostras de folhas e galhos de B. purpurea e encontraram pela primeira vez na espécie 0s
flavonoides rutina e isoquercetina. Esta descricdo contribui para evidenciar novos

flavonoides, revelando assim um potencial antioxidante para a espécie.

22



. CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou concluir que:

O extrato aquoso apresentou teores de contetdos fendlicos totais satisfatorios em
ambas as infusdes de Bauhinia variegata;

A média dos rendimentos dos extratos possibilitou quantificar 6,11 mg e 4,15 mg de
conteudos fenolicos em uma xicara padrdo de cha de B. variegata branca e roxa,
respectivamente;

Os resultados pelo ensaio indireto DPPH apresentaram baixa capacidade antioxidante,
sendo o valor 1Cso> 200 pg/mL, para ambas as infusdes;

Através da técnica de espectrometria de massas ESI-MS visualizam-se varias

substancias que possivelmente apresentam potencial para futuras prospeccoes.
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