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RESUMO

A familia Lamiaceae é composta por muitas espécies; dentre essas, a Eriope blanchetii,
encontrada no interior da Mata Atlantica em regides de restingas e dunas. Em estudos
anteriores com a espéecime encontrada em Salvador-BA, foi relatado o isolamento de algumas
substancias fenolicas, dentre essas destaca-se o isolamento do &cido rosmarinico, a partir de
extratos organicos de folhas e caule. O &cido rosmarinico possui diversas propriedades
bioldgicas, tais como: antioxidante, anti-inflamatdria, inibidora enzimatica dentre outras.
Como objetivo, foi proposto a extracdo maximizada de compostos fenolicos em folhas, partes
aéreas e caule de E. blanchetii através do estudo de misturas de solventes (Simplex-centroide)
e avaliar nos extratos, a atividade biologica quanto ao indice de atividade antioxidante (1IAA),
teste de letalidade frente a Artemia salina e teste de inibigdo acetilcolinesterase (AChE). Para
a extracdo de compostos fendlicos totais em amostras de E. blanchetii foram utilizados os
solventes etanol, acetato de etila e cloroformio nas formas isoladas e de misturas. Os teores
de fenodlicos totais foram determinados para cada extrato por tipo de misturas avaliados
estatisticamente para determinacdo de modelo matematico de misturas (linear, quadréatico ou
cubico especial) e deliamento experimental Simplex-centroide.

Foi estabelecido a mistura binaria v/v (1:1) de etanol e acetato de etila como fator
resposta em maximizacdo de teores de fendlicos totais em extratos de folha, partes aéreas e
caule de E. blanchetii em que conferiram teores médios de fenélicos totais de 8331,1 pg-g™
(folhas), 60484,0 pg-g™ (partes aéreas) e 3527,2 ug-g™ (caule) com teores de ésteres de
4cidos fenolicos equivalente em padrdo de acido rosmarinico de 1854,2 pg-g™ (folhas), 358,6
Hg-g™ (partes aéreas) e 341,8 ug-g” (caule). Na anélise de atividade antioxidante, pelo
método de reacdo de sequestro de radical estavel DPPH, o extrato de folhas foi avaliado
como o mais antioxidante (IAA: 2,22 e CEsy: 646,71 pg'mL™) em relacdo aos demais
extratos. No teste de letalidade frente a A. salina, ambos o0s extratos apresentaram
concentracdes letais de (Clso) de: 171,4737 pg-mL™ (folhas), 59,2089 pg-mL™ (partes
aéreas) e 30,3644 pg-mL™ (caule) como indicios de potencial bioativo. O extrato de partes
aéreas apresentou menor concentraco inibitéria de AChE (Clso = 23,73 pg-g™) comparado

ao padrdo de Fisostigmina (Clso = 14,86 pg-g™).

Palavras chaves: Otimizacdo de misturas de solventes, Acido rosmarinico, Atividade

antioxidante, Letalidade frente Artemia salina, Inibicdo AChE.



ABSTRACT

The Lamiaceae family is composed of many species. Among them the Eriope
blanchetii, found in the interior of the Atlantic Forest, in restingas and dunes regions in the
Lagoa de Abaeté. In 2001, a study with this species reported the isolation of phenolic
substances, among them the isolation of rosmarinic acid, from organic extracts of leaves and
stem. A previous study with this species reported (in 2001) the isolation of some phenolic
substances, among them the isolation of rosmarinic acid, from organic extracts of leaves,
aerial parts and stem. Rosmarinic acid has several biological properties, such as: antioxidant,
anti-inflammatory, enzymatic inhibitor among others. The objective of this study was to
maximize the extraction of phenolic compounds in leaves, aerial parts and stem of E.
blanchetii through the study of solvent mixtures (simplex-centroid) and to evaluate in
optimized extracts the biological activity of extracts optimized for activity index Antioxidant
(IAA), lethality test against Artemia salina and acetylcholinesterase inhibition test (AChE).

For the extraction of total phenolics in samples of E. blanchetii were used ethanol,
ethyl acetate and chloroform solvents in the isolated and blends forms. The total phenolic
contents were determined for each extract by type of mixtures evaluated statistically for the
determination of the mathematical model of mixtures (linear, quadratic or special cubic) and
simplex-centroid experimental delineation. The binary v / v (1: 1) mixture of ethanol and
ethyl acetate was established as a response factor in maximization of total phenolic contents
in leaf extracts, aerial parts and stem E. blanchetii. The mean total phenolic contents were
8331.1 pg-g™* (leaves), 60484.0 ng-g™* (aerial parts) and 3527.2 pg-g™* (stem) with contents of
acid esters (1854.2 pg-g™* (leaves), 358.6 pg-g™ (aerial parts) and 341.8 pg-g™ (stem). The
extract of leaves as the most antioxidant (IAA: 2.22 and ECso: 646.71 ug-mL™) was obtained
in the analysis of the antioxidant activity of the optimized extracts in relation to the other
extracts. In the lethality test against A. salina, both optimized extracts presented lethal
concentrations of (LCso) of 171.4737 ug-mL™ (leaves), 59.2089 pg-mL™ (aerial parts) and
30.3644 pg-mL™ (stem) as evidence of bioactive potential. The optimized extract of aerial
parts had a lower inhibitory concentration of AChE (ICsp= 23.73 pg-g™) compared to the
Physostigmine standard (ICso = 14.86 ug-g™).

Keywords: Optimization of solvent mixtures, Rosmarinic acid, Antioxidant activity, Lethality
front Artemia salina, AChE Inhibition.
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1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos e polifendlicos sdo substancias amplamente distribuidas no
reino vegetal e podem ser extraidas por diferentes métodos de extracdo sendo que a
maceracdo exaustiva por solventes organicos sao mais utilizadas em estudos quimicos de
obtencdo de extratos (DEWICK, 2002). Especificamente, para obtencdo de acidos fenolicos
estaveis, por exemplo os derivados hidroxicinamicos (MOORES; DOROTHY; WOOD,
1948).

Os é&cidos hidroxicindmicos sdo geralmente considerados como compostos bioativos
por apresentarem propriedades biologicas benéficas a salde em prevencdo e tratamento de
doencas (OLIVEIRA et al., 2011). Dentre os varios tipos relatados na literatura destaca-se o
acido rosmarinico, que apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatorias, antitumorais,
antiviral, antialérgicos e outras. diferentes concentragdes de acido rosmarinico podem exercer
propriedades farmacoldgicas de atividades antioxidantes, antialérgicos e inibidores
enzimaticos (KIM et al., 2015).

Alguns autores atribui a maioria das espécies Lamiaceae como espécies
biossintetizadores de compostos fendlicos, tal como ésteres de &cidos hidroxicinamicos,
também denominados de ésteres de acidos cumaricos ou acidos clorogénicos (MARIA;
MOREIRA, 2004; OSAKABE et al., 2002).

Em estudo anterior com a espécie Eriope blanchetii (Lamiaceae) identificada na Mata
Atlantica, parque Metropolitano de Salvador-BA, foi comprovado o isolamento de &cido
rosmarinico (LIMA, 2009). Devido a isso, suspeita-se a existéncia de outros acidos fenolicos
nessa espécie e que a obtencdo de extratos por planejamento de misturas de solventes poderia
ser uma alternativa de maximizar a obtencdo desses composto fendlicos.

Sendo assim, o presente trabalho propée o estudo de otimizacdo de misturas de
solventes polares (etanol, acetato de etila e cloroformio) para extracdo maximizada de
substancias fenolicas, incluindo ésteres de acidos fendlicos, para posteriormente avaliar as
propriedades bioldgicas, tal como toxicidade, atividade antioxidante e teste de inibicdo de
enzima acetilcolinesterase (AChE).



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Avaliar o teor de compostos fenolicos totais e ésteres de &cidos fendlicos em extratos
de folhas, partes aéreas e caule de Eriope blanchetii (Lamiaceae) e suas avaliacdes bioldgicas

quanto as propriedades antioxidantes, letalidade e capacidade antiaceticolinesterase.

2.2.0bjetivos especificos

-Estabelecer a extracdo maximizada de compostos fendlicos totais em amostras de
folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii através do estudo de planejamento de mistura

simplex-centroide com solventes: etanol, acetato de etila e cloroférmio.

-Determinar o teor de fendlicos totais, pelo uso de reagente Folin & Ciocalteou, teor de
ésteres de &cidos fendlicos dos extratos otimizados de folhas, partes aéreas e caule de E.

blanchetii.

-ldentificar e quantificar o &cido rosmarinico por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia, em fase reversa, acoplado ao detector DAD do extrato otimizado de E. blanchetii

de maior teor de ésteres de acidos fenodlicos.

-Estimar a letalidade dos extratos otimizados de folhas, partes aéreas e caule de E.
blanchetii frente a individuos vivos de Artemia salina como triagem de potencial bioativo

farmacoldgico.

-Realizar nos extratos otimizados de folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii o
teste de inibi¢do enzimatica acetilcolinesterase (AChE).

-Contribuir para os estudos de biodiversidade da Mata Atlantica no ambito dessa

espécie E. blanchetii de Salvador-BA e relevancia a pesquisa na area de recursos naturais.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.Consideragdes Gerais sobre a espécie Eriope blanchetii

Pode-se estimar que cerca de 64 % de espécies da familia Lamiaceae sdo do tipo
nativas e apenas cerca de 8% dessas espécies foram estudadas do ponto de vista fitoquimico e
bioldgico (DAVID et al., 2012; SANTOS et al., 2011; PAVARINI; LOPES, 2016). Dentre os
géneros pertencentes a familia Lamiaceae existem poucos estudos quimicos relatados sobre o
género Eriope.

O género Eriope € nativo das regides tropical e subtropical da América do Sul e possui
cerca de 20 espécies, sendo que 18 destas estdo restritas ao territorio brasileiro. No Brasil,
estas espécies distribuem-se principalmente em areas de campo rupestre em Minas Gerais,
Bahia, Goiés e estados vizinhos e algumas em ambientes de restingas (DAVID et al., 2001).

A espécie Eriope blanchetii sdo de livre ocorréncia em &reas abertas e expostas a
insolacdo durante o dia em ambientes de restingas. Na vegetacdo os arbustos emergentes
costumam-se se localizar em &reas centrais das manchas de vegetacdo com distancias
proximas, entre outras plantas ou entre si de 0,5 a 3,0 m ou mais distantes e isoladas com 10 a
20 m. A altura varia entre 0,5 e 4,3 m, sendo que a maioria das plantas em idade reprodutiva
tem de 0,7 a 2,7 m (OLIVEIRA; VIANA; PIGOZZO0, 2007).

Na Mata Atlantica pode ser encontrado um desses individuos E. blanchetii (Figura 1)
em restingas no clima tropical do parque metropolitano de Salvador-Bahia (DAVID et al.,
2001). O ambiente restinga abrange grande parte do litoral brasileiro nordeste, com areas de
planicies litoraneas e marcada por fatores ambientais como elevadas temperaturas, grande
luminosidade, alta salinidade e solos arenosos (LIMA, 2009; NEVES; CONCEICAO, 2010).
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Figura 1. Espécime de E. blanchetti encontrado em Restinga da Lagoa do Abaeté, Salvador-
BA. Foto: Hugo N. Branddo. Fonte: (LIMA, 2009).



Com ocorréncia nativa em dunas do Abaeté, a E. blanchetii se distribui de forma
aleatoria pela vasta riqueza de espécies vegetais em protegidas pelo Sistema Nacional de
Unidade de Conservacdo (SNUC) através do Instituto do Meio Ambiente e Recursos Hidricos
(INEMA). Dos poucos estudos encontrados, desde a descoberta e caracterizagdo botanica, por
Harley em meados de 1985, a espécie E. blanchetii tem-se destacado a partir de 2001 como
planta medicinal contendo compostos bioativos com propriedades farmacoldgicas para
tratamento de algumas doencas degenerativas, tal como o Mal de Alzheimer e de Parkinson
(DAVID et al., 2001; NEVES; CONCEICAO, 2010).

Apesar dos esforcos para protecdo ambiental, segundo os dados fornecidos, desde do
ano de 2012 o Centro Nacional de Conservacdo da Flora (CNCFlora) classificou a E.
blanchetii como ainda vulneravel a extin¢do (Figura 2). Portanto, estudos com produtos
naturais devem ser desenvolvidos a fim de contribuir com o conhecimento quimico dessa

espécie.
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Figura 2. Distribuicdo de espécimes E. blanchetii (Lamiaceae) Fonte: CNCFlora avaliado por
Maria Marta V. de Moraes, revisado por Miguel d'Avila de Moraes. Data: 04-04-2012.



Alguns compostos fendlicos foram isolados (Figura 3) em extratos organicos de folhas
e caule de E. blanchetii entre 2001 e 2008, sendo relatados as substancias lignanas: (o, -
peltatinas) e o flavondide Quercetina 3-O-B-D-glicopiranosideo. Em 2009, foi isolado o acido
rosmarinico (DAVID et al., 2001; LIMA, 2009; SANTOS et al., 2011).

OH OH

H OO OCH; H;COr OCH;
OH OCH,
p-peltatina
0 (8]
n OH OH
OH
HO

Avrido rosmarinico

Quercetina 3-0-p-D-glicopiranosideo

Figura 3. Substancias fendlicas isoladas em extratos organicos de E. blanchetii. Fonte: tese de
Doutorado (LIMA, 2009).



3.2.Compostos fenolicos

De acordo com Coelho (2014) os compostos fendlicos sdo moléculas formadas durante
0 desenvolvimento da planta sendo fundamentais no mecanismo de prote¢do contra a
radiacdo ultravioleta e agressdo de agentes patdgenos. Sua estrutura basica consiste de uma
ou varias hidroxilas ligadas a anéis aromaticos. Esses compostos (Tabela 1) sdo comumente
classificados de acordo com o numero de fendis e demais grupos presentes sua composicao
estrutural (COELHO, 2014).

Tabela 1. Classificacdo geral de compostos fenolicos principais de acordo com sua estrutura
quimica bésica e classes pertencentes.

Estrutura basica Classes
C6 Fendlicos simples
C6-C1 Acidos fendlicos e compostos relacionados
C6-C2 Acidos fenilacéticos e acetofenonas
C6-C3 Acidos cinamicos, hidroxicinamicos , cinamil aldeidos, cinamil alcoois
C6-C3 Cumarinas, isocumarinas e chalconas

C6-C6 até C15 Esteres fendlicos, Chalconas, auronas, lignanas
Superiores  Polifendis, resinas fenolicas, glicosideos fendlicos, etc.

Obs.: C6 =presenca de um anel aromatico, C15 =presenca de mais de um anel aromatico.

Os compostos fendlicos podem ser encontrado na forma livre ou glicosilada (Figura 4),
tal como o derivado &cido gélico, encontrado a forma de pentagaloglicose (DEWICK, 2002).
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Figura 4. Pentagaloglicose; forma glicosilada composta de 5 &cidos galicos ligados na
molécula de glicose. Imagem obtida e adaptada (DEWICK, 2002).



Os é&cidos fenolicos apresentam diversas propriedades antioxidantes no combate de
radicais livres (SOARES, 2002). Naturalmente sdo biossintetizados em espécies vegetais de

duas formas estruturais basicas de &cidos: hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos (Figura 5).

Acido hidroxibenzoico Acido hidroxicinamico
H o H 0
3 ||
OH R OH
3 1 L
R2
Ry
R' Rz R R* Ri Rz R: Rs
Acrido benzoico H H H H Acido cindmico H H H H
Acido p-hidroxibenzéico H H OH H | Acidoo-hidroxicindmico OH H H H

Acido salicilico OH H H H Acido m-hidroxicindmico H OH H H
Acido protocatecuico H OH OH H Acido p-hidroxicindmico H H OH H
Acido gilico H OH OH OH Acido cafeico H OH OH H

Figura 5. Alguns exemplos estruturais de acidos fenoélicos comuns como compostos
fendlicos. Fonte: (COELHO, 2014; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996)

A biossintese desses tipos de &cidos fendlicos sdo comuns em espécies vegetais
pertencentes a familia Lamiaceae podendo ocorrer reacdes de esterificacdo e originar
derivados ésteres de acidos fendlicos (ou acido clorogénicos, tal como o &cido rosmarinico)
Lamiaceae (LAFAY; GIL-IZQUIERDO, 2008).



3.3.Biossintese de acidos fenolicos e compostos derivados

O estudo da biossintese de compostos fendlicos é uma importante etapa investigativa
para compreender a producdo dos metabdlitos na espécie E. blanchetii. Os &cidos
hidroxicindmicos sdo &cidos fenolicos originados via rota do &cido chiquimico, sendo
necessario a presenca de fenilalanina e tirosina (precursores imediatos, Figura 6).
Consequentemente, a concentracdo de acidos hidroxicindmicos em tecidos vegetais
dependem da quantidade desses precursores, devendo também considerar fatores genéticos,
quimiotaxondmicos, influéncias externas tais como: variages climaticas, estresse na
presenca de outros organismos Vvivos, e outros.

Inicialmente a planta produz os acucares, tal como a glicose, pelo processo de
fotossintese e pela presenca de enzimas. Os fosfatos de fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose-4-
fosfato (Figura 7) formam a 3-desoxi-arabinoheptulsonato-7-fosfato (DAHP). Posteriormente
de forma simultdnea, a enzima dinucleétido de nicotinamida (NAD) promove o rearranjo € a
ciclizacdo para formar o acido 3,4-dihidroxiquinico e outras substancias ciclicas hidroxiladas.
Em seguida € originado os &cidos fenolicos simples do tipo acidos hidroxibenzéicos: acido
m,p-diidroxibenzoico ou acido galico (DEWICK, 2002).
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OH OH
HO Nz
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Figura 6. Substancias precursoras de acidos fendlicos: fenilalanina e tirosina.
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Figura 7. Rota biosintética do &cido hidroxibenzdicos a partir de derivados fosfopiruvatos e
triosefosfatos. Imagem obtida e adaptada (DEWICK, 2002).



Pode ocorrer a desidratacdo do &cido 3,4-diidroxiquinico levando a formacéo do acido
m,p-diidroxibenzdico e acido galico bem como a formacao do acido chiquimico na presenca
do nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) que promove uma redug&o.

Na Figura 8 é demonstrado a reacdo de acido chiquimico com trifosfato de adenosina
(ATP) seguido de ataque nucleofilico de PEP com a eliminagdo de ions &cidos fosforicos e
formacéo do acido corismico (DEWICK, 2002).
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=
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Figura 8. Biossintese de conversdo do &cido chiquimico em é&cido corismico (DEWICK,
2002).
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Com rearranjo estrutural do &cido corismico (Figura 9) ocorre a formacéo de derivados

acidos piravicos. Esses ao reagir com piridoxal 5-fosfato (PLP) leva a formacdo de

aminoacidos L-fenilalanina e L-tirosina (DEWICK, 2002).
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Figura 9. Rotas mistas de formacéo de acidos hidroxicindmicos (DEWICK, 2002).
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Os aminoacidos L-tirosina e L-fenilalanina e derivados &cidos piravicos, em presenca
de enzimas, originam estruturas de derivados cindmicos ou hidroxicinamicas. Em alguns
casos de biossintese podem ocorrer combinag6es de derivados hidroxicindmicos para originar
ésteres de &cidos fenolicos, tal como o &cido rosmarinico (Figura 10), que é também

denominado composto polifendlico (KIM et al., 2015).
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Figura 10. Rota de biossintese do acido rosmarinico a partir de processos enzimaticos de
esterificacdo de acidos hidroxicinamicos (KIM et al., 2015).
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No caso da biossintese do &cido rosmarinico diversas enzimas contribuem para
formacdo a partir do aminoacido L-fenilalanina e acido p-hidroxifenilpirdavico, tais como:
fenilalanina de aménia liase (PAL), &cido cinamico 4-hidroxilase (CHA); &cido 4-cumarico-
CoAcetil-ligase (4CL); Tirosina aminotransferase (TAT), hidroxifenilpiruvato redutase
(HPPR); 4cido rosmarinico sintase (RAS), hidroxicinamioli-CoA-hidroxifenilacetato
hidroxicinamoil transferasse (3-H ¢ 3’-H,4C-pHPL) e cafeioil- 4’hidroxifenilacetato 3/3’-
hidroxilasse (3-H e 3’-H, Caf-pHPL). Anédlogo a biossintese do &cido rosmarinico outras
substancias fenolicas derivados de ésteres de acidos hidroxicindmicos podem ser explicadas
(KIM et al., 2015).

Alguns autores denominam derivados ésteres de &cidos fenolicos como acidos
clorogénicos ou como derivados de &cidos cumaricos (MIRA et al., 2008; OLIVEIRA;
BASTOS, 2011; SOARES, 2002). Nesse trabalho o acido rosmarinico é classificado como

ésteres de acidos fendlicos do tipo hidroxicindmicos.
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3.4. Avaliacdo bioldgica

Vérios compostos fenolicos apresentam propriedades bioldgicas do tipo antioxidante,
antimicrobiana, antiviral e entre outras. Essas avaliag0es podem ser feitas em extratos ou com
substancias isoladas de espécies vegetais e varios sdo os testes que podem indicar atividade
bioldgica. Nesse trabalho foram testados letalidade de extratos frente a Artemia salina,

atividade antioxidante e teste de inibi¢do de enzima acetilcolinesterase.

3.4.1. Letalidade frente a Artemia salina

A toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos de substancias para estimar
concentracdes letais que possa ter atividade bioldgica como antimicrobiana, antiviral,
antioxidante, anti-inflamatoria e outros. Varios métodos podem ser empregados para
avaliacdo de toxicidade em que podem ser do tipo ““in vivo’’, em que a andlise ¢ realizada
pelo uso de substancias em organismos vivos, ou “‘in vitro’’, em que a analise ocorre por
métodos ndo vivos. Os estudos “in vivo” abordam ensaios de toxicidade aguda, subcronica e
cronica avaliando mutagenicidade, embriofetotoxicidade, alteracdes de fertilidade,
carcinogenicidade, e inducdo de dependéncia. Ja os estudos “in vitro” sdo comumente
realizado com bactérias, fungos, algas, crustaceos e outros para fins estimativos de toxicidade
como método de triagem.

Alguns trabalhos demonstram a realizagéo de bioensaio frente a Artemia salina como
método qualitativo aceitavel para triagem de toxicidade. Ha relatos de trabalhos empregados
para a analise e avaliacdo de residuos de pesticidas, micotoxinas, poluentes, 6leos toxicos e
intoxicacdo de ambiente marinho, isto através de avaliacdo de inibicdo da eclosdo dos ovos
ou monitoramento de quantitativo de individuos mortos. Os ovos A. salina podem ser
comercialmente acessivel em lojas de aquéarios e peixes ornamentais (MEYER et al., 1982).

O método de letalidade com Artemia salina é proposto como um simples bioensaio para
pesquisa preliminar de atividade bioldgica de produtos naturais em estimar a concentracao
letal (CLso) de individuos vivos em meio salino. Essas concentra¢cdes podem indicar fraca ou
inatividade bioldgica para CLso >1000 pg-mL™, forte atividade para CLsg < 100 pg-mL™ e
mediamente ativo quando CLsp > 100 pg-mL™ (DAVID et al., 2001; MEYER et al., 1982).
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3.4.2. Atividade antioxidante

Pela definicdo geral, as substancias antioxidantes sdo moléculas capazes de retardar ou
cessar a oxidacdo de outras moléculas ocasionados pela presenca de radicais livres. As
substancias podem ser de origem exdgenas, que pode ser obtidos por plantas, ou endégenas,
produzidas pelo proprio organismo vivo. Os radicais livres sdo um dos problemas
responsaveis por surgimento de doencas degenerativas no mundo comuns durante o
envelhecimento do ser humano associado a fatores genéticos, alimenticios e outros. Os
radicais livres podem ser classificados como substancias, que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo espécies quimicas do tipo hidroxilados ou nitrogenados (NIMSE;
PAL, 2015).

Os radicais livres e oxidantes mais comuns estdo presentes em organismos vivos nas
formas de radicais hidroxilados: o anion hidroxila (HO), o anion superoxido (O), peréxido
de hidrogénio (H20,) e acido hipocloroso (HOCI), e radicais nitrogenados, tais como: éxido
nitrico (NO") e éxido nitroso (N203), acido nitroso (HNOy), anion nitrito (NOy"), anion nitrato
(NO3) e anion peroxinitrito (ONOO") (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

Uma das mais importantes fontes naturais de antioxidantes séo as plantas e os fungos.
Além disso as substancias antioxidantes naturais podem ser categorizadas como enzimatica e
ndo enzimatica ou quanto a forma de ac¢bes antioxidantes denominados de “scanvenger”,
quando atua sequestrando os radicais livres, ¢ “quencher”, quando extingam os radicais
livres. As substancias antioxidantes enzimaticas funcionam como agentes de quebra e
remocdo de moléculas contendo radicais livres oxigenados porque sdo importantes agentes
conversores de produtos oxidativos perigosos, como peroxido de hidrogénio (H,0,), em agua
em presenca de metais cofatores de cobre, zinco, manganés e ferro. As substancias
antioxidantes ndo enzimaticas agem interrompendo 0 processo de reacdo em cadeia de
radicais livres por meio de sequestro de substancias oxidantes, tal como a acdo do acido
ascorbico (NIMSE; PAL, 2015).
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Os compostos fenolicos classificados como substancias antioxidantes ndo enzimaticos e
de agdo “scavengers” enquadram-se nesse estudo, os derivados acidos e ndo &cidos
hidroxibenzobicos e hidroxicinamicos. Nesse caso, as propriedades antioxidantes podem ser
por processo de captura de elétrons devido a presenca de grupos hidroxilas ligados no anel
aromatico aumentando ou diminuindo o efeito abandonador de hidrogénios acidos seguido de
estabilizacdo por ressonancias. Normalmente os acidos fendlicos hidroxicindmicos tendem a
ser melhores antioxidante do que os &cidos hidroxibenzoicos devido a presenga de grupo
cindmico aumentar o potencial antioxidante (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

A propriedade de captura de elétrons por grupos acidos (Figura 11) depende do efeito
indutor ou abandonador de hidrogénios acidos influenciado pela presenca de hidroxilas
ligados ao anel aromético para promover potencial antioxidante. No caso da presenca do
grupo o-diidroxi no anel aromético (&cido cafeico) ocorre o aumento do efeito abandonador
de hidrogénio acido e consequentemente, aumento da forca de atividade antioxidante
comparado ao grupo o-hidroxi no anel aromatico do acido o-hidroxicindmico (RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).
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Figura 11. Acdo antioxidante "scavenger” de acidos o-hidroxicinamicos e caféico e seus
respectivos Indices de Atividade Antioxidante (IAA) (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996)
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Essa propriedade de captura de radicais livres e ressonancia pode ser observada em
derivados ésteres de acidos hidroxicindmicos, tal como o acido rosmarinico (Figura 12) em
seu papel antioxidante ocorre durante o sequestro de radicais livres seguido de liberagédo de
hidrogénio &cido vizinho ao grupo éster com estabilizacdo por rearranjos ou ressonancias
(NIMSE; PAL, 2015).
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Figura 12. Propriedade antioxidante &cido rosmarinico na captura de radical livre (R®) e

estabilizacdo por ressonancia em derivados ésteres de &cidos hidroxicindmicos. Fonte:
(NIMSE; PAL, 2015)

Diversos estudos apontam os &cidos hidroxicindmicos como substancias antioxidantes
benéficas a saude obtidos em fontes naturais. No caso da E. blanchetii em um estudo
realizado por Lima (2009) mostrou que o é&cido rosmarinico apresentou propriedade
antioxidante com CEsp de 92,4 ug-mL™, enquanto que o BHT, nesse experimento, apresentou
CEsp de 44,7pg-mL™.
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3.4.3. Atividade acetilcolinesterase

Alguns autores acreditam que o surgimento de doencas durante o envelhecimento
humano sdo ocasionadas por acimulo de radicais livres que induz alteracdes fisioldgicas e
genéticas causando cancer ou enzimas degenerativas (MORAIS et al., 2013). Diante disso,
segundo a associacdo brasileira de Alzheimer (ABRAZ), estima-se que existam no mundo
cerca de 35,6 milhdes de pessoas com a mal de Alzheimer (MA). No Brasil, ha cerca de 1,2
milhdo de casos, a maior parte deles ainda sem diagnostico e nos pacientes diagnosticados
cerca de 30% sdo idosos a partir de 80 anos (MEDEIROS et al., 2016).

Estudos recentes em pacientes com MA indicam como diagnostico dessa doenca a
determinacdo de niveis elevados da enzima acetilcolinesterase (AChE) que sdo agentes de
degradacdo de neurbnios saudaveis responsaveis por fungdes cognitivas importantes como
forma de pensar, aprender e memorizar. Atualmente umas das formas de tratamento de MA é
0 uso de compostos bioativos com propriedades inibidores colinesterasicos denominados de
anticolinesterasicos, representados na Figura 13, a galantanina, a tacrina, rivastigmina e
fisostigmina (FEITOSA, 2015).

?HJ NHa
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Rivastigmina
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CHa—N . :
CHz CHg HaCO
Fisostigmina

(Galantamina

Figura 13. Algumas das substancias utilizadas comercialmente no tratamento de mal de
Alzheimer, segundo Feitosa (2015), com baixos efeitos colaterais.
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Atualmente todos remédios para tratamento de mal de Alzheimer possuem efeitos
colaterais. Dentre eles, a galantamina € o mais indicado como farmaco inibidor
acetilcolinestasico que em super dosagens acarreta problemas gastrointestinais. Efeitos
indesejaveis sdo frequentemente observados em rivastigmina (Exelon®) que acarreta também
problemas gastrointestinais e nervosos, a tacrina (Cognex®) como substancia hepatéxica e a
fisostigmina (Synapton®) como substancia depressiva forte (FEITOSA, 2015)

Segundo Feitosa (2015), os efeitos indesejaveis de uso frequente desses farmacos
acarretam ao longo do tempo, o aumento de radicais livres oxigenados e nitrogenados
promovendo aumento de quantidade de fagocitos e diminuicdo de imunidade durante o
tratamento de MA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Para minimizar os efeitos adversos do uso dessas substancias comerciais, € necessario
incentivo a pesquisa, desenvolvimento de modelos farmacoldgicos e busca de substancias,
que além de atividade inibitéria AChE contribuem para a diminuicdo de efeitos colaterais

como diminuicao de radicais livres e toxicidade.
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3.5.Extracao de substancias fenolicas

De acordo com a literatura a extracdo de substancias fenolicas pode ser realizada por
maceracdo, digestdol] e infusdo (FORIM et al., 2010). Sdo metodos de extragdo solido-
liquido no qual baseia-se na interacdo quimica de forcas intermoleculares do solvente em
retirar as substancias contidas numa amostra vegetal. A maceracao € normalmente realizado
em temperatura ambiente (25°C em condic¢@es normais no nivel do mar a 1Atm) e pode ser
realizado em sistema fechado (livre de fatores externos) ou sistema aberto (sujeito a
influéncia de fatores externos como o ar, poeira, umidade e outros). Na infuséo utiliza-se
como solvente, a agua fervente sob fonte de calor e posteriormente na adicdo de amostra em
temperatura ambiente e suspensdo de fonte de calor ocorre a extragdo por variacdo de
temperatura de forma gradual e decrescente (HELENO et al., 2015). Na técnica de digestdo é
comumente realizado em sistema fechado com o uso de solventes em temperatura controlada
e superiores de 25°C.

As diferentes técnicas de extracdo tém suas vantagens e desvantagens, conforme as
caracteristicas das diferentes matrizes de amostras. O método de infusdo e digestdo extrai
fendlicos estaveis a temperaturas superiores a 25°C e além de outras substancias como
polifendis, carboidratos e outros concomitantes que podem influenciar na qualidade do
extrato. Para obtencdo de compostos fendlicos 0 método de maceracdo € o mais indicado
podendo ser realizado de forma exaustiva, ou seja repetidas vezes (MOORES; DOROTHY;
WOOD, 1948).

A técnica de extracdo por maceracdo permite através de uso de solventes organicos em
extrair e concentrar extratos por meio de uso de rotaevaporadores em temperaturas abaixo de
60 °C comumente estaveis na obtencdo de &cidos hidroxicindmicos e derivados (DEWICK,
2002; MOORES; DOROTHY; WOOD, 1948). Sendo assim, pode-se utilizar diversos
solventes polares para extracdo de compostos fendlicos, tais como metanol, etanol, acetato de
etila, cloroférmio e outros.

Esses solventes podem ser utilizados também na forma de misturas objetivando
maximizar a extracdo de compostos fendlicos. Um dos estudos mais empregados é a
avaliagdo de planejamento simplex de misturas em é empregado para otimizacdo de
proporc¢des de misturas de solventes para extracdo de compostos fendlicos que varia por tipo
de matriz de amostra vegetal, tal como a amostra de soja foi determinado a mistura binaria de

agua e etanol (volume 1:1) como mistura otimizada (HANDA et al., 2016).
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3.5.1. Estudo de misturas para otimizacdo de extracao

A otimizacdo de qualquer experimento depende do estudo de varidveis dependentes e
independentes que tem como objetivo maximizar ou minimizar uma resposta (fator resposta)
em relacdo a variavel controle. A variavel independente corresponde as medidas que nao
dependem de outra medida enquanto que a variavel dependente € a medida que depende de
uma ou mais variaveis independentes. Tendo como exemplo uma funcéo f (X, y, z) = x +y +
z, interpreta-se f (X, y, z) como resultado obtido na forma de medida que dependem das
medidas de X, y e z, ou seja, valor de f (x, y, z) € uma varidvel dependente enquanto que X, y e
z sdo variaveis independentes. Ja a variavel controle corresponde ao ajuste de medidas de X,
y e z para obtencdo de medida intermediaria de f (X, y, z) que ndo seja nem minimo e nem
méaximo como fator resposta (SCHEFFE, 1963).

Dentre diversos tipos de estudo de varidveis, um dos mais empregados para estudo de
misturas de solventes € o planejamento simplex que podem ser do tipo lattice ou centroide. 0s
planejamentos simplex-lattice e simplex-centroide sdo empregados para avaliar diferentes
proporcdes de mistura de componentes, sendo que no primeiro é ideal para estudo de
misturas com mais de 3 componentes (n>3) enquanto que o segundo é suficiente para
explicar os fenbmenos de misturas com até 3 componentes. Ambos os planejamentos simplex
servem para demonstrar efeitos de neutralidade, de sinergismo ou antagonismo que podem
ser ocasionados pelas propor¢des de variaveis independentes (SCHEFFE, 1963).

Em muitos trabalhos envolvendo estudos de planejamento simplex tém-se observado o
uso do tipo centroide para explicar de forma satisfatoria qual a melhor proporcédo de misturas.
Sendo necessario testar os modelos matematicos tedricos que podem ser: linear, quadratico
ou cubico especial. No caso de extracdo de compostos fendlicos, o uso de diferentes solventes
e suas misturas devem ser submetidos a testes de validacdo para determinar o modelo
matematico adequado para avaliacdo simplex centroide (HANDA et al., 2016; NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001; SCHEFFE, 1963).
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3.5.2. Modelos matematicos de misturas

No caso de estudos de misturas de componentes, o fator resposta depende da variavel
composicao, que pode ser denominado de Xj, X,. Xs,.., Xn. De acordo Sheffe (1963) a
equacdo 1 estabelece o numero de tratamentos experimentais a ser avaliados pelo

planejamento Simplex-centroide, onde o termo q € o nimero de componentes de misturas.

20t 1)

Através do uso de ferramentas estatisticas computacionais, tal como o software
Statistica® v. 7.0, pode ser obtido modelos matematicos tais como: linear (2), quadratico (3)
ou cubico especial (4). Nesses modelos matematicos, y representa o fator resposta e p 0s

parametros estimados.

y = B1Xq + B2xz + - + BpXgp 2
y =2, BaXq + Zicj X9 BijXiX; 3)
y= Ziq=1 BaXq + Xi<j XIBijXiXj + Dicjk 2 29 BijrXiXjXk (4)

Para escolha e adequacdo do modelo matematico do planejamento de mistura de
componentes € comumente utilizado o teste de hipoteses para significancia da regressao,
estimativa de coeficiente de determinacdo mdltipla (R? ajustado) e analise de grafico de

residuos.

e Teste de hipoteses (significancia da regressao)

E usado para determinar se existe relagdo linear entre a resposta y com as variaveis
independentes. As hipo6tese podem ser nula (Ho ) e alternativa (Hy), onde Ho =1 = = ... =
P« significa que ndo existe diferenca significativa entre as medidas e que Hy =1 # f2 #... #
s significa que existe diferenga significativa entre as medidas. Quando se tem a Hy
significa que os valores obtidos experimentalmente sdo préximos dos valores sugeridos pelo

modelo matematico.
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De forma mais detalhada o teste de hipdtese pode ser melhor avaliado pela anélise de

variancia (ANOVA) que sdo sumarizados normalmente conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Analise de variancia para significancia de um modelo
matematico simplex-centroide

Fonte de Soma dos Graus de media quadrada o
variagéo quadrados liberdade g
Regressdo SSk p MSgr=SSgr/ p MSgr/MSg
Residuos SSe N-p—1  MSg =SS/ (N-p-1)

Total SSy N-1

Onde: SSgé a soma dos quadrados dos valores fornecidos pelo modelo de regresséo
SSe € a soma dos quadrados dos residuos
SSt é a soma dos valores observados
N € o nimero de observacdes

p é o numero de pardmetros estimados no modelo

e Estimativa R? ajustado

O célculo do coeficiente de determinacdo multipla (R?) indica o valor da reducio na
variabilidade da resposta obtida pelo uso das variaveis regressoras. De acordo com as

equacdes 5 e 6, R? deve variar entre valores 0 e 1.

R%= SSg/ SSy = 1 — (SSe/SSy) (5)
SSy= SSg + SSE (6)
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e Andlise de grafico de residuos

Os residuos do modelo de regressdo multipla sdo calculado por ri =yi —ym , onde yi € 0
valor experimental e ym é o valor sugerido pelo modelo matemaético. Frequentemente sdo
plotados em papel de probabilidade normal, versus cada varidvel independente, versus ym ou
na sequéncia de realizacdo de tratamentos (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001) . Esses
graficos, quando plotados por um software, permitem detectar desvios das medidas
experimentais como normalidades do erro experimental, pontos fora da tendéncia dos demais
(outliers), tendéncias na varianca, e a especificacdo funcional incorreta para uma variavel

independente.

3.5.3. Deliamento simplex-centroide

A andlise de superficie de resposta baseia-se de um modelo matemaético ajustado e
consistente experimentalmente. Normalmente é utilizado ferramentas estatistas para plotagem
de regido otimizada ou como deliamento simplex-centroide representado por sinalizacGes

visuais na superficie da area de um triangulo equilatero (Figura 14).

xl

€3

xd

X3

Figura 14. Representacdo espacial do planejamento simplex-centroide de componentes x1, x2
e x3 para analise de designer de interacdes dos componentes indicado em 7 posi¢cdes do
triangulo equilatero. Fonte: autoria propria.
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Para a avaliar 3 componentes (g=3), 0 nimero de tratamentos minimos deve ser igual a
sete, logo o triangulo equilatero tera 7 posi¢fes que indicara o fator resposta maximizado ou
minimizado. Na figura 14, as arestas do triangulo representa os componentes isolados x1, x2
e x3, os lados do triangulos as misturas binarias de componentes (x1 com x2, X1 com x3, e x2
com x3) e o ponto central (controle) na superficie do triangulo como a mistura ternaria de
componentes (x1 com x2 com x3).

Outra forma de avaliar a mistura é a analise de pseudo misturas com padronizacao de
regido otimizada em que atraves de um software estatistico, tal como Statistica v. 7, pode-se
plotar, de acordo com o modelo matematico de misturas validados, plotar e visualizar o0s
efeitos individuais de componentes na mistura (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Quando os perfis graficos de componentes se sobrepde com tendéncia ao aumento de
fator resposta que indicara na mistura, o efeito de sinergismo, enquanto que, se ocorrer a
diminuicao de fator resposta indicara efeito de antagonismo na mistura. Na Figura 15 tem-se
a representacdo hipotética de pseudo misturas em que os 3 componentes exibem efeitos

desejaveis (linha preta) e indesejaveis (cor vermelha) em relagdo a maximizacdo de fator

resposta.
Fator
resposta
Linear Quadratico Cibico especial
0.0.0 111 0.0.0 1.1.1 0.0.0 1.1.1

Figura 15. Exemplo hipotético de analise de pseudo misturas de 3 componentes (x1,x2,x3)
em regido otimizada. Linha vermelha efeito antagbnico e linha preta de sinergismo.
Composicdo de misturas entre 0 e 1 para cada componente.
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4. METODOLOGIAS

4.1.Coleta e identificagdo de material vegetal

As espécimes de E. blanchetii foram coletadas de forma aleatéria, em 20 de fevereiro
de 2015, nos arredores de dunas e restingas, localizado no parque Metropolitano da lagoa de
Abaeté, no bairro Itapud em Salvador - Ba. Foi identificado e registrado pela botanica Profa.
Dra. Maria Lenise Guedes do Departamento de Biologia da Universidade Federal da Bahia
com deposito localizado no Herbario Alexandre Leal Costa do Instituto de Biologia da UFBA
sob 0 n° 045599.

Apos a coleta as folhas, partes aéreas e casca de E. blanchetii foram separadas e
posteriormente secas em estufa, modelo SL — 102, marca SOLAB, entre 35 e 40 °C.
Posteriormente, as amostras secas foram trituradas no moinho de facas do tipo Wiley no
tamanho de 2,0 mm e armazenadas em sacos plasticos escuros devidamente fechados até o

momento de utilizacao.

4.2. Equipamentos e reagentes utilizados

e Espectrofotdbmetro Nova Instruments®, modelo UV1600

e Espectrofotdmetro Thermo Science®, modelo Multiskan Go

e Cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia Shimadzu®, modelo DGU-20A3R
e Modulo de bomba Shimadzu®, modelo Nexera LC-20AD XR

e Modulo Shimadzu®, modelo Prominence CTO- 202

e Coluna Shimadzu® de fase reversa, modelo VVP-ODS-C-18 (150mm x 2mm X 5pm)
e Amostrador automatico Shimadzu®, modelo SIL-20A-XR

e Modulo Shimadzu® detector de arranjo de diodos, modelo SPD-M20A

e Modulo de interface Shimadzu ®, modelo CBM-20A

e Reagente Sigma Aldrich® Folin & Ciocalteou

e Padrdes Sigma Aldrich®, BHT, DPPH, 4cido galico e 4cido rosmarinico

e Padrdes Biotec®, hidrogenocarbonato de sédio e acetato de chumbo 11

e Solvente Merck® metanol ultra puro

e Solventes Anidrol®, etanol, acetato de etila e cloroférmio.

e Filtro Milipore® 0,45 um
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4.3.0btencdo de extratos organicos
4.3.1. Planejamento de misturas de solventes

No procedimento utilizou-se amostras de folhas (F), partes aéreas (P) e caule (C) E.
blanchetii em que 10 g de cada amostra foram macerados individualmente com 120 mL de
solvente. Os solventes foram empregados nas formas puras ou combinadas de etanol (E),
acetato de etila (A) e cloroférmio (C) e o processo de maceracdo foi estatico em sistema
fechado por 24 h. Para cada maceracdo foi realizado a filtracdo a véacuo e concentracdo do
extrato em rotaevaporador a 55°C. O residuo, foi reutilizado para remaceracdo por mais 2
vezes consecutivas. Os extratos obtidos foram agrupados e determinado o rendimento de
massa de amostra seca utilizada, expressos em teor mg-g™.

Para avaliar a mistura de solventes foi proposto uma matriz (Tabela 3) de proporcdes de
E, A e C representado por 7 tipos de tratamentos (experimentos) onde: os volumes de cada

solvente variam na razdo de 0 a 1 proporcional a quantidades de 0 a 120 mL.

Tabela 3. Planejamento de mistura de solventes a serem empregados na
obtencdo de extratos organicos por maceracdo exaustiva de folhas (F), parte
aéreas (P) e caule (C) E. blanchetiii.

Proporgéo de misturas (mL)

Tratamento Extratos obtidos
Acetato , .
Etanol . Cloroférmio
de etila
1 1(120) 0(0) 0(0) F-E P-E C-E
2 0 (0) 1 (120) 0 (0) F-A P-A C-A
3 0 (0) 0(0) 1 (120) F-C P-C C-C
4 1/2 (60) 1/2 (60) 0(0) F-E/A P-E/A C-E/A
5 1/2 (60) 0(0) 1/2 (60) F-E/C P-E/C C-E/C
6 0 (0) 1/2 (60) 1/2 (60) F-A/C P-A/C C-A/C
7 1/3 (40) 1/3 (40) 1/3 (40) F-E/A/C P-E/AIC C-E/AIC

Obs.: Os codigos representados correspondem as variaveis dependentes a serem
avaliados como fator resposta quanto as amostras F P e C e o0s solventes E, A e C
empregados.

Inicialmente foi calculado as massas de extratos obtidos e posteriormente avaliou-se o
método de mistura de solventes, atribuindo como fator resposta simplex-centroide a

determinacéo de teor de fendlicos totais.
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4.3.2. Quantificacdo de fendlicos totais - Método de Folin & Ciocalteu

A determinacdo de fendlicos totais foi realizado pelo método de Folin & Ciocalteau
conforme a metodologia Ruiz et al (2012). Nesse método foram utilizados o
espectrofotdmetro UV/Vis, solvente metanol (Anidrol®), reagente Follin & Ciocalteu e
padréo de 4cido gélico (Sigma-aldrich®).

A curva analitica foi preparada utilizando 500 uL de padrdo de acido galico em
diferentes concentraces equidistantes entre 10 a 60pg-mL™ adicionados em um tubo de
ensaio. Em seguida foram adicionados 500 pL de reagente Folin & Ciocalteu, 1000 pL de
solugdo saturada de NaHCO3; e 8 mL de H,O destilada. O branco analitico foi realizado da
mesma forma, apenas substituindo a aliquota do padrdo por 500 uL de solvente metanol
enquanto que na analise dos extratos utilizou-se 500 uL de solucdo preparada de extratos 1
mg-mL™.

Cada tubo de ensaio, contendo a mistura reacional, foi revestido com papel aluminio
durante um intervalo de 25 min. Posteriormente, para cada tubo foi feito a leitura em 773 nm.
Todas a andlises dos extratos foram feitas em triplicata com obtencdo de média, desvio
padréo e coeficiente de variagdo percentual (CV %) em solvente metanol.

A partir das analises de varias medidas do branco analitico e das concentracGes do
padrdo foram obtidos: Limite de Detec¢do (LD), Limite de Quantificacdo (LQ), equacdo da
regresséo linear e coeficiente de determinag&o (r’)(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).
O LD e LQ foi determinado conforme as equacdes 7 e 8, (s) corresponde ao coeficiente

angular da curva analitica e (S) ao desvio padréo de 30 sinais do branco analitico.

LD = (3,3) . (s/S) (7
LQ =10. (s/S) (8)

4.3.3. Auvaliacdo simplex-centroide — Fator resposta

Para a analise de modelos de misturas utilizou-se o software Sattistica® v. 7 em que
realizou-se a analise de varianca (ANOVA) dos dados obtidos e modelos sugeridos para
melhor explicagdo dos efeitos de misturas e analise grafica de residuos de valores preditos e

observados como validagéo de escolha do modelo matematico.
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4.4.Determinacéo de derivados acidos fenolicos dos extratos otimizados
4.4.1. Anélise de ésteres de acidos fendlicos

Os extratos otimizados de folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii foram
submetidos a determinacdo espectrofotométrica de ésteres de acidos fendlicos (também
denominados de acidos clorogénicos) pelo método adaptado Moores e colaboradores (1948)
utilizando acetato de chumbo Il para seletividade e um padréo de éster de acido fenolico para
obtencdo de curva analitica com leitura em 324 nm. Nesse trabalho foi usado o &cido
rosmarinico, como padrao.

Para a avaliacdo de seletividade de ésteres fendlicos foi realizado uma reacéo de 10 mL
de solucéo aquosa de 2 pg.mL™ de padrdo de 4cido rosmarinico com 0, 0,1, 0,2, 0,3 e 0,4 mL
de solugéo saturada de acetato de chumbo Il. Posteriormente realizou-se a varredura espectral
de 200 a 500 nm no espectrofotdbmetro da marca Nova Instrumentes, modelo 1600UV, para
avaliacdo da altura de absorvancia em 324 nm. Em seguida avaliou-se os extratos de folhas,
partes aéreas e caule de E. blanchetii.

Em seguida preparou-se solucdo mée de cada extrato otimizado (folhas, partes aéreas e
caule) de E. blanchetii com 0,010 g de extrato e 20 mL de &gua destilada em um erlenmeyer
de 50 mL. Posteriormente submeteu-se em agitacdo magnética por 20 min e avaliou-se a
absorvancia em 324 nm. O preparo de amostras foi feito em triplicata para avaliacdo de
média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo percentual (CV%) e a validacdo desse método
foi feita atraves de fortificagdo em amostras (RIBANE et al., 2004).
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4.4.2. Determinacdo cromatografica de acido rosmarinico

Dos extratos otimizados de E. blanchetii foi avaliado somente o extrato que apresentou
maior teor de ésteres de acidos fenolicos, conforme a metodologia de Medrado et al (2017)
com adaptacdo ao preparo de amostras e validacdo de método de anélise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Esse procedimento foi realizado no Instituto de Quimica da UFBA no Grupo de
Pesquisa em Produtos Naturais (GPPN) em que foi utilizado o Ultra Cromatografo Liquido
de Alta Eficiéncia (ultra-CLAE), marca Shimadzu® modelo DGU-20A3R, acoplado com
sistemas Nexera de duas bombas LC-20AD XR e amostrador automatico SIL-20A XR , com
modulos Prominence: CTO-20A ligado a coluna VP-ODS C-18 (150mm x 2mm X 5um),
SPD-M20A (Detector de arranjos de diodos-DAD) e CBM-20A (modulo de interface com o
computador).

O detector DAD foi programado para escaneamento espectral de 200 a 400 nm e a
condicdo de sistema gradiente de separacdo empregada foi do tipo binario com fase movel
varidvel de misturas de solventes metanol (28 a 62%) em agua acidificado com 0,1% de acido
acético v/v em 10 min sob fluxo de 0,5 mL-min™ em temperatura ambiente com injec&o
automatica de 5 pL. Para obtencdo de curva analitica de &cidos fendlicos utilizou-se o padréo
de 4cido rosmarinico (MEDRADO et al., 2017).

O padréo de &cido rosmarinico e a amostra de extrato otimizado de maior teor ésteres
de acidos fendlicos foram preparados individualmente, solubilizando 0,01 g de massa de
amostra em solvente metanol ultra puro acidificado com 0,1 % de acido acético em um baldo
volumétrico de 10 mL. Posteriormente, as solucdes foram filtradas em filtro Milipore® de
0,45 pm e 1 mL de amostras foram analisados usando amostrador automatico Shimadzu,
Nexera SIL-20A XR.

Os padrdes e as amostras foram preparados em triplicatas para a validacdo de
parametros de analise qualitativa, quanto a seletividade, e quantitativos, tais como: preciséo,
linearidade da curva analitica, limite de deteccdo e limite de quantificacdo (RIBANE et al.,
2004). Para a avaliacdo de seletividade do método comparou-se os tempos de retencéo, altura
de picos cromatograficos e os espectros dos padrdes de &cidos fendlicos e os extratos

otimizados de E. blanchetii.
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4.5.Avaliacdo biologica dos extratos otimizados
45.1. Atividade antioxidante

A avaliacdo da capacidade dos extratos em sequestrar o radical estdvel DPPH (2,2-
Diphenyl-1-Picrylhydrazyl) foi realizado conforme a metodologia de Scherer e Godoy (2009)
como determinacdo de atividade antioxidante. Nesse experimento utilizou-se o
espectrofotdmetro UV-Vis da marca Nova Instruments, modelo NOVA UV1600, solvente
metanol (Anidrol®), DPPH e BHT (Sigma Aldrich®).

A determinacéo da cinética do DPPH foi realizado a partir da analise de 0,1 mL de
solugdo de extrato em concentracdes equidistantes de 68 a 272 ug-mL™ com 3,9 mL de
solucdo de DPPH a 31,54 pug-mL™ (equivalente 0,08 mmol-L™). Inicialmente foi empregado
0 extrato otimizado de folhas de E blanchetii e em seguida foi monitorado o tempo de
estabilidade de reacdo com DPPH a 517 nm.

Apbs a definicdo do tempo de reacdo de DPPH obtido através do estudo cinético, foram
preparadas solu¢des metanolicas dos extratos otimizado de folhas, partes aéreas e caule de E.
blanchetii a 2000 pg-mL™ sendo diluidas em 5 (cinco) concentracdes equidistantes de 200 a
1000 pg-mL™. Para cada solucdo diluida foi reagido 0,1 mL com 3,9 mL de DPPH. A
leitura na determinacdo do CEsy e IAA foi feito em triplicata, a 25°C. Posteriormente, foi
realizado regressdo linear das diferentes concentracbes de extratos reagido com DPPH
expressos em absorvancia, percentual de sequestro de radicais livres (%SRL) (SCHERER,;
GODOQY, 2009).

O indice de Atividade Antioxidante (IAA), foi calculado conforme a equacéo 9, em que
CEso corresponde a concentracdo Efetiva de %SRL equivalente a metade do sinal de

absorvéancia dos pontos equidistantes:

IAA= [Concentracao final de DPPH] x (3,9) 9)
(0,1) x (CEso).
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45.2. Letalidade frente Artemia salina

O teste de triagem toxicoldgica dos extratos frente a individuos Artemia salina foi
realizado conforme o método de David et al (2001) com algumas modificacBes. Os
individuos de A. salina foram obtidos ap06s 48 hrs e eclosdo de ovos Artemia salina, da marca
marama aquacultura, em meio aquoso marinho sob fonte luminosa e incandescente de 40 W.
Foi utilizado a &gua do mar previamente filtrada da praia da Backdoor, zona sul de IlIhéus-Ba.

Os extratos foram pesados e avaliados a sua solubilidade em meio aquoso e marinho
com 1% de dimetilsulféxido (DMSO) v/v. A partir disso, foram realizados diluicdes em
concentragdes equidistantes, com no minimo 5 pontos, a partir da massa de extrato soltvel.
De cada concentracdo preparada foi transferido 10 mL em um tubo de ensaio com 10
individuos A. salina, com extremidade fechada com algod&o e sob a luz de incandescente de
40 W. O branco desse método consistiu na adi¢do de 10 mL de agua do mar filtrado com 1 %
de DMSO v/v com a adicdo de 10 individuos A. salina (FAKENBERG; HORTA;
LHULLIER, 2006).

Esse bioensaio foi realizado em 4 replicatas por cada concentragcdo avaliada
individualmente avaliado em extratos otimizados de folhas, partes aéreas e caule de Eriope
blanchetii. Com auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi realizada a contagem dos individuos
mortos, apos 24 horas sob a luz incandescente de 50W. Considerou-se o como “morto” a
observacdo no tempo de 10 s a auséncia de movimento durante a contagem individual sob a
luz (DAVID et al., 2001; FAKENBERG; HORTA; LHULLIER, 2006).

Para estimativa de toxicidade considerou-se as concentracdes que melhor satisfez a
concordancia probabilistica de linearidade de taxa de individuos mortos A. salina de acordo
com o somatério de 4 grupos de individuos A. salina para representatividade probabilistica
experimental a ser testado através do célculo qui-quadrado y2 (LIMA et al., 2011).

O célculo de estimativa de concentracdo letal (CLsp) foi obtido como sendo a
concentracdo letal que equivale a taxa de letalidade de 50 % de individuos mortos através do
uso da equacdo de regressdo linear plotado pelo software Microsoft Excel 2016®. O teste
estatistico 2 das concentracBes sollveis testadas foram realizados dentro dos parametros de

graus de liberdade GL=3 e nivel de significancia a = 5%.
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45.3. Atividade aceticolinesterase

A avaliacdo de inibicdo acetilcolinesterase (in vitro) foi feita utilizando a metodologia
de Ellman et al (1961) com algumas adaptacbes proposta por Lima (2009). O método
avaliativo foi realizada mediante ao uso de microplaca com deposito de 40 pL de iodeto de
acetiltiocolina 15 mM, 140 puL de acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzodico] 3 mM, 65 uL de tampao
fosfato, pH=8 com 0,1% de soro de albumina bovina e 40 pL da solugdo de extratos otimizados
de folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii em 5 concentra¢Bes equidistantes de 50 a 500
pug-mL*. Para comparagdo de resultados a serem avaliados foi empregado o padrdo de
fisostigmina nas concentracdes equidistantes entre 0,1 a 30 pg-mL™. A microplaca foi incubada
em uma estufa a 37°C por 10 minutos e em seguida submetido a analise de sinal de absorvancia
(ABS) no espectrofotdmetro UV/Vis (Thermo Scientific Multiskan Go) no comprimento de onda
405 nm. Posteriormente foi adicionado 40 pL da solugdo da enzima AChE (0,22 U-mL™) e
analisado o sinal ABS novamente apds 5 minutos. Toda a avaliacdo foi feita em triplicata
(ELLMAN et al., 1961).

Com base nos valores de ABS foi calculado os valores de concentracdo inibitdria
(Clsp), pelo método de regressdo linear das amostras e padrdo analisados, e em seguida
determinou-se a concentracao de inibitoria (Clso) conforme a equacgéo 10.

Clso = (AChE — AChI) X 100 (10)
AChE

Onde, AChl: atividade obtida na presenca do inibidor e AChE: auséncia do inibidor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Avaliacgdo simplex-centroide nos extratos

Na Tabela 4 é apresentado em mg-g™, teor de extrato obtido por amostra utilizada no
procedimento de maceracdo exaustiva de folhas (F), partes aéreas (P) e caule (C) de E.
blanchetii, conforme o planejamento de misturas simplex-centroide. Foi observado que o
tratamento 1, correspondente ao solvente puro etanol, maior teor de extrato em relagdo ao uso
dos demais solventes nas amostras de folhas. Para as amostras de partes aéreas e caule, o
tratamento 4, mistura binaria de etanol (E) e acetato de etila (A), conferiu maior teor. Nesse

experimento foi observado maior teor para os extratos de folhas.

Tabela 4. Teor de extratos obtidos pelo planejamento simplex-
centroide de misturas de 3 componentes.

Concentracédo de extrato obtido

Tratamento misturas por amostra utilizada (mg-g™*)
F P C

1 E 147,84 18,51 32,14
2 A 70,78 8,43 7,24
3 C 87,68 8,62 8,31
4 E/A 100,18 22,85 34,55
5 E/C 92,51 13,12 23,17
6 A/C 83,49 7,51 6,47
7 E/A/IC 94,48 11,92 15,29

Obs.: Tipo de matrizes de amostras (F=folhas; P: partes aéreas; C:
caule) e tipo de solventes empregados (E= etanol; A=acetato de
etila; C=cloroformio.

Com o uso de solventes de diferentes polaridades é esperado variagdo na composicdo
quimica dos extratos obtidos. Assim, diante do objetivo de avaliar compostos fendlicos, para
cada extrato, foi determinado o teor de fendlicos totais usando o reagente Folin & Ciocalteou.
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5.1.1. Determinacéo de fenolicos totais

A quantificacdo de fenolicos totais através do reagente Folin & Ciocalteou baseou-se de
forma indireta na quantificacdo de Mo™® formado na reacéo do complexante molibdénio com
o grupo fenol (Figura 16). A mudanca do nimero de oxidagdo do molibdénio varia de +6
para +5 ocasionando banda de absor¢éo espectral visivel proximos de 773 nm conferindo cor

verde

COOH

Coor Coo
NayCO4 . . .
. + 2 Mo" — +2Mo"T+ 2 H
HZy OH
H OH o OH
OH
OH (8]

Figura 16. Reacdo do &cido gélico com molibdénio, componente do reagente de Folin &
Ciocalteou (OLIVEIRA et al., 2009).

Para esse método foi obtido a curva analitica y = 0,017 x + 0,0161 para quantificacdo
de padrdo de &cido galico reagido com Folin & Ciocalteou, com coeficiente correlacdo linear
forte de r? = 0,9983 entre pontos equidistantes de concentraco realizados de 10 a 60 pg-mL’
! Né&o foi observado desvio de linearidade e efeito de matriz entre correspondente a curva

analitica (Figura 17) realizada conforme Ribane et al (2004).
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Figura 17. Curva analitica em acido galico obtida pelos sinais de absorvancia (ABS) entre 10
a 60 ug-mL*
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Quanto a precisdo do método espectrofotométrico avaliou-se a varia¢do de 30 sinais de
absorvancia (ABS) do branco analitico para o calculo de limite de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ). Os valores de ABS correspondente a média do branco e desvio do branco
(s) foram < 0,0005 o que indicou boa estabilidade do método do reagente Folin & Ciocalteou
sem o analito (RUIZ; ALARCON, 2012). Na Tabela 5, tem-se: LD= 4,4 ug-mL™" e LQ= 16,7
ng-mL™ o que permitiu-se estabelecer como faixa linear confiavel de quantificacdo de FT

entre 16,7 a 60 pg-mL™.

Tabela 5. Dados obtidos a partir da curva analitica, medidas de 30
sinais de branco analitico e sua equivaléncia em concentracdo analitica
(ug-mL™) e quantidade analitica (ug).

ABS pg-mL™* g
Média do branco 0,0006 -
S 0,0005 - e
S 0,017 e
LD 0,0971 4.4 88,6
LQ 0,2941 16,7 334,9

Obs.: s= desvio padrdo do branco; S= angulo da curva analitica.

Quanto a analise de residuos (Figura 18) entre as concentracfes de &cido galico
utilizadas na elaboracdo da curva analitica observou-se variagdes < 5% entre os valores
preditos e valores reais que indicaram precisdo e confiabilidade analiticas confiaveis para fins
de quantificacéo.

%o

3.0

4.0

3.0

2.0

1.0 +

0,0

10 0 10 20 30 40 50 &1 T0

2.0 *

3.0 ry

Figura 18. Razdo percentual dos valores obtidos e preditos pela curva analitica demonstrando
preciséo no preparo de concentragdes analiticas.
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Para fins de avaliar o teor de fenolicos totais em extratos de folhas, partes aéreas e caule
de E. blanchetii foi convertido a equacdo da curva analitica (equacdo 11) considerando a
massa de extratos e volume de solugdes preparados (equagédo 12) em razdo da quantidade de

compostos fenolicos totais calculados (equacdo 13) por massa de extrato analisado:

x=(y-0,0161)/0,017 (1)
Ma=(x.Va).(Vs/Va) (12)
FT =Ma/ Me (13)

Onde: x: Concentracao analitica (pg-mL™).
y: Absorvancia em 773 nm.
Vs: Volume de solugéo preparada (mL).
Va: Volume da aliquota (mL)
Ma: Massa equivalente de compostos fendlicos totais (ug)
FT: Teor de comp. fen. totais por massa de amostra (pg-g™)

Me: Massa de extrato (g) preparado na solucgéo Vs
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Os extratos foram avaliados em triplicatas para cada tratamento de mistura de solventes

sendo determinado os valores brutos do teor de fendlicos toais, desvio padrdo (DP) e

coeficiente de variacdo (CV%). Os teores de fendlicos totais de extratos de folhas, partes

aéreas e caule de E. blanchetii se encontram sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6. Teor de compostos fendlicos totais (FT) expresso em massa de fendis totais contido

em massa seca de amostra de folhas (F), partes aéreas (P) e caule (C).

F P C
Tratamento de misturas

(triplicatas) FT_l DP cv FT_l CvV FT_l DP Cv

(Mg-g™) (%) | (ng-g™) (%) | (ng-g™) (%)
1 E 873,9 50074,4 21751,1
1 E 882,4 19,1 2,2(50012,2 555,4 1,1/20102,3 8254 3,9
1 E 845,9 49082,8 20998,4
2 A 317,3 23829,7 16925,6
2 A 322,1 6,8 2,1|23074,3 417,3 1,8|15959,9 522,7 3,2
2 A 308,7 231445 16789,3
3 C 109,2 25157,9 17525
3 C 106,2 15 1,4|25541,2 7474 3,0({17181,3 189,55 11
3 C 107,3 24098,3 17491,4
4 EIA 8293,1 60317,6 36131,2
4 EIA 8481,1 135,0 1,6 (61023,2 478,2 0,8|34021,8 1107,7 3,1
4 EIA 8219,2 60111,2 35662,8
5 EIT 369,8 49236,6 24926,9
5 EIT 366,2 7,0 1,9|48212,2 618,1 1,3|23914,8 571,3 2,3
5 ET 356,3 48125,2 24880,1
6 AT 232,0 28347,2 29414
6 AT 231,1 50 2,2|27789,9 281,4 1,0|28998,6 238,8 0,8
6 AT 2229 28000,9 29002,2
7 EIAIT 7129 45002,9 43659,8
7 EIAIT 699,2 9,0 1,3|456253 772,7 1,7|42589,6 1801,9 4,1
7 EIAIT 716,1 46539,2 46104,9

Obs.: Solventes utilizados

no tratamento de

misturas E: etanol; A: acetato de etila; T:

triclorometano, D.P.: Desvio Padrdo da média, C.V(%): Percentual de Coeficiente de

Variagdo. n=3.
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Todos os valores de fenolicos totais calculados (Tabela 6) foram precisos entre as
replicata analisadas com coeficientes de variacdo percentual (%VC) inferiores a 5%. A partir
dos teores de extratos obtidos para cada tratamento de misturas e os teores de fenolicos totais
calculados foi elaborado um grafico comparando esses dados, na Figura 19. Nessa figura as
barras representam a concentracdo (mg-g™') de extratos de folhas, partes aéreas e caule de E.

blanchetii enquanto as linhas sinalizam os teores de fenélicos totais determinados (ug-g™).

mg-g ! uget
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Figura 19. Comparacdo esquematica de dados obtidos entre teor de extrato (Me) em mg-g™~,
representado em barras e teor de compostos fenélicos totais (FT) em pg-g, representado em
linhas, para cada extrato de folhas (F), partes aéreas (P) e caule (C) de E. blanchetii obtidos
em relacdo ao planejamento de misturas de solventes etanol (E), acetato de etila (A) e
triclorometano=Cloroférmio (C).

Pela Figura 19, observou-se que 0S maiores teores de extratos correspondem aos
extratos de folhas em relacdo as partes aéreas e caule de E. blanchetii independentes do
tratamento utilizado de misturas de solventes. Quanto ao teor de compostos fendlicos totais
(FT) tem-se para a mistura etanol e acetato de etila na forma binaria (E/A) como forte
tendéncia em maximizagdo de FT em que em ordem crescente foram: folhas < caule < partes
aereas.

Notou-se também para a mistura ternaria de etanol, acetato de etila e cloroférmio
(E/A/C), uma forte tendéncia em maximizacdo de teores de fendlicos totais nos extratos de
partes aéreas e caule de E. blanchetii, porém com teores de extratos menores comparado aos

extratos obtidos pela mistura de solventes E/A.
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Para uma anéalise mais completa do efeito desses solventes na obtencdo de extratos de
E. blanchetii avaliou-se o planejamento simplex centroide através software Statistica v.7.
Para isso avaliou-se qual o modelo matematico de misturas de solventes através da analise de
varianca (ANOVA) e gréfico de residuos para escolha do modelo mais significativo e de

menor residuo entre valores preditos e experimentais.

5.1.2. Designacdo de modelo de misturas

Empregando os valores brutos calculados de teores de fendlicos totais (FT) da Tabela 7
(topico 5.1.1) avaliou-se os modelos matematicos simplex centroide nos extratos analisados
de folhas, partes aéreas e caule E. blanchetii quanto a analise de variancia (ANOVA) obtido
pelo software statistica v.7 para obtencéo de testes de significancia entre os modelos lineares,
quadrético e cubico especial.

Os dados sumarizados na Tabela 7 sugerem satisfatoriamente que o modelo cubico, em
todas as amostras de extratos, pois apresentaram coeficientes de determinacdo R?
experimental e R? ajustados de forte correlacdo (R? ~ 0,99). Para o extrato de partes aéreas de
E. blanchetii o modelo quadratico também foi satisfatério com R? ~ 0,99 (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Tabela 7. Analise de variancia (ANOVA) dos modelos matematicos simplex centroide para
escolha do modelo matematico significativoque melhor represente o experimento quanto ao
fator resposta de determinacdo de compostos fendlicos totais.

Extratos MOd?IQS Efeito SS Residuo RZ . R’ Fe
matematicos SS experimental  ajustado
Linear 328x10° 1,2x10°  0,20326  0,11473 2,296
Folhas Quadratico 1,11x 108 1,78x107 0,88946  0,85262 31,04
Cubico especial 1,78x 107 3,76 x10* 0,99977  0,99967 6643,72
Linear 2,43x10° 137x10° 0,63957  0,59953 15,9707

Partes aéreas ~ Quadratico  1,33x10° 3,87x107 0,98982  0,98643 172,094
Cubico especial 3,40x 10’ 4,65x10° 0,99976  0,99825 102,3958

Linear 548x 107 1,78x10° 0,02980  0,00000 2,296
Caule Quadratico 1,56x10° 2,21x10®  0,87975  0,83967 31,04
Cubico especial 2,09x10% 1,16x107  0,99365  0,99092 6643,72

Obs.: Efeito SS: soma dos quadrados dos valores previstos teoricamente por modelo
matematico, Residuo SS: soma dos quadrados dos valores obtidos experimentalmente, R?:
coeficiente de determinacdo e F°: teste de significancia entre os valores experimentais e
tedricos.
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Quanto ao teste de significancia (F°) dos modelos matematicos, o modelo cubico
especial foi o mais satisfatorio em extratos de folhas e caule enquanto que em extratos de
partes aéreas 0 modelo cubico apresentou maior F° indicando também como o mais
satisfatorio.

Conforme os dados gerados no software Statisca v. 7 pela ANOVA (Tabela 7) ndo é
recomendavel o uso dos modelos matematicos: linear e quadratico para otimizacdo de
extracdo de fendlicos totais em folhas e caule. Para os extratos de partes aéreas analisados
somente 0 modelo matemético linear também n&o foi recomendavel. Para corroborar a
ANOVA dos valores brutos de FT entre os modelos matematicos sugeridos gerou-se 0sS
grafico de residuos para analise de correlacdo entre os valores preditos e observados
experimentalmente de todos os modelos com coeficiente de determinacdo R? ajustados
(Figura 20).

Linear Quadratico Cubico Especial

Figura 20. Grafico de residuos plotados de acordo com os modelos matematicos linear,
quadrético e cubico especial. A linha vermelha corresponde ao R? ajustado e os circulos em
azul como residuo obtido na relacdo de valores preditos (eixo vertical) com os valores
observados (eixo horizontal) calculados pelo Statistica v. 7.

Esses dados possibilitaram designar como modelo matematico cubico especial para o
estudo de area de contorno e superficie de resposta de teores de fendlicos totais a serem
avaliados nos extratos de folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii por terem apresentados
coeficientes de determinacdo R? experimental e ajustado elevados (>0,99), teste de

significancia F° aceitavel e com baixo residuos obtidos.
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5.1.3. Deliamento simplex-centroide

Para a avaliacdo do fator resposta do deliamento experimental simplex centroide de
misturas de solventes foram adotados os valores obtidos de teores de compostos fenolicos
totais (FT) (anteriormente apresentados na tabela 6) determinados em cada tratamento de
misturas de solventes realizado. Para o estudo de deliamento utilizou-se o modelo
matematico cubico especial estabelecido anteriormente como mais satisfatério (Tabela 7 e
Figura 20).

O deliamento simplex centroide de fator resposta foi gerado sob a érea e superficie de
triangulo equilatero pelo software Statistica v. 7 para representar os efeitos dos solventes na
mistura. Para tratamento de misturas de solventes realizados para obtencdo de extratos de
folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii apresentou-se simultaneamente a superficie e
area de fator resposta objetivando a maximizacao de teor de fendlicos totais.

Para o uso de misturas de solventes no preparo de extratos de folhas de E. blanchetii,
Figura 21, é observado a maximizacdo de FT para o tratamento de mistura binaria etanol e
acetato de etila representado pela altura de superficie e coloracdo avermelhada indicando
teores préximos de 8000 pg-g™. Nesse caso, sugerimos, o efeito contribuinte do sinergismo

entre esses solventes para extrair os compostos fenolicos.

Clorofémio
0.001.00

ng-g!
=tanol Clorofomio ¢ 0,25 B s000
B 5000
1,00 0,00 [ 4000
000 025 050 075 1.00 B 2000
Acetato Etanol Acetato I

de etila de etila
Figura 21. Superficie de resposta ao deliamento experimental do modelo matematico

simplex-centroide cubico especial para avaliagdo do fator resposta em extratos obtidos de
folhas de E. blanchetii.
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Em amostras de partes aéreas (Figura 22) observou-se que a mistura etanol e acetato de
etila resultou em maximizacdo de fendlicos totais representado pela avaliacdo da altura de
superficie de resposta e regido de contorno. O tratamento de etanol puro e a mistura binaria
de etanol e acetato de etila variaram em teores de fenélicos totais entre 50000 e 60000 pg-g™.

Cloroformio
0,00 51.00

ug-gt

Bl 50000
Il 55000
I 50000
0.25 ] 45000
[ 40000

Etanol

1,00 0.00 [ 35000

_ 000 025 050 075 100 [ 30000

Acetato Etanol Acetato 1 25000
de etila de etila

Figura 22.Superficie de resposta ao deliamento experimental do modelo matemético simplex
centroide cubico especial para avaliacdo do fator resposta em extratos obtidos de partes
aéreas de E. blanchetii.

Na Figura 23 estd representado o efeito de sinergismo de misturas de solventes
sinalizando como regido de superficie de resposta maximizada as variacdes de misturas de
etanol e acetato de etila 1:1 e a mistura ternaria etanol, acetato de etila e cloroférmio (1:1:1).

Os teores de fendlicos totais nessas misturas variaram em torno de 35000 e 40000 pg-g™.

Cloroférmio
0,00 51.00

f Cloroférmio ug-g’l
0,75 0,25
I 40000
35000
Etanol 1,00 0.00 5 30000
0,00 025 050 075 1,00 0 25000
Acetato Etanol Acetato Il 20000
de etila de etila

Figura 23. Superficie de resposta ao deliamento experimental do modelo matematico simplex
centroide cubico especial para avaliagdo do fator resposta em extratos obtidos de partes
aereas de E. blanchetii.
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Pela Figura 24, avaliou-se graficamente o efeito do solvente cloroférmio na
composicdo de misturas (pseudo-misturas) de solventes na extracdo de fenolicos totais de
valores preditos matematicamente dos solventes: etanol (E), acetato de etila (A) e cloférmio
(C). Notou-se estatisticamente que o solvente cloroférmio (C) corrobora como efeito
antagbnico em amostras de folhas e de efeito de sinergismo em partes aéreas e caule de E.

blanchetii.
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Figura 24. Efeito forte de sinergismo confirmado matematicamente do solvente cloroférmio
(solvente C) e em relacdo aos outros solventes etanol (E) e acetato de etila (A) com pseudo-
misturas apenas ema amostras de caule de E. blanchetii.
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5.2. Determinacdo de acidos fendlicos

A classe de compostos fendlico s € bastante ampla, entdo dentro do objetivo de avaliar
especificamente o &cido rosmarinico, que sdo encontrados na forma de ésteres empregamos a
metodologia de Moores e colaboradores (1948), para quantificacdo de ésteres de &cidos
fenolicos por espectrofotometria, e pelo método de Medrado et al (2017) que para separagédo
e identificacdo através de Ultra Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Ultra-CLAE), em

fase reversa acoplado ao Detector de Arranjo de Diodos (DAD).

5.2.1. Determinacéo de ésteres de acidos fendlicos

A adicdo de acetato de chumbo Il em acido rosmarinico promove em meio aquoso a
formacéo de sal de chumbo Il de éster fendlico, que nesse caso origina o sal clorogenato de
chumbo Il (Figura 25). O &cido rosmarinico, assim como a maioria dos demais ésteres de
acidos fenolicos, possuem banda de absorcdo molecular caracteristico em 324 nm e a adicdo
de acetato de chumbo Il diminui a absorvancia quando analisadas no espectrofotémetro
(MOORES; DOROTHY; WOOD, 1948).

HO . i o o :
> ”D@ W A 1
_\_\D

\_f’ HO ° }_\— - —
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o
o B A n
CH; HO  ©OH

Figura 25. Reacdo de &cido rosmarinico com acetato de chumbo Il em maio aquoso para
formacdo de clorogenato de chumbo |1
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A perda do sinal de absorvancia (ABS) varia com a quantidade de acetato de chumbo
adicionado conforme a figura 26. Observou-se que o espectro ultravioleta do acido
rosmarinico quando reagido com acetato de chumbo resultou em efeito hipsocrémico, ou seja
diminuigdo da altura na banda de absorvancia de 324 nm (MOORES; DOROTHY; WOOD,
1948).

Para avaliacdo qualitativa dos extratos otimizados de folhas, partes aéreas e caule de E.
blanchetii, preparou uma solucio aquosa de cada amostra em 170 pg-mL™ sem a adicéo de
acetato de chumbo (Figura 26). O espectro de extrato de folhas demonstrou banda e altura
superiores em relacdo aos espectros de extratos partes aéreas e caule avaliados em 324 nm o

que indiciou grandes chances de presenca de ésteres de acidos fendlicos.

ABS | ABS |
150 1.250
120 324 nm
0850 4\ 0,850 1 Folhas
7 ;
/ \
f \
04254,/ L 0,425
Pa.:ctes
Canle dercas
3 i 1nm
0,000 . = : 0,000 —
' 273 350 425 275 350 425

Figura 26. Espectro ao lado esquerdo correspondente ao efeito hipsocromico com banda de
absorvancia em 324 nm do padréo de acido rosmarinico (espectro em azul) frente a adi¢éo de
acetato de chumbo II. Espectros ao lado direito correspondente aos extratos otimizados de
folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii em 170 pg-mL™.
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Sendo assim avaliou-se a seletividade dos extratos otimizados frente a adi¢éo de acetato
de chumbo 11 quanto aos efeitos hipsocromicos (Figura 27). Na anélise de extratos otimizados

de folhas, esse efeito foi mais pronunciado do que nos demais extratos otimizados de E.

blanchetii.
ABS | ABS | ARS |
1'-
) Partes aéreas ) Caule
0.850 ; 1.250 1,250
0425 0,6204 0,620 1
Folhas
1nm

L _ ™ 0,000, . — 0,000+ . i

0,000 = — . . . _om
275 350 425 213 330 423 275 350 425

Figura 27. Efeito hipsocromico em 324 nm do extratos de E. blanchetii nas soluges
analisadas de 170 pg-mL™(folhas), 650 ug-mL™ (partes aéreas) e 720 pg-mL™ (caule).

Pelo aspecto visual dos espectros analisados de extratos otimizados de 170 pg-mL™
(folhas), 650 pg-mL™ (partes aéreas) e 720 ug-mL™ (caule) pode-se inferir que ndo exista
quantidades significativas pelo teste de seletividade de ésteres de acidos fenolicos (&cidos
clorogénicos) em partes aéreas e caule.

Para quantificacdo de ésteres de acidos fendlicos realizou-se uma curva analitica com
adicdo e sem adicdo de padrdo de acetato de chumbo Il (Figura 28). Observou-se que a
adicdo de acetato de chumbo Il ndo influenciou muito na linearidade entre 4 e 7 pg-mL™

demonstrando assim forte correlagdo com r?~ 0,999.

ABS
0,3000
v =0,0473x - 0,0007
0,2000 r# = 0,997
y =0,0438x - 0,0014
0,1000 2 = 0,0083
0,0000 }lg'ﬂﬂl_l
0 20 a0 &

Figura 28. Curva analitica de padrao de acido rosmarinico (em azul) com adicdo e sem adicéao
de acetato de chumbo Il (laranja)
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Dessa forma, utilizou-se a curva analitica de acido rosmarinico (y’ = 0,0438 x — 0,
0014) com adicdo de acetato de chumbo Il onde cada concentracéo foi preparada com 60uL
de solucéo saturada de acetato de chumbo Il em 10 mL de solugdo aquosa de padréo de &cido
rosmarinico. Realizou também, a medida de 30 sinais de brancos (60uL de solucdo saturada
de acetato de chumbo Il em 10 mL de agua destilada) para o célculo de limite de deteccao
(LD) e quantificacdo (LQ) conforme Ribane et al (2004), tendo como desvio padrédo o valor
de 0,0008 com LD =1,27 pg-mL™" e LQ =3,85 ug-mL™.

O teor de ésteres de &cidos fendlicos (TEAF) foi calculado conforme a equagdo 12 em
que ABS corresponde a absorvancia medida da aliquota preparada correspondente ao volume
analisado (VVa) com a massa de extrato correspondente ao volume da aliquota preparada
(Mea). O teor de ésteres de acidos fendlicos dos extratos otimizados de folhas, partes aéreas e
caule de E. blanchetii estdo sumarizados na tabela 8.

TEAF = [(ABS +0,0014)/0,0438]x(Va/Mea) (12)

Tabela 8. Andlise quantitativa de ésteres de acidos fenolicos em extratos otimizados de
folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii

Extratos otimizados Hg-g* 'L\l/lg?g'.? DP %CV

1854,2

Folhas 1707,7 1854,2 90,0 4,9
1871,5
358,6

Partes aéreas 338,2 358,6 12,7 3,5
361,6
349,6

Caule 341,8 341,8 6,2 1,8
337,2

Obs.: DP: desvio padréo, %CV: percentual de coeficiente de variagdo. * microgramas
equivalentes de padrdo de acido rosmarinico.
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A partir da determinacdo de teor de ésteres de &cidos fendlicos mais elevado
correspondente a 1854,2 ug-g™ do extrato otimizado de folhas de E. blanchetii, foi realizado
0 teste de fortificagdo, adotando a metodologia de Ribane et al (2004). Nesse caso, foram
utilizados 3 niveis de concentracdo de adi¢do de padrdo de &cido rosmarinico (entre 4 e 5
ng-mL™) a partir de 4 pg-mL™ de ésteres quantificados em solugo dos extratos otimizado de
folhas de E. blanchetii.

Na Tabela 9 encontram-se os resultados categorizados para as andlises de 3 replicatas
(n=3), de cada nivel de concentragdo preparada, concentracdo determinada
experimentalmente e fator de recuperacdo calculados; com média e coeficiente de variacdo
(%CV).

Tabela 9. Resultado do teste de fortificacdo de solucdo de extrato otimizado de folhas com
variacdo de 3 niveis de concentra¢do padrdo de acido rosmarinico

Concentracdo final somada a Concentracdo analisada Fator « . %
1 1 recuperagdo  Média
amostra (ug-mL™) (Mg-mL™) (%) Cv
4,0 4,04 99,0
4,0 4,18 95,5 99,0 35
4,0 3,91 102,5
4,5 4,62 97,8
4,5 4,50 100,0 1009 3,6
45 4,28 104,9
5,0 4,90 102,0
5,0 521 96,0 98,1 34
5,0 5,18 96,4

%CV: coeficiente de variagdo, n=3
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5.2.1. Identificacdo e quantificacdo de acido rosmarinico

O método de Medrado et al (2017) foi desenvolvido para determinacédo de derivados de
acidos hidroxicinamicos através de uso de padres cromatograficos. Objetivando quantificar
0 &cido rosmarinico foi adaptado esse método para anélise de um dos extratos otimizados de
E. blanchetii. Nesse método foi escolhido o extrato otimizado de folhas de E. blanchetii por
apresentar maior teor de ésteres de acidos fenolicos.

O método de Medrado et al (2017) foi adaptado para analise de fluxo 0,5 mL-min™ em
que a coluna Shimadzu® VP-ODS-C-18 (150mm x 2mm x 5um) permitiu separar no tempo
de retencdo de 9,649 min com detector ajustado para 254 nm (Figura 29). Nesse tempo de
retencédo foi feito uma varredura entre 2000 e 400 nm para fins de identificacdo com bandas

de espectrais de 326 e 235 nm.
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Figura 29. Perfil cromatografico do padrdo de acido rosmarinico em 254 nm sob o fluxo de
0,5 ml. min" * e varredura espectral obtido pelo detector DAD do padrdo de &cido
rosmarinico.
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Foi observado boa simetria e resolucdo do padrdo de acido rosmarinico pela Figura 29 e
boa sensibilidade do detector DAD acoplado ao cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia.
Dessa forma foi elaborado uma curva analitica de &cido rosmarinico equivalente em unidades
de areas (mAu) entre as quantidades injetadas aleatoriamente de 38,5 a 275 ng. Essas injecoes
foram aplicadas em triplicatas e a curva analitica foi obtida pela média dessas quantidades
trabalhadas (Tabela 10 e Figura 30).

Tabela 10. VariacOes aleatoria de volumes de injecdes utilizadas para a obtencdo de curva
analitica de acido rosmarinico e quantidades detectadas entre 38,5 a 275 pg equivalente em
unidades de area (mAu) do detector DAD sob fluxo de 0,5 mL-min™, tempo de retencdo de
9,6 min e em 329 nm.

Volume

injetado ug ng areal area 2 area 3 area média
(uL) (mAu) (mAu) (mAu) (mAu)
0 0 0,0 0 2 10 4
0,7 0,0385 38,5 75683 75693 75844,39 75693
1 0,055 55 104176 103599 103806,2 103806,2
4 0,22 220 424901 424922 425771,8 424922
3 0,165 165 320732 325543 326194,1 325543
2 0,11 110 215895 213488 213915 213915
0,8 0,044 44 84180 85627 85798,25 85627
5 0,275 275 520880 517995 519031 519031

A curva analitica de &cido rosmarinico foi obtido com coeficiente de determinacdo de
r?=0,9993 o que é uma fortissima correlacéo linear entre as injeces quantitativas trabalhadas.
Foi sugerido como limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) o sinal de ruido
obtido pela auséncia de injecdo de padrdo, equivalente em unidades de areas em 12 e 40

mAWU.

500000 mAL

400000 ) &
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200000 e . ¥ =1307,3x + 2203,6
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Figura 30. Curva analitica de &cido rosmarinico com DAD ajustado para 254 nm.
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Na andlise cromatografica de extrato otimizado de folhas de E. blanchetii obteve-se o
mesmo tempo de retencdo (Tr=9,6 min) e mesmo perfil de varredura espectral do padrédo de
acido rosmarinico.  Pelo perfil cromatografico observou boa separacdo e resolucdo
cromatografica entre os picos cromatograficos vizinhos (Figura 31).
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Figura 31. Perfil cromatografico e da varredura espectral DAD de injecdo de 5 pL de extrato
otimizado de folhas de E. blanchetii sob o fluxo de 0,5 ml-min™.

Na analise quantitativa foram preparadas 3 (trés) replicatas de solugcbes de extratos
otimizados de folhas de E. blanchetii (cerca de 2,0 pg-uL™), foram injetados 5 pL
(equivalente a 10 pg de extrato solubilizado em 0,1% de &cido acético). A quantificacdo foi
feita com base na curva analitica de acido rosmarinico (Tabela 11). Observou-se boa
precisdo entre as areas obtidas (CV<5%) e média equivalente a &cido rosmarinico separado e

quantificado por cromatografia de ultra eficiéncia de 35,24 ng.

Tabela 11. Quantificacdo de &cido rosmarinico em extrato otimizado de folhas de E.
blanchetii através da curva analitica y = 1908,3 x +2203,6 € injecdo de 5 puL de amostra, em
254 nm, Tr = 9,6 min e fluxo de analise cromatografica de 0,5 ml-min™ em CLAE-DAD.

, , , . acido
areal area 2 area 3 Média a 0
MAU)  (mAU)  (mAU) (MAU) rOS”(‘s;')”'CO CV %
Extrato
otimizado 63978 68874 70258 67702,3 35,24 4,87
de folhas

CV %: Coeficiente de variagdo percentual; Tr: Tempo de retencao
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A partir de resultados obtidos de teores de fendlicos totais, de ésteres de acidos
fendlicos e de teor de &cido rosmarinico em extratos otimizados de folhas de E. blanchetii foi
elaborado um gréfico correlacionando esses dados na Figura 32. Dessa forma pode-se inferir
que a quantidade de acido rosmarinico presente nos extratos de folhas foram inferiores a 1%

em relacdo a composicao de todo teor de fenolicos totais presente na forma de extrato.

9% de outras substincias extraiveis

{10018 mg'g'l]
90 %o Parte da amostra seca nfio extraivel
(399.82 mg-g ) 1% de Fenolicos totais
(8331 pzgl)

21.4 % de Esteres
de acidos fenolicos

° Ly ini ol
(178372 ug'g'l} 0.8 %% de Acido rosmarinico (7048 pz-2)

Figura 32. Grafico de pizzas para composicao percentual de substancias extraiveis no método
otimizado em amostras secas de folhas com solvente etanol e acetato de etila 1:1 e
composi¢éo percentual de em relagéo ao conteudo total de fenolicos totais avaliados.
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5.3.Avaliacgéo biologica nos extratos otimizados

As analises desenvolvidas nesse trabalho demonstra a presenca de derivados de
compostos fendlicos nos extratos obtidos pelo método de extracdo otimizada para diferentes
partes da espécie E. blanchetii e a estes compostos sdo atribuida diversas atividades
bioldgicas, por exemplo, o acido rosmarinico que é um forte antioxidante (DAVID et al.,
2012; SCHERER; GODOQY, 2009). Mediante a isso, nos extratos otimizados de E. blanchetii,
foram avaliados a atividade antioxidante, letalidade frente a A. salina e teste de inibicdo da

enzima acetilcolinesterase.

5.3.1. Atividade antioxidante

Os extratos otimizados foram submetidos a avaliacdo de atividade antioxidante com
base na reacdo de sequestro de radical estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) com
leitura a 517 nm. Conforme a Figura 33, a atividade antioxidante foi determinado pela
variacdo de concentracdo de espécies radical estdvel DPPH (SCHERER; GODOY, 2009).

M

Figura 33. Reacdo e equilibrio quimico esquematico de uma substancia antioxidante qualquer
doadora de hidrogénio (R-H) com radial estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH).

Para o estabelecimento de tempo de reacdo no estudo da cinética empregou
primeiramente a analise da reacdo do extrato otimizado de folhas com DPPH que apresentou
0 maior teor de ésteres de fendlicos totais e maior quantidade de extrato para a execucao

desse experimento.
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Conforme a Tabela 12, observou-se que entre as concentragdes de 68 a 272 pg.mL™
avaliados nos extratos otimizados de folhas ocorreu equilibrio quimico em 517 nm entre 25 e
30 min. Sendo assim, estabeleceu-se como tempo de reagé@o para todos os extratos otimizados
o intervalo de 25 min de reagéo de sequestro de radicais livres.

Tabela 12. Tempo de reacéo do extrato otimizado de folhas de E.

Tempo Concentrago (pg.mL™)
Min 0 68 136 204 272
0 1,1723 1,1657 1,1354 1,1058 1,0725
5 1,1723  1,1556  1,1091  1,0839 1,044
10 1,1723 1,1524 1,1012 1,0713 1,0283
15 1,1723 1,149 1,0966  1,0647  1,0188
20 11723  1,1478  1,0919  1,0595  1,0135
25 1,1722  1,1456  1,0918 1,0563  1,0128
30 1,1722  1,1451  1,0906  1,0533 1,012

Para comparar a atividade antioxidante dos extratos realizou-se a avaliagdo em
triplicata do padréo de 2,6 di-terc-butil metil fenol (BHT) em diferentes concentragdes, no
tempo de reacdo de 25 minutos (Tabela 13). A média percentual de sequestro de radicais

livres (%SRL) foram precisos com coeficiente de variacdo percentual (%CV) inferiores a 5%.

Tabela 13. Padrdo de BHT variando concentracdo e média percentual de sequestro de
radicais livre (% SRL) e seus respectivos coeficientes de variagdo (% CV) para
obtencdo da equacao de regressao linear

pug.mL ! 11,3 44 77 111 143 176
% SRL 3,18 20,33 39,29 54,66 64,88 79,18
% CV 0,96 3,82 4,58 2,86 4,83 0,13

Obs.: valores obtidos e calculados em triplicata com 95% de confianga
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Na Tabela 14 encontra-se sumarizados o0s valores obtidos de %SRL dos extratos
otimizados de folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii em triplicata (n=3). Foram

observados boa preciséo dentro do intervalo de reagéo de 25 min com CV< 5%.

Tabela 14. Anélise de extratos otimizados de folhas, partes aéreas e caule de E.
blanchetii expressos em media percentual (%SRL) e coeficiente de variagédo
percentual (%CV) para obtencdo da equacgdo de regressao linear.

concentracgdes Folhas Partes aéreas Caule
ugmL? ((%'gg'i) %CV ((%'gg'i) %CV (%S?JE) %CV
1000 73,20 0,03 | 27,26 1,54 | 23,09 1,04
800 55,31 0,05 | 22,08 0,54 | 19,44 0,62
600 45,27 0,20 | 17,93 1,23 | 15,09 0,66
400 30,62 0,12 | 13,72 0,36 | 11,41 2,28
200 17,08 0,12 8,71 0,34 | 7,36 1,09
20 7,49 2,40 4,73 1,69 | 3,62 3,59

Obs.: valores obtidos e calculados em triplicata com 95% de confianca.

A partir dos valores sumarizados das tabelas 13 e 14 e conforme a metodologia de
Scherer e Godoy (2009) foi plotado um gréfico de %SRL versus concentracdo para obtencao
da regressao linear do padrdo BHT e dos extratos otimizados para determinacdo de %SRL,
CEsoe IAA (Figura 34).

a0 S65RL
80
0 BHT: y = 0,4603x + 0,3881; r* =0,9938 .
i =
0 . =7 Folhas
50 E =7 y=0,0664x+4,7393; * = 0,9952
a0 o = Partes aéreas
' =T y=0,0227x + 4,2881; r*=0,5599
3, - i
10 | =l gemamami y =0,0199x + 3,3231; r* = 0,9996
o
0 200 400 &00 800 1000 ug-mL*

Figura 34. Plotagem dos valores obtidos da media percentual de sequestro de radicais livres
(%SRL) em relagdo as diferentes concentracdes equidistantes do padrdo BHT e dos extratos
otimizados Eriope blanchetii.
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De acordo com a Figura 33, foram obtidos as regressdes: padrdo BHT: y = 0,4603 x +
0,3881; r’= 0,9939, extrato de folhas: y = 0,0664x +4,7393; r’= 0,9952, extrato de partes
aéreas: y = 0,0227x +4,2881; r*= 0,9990 e extrato de caule: y = 0,0199x +3,3231; r’= 0,9996.
Pela anélise visual do gréfico observou-se que o extrato de folhas foi 0 mais antioxidante em
relacdo a avaliacdo da inclinacdo da reta e o coeficiente angular das equacdes de regressdo
linear

A média dos valores calculados de CEsp € IAA correspondentes ao padrdo BHT e aos
extratos otimizados se encontram sumarizados na Tabela 15. Para melhor comparacdo dos
resultados realizou-se o teste turkey com significancia oo = 5% e constatou-se que ndo houve

diferenca significativa na avaliacdo dos extratos otimizados de partes aéreas e caule.

Tabela 15. Resultado expresso em CEsp e IAA da andlise de extratos(folhas, partes aéreas e

caule) pela mistura de solventes etanol e acetato de etila 1:1 comparado com o padrdo BHT

Amostras avaliadas CEso (ng'mL™) IAA
Folhas™ 646,71 2,22%
Partes aéreas” 2281,50° 0,52
Caule” 2330,01° 0,51
BHT 105,79° 11,20°

Obs.: *: extratos otimizados de E. blanchetii, os termos ® ™ ¢ - ***_indicaram diferencas

significativas entre as médias avaliadas pelo teste turkey com significancia a=5%.

Nesse experimento foi utilizado como parametro comparativo os valores de IAA em
que possibilitam estimar a forca de atividade antioxidante que varia de pobre (IAA< 0,5),
moderado (0,5<IAA<1), forte (IAA entre 1,0 e 2,0) e extremamente forte com IAA>2,0
(SCHERER; GODOQY, 2009). Nesse sentido, o extrato otimizado de folhas é classificado
como forte antioxidante (IAA>2,0) enquanto que 0s extratos otimizados de partes aéreas e
caule séo classificados como antioxidantes moderados com 1>IAA > 0,5.

N&o ha relatos de determinacdo de atividade antioxidante em extratos de E. blanchetii
obtidos através de maceracdo com solvente etanol e acetato de etila 1:1 pela estratégia de
otimizar experimentos. Em um estudo anterior relacionado ao isolamento de acido
rosmarinico em E. blanchetii foi relatado como potencial antioxidante comparado ao BHT.

Nesse trabalho constatou-se que a concentragdo de teor de ésteres de &cidos fendlicos
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influéncia na composicdo de extrato na determinacdo de capacidade antioxidante em que no

extrato otimizado de folhas de E. blanchetii foi avaliado como forte antioxidante.
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5.3.2. Letalidade frente a Artemia salina

O estudo de letalidade frente a A. salina € um método pratico e de baixo custo de
triagem para futuras avaliacdes frente a testes bioldgicos. Umas das dificuldades desse teste
é a solubilidade de extrato em meio salino aquoso. Normalmente é usado o DMSO para
melhor solubilidade. Nesse foi avaliado a quantidade de massa solUvel dos extratos
otimizados de folhas, partes aéreas e caule (Tabela 16) de E. blanchetii com adicdo de
DMSO.

Tabela 16. Determinacdo da solubilidade dos extratos otimizados de Eriope blanchetii em
solucdo aquosa de agua do mar com 1% de DMSO

Extratos Massa Residuo Volume Massa Conce_n'gragao
otimizados utilizada (g)  obtido (g)  SMPre9ad0 el (g)  Solubilizada
(mL) (hg-mL™)
Folhas 0,1012 0,0531 100 0,0481 481,0
Partes aéreas 0,1000 0,0855 100 0,0145 145,0
Caule 0,1080 0,0230 100 0,0850 850,0

Para a avaliagdo de letalidade dos extratos otimizados, como estimativa de toxicidade
foi considerado a avaliagdo percentual de somatério de individuos mortos Artemia salina em
diferentes concentragdes contido em um volume de 10 mL. Nesse experimento foi feito em 4
replicatas de mesmas concentra¢fes com 10 individuos vivos por replicatas. O percentual de
mortos foi calculado com base do somatoério de cada replicata por concentracdo avaliada
considerando como significancia a = 5%, GL=3 e valor critico de ¥2<7,815.

Os resultados da contagem, da soma, do percentual e o qui quadrado calculados dos
individuos mortos encontra-se apresentados nas tabelas 17,18 e 19 correspondentes aos
extratos otimizados de folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii.

Tabela 17. Representagcdes quantitativas de individuos mortos A. salina avaliados em
diferentes concentracdes de extrato otimizado de folhas de E. blanchetii.

Concentracdo (ug-mL™) | i i v SOMA % de mortos %2
0,0 Oo(1]0]O0 1 2,5 0,000
48,1 2 | 3] 4|3 12 30,0 0,093
144,3 6 5 5 6 22 55,0 0,114
240,5 77|87 29 72,5 0,068
360,7 9 (9] 9|10 37 92,5 0,029
481,0 10 | 10 | 10 | 10 40 100,0 0,029
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Na avaliacdo de extratos de folhas (Tabela 17) e partes aéreas (Tabela 18) foram

observados que, em todas as concentracGes o percentual de mortos A. salina, apresentaram

valores ¥2<7,815 como indicios de boa correlagdo entre os valores esperados e obtidos nesse

teste.

Tabela 18. Representacdes quantitativas de individuos mortos Artemia salina avaliados em

diferentes concentragdes de extrato otimizado de partes aéreas de Eriope blanchetii.

Concentracdo (ug-mL™)  [i i i v SOMA | %demortos | 2
0 0| 1 0 0 1 2,5 0,000
14,5 3| 2 3 3 11 27,5 0,108
43,5 5| 4 3 4 16 40,0 0,052
72,5 7| 8 4 6 25 62,5 0,178
108,8 9| 8 8 7 32 80,0 0,026
145 91 10 | 9 | 10 38 95,0 0,024

Na avaliacdo de extrato otimizado de caule (tabela 19) observou falta de concordancia

demonstrado pelo valor calculado qui quadrado em concentracdes superiores a 255,0 ug-mL™

como sendo y2>7,815. Dessa forma considerou-se concentraces inferires & 255,0 ug-mL™

compreendidos entre 17 e 85 pg-mL™pois apresentaram y2<7,815.

Tabela 19. Representacdes quantitativas de individuos mortos A. salina avaliados em
diferentes concentracdes de extrato otimizado de caule de E. blanchetii.

Concentracdo (pg-mL™) i i v SOMA % de mortos %2
0 0O 0 0 O 0 0,0 0,000
17 1 2 1 2 6 15,0 0,094
34 4 4 4 4 16 40,0 0,001
51 8 6 6 6 26 65,0 0,051
68 9 10 9 9 37 92,5 0,040
85 10 10 10 10 40 100,0 0,013
255 10 10 10 10 40 100,0 6,116
425 10 10 10 10 40 100,0 14,253
680 10 10 10 10 40 100,0 726,927
850 10 10 10 10 40 100,0 “35,470

Obs.:*= ndo ouve correlacdo entre os valores tedricos e preditos pelo teste qui-quadrado.
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Com base nos valores percentuais de individuos mortos de A. salina foi realizado a
representacdo grafica (Figura 35) de dispersdo e regressdo linear dos valores aceitos pelo
teste qui quadrado em relacdo as concentragdes avaliadas dos extratos otimizados de E.
blanchetii. Pela observagédo de inclinacdo da reta pode-se inferir que os extratos otimizados

de partes aéreas e caule foram fortemente letais em relacdo ao extrato otimizado de folhas.

100,0% , .
i 4 .
90,0% |I.n' FY
1]
80,0% / ¥
/ ;
70,0% ff A _.
Fo .
&60,0% !
! "
°0.0% vy = & Folhas
40,0% fjr’rj . { Partesaéreas
1y Caule
P
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{
20,0% | /7
10,0% ,rlr
0,0% ‘i
0 50 100 150 200 250 300 350 400 pg-mLt

Figura 35. Regressdo dos dados obtidos em extratos de folhas, partes aéreas e caule pela
mistura de solventes etanol e acetato de etila 1:1

Na tabela 20 séo apresentados as equagdes correspondentes as regressdes lineares, com
coeficiente de determinacdo e concentracdo letal (CLsg) calculados. Todos os extratos
avaliados foram estimados como letais de potencial biolégico como estimativa de forte
atividade bioldgica para os extratos de partes aéreas e caule (CLsy <100 pg-mL™) e
mediamente ativo para o extrato de folhas com ClLsy <1000 ug-mL™ (DAVID et al., 2001;
MEYER et al., 1982).

Tabela 20. Dados pertinentes a estimativa de Concentracdo letal (CLsg) correspondentes a
letalidade dos extratos otimizados de E. blanchetii

Extrato Regressdo Linear .. . Clgo
solavel obtida Coeficiente de determinagéo (ug-mLY)
Folhas y:0’02019’(+0’174 1?=0,924 171,4737
Partes aéreas y20’°§6lx+o’124 1=0,965 59,2089
y=0,0127x- 2_
Caule 0,0202 r<=0,984 30,3644
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5.3.3. Auvaliagéo da inibig&o da enzima acetilcolinesterase

A avaliacdo da inibigdo da enzima AChE consisti na medida de reacdo de formagéo de
tiocolina a medida que a acetiltiocolina é hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase. A
quantificacdo da inibicdo da enzima é realizada através da formacdo de um composto
colorido com banda de absorcdo em 405 nm. Na figura 36 esta representado a reagdo ocorrida

no método quantitativo desenvolvido por Ellman e colaboradores (1961).

H,0 , (H:C:NCH,CH,SCOCH; — _enzima_ - (H;C);NCH,CH,S | H,CCOO™ | 2H'

+

Acetiltiocolina Tiocdina
(H;C):NCH.CH.S 4 RSSR (H;C).NCH,CH,8SR + RS
5. 5-diiobis- [2-dinitrobenz oato) 2-pitrobenz oaio-5 mencaptoticcolina 5-tio- 2-mitrobenz oato
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Figura 36. ReacBes quimicas envolvidas na analise quantitativa do teste de inibicdo AChE
desenvolvido por Ellman e colaboradores (1961). Figura adaptada e obtido por Lima (2009).
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Os valores de Clso obtido nas analises de extratos otimizados de E. blanchetii estdo
representados na Tabela 21, que foram determinados com base n regresséo linear entre os valores
obtidos pela variacdo de concentragdo de extratos e padrdo de fisostigmina versus absorvancia
em 405 nm. Os valores de Clsy correspondem ao equivalente de 50 % de inibi¢do da concentracéo
inicial da enzima AChE. (ELLMAN et al., 1961; LIMA, 2009). O extrato otimizado de partes
aéreas apresentou maior capacidade de inibicdo AChE conferido por Clse= 23,73 pg-mL™
embora tenha apresentado menor capacidade antioxidante (topico 5.3.1. Ndo foi observado
correlacdo entre os teores de ésteres de 4cidos fendlicos, tal como acido rosmarinico em relacéo a

avaliagdo inibitoria AChE.

Tabela 21. Equaces correspondentes a regressao linear dos padrdes e dos extratos otimizados de
E. blanchetii com os respectivos coeficientes de determinacio () e Cls, determinados.

Amostras Regressdo linear Clso (ug-mL™)
Padrédo Fisostigmina y =0,3773x + 4,4433; r2=0,9973 14,86
Extratos Folhas y =0,1207x + 7,5329; r2 = 0,9338 43,30
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otimizados

Partes aéreas
Caule

y =0,2766x - 2,4917; r2 = 0,9880
y =0,1333x + 1,6526; r2 = 0,9918

23,73
44,64
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho possibilitou planejar e averiguar experimentalmente, pelo estudo simplex-
centroide, a composicdo adequada de misturas de solventes etanol, acetato de etila e
triclorometano com finalidade de maximizacdo do teor de compostos fenolicos totais através
da obtencdo de extratos em folhas, partes aéreas e caule de Eriope blanchetii.

Quanto ao conteudo de compostos fenolicos totais analisados nos extratos de E.
blanchetii foram avaliados teores médios de: 8331,1 pg-g* (folhas), 60484,0 ug-g™ (partes
aéreas) e 35271,9 ug-g* (caule). Nesses mesmos extratos foram determinados também os
teores de ésteres de acidos fendlicos em torno de: 1854,2 pg-g* (folhas), 358,6 ug-g™ (partes
aéreas) e 341,8 pg-g™*(caule). Do ponto de vista quantitativo, os teores de ésteres de acidos
fendlicos foram significativamente menores que 10% dos teores de compostos fenolicos
totais avaliados, 0 que indiciou pouco &cido rosmarinico nessa espécime E. blanchetii
coletada e estudada nesse trabalho. O baixo contetudo de &cido rosmarinico foi corroborado
pela analise ultra-CLAE-DAD como confirmacdo de poucas quantidades de acido
rosmarinico em relagdo aos estudos anteriores.

Na avaliagdo de capacidade antioxidante dos extratos de E. blanchetii tem-se o extrato
de folhas como forte antioxidante e os extratos de partes aéreas e caule como moderados a
fraco antioxidante conforme os indices de atividade antioxidante (IAA) determinados de:
2,22 (folhas), 0,52 (partes aéreas) e 0,51 (caule) com concentracdes efetivas (CEsp) de:
646,71 pg-mL™ (folhas), 2281,50 ug-mL™ (Partes aéreas) e 2330,01 ug-mL™ (caule).

No teste de letalidade dos extratos otimizados E. blanchetii frente a A. salina foram
estimados em concentracdes letais (CLso) de: 171,4737 pg-mL™ (folhas), 59,2089 pg-mL™*
(partes aéreas) e 30,3644 pg-mL™ (caule). Somente os extratos de partes aéreas e de caule
foram avaliados como letais de potencial biofarmaco.

Foi constatado potencial de inibicdo enzimatica AChE nos extratos otimizados de
folhas, partes aéreas e caule de E. blanchetii, sendo que o extrato de partes aéreas, com Clgy =
23,73 pg-mL™) em relacéo a comparacdo com o padréo de fisostigmina (Clso =14,86 pg-mL’
1,

Este trabalho contribuiu como mais um estudo quimico relevante a pesquisas da area de
recurso naturais no &mbito da espécie E. blanchetii de Salvador pertencente a biodiversidade
da Mata Atlantica.
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