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RESUMO

Avaliacéo do efeito sazonal (pluviométrico) sobre a composicgao fendlica e potencial
antioxidante de plantas medicinais da floresta amazonica

Introducdo: Plantas medicinais sdo frequentemente utilizadas pela populacdo para o
tratamento das mais diversas patologias, e esta melhora geralmente esta associada aos
metabolitos secundarios, que podem ser farmacologicamente ativos. No entanto é
importante entender que estes organismos podem apresentar variagdo de sua
composicdo quimica em detrimento a fatores ambientais, como sazonalidade e
precipitacdo, que consequentemente influenciam de forma positiva ou negativa a
atividade biolégica. Objetivo: Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a variacdo sazonal da composicdo quimica e atividade antioxidante de extratos
das folhas de Croton cajucara (Sacaca), casca do caule de Dalbergia monetaria
(Verbnica) e Licania macrophylla (Anauerd), além de agregar valor a estes vegetais que
sdo muito utilizados na Amazonia. Metodologia: Utilizando metodologias como
guantificacdo de compostos fendlicos (fenois e flavonoides totais) através de
espectrofotometria, e avaliar a atividade antioxidante através dos métodos DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidroxil), FRAP e Fosfomolibdénio. Para isso foram realizadas coletas
mensais em um periodo de doze meses, do mesmo individuo de cada espécie estudada e
os dados foram representados em graficos e tabelas e tratados pelos métodos ANOVA
seguido de Tukey e correlacdo de Pearson. Resultados e discussdes:C. cajucara
apresentou elevadas taxas de fenois e flavonoides totais no més de junho com forte
correlagao entre si (r = 0,89), no entanto, ambos mostraram correlagao fraca e negativa
com a preciptacdo; a chuva correlacionou-se de modo moderado apenas com FRAP e
Fosfomolibdénio, mas negativamente. D. monetaria demonstrou os melhores (mais
elevados) resultados para a composicdo quimica e atividade antioxidante do que as
outras espécies analisadas, com destaque para o periodo menos chuvoso que mostraram
as maiores concentracoes; fenois e flavonoides correlacionaram-se moderadamente entre
si (r = 0,38) e fraco e moderado, respectivamente com a precipitagdo; a chuva apresentou
forte correlacdo negativa com Fosfomolibdénio (r = -0,65). Para L. macrophylla, ocorreu
auséncia de correlacdo entre fenois e flavonoides (r = 0,09) e a chuva correlacionou-se
moderadamente apenas com DPPH (r = 0,36). Conclusdes:Ocorreu variacdo sazonal
durante a temporada analisada para as trés espécies estudadas, umas mais acentudas e
outras menos. A preciptacéo influenciou pouco e mais de modo negativo.

Palavras-chave: Amazobnia; Antioxidantes; Compostos fendlicos; Croton cajucara; Dalbergia
monetaria; Licania macrophylla.

Agradecimentos: UEAP e UNIFAP.
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ABSTRACT

Evaluation of the seasonal (rainfall) effect on phenolic composition and antioxidant
potential of medicinal plants of the Amazon rainforest

Introduction:Medicinal plants are often used by the population to treat a variety of
conditions, and this improvement is usually associated with secondary metabolites, which
may be pharmacologically active. However, it is important to understand that these
organisms may vary in their chemical composition to the detriment of environmental
factors such as seasonality and precipitation, which consequently positively or negatively
influence biological activity. Objective: In this sense, the present work aimed to evaluate
the seasonal variation of chemical composition and antioxidant activity of extracts of
leaves of Croton cajucara (Sacaca), stem bark of Dalbergia monetaria (Veronica) and
Licania macrophylla (Anauera). add value to these vegetables that are widely used in the
Amazon. Methodology: Using methodologies such as quantification of phenolic
compounds (phenols and total flavonoids) by spectrophotometry, and to evaluate the
antioxidant activity through DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilnydroxyl), FRAP and
Phosphomolibdenum methods. For this, monthly collections were performed over a period
of twelve months, from the same individual of each species studied and the data were
represented in graphs and tables and treated by ANOVA methods followed by Tukey and
pearson correlation. Results and discussions: C. cajucara presented high rates of phenols
and total flavonoids in June with strong correlation (r = 0.89), however, both showed weak
and negative correlation with precipitation; Rain correlated moderately only with FRAP and
Phosphomolibdenum, but negatively. D. monetaria showed better (higher) results for
chemical composition and antioxidant activity than the other species analyzed, with
emphasis on the less rainy period which showed the highest concentrations; phenols and
flavonoids correlated moderately with each other (r = 0.38) and weak and moderate
correlated with precipitation; Rain presented a strong negative correlation with
Phosphomolibdenum (r = -0.65). For L. macrophylla, there was no correlation between
phenols and flavonoids (r = 0.09) and rainfall moderately correlated only with DPPH (r =
0.36). Conclusions: Seasonal variation occurred during the analyzed season for the three
studied species, some more accentuated and others less. Precipitation influenced little
more and more negatively.

Keywords: Amazon; Antioxidants; Phenolic componds; Croton cajucara; Dalbergia monetaria;
Licania macrophylla.

Acknowledgments: UEAP and UNIFAP.
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1 INTRODUGAO

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela populacdo mundial,
principalmente por comunidades tradicionais e individuos que ndo tem acesso a
quimioterapicos. Sua utilizagdo é resultado do uso milenar de conhecimentos tradicionais
(SIMOES et al., 1986). Estes saberes populares contribuem para a escolha de espécies a
serem estudadas cientificamente, podendo resultar em beneficios a salude das pessoas
(PIO et al., 2019). No entanto, vale ressaltar, que em muitos paises, como o Brasil, 0 uso
das plantas medicinais € muito intenso e na maioria das vezes € realizado de forma
descontrolada (exagerada), e sem qualquer tipo de prescricdo médica. Mesmo sendo
naturais, estes produtos oriundos das florestas podem acarretar em intoxicacdes e até
mesmo a morte em detrimento do uso incorreto.

Nessa perspectiva, o0 elevado crescimento e interesse por terapéuticas
diferenciadas (naturais) contribuem para a macica busca por produtos derivados de
vegetais, em especial agueles com propriedades medicinais ja conhecidas e utilizadas
pela populagdo (TABASSUM; HAMDANI, 2014; LALL; KISHORE, 2014).

Todavia, essas atividades farmacolégicas possuem uma alta variabilidade devido a
fatores bidticos e abidticos, que devem ser levados em consideracdo durante a coleta do
material vegetal, como sanidade, sazonalidade, precipitacdo, temperatura, entre outros.
Pois existe uma correlacdo muito importante entre a época que uma espécie € coletada e
sua producdo e/ou maxima producdo de metabdlitos secundarios ocorre, pois, Seus
constituintes quimicos podem nao ter uma natureza ativa durante todo o ano (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Neste contexto, o comportamento da atividade antioxidante das plantas pode sofrer
influéncia (aumento ou diminuicdo), de acordo com sua composi¢cdo quimica. Merecendo
destaque, para esta atividade, os acidos fendlicos e flavonoides (SIMOES et al., 2010).

Dalbergia monetaria (Verbnica) é uma planta que apresenta muitos contituintes
fendlicos e é bastante usada na amazénia e no Amapa na forma de chd (CARVALHO,
1997), além disso, o Instituto de Pesquisas Cientificas do Estado do Amapa (IEPA),
comercializa tinturas advindas da casca do caule deste vegetal com a finalidade de tratar
a inflamag&o. Segundo o IEPA, as tinturas séo bastante procuradas pelos moradores de

todas as partes da cidade de Macapa.
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Assim como D. monetaria, a Croton cajucara (Sacaca) também & comercializada
pelo IEPA através das tinturas, mas neste caso as suas folhas sdo utilizadas. A literatura
relata muitos efeitos farmacolédgicos da C. cajucara, como gastroprotetor, anti-inflamatorio
e reducao dos niveis de colesterol (MACIEL et al., 2009).

Licania macrophylla (Anauerd), assim como as outras plantas citadas, também é
comercializada através de tinturas pelo IEPA, usando as cascas do caule, com a
finalidade de tratar transtornos intestinais como a diarréia, por exemplo.

Nesta perspectiva a busca por novos compostos antioxidantes, principalmente os
naturais, € importante para o combate a danos oxidativos em varias partes do organismo,
principalmente na molécula de DNA, podendo prevenir carcinogénese, mutagénese
(MARIN-MARTINEZ et al., 2009), doengas cardiovasculares e muitas formas de cancer
(HUANG et al., 2005). Neste contexto, as espécies medicinais citadas anteriormente,
podem ser fortes candidatas a apresentar potencial antioxidante e consequentemente
previnir certas doencas relacionadas a oxidacdo dos componentes biolégicos do
organismo.

Entdo, este trabalho tem como problematica: A influéncia da sazonalidade e
pluviometria afetam a composicdo quimica (Acidos fenodlicos e flavonoides) e atividade
antioxidante (A.A.) de extratos brutos hidroetandlicos das espécies Croton cajucara B.,

Dalbergia monetaria L.f. e Licania macrophylla B. no periodo de um ano?
E como hipoéteses:

H1: As composi¢cdes quimicas das trés espécies estudadas variam de acordo com o
periodo de coleta (Fevereiro de 2018 a Janeiro de 2019) e influenciam de maneira

proporcional direta a atividade antioxidante durante o ano.

H2: As composi¢cdes quimicas das trés espécies estudadas variam de acordo com o
periodo de coleta e ndo influenciam de maneira proporcional direta A.A. durante o ano.

H3: A chuva pode influenciar positivamente, a composi¢cdo quimica e/ou a atividade

antioxidante.

H4: A chuva em alguns meses pode influenciar a composi¢cdo quimica e/ou a A.A.

negativamente.

HO: Tanto a chuva quanto a sazonalidade nao influenciam de nenhum modo a

composicao quimica e atividade antioxidante.
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Desse modo, avaliar o efeito sazonal sobre a composicdo quimica e atividades
biol6gicas/farmacoldgicas de espécies vegetais, € um importante método para favorecer
uma coleta consciente da planta e “impacto positivo no uso farmacolégico” (CHAVES,
2012), com o intuito de preservar a biodiversidade e garantir 0 uso sustentavel das

espécies da flora brasileira e amazonica.

1.1 SAZONALIDADE

Ao investigar o comportamento do metabolismo secundario de uma espécie, é
importante avaliar o efeito que o meio ambiente exerce sobre a mesma (Figura 1). Entre
muitos aspectos, a sazonalidade € um fator determinante na composicdo quimica da
planta, pois varidveis como precipitacdo pluviométrica que oscilam muito em um ano
inteiro, podem influenciar na atividade biolégica que um vegetal pode apresentar.
Principalmente plantas medicinais que s&o bastante utilizadas por muitas comunidades
(SIMOES et al.,1986).

Figura 1 - Fatores ambientais que podem influenciar o acumulo de metabdlitos
secundarios em plantas.
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Fonte: GOBBO-NETO; LOPES (2007).

Os vegetais além de produzirem os metabdlitos secundarios, que sdo moléculas
bioativas capazes de interagir com animais, protegendo as plantas de ataques de
predadores ou atraindo insetos para a polinizacdo, estes podem ser farmacologicamente
ativos contra uma determinada doenca e ainda proteger as plantas da acédo de raios
ultravioletas (UV), podendo atuar como antioxidantes (HARTMANN, 2007; WINK, 2008).
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Estudos da variabilidade sazonal a partir de folhas de Maytenus aquifolium Mart.
(Espinheira santa), constataram clara influéncia da sazonalidade na producdo de
metabdlitos secundarios (flavonoides e compostos fendlicos), indicando maxima producao
na primavera para flavonoides e fenéis (YARIWAKE et al., 2005). Este estudo também
identificou a presenca de triterpenos, com maior teor no inverno. Os métodos utilizados na
elucidacdo destes constituintes quimicos foram: Espectrofotometria; Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gasosa (CG), para fendis totais,
flavonoides e triterpenos, respectivamente, a partir de extratos hidrometandlicos
submetidos a particdo de cloroférmio-metanol (YARIWAKE et al., 2005).

Em outro caso, o conteudo total de compostos fendlicos pode ser encontrado em
maiores quantidades em uma parte da planta do que em outra, de acordo com a
capacidade antioxidante de um 6rgdo em fungdo do outro. Um estudo verificou a
presenca majoritaria de fendis nas folhas para Vaccinium myrtillus. Em outra pesquisa, foi
analisado a variacdo sazonal desta mesma espécie corroborando o elevado nivel fendlico
e atividade antioxidante nas folhas nos meses de julho e setembro, enquanto que a haste
apresentou altas atividades apenas em julho (TELESZKO; WOJDYLO, 2015).

Chaves et al. (2013) realizaram estudos com Guapira graciliflora (Maria — mole) e
Pseudobombax marginatum (Embiratanha), ambas descritas como medicinais no
semiarido brasileiro, mostrando efeitos sazonais na concentragdo de compostos fenolicos.
Estes compostos, revelam-se elevados durante o inverno para P. marginatum e no verao
para G. graciliflora. Esta relagdo € inversa quando foi analisado a concentragdo de
flavonoides.Assim, a variacdo sazonal pode ocorrer com a maioria dos constituintes
guimicos e acdes biofarmacologicas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Vale ressaltar que em alguns casos a sazonalidade pode ser confundida, com
outras mudancas metabdlicas, principalmente quando a planta estd em processo de
crescimento ou desenvolvimento, estas alteracdes sdo de carater hormonal e devem ser
avaliadas paralelamente (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Favorecendo um resultado mais
proximo do verdadeiro.

Pesquisas com Vaccinium macrocarpon (Cramberry), corroboram para essa
variavel, pois no estudo em questdo constatou-se que vegetais em fase de crescimento,
apresentaram elevada taxa de compostos fenodlicos, mas sem variacdo sazonal (bem

evidenciada) ao contrario das plantas em idade reprodutiva (BEREZINA et al., 2017).
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1.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

1.2.1 Oxidagao em sistemas biologicos

Este mecanismo estd associado a processos bioquimicos que ocorrem em todos
0s organismos e relacionado a ocorréncia de radicais livres que podem ter ocorréncia
exdgena (fatores ambientais) e enddgenas (metabolismo) (SASTRE et al., 2003). De
forma, a oxidacao € a perda de um ou varios elétrons de uma determinada molécula para
outro composto ou substancia (LARSON, 1997). O inverso deste processo € considerado
reducédo, que também esta bioquimicamente envolvido na atividade antioxidante.

Apesar do oxigénio desempenhar extrema importancia nos processos de geracao
de energia e eventos celulares, ele também contribui para o surgimento de radicais livres
durante a cadeia de transporte de elétrons nas mitocéndrias (SASTRE et al., 2003).
Contudo, o efeito contrario destes fendbmenos pode proporcionar o surgimento de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), culminando em estresse oxidati. Este processo é o
gue caracteriza o envelhecimento dos organismos, considerado irreversivel e progressivo,
potencializando o risco de 6bito (ROMERO et al., 2005).

Devido a reatividade, tantos as ERO (Tabela 1) quanto as Espécies Reativas de
Nitrogénio (ERN), podem atuar sobre macromoléculas, como DNA, hidratos de carbono,
proteinas e lipideos de membrana, resultando em danos muitas das vezes irreversiveis
(BIRBEN et al.,, 2012). Muitos estudos atestam que os radicais livres podem alterar
processos fisiologicos, tais como morte celular, proporcionando o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e cancer, por exemplo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2010;
ROSSO, 2013). A reacao de fenton também é mostrada na Tabela 1, sendo considerada
um importante mecanismo na producao de radical hidroxila. Neste contexto, testes que
envolvam a reducdo do ferro sdo necessarios para averiguar a atividade antioxidante

contra este metal.

Tabela - 1: Principais Espécies Reativas de Oxigénio, com suas respectivas equacdes de
reacoes.

Agente oxidante Férmula Equacéo dareacéo

< L NADPH + 20, < NADP" + 20, + H"
Anion superdxido O2 20, + H* — 0, H,0,

HIPOXANTINA + H,O + Oy« XANTINA + H,O

Peroxido de hidrogénio H20> XANTINA + H,0 + O, <> ACIDO URICO + H,0,
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Fe* + H,0,— Fe™ + OH + -OH

Radical hidroxila OH
Acido hipocloroso HOCL H202 + CI'  HOCI + H;0
Radical peroxil ROO R-+ 02 ROO-
Radical hidroperoxil HOO O, + H,O HOO- + OH’

Fonte: Birben et al. (2012).

O radical HO- é considerado um dos radicais livres mais danosos, pois este possui
um periodo de meia vida muito curto e € altamente reativo, pode causar inativacao
enzimatica e os mecanismos de defesa para este radical pelo organismo podem ser
rapidamente vencidos (BAYNES; DOMINICZAK, 2015). Por esse motivo, o peroxido de

hidrogénio é considerado muito perigoso, pois é ele que origina o radical hidroxila.

1.2.2 Antioxidantes

E neste contexto que aparecem os “antioxidantes”, que s&o moléculas que reagem
com os radicais impedindo o “ataque” e destruicdo dos substratos organicos, como
membrana celular e DNA (SALMON et al.,, 2010). Podem ser de ocorréncia endoégena
(enzimatica) como glutationa reduzida (GSH), ou exdgenos como o butil-hidréxi-tolueno
(BHT), que séao aditivos alimentares sintéticos, atuando como antioxidantes.

Muitas moléculas com carater antioxidante demonstram o potencial de reduzir
espécies radicalares (radicais livres). Oliveira et al. (2011), constataram que algumas
dessas estruturas podem doar elétrons para radicais como o tocoferol, permitindo o
mesmo voltar a sua forma original, contribuindo para a manutencdo da integridade da
membrana em células de eucariotos.

Mesmo sendo largamente utilizados pelas industrias alimenticias, os antioxidantes
sintéticos apresentam alguns perigos provocados pelo 0 Seu consumo excessivo e
continuo, comprovado por pesquisas em animais (HIROSE et al., 1981; ROSSING et al.,
1985).

1.2.2.1 Compostos fenolicos

Os antioxidantes de origem natural atuam como importantes fontes para 0s
organismos, principalmente aqueles encontrados nas plantas. Neste contexto, merecem

destaque os compostos fendlicos, pois sdo estruturas que apresentam pelo menos um
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anel aromatico em que um atomo de hidrogénio € trocado por uma hidroxila.
Correspondem a diversas classes de compostos fendlicos, como, fendis simples,
benzoquinonas, acidos fendlicos, acetofenonas, fenilpropandides, acidos cinamicos,
benzoicos, cumarinas, cromonas, Xxantonas, antraquinonas, flavonoides, lignanas,
melaninas, ligninas e taninos. Podem ser biossintetizados através da rota do acido
chiquimico ou pela via do acetato-polimalato (SIMOES et al., 2010).

Os acidos fendlicos apresentam elevada atividade antioxidante principalmente por
demonstrarem caracteristicas redox, atuando como moléculas redutoras de EROs
(STANKOVIC et al., 2011). Sdo muito utilizados em industrias alimenticias por evitarem a
peroxidacao lipidica o que caracteriza ranco e odores desagradaveis, além da formacédo
de outras substancias ndo desejaveis (CANADANOVIC-BRUNET et al., 2006).

Algumas pesquisas de carater epidemiolégico evidenciam que uma dieta continua
de frutas e outros vegetais estédo fortemente ligadas a reducao de algumas moléstias, tais
como, cancer e envelhecimento precoce, sendo a maioria atrelado a compostos fendolicos
e atividade antioxidante (GIAMPIERI et al., 2014).

Alguns polifenois sdo descritos como potentes substancias no combate do céncer,
como resveratrol e seus derivados (Figura 2) e também curcumina, que atuam como
agentes quimio-preventivos em casos de leucemia (NEHA et al., 2019). Também sé&o
descritas propriedades antienvelhecimento, anticatarata, antidiabético, anti-inflamatorio,
antimicrobiano, hepatoprotetor, nefroprotetor e neuroprotetor para os polifenois, todos
com alguma relacéo a atividade antioxidante destes compostos quimicos.

Figura 2 — Derivados hidroxilados de resveratrol.
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Fonte: NAHA et al., 2019.
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1.2.2.2 Flavonoides

Flavonoides sdo substancias sintetizadas pelos vegetais e tem como estrutura
basica um esqueleto carbbdnico (C6-C3-C6), conforme Figura 3. Podem estar na forma
livre (agliconas), ou conjugados ligados a acucares (heterosideos). J4 foram descritos
mais de 4.000 compostos e sdo classificados de diversas formas (Figura 4), tais como,
flavonas, flavonais, chalconas, auronas, flavanonas, isoflavonéides, neoflavondides, entre
outras. Abundante entre as plantas superiores, poucos relatos em bridfitas, escasso em
algas e apenas uma descricdo em fungos (SIMOES et al., 2010). Atualmente, s&o

relatados mais de 10.000 tipos divididos em suas variadas classes (SARAEI et al., 2018).

Figura 3: Estrutura geral dos flavonoides.
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Fonte: SARAEI et al. (2018).

Figura 4: Estrutura basica geral das diferentes classes de flavonoides.
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Fonte: SARAEI et al. (2018).
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Como metabdlitos secundarios, os flavonoides séo essenciais para a sobrevivéncia
das plantas em um contexto ecolégico (quimico), pois protegem as mesmas contra a
radiacdo solar, insetos (herbivoria), bactérias, fungos e virus, sem falar a habilidade de
atrair polinizadores. E consequentemente apresentam as seguintes propriedades
biologicas/farmacologicas: antioxidante, anti-inflamatoria, antiviral, antitumoral e
antimicrobiana (SANTOS; RODRIGUES, 2017).

Os flavonoides sao importantes antioxidantes naturais em funcdo da sua natureza
biolégica. Pois podem atuar em diversas fun¢gbes, como na melhora da perda da viséo e
modificacdes visuais. Minimiza sinais e sintomas nos ductos linfaticos e transtornos
hemorragicos, além de influenciarem na normalizacdo da hipertensdo arterial. Tendo em
vista que estas doencas podem estar diretamente relacionadas ao estresse oxidativo e
com esta atividade biologica (FRESCURA et al., 2013).

Apresentam diversas propriedades farmacoldgicas (SIMOES et al., 2010), entre
elas, destaca-se a atividade antioxidante, por capturarem e neutralizarem algumas ERO
como anion superéxido, radical hidroxila e peréxido, podendo aturarem em conjunto com
vitaminas C e E, também antioxidantes naturais.

Muitos flavondides tem potente agdo antioxidante ao inibirem a peroxidacao
microssomal em gorduras, como quercetina, ramnozina, luteolina, erioodictiol, morina,
canferol e miricetina (HARAGUCHI, 2001).Pesquisas mostram que além do seu potencial
antioxidante os flavonoides podem ser esperangosos no campo da terapia anti-cancer
(leucemia), ao suprimirem a sinalizacdo de proteinas envolvidas na morte celular de
células cancerosas (SARAEI et al., 2018).

Chalconas, s&o estruturas que permitem a biossintese dos flavondides,
estabelecem diversas cores nos vegetais, principalmente nas flores (ecologia quimica)
(SIMOES et al., 2010).Podem exercer acdo antioxidante devido uma possivel facilidade
de sua estrutura sofrer oxidacdo e apresentar uma nova composicdo (radical orto-
semiquinona estavel); ficando claro que a presenca de grupos orto-diidréxi nas posicées
3 e 4 de uma flavona é fundamental para uma consistente propriedade antioxidante
(HARAGUCHI et al., 1998).

Além das chalconas, os flavonoides também s&o considerados pigmentos,
responsaveis por diversas coloracdes nos vegetais (principalmente flores e frutos) e sua
principal atuacdo € a prote¢édo das plantas contra moléculas ou atomos oxidantes. Vale
ressaltar que o organismo humano ndo produz essas substancias (LOPES et al., 2014).
Sendo necesséario sua ingestdo diaria com o intuito de proteger o corpo de danos e

estresse oxidativo.
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Alguns flavonoides como a daidzeina tem a potencialidade de restaurar (regenerar)
antioxidantes primarios como vitamina E e C (BREWER et al., 2014). Estas estruturas
podem atuar de forma positiva em processos inflamatérios, induzindo a modificando da
producao de substancias que atuam na resposta antiinflamatoria.

Tendem a proteger contra a oxidacdo do mal colesterol, impedindo a formacéo de
placa aterosclerética; evitam agregacdo plaquetaria; exercem atividade anticancer;
atenuam efeitos da menopausa; corroboram com o aumento da lipdélise, diminuem o dano
causado nas bainhas de mielina (SILVA et al., 2015).

No entanto, mesmo com o elevado numero de potencialidades, € importante citar,
gue dependendo da forma de uso dessas substancias, como dose e/ou tempo de
exposicdo, os flavonoides podem apresentar encadeamentos alérgicos e muitos
processos degenerativos em humanos, como modificagdo das membranas de
hepatdcitos, funcionamento da tiredide e inibicdo de citocromos P450 o que resulta em
prejuisos ao figado. Todos esses problemas foram diagnosticados em testes in vivo
(SILVA et al., 2015).

Compostos fendlicos (flavonoides), geralmente, estdo associados a atividade anti-
inflamatoria e consequentemente a antioxidante, sem falar na associacdo e prevencao
com doencas cardiacas e cancer ( NIJVELDT et al., 2001), associada a ingestdo destas
moléculas (HERTOG et al., 1995; KNEKT et al., 1996).

Nesse contexto, pesquisa realizada com a populacdo que reside na area do
mediterraneo, apresentam uma baixa prevaléncia de doencas cardiacas, devido ao baixo
consumo de gorduras saturadas (moléculas que apresentam apenas ligacdes simples ou
do tipo sigma entre os seus atomos de carbono) e alto consumo de vinho vermelho
(NIJVELDT et al., 2001). Estes relatos ajudam na intensificagdo de estudos com estas

moléculas.

1.3 GENERO Croton e Croton cajucara Benth

Croton cajucara pertence a familia das Euphorbiaceaee é conhecida na Amazonia
como “sacaca’, que significa feitico na lingua indigena. E uma arvore lenhosa podendo
chegar até 6 metros de altura (VAN DEN BERG, 1982).

Ja foram isolados e caracterizados dois tipos de flavonéides das folhas (figura 5) de
Croton cajucara (3,7,4’-tri-o-metilcanferol e 3,7, -di-o-metilcanferol) (MACIEL et al., 2009).
Além de diterpenos clerodanos, que séo estruturas bioativas isoladas da casca do caule.

O diterpeno clerodano trans-desidro-crotonina, possivelmente estd associado a todos os
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tratamentos com o objetivo de cura para a espécie Croton cajucara (MACIEL et al.,2000).
Essa informacdo ndo esta acompanhada de estudos que corroborem ou comprovem a

afirmacao dos autores, necessitando mais estudos para sua comprovagao.

Figura 5 — Folhas e frutos de Croton cajucara.

Fonte: Autor (2019).

Segundo dados etnofarmacologicos a casca do caule pode ser utlizada de
diversas formas, principalmente através de cha e pilulas, podendo combater algumas
doengas, tais como, “diabetes, problemas estomacais, inflamacgfes do figado, controle de
colesterol alto”, entre outras fungdes. E as folhas, sdao recomendadas como hepato e
gastroprotetoras, além das fungfes descritas a cima (MACIEL et al, 2002a; 2002b).

Tieppo et al. (2006), através de testes in vitro (DPPH) e in vivo (sangue venoso de
ratos wistar) utilizando extratos aquosos de C. cajucara, sugerem a possibilidade do
mesmo em eliminar ERO’s como anion superodxido, pois os extratos foram capazes de
proteger danos ao figado contra o efeito citotéxico de um herbicida (paraquat), além do
positivo resultado para sequestro de radicais.

Contudo, a literatura apresenta algumas controvérsias relacionadas a utilizacao das
folnas e da casca do caule de C. cajucara, pois em muitos casos houve a troca de
indicacdo das cascas pelas folhas, proporcionando ddvida ao leitor quanto as suas
atribuicdes farmacologicas e de formulacdes (uso). E o consumo terapéutico indevido
(excessivo/abusivo) desta planta pode acarretar sérios problemas de salde aos seus
usuéarios (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Principalmente por ter sido comprovado a
hepatotoxicidade de Sacaca em detrimento de uso exacerbado (MACIEL et al., 2002a,
2002b; SOARES, 2004; VEIGA JUNIOR et al., 2005; MACIEL et al., 2009).

Maciel et al. (2009), apresenta resultados do teste do DPPH (CEsp), utilizando

extratos metanolicos (EM), hexanicos (EH) e cloroférmicos (EC), como mostra a Figura 6,
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evidenciando que existe variacdo sazonal da atividade antioxidante das folhas desta

espécie.

Figura 6 — Teste do DPPH para as folhas de Croton cajucara, coletadas em diferentes
épocas, (AJ: novembro/1993 e junho/1995), (AD: junho/1993 e abril/1994) e idades
distintas.

Arvores jovens CEso (mg/mL)
EH-AJ-SME-4 446,07 + 52,22
EH-AJ-SME-3 413,00 £ 11,07
EC-AJ-SME-3 279,96 + 38,26
EC-AJ-SME-4 362,63 + 15,27
EM-AJ-SME-1 275,11 + 25,84
EM-AJ-SME-4 232 + 60 £ 22,60

Arvore adultas CEso (mg/mL)
EM-AD-SME-1 348,05 + 3,70
EM-AD-SME-4 321,83 +22,1

AJ: Arvores jovens (1 ¥ ano de idade); AD: arvores adultas (4-6 anos de idade); EH: extrato exanico; EC:
extrato cloroférmico; EM: extrato metandlico.

Fonte: Maciel et al. (2009).

Triagem fitoquimica realizada com folhas de C. cajucara apresentaram resultados
positivos para acguUcares redutores, taninos, carotenoides, esteroides, triterpenoides,
saponinas e alcaloides (NETO et al., 2010).

Ahmad et al. (2010), avaliaram diferentes solventes em extratos de Croton
sparsiflorus, coletados no més de setembro de 2007, mensurando compostos fendlicos
totais, captura de DPPH e reducdo do complexo fosfomolibdénio. O extrato etandlico
apresentou melhores resultados que o aquoso para todos os testes menciosandos a cima.
Para esta espécie, o extrato alcolico foi mais eficiente que o controle (BHT), na atividade
antioxidante total e mostrou correlacéo positiva moderada com os compostos fendlicos (r
= 0,49). E correlacdo forte com DPPH (r = 0,84).

Extratos aquosos da casca do caule de C. cajucara, foram capazes de diminuir o
efeito do estresse oxidativo no tecido hepatico de ratos wistar que foram submetidos a
inducdo de diabetes por estreptozotocina, além de apresentar bons resultados para o
consumo do radical DPPH, com porcentagem de consumo de 57,32% do radical em uma
concentracdo de 100 pg/mL (RODRIGUES et al., 2012).

Folhas de sacaca foram coletadas nos meses de julho/2009, janeiro de 2010 e
julho/2010 e preparados infusBes a partir destas amostras; apresentando conteudo de
fenois totais de 26,80, 27,20 e 24,08 mg EAG/g de extrato respectivamente ao periodo de

coleta. Este estudo mostrou que ndo ocorreu diferenca significativa entre as diferentes
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coletas. E a infusdo (na concentracdo de 20 pg/mL) ndo apresentou resultados
satisfatorios para o consumo de radical DPPH, sugerindo o autor dois motivos possiveis:
baixa concentracdo de substancias antioxidantes no preparo ou fraca reatividade dos
metabdlitos envolvidos no extrativo (PORT’S et al., 2013).

Extratos metanolicos de nove espécies de Croton apresentaram valor de % de
consumo do radical DPPH inferior a 50 % na concentragéo de 500 pg/mL (FURLAN et al.,
2015), demostrando baixo potencial antioxidante, quando comparados aos extratos
hidroetandlicos de C. cajucara que chegou a apresentar valores de 66,87 % (300 pg/mL)
em especifico més de coleta.

Estudos com 6leos essenciais de C. piauhiensis ndo demonstraram forte potencial
antioxidante para o DPPH, obtendo valores maximos de consumo do mesmo de 30% em
todas as concentragOes testadas (7,61 a 500 pg/) (VALE, 2015).

Uma fracdo polissacaridica isolada a partir de extratos aquosos das folhas
(coletadas em fevereiro de 2014) de Sacaca foram capazes de diminuir o efeito danoso
causado ao estbmago com gastrite induzida por alcool (NASCIMENTO et al., 2016). Estes
resultados fortalecem o uso medicinal como gastroprotetor.

Estudo recente com as folhas de Croton cajucara, coletadas em fevereiro de 2014,
poderam caracterizar compostos fendlicos como catequinas, proantocianidinas, flavonois,
além de flavonoides glicosilados, através de CLAE-MS e confirmando propriedades desta
planta como anti-inflamatéria (NASCIMENTO et al., 2017).

Dados da literatura mostram que extratos do género Croton podem ser
influenciados pela sazonalidade e ter sua composicdo quimica e atividades biolégicas

alteradas. Assim como de seus 6leos essenciais (RIBEIRO et al., 2018).

1.4 GENERO Dalbergia e Dalbergia monetaria L.f.

O género Dalbergia pertence a divisdo das Angiospermas, classe Dicotiledonae,
ordem Fabales e familia das Fabaceae (Leguminosae: Papilionoideae), com mais de 274
espécies conhecidas, sendo 39 brasileiras (CARVALHO, 1997). O nome deste género foi
criado em referéncia ao médico sueco N. Dalberg (MARCHIORI, 1995).

Estas espécies representam vegetais de médio e pequeno porte, representadas
por ervas e trepadeiras, largamente difundida por regides tropicais e subtropicais do globo
terrestre, muitos destes organismos sao aplicados na terapéutica tradicional, inclusive na
medicina chinesa (CARVALHO, 2004).
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E Dalbergia monetaria € um vegetal da familia das Fabaceae, género Dalbergia, é
uma planta nativa da regido amazonica, vivendo necessariamente em floresta de terra
firme e ndo sofre influéncia direta de aguas (fluviais) sazonais durante seu crescimento,
entretanto, seus frutos sdo constantemente dispersos nas aguas, devido a proximidade de
seu habitat aos rios e igarapés (CARVALHO, 1997). Vérios flavonoides sao relatados para
0 género (NUNES et al., 1989).

D. monetaria (Figuras 7 e 8), € comumente utilizada na medicina popular
(CARVALHO, 1997). Sendo relatados isoflavondides (ABE et al., 1985) e pro-antocianinas
(NUNES et al.,, 1989) para este vegetal.Veronica, como é conhecida pela populacéo
tradicional no estado do Amapa é comumente empregada para o combate da anemia
(SHANLEY; ROSA, 2005).

Figura 7 — Amostra coletada da casca do caule de Dalbergia monetaria no municipio de
Porto Grande.

Fonte: Autor (2018).

Figura 8 — Amostras de casca do caule e folhas de Dalbergia monetaria.

[ .

Fonte: Autor (2019).
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Dentre as atividades farmacologicas atribuidas as suas espécies, ha uma relagcéao
intima  com a presenca de flavonoides, assim as atividades anti-inflamatoria,
antinociceptiva, antimicrobiana, antiparasitaria e antioxidante ja foram confirmadas em
alguns exemplares pertencentes ao género Dalbergia (MENDES et al., 2012; SAHA et al.,
2013; MELO et al., 2016).

Experimento realizado a partir de extratos aquosos com esta espécie, verificaram
alta concentracdo de ferro soltvel (4,15 ppm), utilizando metodologia de Standartd
Methods (1995) e espectrofotdmetro como instrumento identificador. Evidéncias como
estas corroboram para comprovar a eficacia do uso etnofarmacolégico da biodiversidade
amazonica (SILVA et al., 2007).

Para Dalbergia monetaria ndo foram encontrados estudos que avaliam
sazonalidade para sua composi¢do quimica e A.A. a partir de extratos. No entanto, ao
analisar os efeitos das condi¢cdes ambientais na concentracdo de Oleos essenciais de D.
frutescens, outra espécie do género Dalbergia, pode-se perceber que algumas variaveis
foram diretamente proporcionais na producdo de metabdlitos, como por exemplo,
temperatura, outras inversamente, como precipitacdo (MENDES et al., 2012).

Extratos etandlicos de D. monetaria sdo considerados ndo toxicos, através de
testes com larvas de A. salina, com valor de DLsy de 4034,23 pg/mL (MELO et al., 2016),
um resultado muito promissor, pois 0s extratos desta planta sdo bastante utilizados por
populacdes locais no Amapé e potenciais antioxidantes naturais.

Experimentos conduzidos com ratas wistar submetidas a decoccdo de D.
subcymosa, confirmaram a utilizagdo segura deste preparo durante a gestacdo, nao
ocasionando disturbios na formacao embrionaria. O estudo também sugere a utilizacdo do
cha de verdnica como anti-inflamatoério (PETERS; GUERRA, 1995).

Dados etnofarmacolégicos no estado do Amap4, indicam D. subcymosa como uma
potente anti-inflamatoéria uterina, ovariana, boa para “corrimentos” e para o sistema
urinario, além de ser indicada para cicatrizacbes. No municipio de Macapa, verdnica é
preparada junto do barbatimdo (Ouratea hexasperma), em farméacias de manipulacao,
para curar inflamacgdes no utero (ALVES et al., 2006).

Tanto Dalbergia monetaria quanto Dalbergia subcymosa, sdo conhecidas na
Amazbnia como “verdnicas”, o que pode confundir seu uso etnomedicinal (ALVES et al.,
2006). A presenca de um botanico em coletas de campo durante pesquisas cientificas,
podem facilitar a preservacdo das espécies, pois sua presenca direciona coletas mais
assertivas, em detrimento do amplo conhecimento botanico que este profissional detém.

Muitas espécies podem ser destruidas por equivocos durante a colheita e de certa forma
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corroboram com a possivel extincdo de algumas espécies nativas, ndo s6 da floresta
amazonica, como qualquer outra floresta do Brasil e do mundo.

Estudo realizado com diversas plantas medicinais da Amazobnia, indicaram
concentracdo média de flavonoides e Compostos fendlicos totais, respectivamente, em D.
subcymosa de 1.43 mgGAE / gFW e 35.8 mgGAE / gFW, a partir de cascas de seu caule.
Apresentando atividade antioxidante, utilizando testes ORAC (Capacidade de Absorcao
de Radiacdo de Oxigénio) e TEAC (Capacidade Antioxidante Equivalente Trolox) (SILVA
et al., 2007).Neste mesmo estudo, foi necessario a utilizacdo de varios reagentes para a
obtencao dos extratos de Dalbergia subcymosa, sendo utilizado quatro solventes distintos
(agua, etanol, metanol e acido cloridrico) e macerados a frio por 24 horas.

D. subcymosa apresenta valores elevados de compostos fendlicos e atividade
antioxidante a partir de testes ORAC e TEAC, em relacdo a outras espécies vegetais,
podendo ser considerada uma fonte importante em processos oxidativos (SILVA et al.,
2007). Além disso, Correia et al (2008) utilizando extratos etandlicos da casca do caule de
D. subcymosa, apresentaram resultados positivos contra a bactéria Staphylococcus
aureus, no ensaio de disco (MIC), outras espécies também foram avaliadas neste
trabalho. Estes resultados fortalecem as atividades biolégicas para o género Dalbergia, ao
gual pertence D. monetaria.

Uma andlise do perfil antioxidante de D. sissoo mostrou bons resultados para
extratos aquosos e metandlicos para diferentes metodologias. No ensaio que visava
mensurar a habilidade em consumo de radical, os extratos aquosos foram os melhores,
apresentando quase 80% de consumo na concentracao de 40ug/mL.

Os extratos aquosos apresentaram os melhores resultados para o poder de
reducdo do ferro, além de quase 40% de poder de quelacdo do ferro, pelos extratos
aquosos. A agua foi o melhor solvente no processo de extracdo, com 153,35 mg de
equivalente a acido galico por g de extrato, enquanto que o etandlico obteve apenas, 4,42
mg/g. Ja para flavonoides, foi obtido 189,79 contra 4,27 mg de quercetina / g de extrato,
nos extratos aquosos e etandlicos, respectivamente (ROY et al., 2011).

Muitos apioglucosideos de origem rara ja foram descritos na literatura. E nesse
sentido, isoflavonoides apioglucosidicos podem estar atrelados quimiotaxonomicamente
ao género Dalbergia, caracterizando um marcador para as espécies (INNOCENT, 2012;
RAMESH e YUVARAJAN, 1995; UMEHARA et al., 2009; DIXIT et al., 2012).

D. odorifera, em estudos realizados com partes de seu caule, foi isolada a molécula
bioativa buteina, uma chalcona, estrutura precursora de flavonoides (CHAN et al., 1998;

CHENG et al., 1998). Experimentos utilizando a casca do caule de D. odorifera, foram
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capazes de isolarar um composto (9-hidroxi-6,7-dimetoxidalbergiquinol) com potencial de
apresentar efeito terapéutico contra doencas neurodegenerativas associadas a
neuroinflamacdo (LEE et al., 2013). Corroborando a ideia de que flavonoides estéo
associados a inflamacéao, de modo a evita-la.

As concentracdes destes Oleos podem variar de acordo com a temporada
(sazonalidade), pois os norisoprendides demonstraram baixa da sua sintese no inverno,
apoés alta producdo na primavera, verdo e outono. Enquanto que sesquiterpenos
oxigenados tiveram maxima metabolizacdo na primavera e inverno, para D. frutescens
(MENDES et al., 2014).

Uma pesquisa, relacionada a tingimentos de tecidos utilizando extratos de plantas,
mostrou que o extrato alcolico de D. subcymosa, foi a melhor extracdo para produzir
corantes naturais, quando comparado com o solvente agua (RODRIGUES; ARAUJO,
2014).

Através de testes realizados com D. saxatilis, foi comprovado, por meio de testes
com ratos, atividades anti-inflamatérias, antipiréticas e analgésicas. Este estudo sugere a
influéncia de saponinas, taninos e fendis, como 0s responsaveis por estas acdes
farmacoldgicas (YEMITAN; ADEYEMI, 2017).

1.5 GENERO Licania e Licania macrophylla Benth

L. macrophylla pertence a familia das Chrysobalanaceae, que compde
aproximadamente 18 géneros e em torno de 531 espécies, amplamente distribuida pelo
planeta, podendo ser representadas por arvores e arbustos (PRANCE, 2007).A maioria
das espécies sdo utilizada como remédio para tratar epilepsia, doencas sexualmente
transmissiveis (DSTs), disenteria, dor de dente e até mesmo malaria (LEE et al., 1996).
Sendo conhecida pelas comunidades tradicionais da Amazdnia como “anauerd” e muito
utilizada para o tratamento da diarreia e amebiase, sendo a casca do caule (Figura 9) a
parte mais utilizada da planta (GRENAND et al., 1987).

Anauera pode ser localizada perto de igarapés ou areas de varzeas, na regido do
baixo amazonas (RODRIGUES, 1989). A Figura 10 mostra a casca do caule de Licania
macrophyllain situ. Vale ressaltar que a coleta em periodos apropriados da planta, pode

contribuir para a sua conservacao.
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Figura 9 - Casca do caule de Licania machophylla.

Fonte: Autor (2018).

Figura 10 - Amostra coletada da casca do caule de Licania macrophylla.

ke

Fonte: Autor (2018).

Extratos etandlicos da casca do caule de L. macrophylla demonstraram resultados
positivos contra a bactéria Staphylococcus aureus, no ensaio de disco (CORREIA et al.,
2008). Estes resultados fortalecem a sugestdo de incorporar estes extratos como
conservantes de alimentos por apresentar acao antibacteriana.

De um total de 22 plantas medicinais analisadas e oriundas do México, Licania
arborea apresentou altas taxas de compostos fendlicos totais (270 mg/g de extrato) pelo
método de Folin-Ciocalteu, a partir de extratos metandlicos da casca do caule, além de
apresentar porcentagem de inibicdo do DPPH préximo aos 50 %, demonstrando bom
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potencial antioxidante (RUIZ-TERAN et al. 2008). Agregando valor antioxidante ao género
Licania.

A partir de uma pesquisa utilizando a casca do caule de Licania macrophylla foi
isolado um flavonoide, descrito como 4’-O-metil-epigalocatequina-3’-O-a-L-raminosideo,
além de relatarem a presenga de outro conhecido 4’-O-metil-epigalocatequina
(MEDEIROS; MEDEIROS, 2012).

Essas informacdes descritas acima inferem possivel atividade antioxidante para
esta espécie em resposta a presenca de compostos aromaticos. O género descreve
alguns flavonoides extraidos de diferentes extratos (BRACA et al., 2002).

Estudo realizado com extrato etandlico da casca do caule de Anauera, mostraram
gue a mesma apresenta toxicidade extremamente baixa em testes realizados com larvas
de Artemia salina, demonstrando que a Dlso foi 1253 pg/mL. Além disso, triagem
fitoquimica realizado com esse mesmo extrato apresentou resultados positivos para
taninos, acidos organicos, agucares redutores, saponinas, antraquinonas (RAMOS et al.,
2014).

Macedo (2011) investigou trés extratos (aquoso, etandlico e hidroetandlico (1:1)),
das folhas de Licania rigida e Licania. tomentosa. As maiores taxas de fendlicos totais,
pelo método de Folin, foram encontradas para o extrato etandlico (149,68 mg/g de
extrato) de L. rigida e (70,95) para L. tomentosa, enquanto que os extratos hidroetandlicos
apresentaram os conteudos mais baixos e 0s aquosos valores intermediarios.

Quanto a investigagdo de flavonoides totais (método de complexacdo com o cloreto
de aluminio), os extratos etandlicos, também das folhas, apresentarm os maiores valores
em L. rigida (96, 71 mg/ g de extrato) e tomentosa (38,97), no entanto, 0s extratos
hidroetandlicos de L. rigida (11,52) e tomentosa (21,54), superaram o0s valores dos
aquososL. rigida (7,85) e tomentosa (10,75), diferente do que foi evidenciado com
polifenois totais (MACEDO et al., 2011).

De acordo com os resultados de Macedo (2011), o alcool (etanol), foi o solvente
mais eficaz para a extracdo de flavonoides e polifenois totais. Estes dados corroboram
com as inumeras substancias ou moléculas de natureza hidrofilica que fazem parte da
familia das Chrysobalanaceae, familia do género Licania (CASTILHO et al., 2005).

Apesar do extrato etandlico de L. tomentosa ter apresentado maiores taxas de
compostos fendlicos que as demais fragdes, o mesmo nao foi capaz de reduzir o ferro
com a mesma poténcia que 0s outros extratos e fracdes, como mostra a Figura 11
(MACEDO, 2011).
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Figura 11 — Capacidade de reducgéo do ferro (Fe 3+ ) pelos extratos aquoso, etandlico e
hidroetandlico de Licania tomentosa.
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Fonte: Macedo (2011).

Tanto L. rigida quanto L. tomentosa apresentaram baixos valores de consumo de
radical livre na concentracdo de 120 pg/mL, conforme as Figuras 12 e 13, nao
ultrapassando 35%. A partir destes resultados, foi evidenciado que o0s extratos sO
apresentaram elevada capacidade de sequestro de DPPH em 1.000 pg/mL, no entanto,
esta concentracdo € muito elevada, tendo em vista que quanto menor a concentracao
melhor, no sentido de potencialidade da amostra, quanto a uma possivel toxicidade em

doses altas e outros parametros, tais como, farmacocinética, por exemplo.

Figura 12 — Poténcia de sequestro do radical DPPH pelos extratos aquosos, etandlico e
hidroetandlico de Licania rigida.
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Fonte: Macedo (2011).
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Figura 13 - Poténcia de sequestro do radical DPPH pelos extratos aquosos, etandlico e
hidroetandlico de Licania tomentosa.
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Fonte: Macedo (2011).

Silva et al. (2012), utilizou extratos hidroetandlico das folhas de L. tomentosa; o
mesmo foi macerado por 3 dias e o alcool usado foi etanol (95%). A amostra consumiu
69,91% de DPPH a 125 pg/mL, diferindo dos resultados de Macedo (2011), que utilizou a
mesma planta. Esses resultados fortalecem a ideia de que o tempo de maceracdo pode
influenciar no teor da composi¢cao quimica e atividade bioldgica das espécies, neste caso
de Licania tomentosa e seu potencial antioxidante.

Utilizando extratos etandlicos (etanol absoluto) das sementes de L. tomentosa e L.
rigida, coletados em janeiro de 2008 e dezembro de 2007, respectivamente; Farias et al.
(2013), obteve valores de CEso de 216,72 pg/mL e 487,51 pg/mL para atividade
antioxidante (DPPH), de modo respectivo, sendo que neste estudo os controles utilizados,
guercetina e vitamina C, apresentaram valores de 55,52 e 260,27 pug/mL; a diluicdo das
amostras e controles foi de 5 a 1000 pg/mL.

Sementes de L. rigida e tomentosa foram colhidos em janeiro de 2013 e foram
confeccionados extratos etanolicos (95%) e aquosos (fracdo). Apresentando alguns
resultados para compostos fendlicos totais, flavonoides e DPPH. L. rigida apresentou
maior taxa de polifenois do que L. tomentosa quando comparado tanto os extratos
etandlicos quanto os aquosos. Ja para flavonoides, L. rigida apresentou melhores taxas
do que L. tomentosa, avaliando o extrato etandlico e aquoso (PESSOA et al., 2016).

Na avaliacdo da atividade antioxidante, L. tomentosa diferenciou-se muito de L.
rigida, demonstrando potencial antioxidante superior, de acordo com os valores de CEsg

de 27,14 e 174,63 pug/mL para os extratos etandlicos, quantos aos aquosos de L. rigida foi

Introdugdo 39



melhor do que L. tomentosa, entretanto, com pouca variacdo, 42,68 e 38 ug/mL para os
aquosos (PESSOA et al., 2016). Estes resultados atribuiram fraca correlacao positiva para
a A.A. com o teor de fenois (PESSOA et al., 2016). Nesta pesquisa foi utilizada valores de
diluicdo de 0,5 a 512 pg/mL para o consumo de radical livre.

Pode-se perceber que ocorre variagdo sazonal entre Licania tomentosa, coletada
em diferentes épocas. Mas é preciso verificar o método utilizado na obtencdo dos
resultados para uma comparacéo acertiva e fidedigna; percebe-se que as concentracoes
utilizadas no teste de DPPH foi distinta.

O extrato etandlico (50% alcool e 50% agua) das folhas de L. rigida apresentaram
maiores valores de polifenois totais que suas fracdes e menos teor de flavonoides que a
fracdo acetato de etila, equanto que valores de CEsy para o DPPH, a fracdo acetato de
etila (16,93 pg/mL) apresentou melhores resultados que o extrato bruto (35,81 pg/mL),
entretanto, ambos foram superiores que Carduus marianus, padrao utilizado (MORAIS,
2015).
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar a variacdo sazonal da composicdo quimica e atividade antioxidante de
extratos hidroetanolicos brutos das folhas de Croton cajucara e casca do caule de
Dalbergia monetaria e Licania macrophylla, no periodo de doze meses, tendo como
principal variavel a precipitacdo pluviométrica;, além de agregar valor antioxidante as

espécies estudadas e tentar prever uma época de colheita sustentavel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Quantificar os compostos fendlicos e flavonoides totais das trés espécies
estudadas a partir de métodos espectrofotométricos;

b) Mensurar a atividade antioxidante in vitro dos extratos brutos;

c) Analisar e correlacionar o indice pluviométrico e a sazonalidade da composicao

guimica das plantas utilizadas e seu potencial antioxidante;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PRODUTOS QUIMICOS

Foram utilizados os seguintes reagentes com suas respectivas marcas: ferricianeto
de potassio (Biotec®), cloreto férrico (Biotec®), acido tricloroacético-TCA (Impex), fosfato
de sddio mono e bibasico (Impex), alcool etilico hidratado, alcool 70 - 70% alcool etilico e
30% agua (Sol®), 2,2 difenill-pricril-hidrazil (ALDRich Chemistry), acido sulfarico (Impex),
molibdato de amonio (Impex), carbonato de sodio (Isofar), Folin-ciocalteau (Merck KgaA)
e cloreto de aluminio (Biotec®), Acido ascérbico (Biotec®), Quercetina (Biotec®), Rutina

(Biotec®) e Agua destilada obtida de aparelho destilador da marca SP Labor.

3.2 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL

Foram coletadas mensalmente em um periodo de um ano (fevereiro/2018 a
janeiro/2019) amostras de casca do caule (Dalbergia monetaria e Licania macrophylla) e
das folhas de (Croton cajucara), sempre do mesmo individuo, em uma area de floresta do
municipio de Porto Grande, Amapa, Brasil (Figura 14), com as coordenadas (06°-99'28”N
/ 51°-47°09”0) para C. cajucara, (06°-80’84” N / 51°50°68”0) para L. macrophylla e (06°-
78'78’N / 51°50'74”0) para D. monetaria. Foram confeccionadas exsicatas, de cada
exemplar para posterior identificacdo pelo botanico Professor Dr. Tony David Santiago
Medeiros do Instituto de Pesquisas Cientificas do Amapa (IEPA); confirmando as
espécies como: Verbnica (Dalbergia monetaria L.f. Material examinado: Brasil, Amapa,
Porto grande, 02. Il. 2018, R.D.C. Araujo, 3 HAMAB); Sacaca (Croton cajucara Benth.
Material examinado: Brasil, Amapa, Porto grande, 02. Il. 2018, R.D.C. ARAUJO, 2
HAMAB) e Anauera (Licania macrophylla Benth. Material examinado: Brasil, Amapa,
Porto grande, 2. 1l. 2018, R.D.C. Araujo, 4 HAMAB).

ApOs a primeira coleta e posterior confirmacdo das espécies escolhidas para esta
pesquisa, 0s demais testes prosseguiram, bem como a revisdo da literatura pode ser
confirmada, para ndo ocorrer equivocos, como estudar e analisar outra espécie e
garantindo assim, o estudo correto e a divulgacao de resultados fidedignos em relagao a

sistematica botanica dos vegetais medicinais utilizados.
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Figura 14 — Pontos de coleta em uma éarea de floresta do municipio de Porto Grande —
AP, das espécies Croton cajucara (verde) e Dalbergia monetaria, Licania macrophylla
(vermelho).

Fonte: Google Maps (2019).

3.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Apés cada coleta e identificacdo do material vegetal, os mesmos foram
higienizados e submetidos a secagem em estufa (marca Cienlab) do tipo de circulagéo
forcada de ar & 40°C por trés dias para as cascas e dois dias para as folhas.
Posteriormente foram triturados em moinho de facas na UNIFAP, no laboratério de
Bioprospeccéao e absorcéo atdbmica.

O material triturado, correspondente a 5 gramas, foi embebido em uma mistura
hidroalcdlica (alcool 70 — 70% de alcool etilico e 30% &gua) na propor¢cdo 1:10 (m/v)
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Passando por maceracdo durante 5 dias
consecutivos ao abrigo da luz, em frascos fechados e com agitacao periodica; apos esta
etapa o extrato foi filtrado (com papel filtro, porosidade 40um) e posteriormente secado
em estufa a 40°C durante 48 horas, obtendo-se o extrato bruto.

Os extratos brutos foram solubilizados a 10mg/ml, com alcool 70 e estocados em
frascos ambar com tampa em uma geladeira a 10 °C ao abrigo da luz, para realizacdo de

testes subsequentes.

3.4 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Para mensurar o rendimento final dos extratos de cada planta, foi realizado um

calculo com a seguinte equagao:
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Tea (%) = (Z—{) 100

Onde Tea = teor do extrato total (%); Mi = massa inicial da amostra (g), Mf = massa final

do extrato seco (g).

Este procedimento foi realizado mensalmente com as trés espécies avaliadas, para
a relacdo com a influéncia do aspecto sazonal (periodo muito chuvoso e pouco chuvoso)

no rendimento dos extratos brutos obtidos.
3.5 METODOS QUANTITATIVOS (Espectrofotométricos)

Esta metodologia destinou-se a quantificacdo dos metabdlitos secundarios
(Fendlicos totais e Flavonoides totais) de interesse nesta pesquisa, utilizando aparelho
espectrofotdbmetro da marca Bioespectro modelo SP-22 (Figura 15), manual, com

capacidade para quatro cubetas.

Figura 15 — Espectrofotémetro utilizado para analise das amostras.

Fonte: Autor (2018).

3.5.1 Determinacao de fendlicos totais

Foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu para determinacéo de fendlicos totais dos
extratos hidroetanolicos (Singleton et al., 1999). Aliquotas de 0,250 mL de cada extrato
solubilizado a 100 ug/mL foram misturadas com 1,25 mL de reagente Folin (1:10 v/v) e
apo6s 3 minutos 1,0 mL de carbonato de sédio a (7,5%). A mistura foi incubada ao abrigo

da luz por 90 minutos e em seguida mensurada sua absorbancia no espectrofotometro
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(Bioespectro SP-22) em comprimento de onda ajustado em 760 nm. Como padrdo foi
utilizado o acido galico e seus resultados sao representados em mg de &cido galico
equivalente por g de extrato (mg EAG / g extrato), em concentracdes que variaram de 20
a 100 pg/mL, como curva de calibracdo, e equacédo da reta: y= 0,0109x — 0,0302, com r2 =
0,9944 (conforme Figura 16). Todas as analises foram realizadas em triplicatas. Como

branco utilizou-se alcool 70°, Folin e carbonato de sédio, como descrito acima.

Figura 16 —Curva de Calibracdo do acido galico, para padronizacdo dos compostos
Fendlicos totais, pelo método de Folin ciocalteu.
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Fonte: Autor (2018).

3.5.2 Determinacédo de flavonoides totais

Para determinar o conteudo total de flavonoides foram utilizadas Aliquotas de 2,5
mL de cada extrato solubilizado a 500ug/mL e adicionados 2,5 mL de cloreto de aluminio
a 5%. As amostras ficaram incubadas por 30 minutos em um local protegido da luz e em
seguida medida sua absorbancia em espectrofotbmetro em uma faixa de 420 nm.
Também foram lidos os interferentes (extrato + etanol) e subtraidos pelo primeiro valor
obtido. Como branco foi utilizado etanol + cloreto de aluminio. O padrdo utilizado foi a
rutina, para isto uma curva de calibracdo foi obtida com equacédo da reta: y= 0,0091x —
0,0033 e rz2 = 0,9983, conforme Figura 17. E o resultado foi expresso em mg de rutina

equivalente por g de extrato (mg equiv. rutina / g extrato) (Woisky, Salantino, 1998).
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Figura 17 — Curva de calibracao da rutina, para padronizacao dos Flavonoides totais, pelo
método de complexacdo com o Cloreto de aluminio.

0,3

0,25 ¥ = 0,0091x- 0,0033
R =0,9983

0,2

0,15

0,1

Abs 420 nm

0,05

5 10 15 20 25 30 35

-0,05
Concentragao Rutina pg

Fonte: Autor (2018).
3.6 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.6.1 DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidroxil)

DPPH é conhecido por ser um radical livre estavel que apresenta um elétron
desemparelhado em sua estrutura. Este elétron confere a molécula uma coloragéo violeta
ou roxa e apresenta banda de absorcdo na presenca de alcool etilico em torno de 520 nm
(MOLYNEUX; SONGKLANAKARIN, 2004). Quando uma determinada substancia com
potencial antioxidante sequestra o radical DPPH, este sofre reducéo e transforma-se em

hidrazina e muda para um tom amarelado, conforme a Figura 18.

Figura 18 - Representacdo do DPPH reduzido pela capacidade de captura de uma
molécula antioxidante.
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Fonte: Adaptado de Molyneux et al. (2004).
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As atividades de consumo do radical livre pelos extratos brutos das espécies
foramavaliadas conforme (SOUSA et al., 2007; LOPES-LUTZ et al., 2008), com pequenas
adaptacdes de acordo com as estruturas e e condi¢des do laboratério de pesquisa.Para
iniciar os testes foi preparado uma mistura etanélica de DPPH (na concentracdo de
40ug/mL monitorada em 517 nm e foi considerada como controle); sendo mantida ao
abrigo da luz até a realizacdo do experimento.Os extratos (amostras) foram diluidos em
alcool 70 em diferentes concentracdes (C. cajucara: 12, 50, 100, 200 e 300 pg/mL) e (D.
monetaria e L. macrophylla): 12, 25, 50, 75 e 100 pug/mL). Subsequente foram pipetados
da solucédo de DPPH 2,7 mL e 0,3 mL de cada extrato com cada concentracdo. Seguido
do preparo de um branco que correspondeu apenas em 3 mL de solvente.

Decorridos 30 minutos, os preparos foram lidos em espectrofotdmetro na faixa de
absorbéancia de 517 nm. Todo o ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram
calculados afim de determinar a porcentagem de Atividade Antioxidante (A.A.), que é

correspondida pelo consumo de DPPH pelos extratos, utilizando a seguinte férmula:

Abs amostra

% SRL = [1—( )]+ 100

Abs controle

Abs controle = (DPPH + Etanol 70);
Abs amostra = (extratos em diferentes concentragdes).
% SRL = Porcentagem de Sequestro de Radical Livre.

Também foi calculado o CEso (Concentragdo Eficiente), onde foi construido um
grafico para o calculo de regressdo linear, sendo o eixo y representado pelas % de
consumo do radical livre, pelas diferentes concentracdes plotados no eixo x. Obtendo-se a
equacao da reta:

Y = a+ bx.

Nesta equacdo o valor de y € substituido por 50 e (a e b) pelos valores do
(intercepto a) e (coeficente de regressédo b), sendo x o valor da CEsp; como visto na
equacao da Figura 19. Este célculo permite encontrar o valor da concentracdo capaz de
diminuir a quantidade de DPPH em 50%. Quanto menor o valor da CEsg, maior sera o

consumo do radical e maior seu potencial antioxidante.
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Figura 19 — Exemplo de regresséo linear para a obtencéo dos valores do célculo da CEsy.
% de Sequestro de Radical Livre (SRL) pelos extratos das flores e folhas de C.
chelidonioides. A concentracdo esta expressa em microgramas (g).

100

80 -

60 7 y =0,3354x + 16,207

% SRL

40

20 -

0 50 100 150 200 250
Concentragéo

Fonte: Adaptado de Falcéo et al. (2006).

3.6.2 Poder redutor (FRAP)

Para determinar a reducdo do ferro, metal de transicdo da tabela periodica, foi
desenvolvido o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power ou em portugués Poder
antioxidante de Reducéao do Ferro), como uma solugéo para avaliar a redugéao do ferro em
extratos, fluidos bioldgicos ou solugcdes aquosas. Esta técnica também permite o
conhecimento da atividade antioxidante em bebidas e alimentos (frutas) (PULIDO et al.,
2000). Em experimentos realizados com o extrato do fruto da goiaba, foi verificado que a
metodologia FRAP foi a técnica mais adequada e reprodutivel para teores de acido
ascorbico e compostos fendélicos em comparacdo com os métodos DPPH, ORAC e ABTS
(THAIPONG et al, 2006).

Nesta dissertacdo a mensuracdo da reducdo do ferro consistiu na analise da
mudanca de cor de uma solucéo verde (ferricianeto/Fe®*") para o azul (forma ferrosa /
Fe?) na presenca de antioxidantes (extratos).Neste teste, aliquotas de 2,5 mL dos
extratos em uma unica concentracdo (2000 pg/mL), foram misturados em tampéo fosfato
de sédio 0,2 M em pH 6,6 e adicionados com uma mistura de ferricianeto de potassio a
1%. ApoOs esse procedimento a solucéo foi incubada por 20 minutos a 50°C, feito isso,
foram pipetados 2,5 mL de Acido Tricloro Acético (TCA) a 10% para parar a reagio. A
mistura também foi submetida a centrifugagdo por 10 minutos em 1000 rpm; o
sobrenadante (2,5mL) foi misturado com 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto
férrico a 0,1% e absorbancia determinada em 700 nm. Como padrao foi utilizado o acido
ascérbico na mesma concentracdo (2000ug/mL) dos extratos para a comparacdo e
correlagdo do poder redutor do ferro, de cada planta e més avaliado (Oyaizu, 1986;
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Dorman et al., 2003). Os resultados foram representados em graficos (Absorbancia Vs.

Més analisado).

3.6.3 Atividade Antioxidante Total (Redug¢é&o do complexo fosfomolibdénio)

Este método é muito utilizado para avaliar a atividade antioxidante e consiste na
reducdo do complexo fosfomolibdénio na presenca de antioxidantes. A metodologia é
baseada na reducdo do molibdénio (VI) para (V), devido a propriedade antioxidante de um
determinado extrato ou outra mistura e finalmente a produgdo de um molibdénio (V) e
fosfato. ApoOs estas etapas o complexo adquire coloracdo verde e pode ser identificada
pelo espectrofotdmetro (PIETRO et al., 1999). Para esta pesquisa a atividade antioxidante
foi demonstrada em porcentagem de inbicdo da Atividade Antioxidante Total - (% A.A.T.).

Para o inicio deste teste foi preparada uma solu¢cdo com fosfato de sédio a 0,1
mol/L (28 mL), &cido sulfurico 3 mol/L (20 mL) e molibdato de amdnio 0,03 mol/L (12 mL),
e volume final ajustado com agua para 100mL.Em tubos de ensaio foram pipetadas
aliquotas de 0,3mL de cada extrato e 2,7 mL da solu¢cdo do complexo fosfomolibdénio.
Apoés estes procedimentos os frascos (tubos falcon) foram tampados e incubados em
banho maria (95°C) por 90 minutos. Depois de resfriadas, foi realizada leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 695 nm.O branco das amostras foi
constituido de 0,3 mL de etanol 70 e 2,7 mL da solucdo de fosfomolibdénio e todos os
ensaios foram realizados em triplicata de cada planta e més analisado (PRIETO et al.,
1999). Os extratos foram avaliados em uma concentragao fixa de 120 pg/mL, comparados
com a mesma concentracdo e absorbancia do padréo (acido ascorbico), também em 120
pg/mL; acido ascorbico representa 100% de atividade antioxidante total. Os resultados
foram expressos em % de reducdo do complexo fosfomolibdénio (eixo y) Vs. més

analiado (eixo Xx) e representados em grafico.

Figura 20 — Curva de calibracdo do acido ascorbico.
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Fonte: Autor (2018).
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A capacidade antioxidante dos extratos foi descrita como A.A.Total (%),

comparadas com o padrdo Acido ascorbico (vitamina C), pela seguinte formula:

Abs amostra
)] * 100

04) — _
AAT (%) [1 ( Abs padrio

3.7 DADOS PLUVIOMETRICOS

Para avaliar e correlacionar de modo sazonal o indice pluviométrico, foram
coletados mensalmente, dados sobre precipitacdo em (mm), na plataforma (site) do
INMET (Instituto Nacional de Meteorologia) das estacdes automaticas situadas nas
cidades de Macapa e Itaubal, por se tratarem das mais proximas ao local de coleta.

Para esta pesquisa, 0s periodos sazonais foram divididos em dois: Periodo mais
chuvoso (pmac) - fevereiro/2018 a julho/2018. E periodo menos chuvoso (pmec) -
agosto/2018 a janeiro/2019, conforme visto na Tabela 2. A literatura descreve que o
periodo de maio a agosto representa a transicdo entre o mais chuvoso e o menos

chuvoso (Amanajas, Braga, 2012).

Tabela 2 — Valores da preciptacéo do periodo avaliado.

Meses Preciptacao Meses Preciptacéao
Pmac mm Pmec mm
Fevereiro 220 Agosto 75
Marcgo 280 Setembro 195
Abril 615 Outubro 50
Maio 500 Novembro 180
Junho 220 Dezembro 200
Julho 110 Janeiro 210
Total 1945 Total 910

Os valores estdo expressos em mm (milimetros).
Fonte: Inmet, 2019.

3.8 TRATAMENTO ESTATISTICO

Para andlise estatistica foi utilizado o programa Bioestat 5.3, permitindo o calculo
da média, desvio padrao, regressao linear, analise de variancia pelo teste ANOVA — uma

via, a cada més (e por periodo) e entre as médias dos resultados pelo teste de Tukey,
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acrescido de CEsp para o DPPH e correlacdo de Pearson com todas as variaveis e
resultados, padronizando o nivel de significancia de (p< 0,05). Os resultados foram
organizados em figuras e tabelas com auxilio do programa GraphPad Prism, versao 5.01.

Para a analise de correlacdo de Pearson, foi necessario a utilizacdo de uma escala

de comparacao:

= Correlagao fraca:( r) < 0,30.
= Correlagdo moderada: 0,3 > (r) <0,6.

» Correlagao forte: (r) > 0,6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade e a quantidade de compostos bioativos produzidos pelas plantas
medicinais € dependente de alguns fatores, tanto ambientais, como no momento da
extracdo e armazenamento, quanto aos fatores externos. E preciso entender que os
vegetais podem sofrer influéncia do clima e época de coleta. Além disso, Souza et al.
(2009), descreve que é preciso uma boa padronizacao e cuidado no controle de qualidade
das plantas, além das variaveis ambientais, para garantir a seguranca no seu uso.

Os compostos fendlicos sdo amplamente difundidos no reino vegetal, presentes em
todas as partes da planta, exibem propriedades redox atuando como neutralizadores de
espécies reativas (radicais livres). E estes sao influenciados por diversos aspectos, alguns
relativos a natureza de sua origem (como familia, género e espécie) ou extrinsecos, como
condi¢cbes ambientais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; GOBBO-NETO et al., 2017).

4.1 RENDIMENTO DAS EXTRACOES DAS TRES ESPECIES

A partir da metodologia proposta, foram mensurados os redimentos totais dos
extratos hidroalcolicos dos exemplares usados nessa dissertacdo, descrito nas Tabelas 3,

4 e 5, representados em porcentagem de rendimento.

4.1.1 Croton cajucara Benth

Os meses com maiores valores para a preciptacdo demonstraram as menores
médias de porcentagem de rendimento, com aumento a partir do més de junho e baixa a
partir de janeiro. Quando avaliado os periodos (pmac e pmec), estes nao diferiram
significativamente (p = 0,146), conforme visto na Tabela 3.

Estudo sazonal com a utilizacdo de extratos etandlicos das folhas de Peresquia
aculeata demonstraram maior rendimento no ver&o ou periodo menos chuvoso (VARGAS,
2017), corroborando com os resultados de C. cajucara que também apresentaram as

maiores taxas de rendimento entre os meses de agosto e dezembro (PMEC).
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Tabela 3 - Rendimento das extrag@es hidroalcélicas durante o periodo de um ano para as
folhas de Croton cajucara em relagéo ao indice pluviomeétrico.

Croton cajucara

Croton cajucara

PMAC

Rendimento — mg
de extrato /g de
matéria prima (%)

PMEC

Rendimento — mg

de extrato /g de

matéria prima (%)

Fevereiro.2018
Marco.2018
Abril.2018
Maio.2018
Junho.2018
Julho.2018

7,62+0,12
7,50 £ 0,01
9,92 +0,21
9,64 + 0,015
10,02 +0,1
10,22 + 0,03

Agosto.2018
Setembro.2018
Outubro.2018
Novembro.2018
Dezembro.2018
Janeiro.2019

11,12 + 0,050
11,42 £+ 0,014
9,92 +0,16
11,30 +£ 0,07
11,58 £ 0,2
7,42 £ 0,25

Os resultados foram representados através de formula de porcentagem de rendimento e os valores foram
tratados com teste de ANOVA seguido de tukey (p<0,05), entre pmac e pmec, apenas.

4.1.2 Dalbergia monetaria L.f.

A Tabela 4 apresenta os rendimentos obtidos a partir dos extratos hidroalcélicos de

Dalbergia monetaria, com variacdes ao longo do ano, entre os meses. Os maiores valores

sao vistos entre os meses de junho a agosto, mas quando comparado 0 pmac com O

pmec, ndo ocorreu diferenca entre eles (p = 0,117).

Tabela 4 - Rendimento das extra¢g@es hidroalcélicas durante o periodo de um ano para as
cascas do caule de Dalbergia monetaria em relacédo ao indice pluviométrico.

Dalbergia
monetaria

Dalbergia
monetaria

PMAC

Rendimento —mg
de extrato /g de
matéria prima (%)

PMEC

Rendimento — mg
de extrato /g de
matéria prima (%)

Fevereiro.2018
Marco.2018
Abril.2018
Maio.2018
Junho.2018
Julho.2018

13,82 + 0,018
12,58 + 0,075
13,20 +£ 0,45
13,54 + 0,036
15,48 +0,1
15,72 + 0,012

Agosto.2018
Setembro.2018
Outubro.2018
Novembro.2018
Dezembro.2018
Janeiro.2019

15,10 + 0,055
12,34 + 0,099
13,86 + 0,12
10,10 + 0,014
11,82 + 0,047
12,10 +£ 0,074

Os resultados foram representados através de formula de porcentagem de rendimento e os valores foram
tratados com teste de ANOVA seguido de tukey (p<0,05), entre pmac e pmec, apenas.
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4.1.3 Licania macrophylla Benth

A Tabela 5 mostra a efichcia do rendimento dos extratos, onde 0sS mesmos
revelaram pouca variagdo durante a temporada, sem significancia entre os dois periodos
(p = 0,947).

Tabela 5 - Rendimento das extra¢gBes hidroalcélicas durante o periodo de um ano para as
cascas dos caules de Licania macrophylla em relacéo ao indice pluviométrico.

Licania macrophylla Licania macrophylla
Rendimento — mg de Rendimento — mg
PMAC extrato /g de matéria PMEC de extrato /g de
prima (%) matéria prima (%)
Fevereiro.2018 8.98 £ 0,025 Agosto.2018 9.38 £ 0,085
Marco.2018 9.24 +0,14 Setembro.2018 9.28 £ 0,19
Abril.2018 9.16 + 0,018 Outubro.2018 9.42+£0,16
Maio.2018 9.38 £ 0,052 Novembro.2018 10.02 + 0,065
Junho.2018 10.21+0,21 Dezembro.2018 8.92 + 0,45
Julho.2018 9.54 + 0,099 Janeiro.2019 9.30 £ 0,52

Os resultados foram representados através de formula de porcentagem de rendimento e os valores foram
tratados com teste de ANOVA seguido de tukey (p<0,05), entre pmac e pmec, apenas.

42 DOSEAMENTO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS, ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E CORRELACAO LINEAR DE PEARSON

Os resultados propostos neste trabalho foram representados tanto na forma de
tabela quanto de grafico, com o intuito de facilitar a compreensao e a consulta dos dados.
Os fenois e flavonoides foram quantificados (Tabelas 6, 10 e 14).

E para mensurar o potencial antioxidante das trés espécies ao longo dos meses no
periodo de um ano, foram utilizados os métodos de sequestro de radical, reducédo de
complexo e poder redutor, conforme descrtito nas tabelas (Tabelas 7, 11 e 15). Foi
empregado o teste ANOVA seguido de tukey, entre os meses e entre os periodos.

O método do fosfomolibdénio permite avaliar extratos (misturas complexas) ou
substancias isoladas, tanto de carater lipo quanto hidrofilico, com baixo custo e de modo
descomplicado (PRIETO et al., 1999).

Quanto a metodologia de sequestro do radical DPPH, esta permite avaliar a

capacidade do extrato em doar hidrogénio ou elétron ao radical, no sentido de estabiliza-
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lo por reducdo. Este método permite diferentes interpretacdes, devido as variadas formas
de realiza-lo (OLIVEIRA, 2015).

4.2.1 Croton cajucara Benth

Estudos a partir das folhas de Croton cajucara, foram capazes de identificar a
presenca de muitos compostos fendlicos, tais como, flavonoides (quercetina, kaempferol,
entre outros), além de taninos e acidos fendlicos, a partir de extratos aquosos, incluindo
fracdes etandlicas (NASCIMENTO et al., 2017).

Nesse sentido, a identificacdo de um periodo em que a planta exiba suas maiores
taxas destas substancias, podem auxiliar e otimizar processos extrativos; o que contribui
para a preservacdo da espécie explorada além de proporcionar beneficios para seus
usuarios.Em conjunto, a atividade antioxidante pode atuar em paralelo com as vantagens

anti-inflamatorias que os extratos e as fragcdes exibiram (NASCIMENTO et al., 2017).

Tabela 6 — Valores dos compostos fendélicos analisados dos extratos das folhas de Croton
cajucara coletadas em éarea rural de Porto Grande, Amapa, Brasil. Os valores estédo
expressos em média e desvio padrao.

Meses Fenois Meses Flavonoides
PMAC mg/g PMAC mg/g
Fevereiro 15,37 £ 0,602 Fevereiro 8,23 £ 0,64d
Marco 19,43 + 0,51b Margo 24,46 + 0,492
Abril 29,47 + 0,45¢c Abril 32,76 £ 0,32b
Maio 21,63 +0,15d Maio 31,09 £ 0,39b
Junho 44,80 + 0,30e Junho 45,41+ 0,78e
Julho 33,57 £ 0,10f Julho 35,81 + 0,82c
Meses Fenois Meses Flavonoides
PMEC mg/g PMEC mg/g
Agosto 35,37 £ 0,269 Agosto 34,68 + 0,38c
Setembro 38,77 £0,17h Setembro 33,62 + 0,61b
Outubro 31,47 + 0,40i Outubro 36,64 + 0,88c
Novembro 23,20 + 0,15j Novembro 24,5 +0,192
Dezembro 25,57 + 0,50k Dezembro 24,97 + 0,222
Janeiro 11,23 £ 0,21l Janeiro 17,61 + 0,72f

Esses valores representam a média e desvio padrdo, tratados pelo teste ANOVA seguido de Tukey (n=3).
Letras mindsculas diferentes nas mesmas colunas retratam diferencgas significativas. mg/g (miligrama de
acido gdlico/rutina equivalente a g de extrato), para fenois e flavonoides, respectivamente.
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A Figura 21 apresenta graficamente a dispersédo ao longo dos meses dos teores de
fenois totais de C. cajucara, mostrando que os meses de fevereiro (15,37 = 0,60 mg/g) e
janeiro (11,23 £ 0,21 mg/g) apresentaram as menores concentracdes destes metabdlitos.
Percebe-se que a maior taxa registrada foi no més de junho (44,83 mg/g), seguida de

reducdo, com leves oscilacdes até o més de janeiro.

Figura 21 — Variacdo sazonal dos teores de fenois totais de Croton cajucara em resposta
as chuvas (mm).
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Cada valor no gréfico de colunas é a média de trés repeti¢cdes + desvio padrdo e representa a taxa de fenois
totais. Letras minasculas diferentes em cada coluna correspondem a diferencas significativas, pelo
testeANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre as concentra¢des; as colunas brancas representam PMAC e
as colunas pontilhadas representam PMEC. O gréfico de linhas retrata a preciptagdo (mm) e sua relacao
com os testes sdo descritos na correlacao linear de Pearson.

Estudo sazonal envolvendo as folhas de Sacaca, entretanto, com o uso de solvente
aguoso para a confeccdo dos extratos, demonstraram resultados similares para o
presente trabalho, no entanto, os extratos hidroetanélicos apresentaram valores maiores
para compostos fendlicos para o0 mesmo més avaliado, mas em anos diferentes (PORT’S
et al., 2013). Corroborando a hipotese de que ha variacdo sazonal para o composto
analisado desta espécie.

Fazendo a comparacado entre o periodo mais chuvoso e o0 menos chuvoso para 0s
fenois totais, constatou-se que ndo ocorre diferenca estatistica entre os periodos (p =
0,946). No entanto, h4 uma clara evidéncia a partir dos resultados que as maiores
concentracdes ocorrem entre 0s meses de junho a setembro.

De acordo com os resultados obtidos para fenois totais de C. cajucara, todos os
meses apresentaram diferencas significativas, demonstrando que ocorreu variagao
sazonal preponderante para este marcador quimico.Vale ressaltar, que durante as
coletas, foi observado a mudanca na coloracao das folhas (Figura 22) e que flavonoides

s&0 os principais responsaveis pelas cores (SIMOES et al., 2010) nos vegetais.
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Nesta perspectiva, tanto os flavonoides quanto outros compostos fendlicos, séo
influenciados por mudancas sazonais, influéncia da temperatura e composicao
atmosférica (GOBBO-NETO e LOPES, 2007), principalmente as folhas, pois realizam
fotossintese, respiracdo e outros fendbmenos (RAVEN et al., 2014), recebendo mais
intervencdo ambiental do que outros Orgdos da planta; corroborando com os achados

deste estudo.

Figura 22 — Diferentes aspectos foliares de Croton cajucara ao longo do ano.

Fonte: Autor (2019).

As folhas séo 6rgdos das plantas que podem sofrer mais ataques do que outras
partes, como caule, por exemplo, pois geralmente sao alvos de predadores (animais
como mamiferos e insetos herbivoros), neste contexto quimico, onde ocorre a sintese de
varias moléculas, o vegetal pode sintetizar substancias que apresentam efeito negativo
para estes animais, na tentativa de se proteger. Essas producdes de variados compostos,
podem mascarar o conteludo de outros metabdlitos; contribuindo dessa forma para
oscilagbes da composicdo quimica de determinados metabdlitos secundéarios (GOBBO-
NETO e LOPES, 2007).

O més de fevereiro (8,23 = 0,64 mg/g) apresentou o menor valor de concentracéo
de flavonoides, seguido de aumento até sua maxima producdo registrada no més de
junho (45,41 + 0,78 mg/g), seguido de baixa dos valores nos meses subsequentes com
pouca ou nenhuma diferenca estatistica. Quando comparado pmac com pmec nao foi
detectado diferenca entre as temporadas (p = 0,768); estes resultados corroboram com 0s
fenois, pois percebe-se que a melhor ou maior producdo destas substancias foi muito
paracido (mesma data) com os compostos fendlicos totais (Figuras 21 e 23).
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Figura 23 — Variacdo sazonal dos teores de flavonoides totais de C. cajucara em resposta
as chuvas (mm).
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeticbes + desvio padrdo e representa a taxa de
flavonoides totais. Letras minusculas diferentes correspondem a diferencgas significativas, pelo teste ANOVA
seguido de Tukey (p<0,05) entre as concentracdes. As colunas brancas representam PMAC e as colunas
pontilhadas representam PMEC. O grafico de linhas representa a preciptacdo (mm) e sua relagdo com o0s
testes sdo descritos na correlacdo de Pearson.

Tabela 7 - Valores da atividade antioxidante analisados dos extratos da casca de Croton
cajucara coletada em area rural de Porto Grande, Amapda, Brasil. Os valores estdo

expressos em média e desvio padréo.

PMAC DPPH (CEso) Fosfomolibdénio FRAP
Meses pMg/mL % DO
Fevereiro 536.27+ 11.81c 16,99 + 0,612 0,088+ 0,0005b
Marcgo 484.96 + 3.30d 29,48 + 0,33b 0,110 £ 0,0042
Abril 222,19 + 5,012 16,84 + 0,152 0,105 £ 0,00052
Maio 188,09 + 2,69b 20,82 £ 0,43c 0,099 £ 0,003
Junho 207,26 + 5,642 17,55+ 0,172 0,202 £ 0,001c
Julho 205,40 + 4,932 27,04 £ 0,14d 0,160 £ 0,002d
PMEC pug/mL % DO
Agosto 180,27 + 0,73b 29,34 + 0,35b 0,109 £ 0,003?
Setembro 185,43 + 3,78b 26,15 + 0,32d 0,097 £ 0,0012
Outubro 281,37 £4,11e 21,64 £0,43c 0,137 = 0,003e
Novembro 214,71 + 4,422 27,82 £ 0,29d 0,115 £ 0,0042
Dezembro 200,3 £ 3,81b 17,29 + 0,172 0,109 £ 0,0012
Janeiro 357,36+ 10,13f 16,59 + 0,16a 0,058+ 0,0005f
Quercetina 557+0,41 - -
Acido ascorbico - 100 0,521 + 10,25

Esses valores representam a média e desvio padrao, tratados pelo teste ANOVA seguido de tukey (n=3).
Letras mindsculas nas mesmas colunas retratam diferengas significativas. pg/mL (concentracéo); %
(porcentagem de reducao do fosfomolibdénio); DO (densidade Optica ou absorbéncia).
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Para a realizagcdo dos testes de atividade antioxidante (DPPH) foi necessario
aumentar a concentragao (12 a 300 pg/mL) dos preparos hidroalcdlicos de Croton
cajucara, diferentemente, dos extratos de verbnica e anauera. Pois a sacaca demonstrou
resultados bastante elevados para a concentragao efetiva, ultrapassando valores de 1.000
Mg/mL, o que retrata fraca capacidade antioxidante para esta metodologia.

Dessa forma, corroborando com os achados de Port’s et al. (2013), que sugerem
em seu estudo a baixa de compostos com potencial antioxidante ou inespressiva
reatividade dos fitoconstituintes, em pequenas concentragdes.

Ainda que os extratos de C. cajucara apresetem fraca forga antioxidante, em
comparagao com as plantas deste estudo, a literatura descreve muitas outras atividades
bioldgicas de forma promissora e efetiva. Vale ressaltar que A.A. atua em conjunto com
outras propriedades biologicas, ndo necessariamente isolada.

O menor valor da CEsy de C. cajucara foi registrada no més de agosto (180,27 +
0,73 pg/mL), entretanto, nao diferiu significamente dos meses de maio, setembro e
dezembro. O més de fevereiro (536,27 + 11,81 pg/mL) obteve o maior valor de CEs5p e
consequentemente menor atividade antioxidante. Quando comparado os periodos, nao
ocorreu diferenca entre os mesmos (p = 0,074); mas os valores mais baixos se destacam

no periodo menos chuvoso, conforme a Figura 24.

Figura 24 - Variacdo sazonal do valor da CEsy (ug/mL) de Croton cajucara e a
comparagao com chuva (mm).
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Cada valor no gréfico de colunas é a média de trés repetices + desvio padréo e representa a concentracéo
efetiva (CEsp). Letras minUsculas diferentes correspondem a diferengas significativas, pelo teste ANOVA
seguido de Tukey (p< 0,05) entre os valores de CEs,. As colunas brancas representam PMAC e as colunas
pontilhadas representam PMEC. Como controle, foi utilizado o acido ascérbico (CEsy = 16,26 pug/mL). O
grafico de linhas representa a preciptagdo (mm) e sua relacéo com os testes sdo descritos na correlagdo de
Pearson.

Os meses que exibiram os resultados mais relevantes para concentracao efetiva,

foram melhores que extratos de plantas jovens e adultas de C. cajucara, principalmente
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gue os extratos hexanicos e cloroformicos, avaliados também em distintas épocas de

coleta (MACIEL et al., 2009). Estes resultados corroboram com o que foi evidenciado

nesta pesquisa, mostrando que o efeito sazonal afeta a atividade antioxidante de

sequestro de DPPH para as folhas de sacaca.

Nenhuma das diferentes concentracfes de C. cajucara foi capaz de consumir o

radical mais do que o controle utilizado. Mas foi evidente a moderada e forte atuacdo dos
extratos em 200 e 300 p/mL (Tabela 8).

Tabela 8 — Avaliacdo sazonal da atividade antioxidante pelo método de sequestro do
radical DPPH, das diferentes concentracdes dos extratos de Croton cajucara, ao longo
dos meses de coleta.

pg/mL  controle fev./2018 mar./2018 abr./2018 mai./2018 jun./2018 jul./2018
12 26,86+0,28 17.43+0.62 16.13+0.31 15,48+0,10 21,29+1,56 20,30+0,54 19,41+0,92
50 68,4+0,43 19.17+0.62 18.62+0.75 20,67+0,82 28,37+0,71 24,24+0,75 27,01+2,02
100 79,63+0,07 19.75+0.23 20.30+0.54 22,66+2,63 41,67+1,52 28,60+0,34 34,63+3,21
200 90,09+0,21 23.34+1.03 29.67+0.58 50,56+1,52 60,40+0,57 58,16+1,24 53,31+0,65
300 92,97+0,07 24.40+0.20 36.64+0.31 62,42+0,86 60,85+1,02 60,70+1,15 62,20+1,50
pg/mL  controle ago./2018 set./2018 out./2018 nov./2018 dez./2018 jan./2019
12 26,86+0,28 19,65+0,76 20,23+0,62 17,13+0,10 18,55+0,44 16,20+0,54 16,88+0,51
50 68,4+0,43 27,78+0,59 27,44+0,60 21,84+0,31 24,40+0,31 23,27+0,53 20,10+0,35
100 79,63+0,07 43+0,31 39,96+2,07 28,16+3,07 35,61+0,65 31,58+0,54 26,12+0,22
200 90,09+0,21 61,84+0,37 57,5+0,71 41,29+1,13 48,92+0,46 52,61+0,72 37,48+0,25
300 92,97+0,07 62,49+0,31 65,12+0,27 52,23+0,51 62,76+0,94 66,91+1,23 43,28+0,78

Cada valor € a média de trés repeticdes + desvio padrdo e equivale a % de Sequestro de Radical Livre (%
SRL). Acido ascorbico foi utilizado como controle positivo, nas mesmas condi¢gdes que 0s extratos.

Foi explicito a diferenca entre os extratos dos meses de fevereiro e agosto (Figura

25) na limpeza dos radicais, salientando de diferente forma a performance dos preparos

hidroalcdlicos,

no entanto,

nao foram melhores que o0s controle em qualquer
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concentracdo. Na menor concentracdo (12 pg/mL), os extratos apresentaram o mesmo

potencial de consumo.

Figura 25 -Porcentagem de sequestro de radical livre pelos meses que apresentaram
maior e menor consumo do radical DPPH em comparacdo de Croton cajucara. Cada
ponto no grafico representa a média de trés repeticdes + desvio padrao.
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A andlise das médias do poder redutor do ferro (Figura 26) indicam que o0 més de
janeiro apresenta seu menor valor, enquanto que o més de junho registra o melhor
resultado para esta atividade antioxidante. A comparacao entre pmac e pmec revelou que
h& diferenca entre os periodos (p = 0,049), com predominancia do primeiro semestre

entre os meses de junho e julho.

Figura 26 — Variacdo sazonal do poder redutor do ferro por Croton cajucara em resposta
as chuvas (mm).
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas, pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre as
densidades Opticas. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC.
Os extratos foram padronizados em uma Unica concentracdo (2.000 pg/mL); Acido ascérbico foi ultilizado
como padrdo (0,521 nm). O grafico de linhas representa a preciptacdo (mm) e sua relacdo com os testes
séo descritos na correlagdo de Pearson.
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Ao reagir com proteinas, lipideos e outras moléculas, os radicais hidroxilas podem
desencadear a peroxidacédo lipidica. Neste contexto, a quelacdo e a reducdo destes ions
metdlicos podem reduzir sua acdo afim de diminuir a producéo de radicais e equilibrar o
estresse oxidativo (Lobo et al., 2010).

Metais de transicdo como o ferro, sdo atomos de relevante importancia para o
organismo humano, mas dependendo do seu estado oxidativo podem proporcionar danos
as células e impulsionar patologias ao organismo; ao estabelecerem estresse oxidativo
devido as reacdes com peroxido de hidrogénio e outras substancias, produzindo radicais
como a hidroxila, considerado um dos mais reativos e perigosos (Mahomoodally et al.
2019).

Os meses de fevereiro, abril (16,84 + 0,15 %), junho, dezembro e janeiro
apresentaram as menores porcentagens de redugcdo do complexo fosfomolibdénio, sem
apresentar diferenca. Os maiores resultados foram registrados nos meses de margo
(29,48 + 0,33 %) e agosto, sem diferenca estatistica entre ambos. De acordo com o0s
resultados ndo ha uniformidade entre os aumentos e redu¢cdes dos valores durante a
temporada analisada, sem diferenca entre os periodos (p = 0,334), como observado na
Fgura 27.

Figura 27 — Variacdo sazonal da porcentagem de reducédo do complexo fosfomolibdénio
correlacionado com a preciptacédo (mm) para Croton cajucara.
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas, pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre as
porcentagens. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC. Acido
ascorbico foi utilizado como padréo e representa 100% de atividade antioxidante total (AAT%). O grafico de
linhas representa a preciptagdo (mm) e sua relacdo com os testes séo descritos na correlagdo de Pearson.
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Tabela 9 — Coeficientes da correlacdo de Pearson de todo o periodo avaliado para Croton
cajucara.

Fenois Flavonoides DPPH FRAP Fosfomol. Preciptagéo

Fenois 1

Flavonoides 0.89* 1

DPPH 0.65* 0.72* 1

FRAP 0.75* 0.75* 0.34* 1

Fosfomol. 0.22 0.21 -0.13 0.10 1
Preciptacdo -0.21 -0.05 -0.03 -0.39 -0.39* 1

*Valores com p < 0.05.

A chuva correlacionou-se moderadamente com FRAP e Fosfomolibdénio
(significativamente), inversamente, ou seja, 0 aumento de um resulta na diminuicdo do
outro. Enquanto que a preciptacdo ndo apresentou relacdes siginificativas com os demais
testes utilizados.

Quando analisados fenois e flavonoides, estes se correlacionaram de modo forte e
positivo, indicando que possivelmente a maioria dos compostos fendlicos dos extratos de
sacaca se tratam de flavonoides. Além de sua correlacao forte e siginificativa com DPPH

e FRAP, tanto dos fenois quanto flavonoides.

4.2.2 Dalbergia monetaria L.f.

Ja foram isolados e descritos na literatura diversos constituintes quimicos do
metabolismo secundéario do género Dalbergia, tais como, isoflavondides glicosideos,
agliconas, quinonas, neoflavondides, esteroides, furanos, entre outros. A parte mais
utilizada das amostras vegetais sdo as cascas do caule, enquanto que 0S compostos
guimicos mais descritos foram compostos fenolicos (SAHA et al., 2013).

Estes dados forneceram embasamento teorico para a escolha do 6rgédo da planta a
ser estudado, bem como os compostos estudados; além dos dados etnofarmacolégicos
para a espécie e o género, bem como o emprego de tinturas pelo Instituto de Pesquisas
Cientificas do Amapa, que sdo comercializados através da farmacia, o que inspira e

direciona mais pesquisas sobre Dalbergia monetaria.
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Tabela 10 — Valores dos compostos fendlicos analisados dos extratos da casca de
Dalbergia monetaria coletada em area rural de Porto Grande, Amapa, Brasil. Os valores
estdo expressos em média e desvio padrao.

Meses Fenois Meses Flavonoides
PMAC mg/g PMAC mg/g
Fevereiro 66,37 £ 0,362 Fevereiro 33,84+ 0,33d
Marco 73,77 £ 0,26b Margo 38,85+ 0,832
Abril 82,53 £ 0,57c Abril 46,44+ 0,45e
Maio 45,87+ 0,78d Maio 38,26 £ 0,332
Junho 82,37 £ 0,60c Junho 58,56+ 0,72f
Julho 73,60 £0,47b Julho 43,18 £ 0,22b
Meses Fenois Meses Flavonoides
PMEC mg/g PMEC mg/g
Agosto 66,77 £ 0,722 Agosto 31,49 + 0,569
Setembro 87,27 £ 1,56e Setembro 43,25 £ 0,70b
Outubro 75,50 +1,27b Outubro 24,83 + 0,29c
Novembro 75,13 £ 0,57b Novembro 23,65 + 0,38c
Dezembro 72,73 £0,72b Dezembro 22,96 £ 0,22c
Janeiro 59,60 * 0,25f Janeiro 22,52 + 0,44c

Esses valores representam a média e desvio padrao, tratados pelo teste ANOVA seguido de tukey (n=3).
Letras mindsculas nas mesmas colunas retratam diferencas significativas. mm (milimetros); mg/g (miligrama
de &cido galico/rutina equivalente a g de extrato), para fenois e flavonoides, respetivamente.

Processo extrativo com Dalbergia sissoo identificou a presenca de muitos polifenois
e flavonoides, além de confirmar a generosa capacidade antioxidante dos extratos
hidroetandlicos, onde sua poténcia antioxidante foi bem préxima da vitamina C, porém
inferior (DENG et al., 2018). Corroborando os resultados desta dissertacdo, para D.
monetaria.

A partir dos resultados da quantificacdo de fenois totais € possivel identificar que o
més de setembro (87,27 £ 1,56 mg/g) tem a maior taxa de polifenois, antecedida por
algumas oscilagcbes e seguida de declinio. JA& o més de maio (45,87 = 0,78 mg/qg)
demonstrou o menor valor destas substéncias, seguidas e precedidas por taxas
consideravelmente altas.

Vale ressaltar que a diferenca entre os meses de maior e menor valor é quase o
dobro. E ndo ocorreu diferenca estatistica significativa entre os periodos (p = 0,573).
Apartir dos resultados do més de maio, nota-se uma sutil constancia das concentragdes

de fenois para Dalbergia monetaria ao longo do ano estudado.
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Figura 28 — Variagdo sazonal dos teores de fenois totais de Dalbergia monetaria em
resposta as chuvas (mm).
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeti¢cdes + desvio padrdo e representa a taxa de fenois
totais. Letras minusculas diferentes correspondem a diferencas significativas, pelo teste ANOVA seguido de
Tukey (p<0,05) entre as concentragdes. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas
representam PMEC. O grafico de linhas representa a preciptagdo (mm) e sua relagdo com os testes sédo
descritos na correl¢édo de Pearson.

O més de junho (58,56 + 0,72 mg/g) apresenta a maior taxa de flavonoides,
seguida de declinio e estagnacao dos resultados entre os meses de outubro a janeiro
(22,52 + 0,44 mg/g), que apresentaram as menores taxas sem diferengas significativas.
Quando comparado por periodo, ocorreu relevante diferenca (p = 0,0001), onde o pmac

se destacou (Figura 29).

Figura 29 — Variacdo sazonal dos teores de flavonoides totais de Dalbergia monetaria em
resposta as chuvas (mm).
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeti¢cdes + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas, pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre as
concentracdes. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC. O
grafico de linhas representa a preciptacdo e sua relacdo com os testes sdo descritos na correlacdo de
Pearson.
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Uma ampla diversidade de classes de flavonoides (isoflavonoides) foram isoladas
da casca de Dalbergia parviflora, tendo sido avaliada sua atividade antioxidante e
demonstrado que dependendo da estrutura e conformagéao (posicao) de grupos funcionais
como hidroxilas nestes compostos fendlicos, estes podem diminuir ou aumentar a
capacidade antioxidante para diferentes metodologias; pois sua forma quimica influencia
sua solubilidade e intervém nos resultados dos métodos (PROMDEN et al., 2014). Visto
qgue ocorreram oscilagdes na composicdo quimica de flavonoides ao longo do ano, esta
pode ser uma justificativa para a influéncia ou correlagdo com as atividades antioxidantes

in vitro propostas neste estudo.

Tabela 11 - Valores da atividade antioxidante analisados dos extratos da casca de
Dalbergia monetaria coletada em area rural de Porto Grande, Amapa, Brasil. Os valores
estdo expressos em média e desvio padrao.

PMAC DPPH (CEsy) Fosfomolibdénio Frap

Meses pg/mL % DO
Fevereiro 50,89 + 0,872 51,8 + 1,422 0,070 + 0,0012
Margo 4153+1,85° 57,01+ 1,082 0,066 = 0,0012
Abril 49,06 + 1,172 41,29 + 3,49° 0,075 + 0,00052
Maio 60,37+ 1,70° 48,59 + 2,782 0,090 + 0,001°
Junho 64,92 +1,06° 47,92+ 2,772 0,071 + 0,0005%
Julho 57,90+ 0,78° 53,85 + 3,362 0,073 + 0,0012

PMEC pg/mL % DO
Agosto 6572+ 0,030 59,33+ 2,922 0,070 + 0,0012
Setembro 58,80 + 0,44° 66,36 + 2,34 0,076 + 0,0012
Outubro 42,00+ 144> 7525+ 0,20° 0,104 + 0,002°
Novembro 61,58 + 0,67° 76,87 + 3,10' 0,079 + 0,001
Dezembro 69,61+212% 67,50+ 1,81 0,071 + 0,0022
Janeiro 67,77+0,64° 57,05+ 0,68 0,085 + 0,003°

Quercetina 5,57 +0,41 - -
Acido ascérbico . 100 0,521 + 10,25

Esses valores representam a média e desvio padrdo, tratados pelo teste ANOVA seguido de tukey (n=3).
Letras minUsculas nas mesmas colunas retratam diferencas significativas. pg/mL (concentracédo); %
(porcentagem de reducéo do fosfomolibdénio); DO (densidade Optica ou absorbancia).

As plantas podem manter constante seus conteudos de compostos quimicos,
resultado em estagnacdo ou manutencdo de taxas constantes (sem alteragcbes ou leves
mudangas) dos metabdlitos secundarios. E a depender de quais metabdlitos estédo

envolvidos nas atividades biologicas, estas podem também apresentar-se de modo
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constante, ou com poucas variagbes ao longo do ano ou das temporadas. A seguir
observa-se o perfil sazonal da CEsyde D. monetaria.

Para a andlise sazonal da concentracdo efetiva, D. monetaria mostrou que 0s
meses de marco e outubro (41,53 £ 1,85; 42,09 = 1,44; respectivamente), apresentaram
os melhores resultados (Figura 30), enquanto que dezembro e janeiro (69,61 + 2,12;
67,77 + 0,64; respectivamente), mostraram altos valores de CEsp, 0 que significa menor
capacidade antioxidante nestes meses. De modo comparativo ocorreu diferenca (p=

0,026) entre os periodos.

Figura 30 — Variacdo sazonal do valor da CEsy (ug/mL) de Dalbergia monetaria e a
comparagao com a chuva (mm).
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Cada valor no gréfico de colunas é a média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes
correspondem a diferengas significativas, pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre os valores de
CEso. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC. Como controle
foi utilizado a quercetina (CEg= 5,57 pg/mL). O grafico de linhas representa a preciptacdo e sua relacéo
com os testes sdo descritos na correlacdo de Pearson.

Em outro estudo, extratos hidroalcolicos de D. monetaria exibiram os melhores
resultados de CEso em comparacdo com outras plantas da regido amazonica (MARTINS
et al., 2016). Evidenciando a importancia do estudo sazonal, para identificar o melhor més
ou periodo de coleta em que a planta exiba seu melhor perfil farmacoldgico.

A Tabela 12 mostra a atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de
Verbnica, testados em diferentes concentragdes ao longo do periodo de um ano. Todas
as amostras apresentaram forte capacidade de consumir o radical DPPH, principalmente
na concentracdo de 100 pg/mL; ao comparar todos os periodos avaliados pode-se
perceber que nenhum més apresentou melhor CEsg (Figura 26) que o controle utilizado,
mas é importante notar que em algumas concentracdes e em determinados meses 0s
extratos apresentaram maior poder de sequestro do radical que o controle, como
observado nos meses de fevereiro a maio e setembro a novembro a 100 pg/mL. Em outro

estudo foi verificado maior poder de consumo do radical pelos extratos em baixas
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concentracbes em comparacdo com o padrdo utilizado, entretanto, nenhum resultado

apresentou melhores valores de CEsg, quando comparado com controle (FALCAO et al.,

2006).

Tabela 12 — Avaliacdo sazonal da atividade antioxidante pelo método de sequestro do
radical DPPH, das diferentes concentracdes dos extratos de Dalbergia monetaria, ao
longo dos meses de coleta.

ug/mL  Controle fev./2018 mar./2018 abr./2018 mai./2018 jun./2018 jul./2018
12 39.21+0.79 23,82+1,12 30,66+0,51 27,06+0,41 26,97+2,11 22,84+0,14 23,48+0,76
25 64.78+0.68 32,23+0,75 37,25%+1,03 34,21+0,56 30,29+0,42 30,28+0,40 29,63%1,00
50 65.46+0.21 51,27+1,28 62,49+3,60 52,55+2 46,28+1,09 46,11+1,66 52,78+0,51
75 66.04+0.10 71,61+2,32 72,57+2,81 70,76+1,28 60,33+0,39 59,38+0,79 65,56+0,46
100 66.82+0.21 78,80+0,68 80,74+0,32 78,42+1,12 68,64+1,28 63,45+1,13 65,77+0,65
ug/mL  Controle ago./2018 set./2018 out./2018 nov./2018 dez./2018 jan./2019
12 39.21+0.79 23,51+1,13 230,15 28,85+0,38 23,68+1,49 20,81+0,36 27,93+0,21
25 64.78+0.68 30,59+0,60 32,19+2,31 37,87+0,62 26,52+0,62 28,44+0,15 39,07+0,27
50 65.46%+0.21 43,48+0,54 51,07+0,74 68,20%+1,04 50,35%1,44 43,48+0,35 47,89+0,10
75 66.04+0.10 57,36%1,74 62,42+0,31 71,31+1,95 58,76+0,53 56,67+3,29 56,10+0,31
100 66.82+0.21 64,75+0,96 67,10+0,56 71,92+0,65 67,99+0,10 63,82+0,33 56,92+0,10

Cada valor é a média de trés repeticbes + desvio padrdo e equivale a % de Sequestro de Radical Livre (%
SRL). Quercetina foi utilizada como controle, nas mesmas condi¢cfes dos extratos.

Figura 31 -Porcentagem de sequestro de radical livre pelos meses que apresentaram
maior e menor consumo do DPPH em comparacédo de Dalbergia monetaria. Cada ponto
no grafico representa a média de trés repeticdes + desvio padréo.
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Extratos aquosos de D. monetaria ndo apresentam toxicidade na mucosa gastrica
de camundongos e citotoxicidade em fibroblastos da linhagem V79 de pulméo de hamster
chinés, além da capacidade de induzir a producdo de prostaglandinas, que sao
sinalizadores quimicos, na mucosa estomacal, proporcionando protecdo ao estbmago e
atuando como substancia protetora (COTA et al., 1999). E aliado a baixa toxicidade dos
extratos de verdnica, em modelo de A. salina conforme estudo de Melo et al. (2016), esta
planta pode servir como candidata na utilizagdo para fins alimenticios como corantes ou
preservantes naturais; pois em detrimento do melhor més de coleta, estes preparos
podem ser utilizados na industria alimenticia, devido também a toxicidade baixa do
solvente utilizado e custo reduzido na obtengdo dos mesmos (GOMEZ-PLAZA et al.,
2006). Aléem da excelente A.A. constatada.

Entdo, ao comparar as trés espécies estudadas, € possivel notar que D. monetaria
apresentou os maiores contetdos de fenois e flavondides totais, no entanto, as taxas de
fenois foram bem mais elevadas que as demais, quando comparado com os flavonoides,
0 que possibilita uma investigagdo mais acurada destas substancias, em pesquisas
alimentares, como conservantes. Pois as industrias seguem, atualmente (século XXI),
uma tendéncia em recrutar produtos naturais (com baixa toxidez) em substituicdo aos
sintéticos, para a preservacao de alimentos, que retratam pouco tempo de prateleira,
resultando em menor disponibilidade ao mercado consumidor (GALANAKIS, 2018).

Neste contexto a oxidagdo lipidica é uma das principais causas de perdas
nutricionais dos alimentos, principalmente carnes e produtos oriundos dos pescados; e
com o proposito sazonal de identificar um més ou periodo adequado de coleta, para
facilitar a extracdo de compostos fendlicos que visem a conservacdo de alimentos
(GALANAKIS, 2018), Dalbergia monetaria € uma forte proponente para testes
nutricionais, envolvendo alimentos propensos a ranco oxidativo, deterioragcdo e
descoloracédo, por exibirem altos teores de fenois totais, principalmente no periodo menos
chuvoso, entre setembro e dezembro. Esses compostos fendlicos, com excessao dos
flavonoides, atuam como antioxidantes primarios, impedindo ou retardando a iniciacao de
processos oxidativos.

Outra alternativa viavel e bastante promissora, seria a incorparacao destes extratos
em sistemas nanoencapsulados (nanofitotecnologia), com o intuito de maximizar o
potencial antioxidante deste produto natural. Estudo com nanoemulssdo de extratos de
Curcuma longa, mostraram forte atividade antioxidante e boa capacidade de conservacgao
de filé de peixe, prologando a vida utii do mesmo e agregando valor ao produto
(FOUJDAR et al., 2018).
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A andlise do poder redutor do ferro mostrou pouca variabilidade durante o ano,
tendo o més de outubro (0,104 = 0,002 DO) a maior absorbancia, contra margo (0,066 *
0,001 DO). Os meses de fevereiro, marco, abril, junho, julho, agosto, setembro, novembro
e dezembro, ndo diferiram significativamente (Figura 32). Sem diferenca entre as

estacoes (p = 0,06).

Figura 32 — Variacdo sazonal do poder redutor do ferro por Dalbergia monetaria em
resposta as chuvas (mm).
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeticdes + desvio padrao. Letras minusculas diferentes
correspondem a diferencas significativas, pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre as
densidades opticas. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC.
Os extratos foram padronizados em uma Unica concentracdo (2.000 pg/mL); Acido ascérbico foi ultilizado
como padrdo (0,521 nm). O grafico de linhas representa a preciptacdo (mm) e sua relagdo com os testes
séo descritos na correlacdo de Pearson.

Quanto ao ensaio do poder redutor do ferro, extratos alcélicos de Dalbergia
odorifera apresentaram resultados fracos, quando comparado com outros extratos de
plantas medicinais (GAN et al.,, 2010). Os resultados para o0 FRAP em D. monetaria
revelaram baixo poder redutor do ferro ao longo dos meses durante todo o periodo
avaliado. Mesmo sendo resultados pouco promissores para esta metodologia (Poder
Redutor do Ferro), vale lembrar que esta espécie apresentou excelentes resultados para
sequestro de radical e reducdo de complexo fosfomolibdénio, além da elevada taxa de
fenois totais, principalmente quando comparado com Sacaca e Anauera.

Desse modo, a continuidade de estudos sazonais e com outras atividades
biolégicas utilizando D. monetaria € muito importante para o descobrimento e producédo de
novos produtos naturais, que favorecam para a populacdo manutencédo da salude assim
como qualidade de vida. Sendo importante também conservar e preservar o vegetal em
guestao.

Para a capacidade de reducdo do fosfomolibdénio (Figura 33), os meses de

outubro e novembro (76,87 = 3,10 %) exibiram os valores mais elevados, precedidos de
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aumento e seguidos de diminuicdo para este teste. Enquanto que o més de abril (41,29 £
3,49 %) mostrou a menor taxa, seguido de leve aumento. Com diferenca estatistica entre
as estacodes (p = 0,0001).

Figura 33 — Variacdo sazonal da porcentagem de reducéo do complexo fosfomolibdénio
correlacionado com a preciptacdo (mm) de Dalbergia monetaria.
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas, pelo teste de ANOVA seguido de Tukey (p<0,05)entre as
porcentagens. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC. Acido
ascorbico foi utilizado como padrédo e representa 100% de atividade antioxidante total (AAT%). O grafico de
linhas representa a preciptacdo (mm) e sua relacdo com os testes sdo descritos na correlacdo de Pearson.

Contudo, trabalhos mostram que fragdes apolares apresentam melhores resultados
do que extrativos polares (MERINO et al., 2015). Diferente da maioria dos resultados
desta pesquisa que apresentaram bons resultados para extratos de D. monetaria,
conforme Figura 33. Quando comparado com os extratos brutos etandlicos da casca do
caule de Dalbergia brasiliensis, D. monetaria demonstrou melhores resultados em todo o
periodo avaliado, inclusive contra as fragbes de D. brasiliensis (DALARMI et al., 2017).
Mostrando que o periodo seco ou menos chuvoso é um bom tempo de colheita quando se
objetiva atividade antioxidante de reducéo de complexos.

Ao analisar a correlcdo de Pearson da variavel ambiental com as metodologias
empregadas com D. monetaria, pode-se perceber que fenois totais se correlacionaram de
maneira positiva com flavonoides, DPPH e Fosfomolibdénio; e de modo negativo com
FRAP e a preciptacacdo, todos de fraco a moderado. Ja os flavonoides totais
apresentaram correlacdo positiva com DPPH e preciptacdo, fraco e moderado,
respectivamente; e relacdo negativa com FRAP e Fosfomolibdénio, entretanto, de
maneira moderada e forte. O resultado que mais representou a relagdo com a chuva foi o

Fosfomolibdénio, porém, inversamente, conforme apresentado na Tabela 13.
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Tabela 13 - Coeficientes da correlacdo de Pearson de todo o periodo avaliado para
Dalbergia monetaria.

Fenois Flavonoides DPPH FRAP Fosfomol. Preciptacdo

Fenois 1

Flavonoides 0.38* 1

DPPH 0.22 0.12 1

FRAP -0.30  -0.37* 0.20 1

Fosfomol. 0.18 -0.66* 0.03 033 1
Preciptacdo -0.17  0.37* -0.15 -0.05 -0.65* 1

*Valores com p < 0.05.

4.2.3 Licania macrophylla Benth

Tabela 14 — Valores dos compostos fendlicos analisados dos extratos da casca de
Licania macrophylla coletada em éarea rural de Porto Grande, Amapa, Brasil. Os valores
estdo expressos em média e desvio padréo.

Meses Fenois Meses Flavonoides
PMAC mg/g PMAC mg/g
Fevereiro 49,4 + 0,562 Fevereiro 19,84 + 0,562
Marcgo 52,27 £ 0,43b Marcgo 19,26 £+ 0,442
Abril 60,40+ 0,30c Abril 22,33+ 0,73b
Maio 47,57 + 0,502 Maio 19,33+ 0,482
Junho 70,23+ 0,21d Junho 12,52 +0,47c
Julho 49,50 + 0,052 Julho 24,06 £ 0,39b
Meses Fenois Meses Flavonoides
PMEC mg/g PMEC mg/g
Agosto 49,57 £ 0,172 Agosto 18,41 + 0,562
Setembro 55,77 + 0,88b Setembro 26,62 + 0,24d
Outubro 53,93 + 0,51b Outubro 26,68 + 1,87f

Novembro 47,90 + 1,802 Novembro 11,86 + 1,06¢c
Dezembro 47,70 £ 0,202 Dezembro 11,64 + 0,57c

Janeiro 43,23 £ 0,31e Janeiro 14,64 + 0,54c
Esses valores representam a média e desvio padrao, tratados pelo teste ANOVA seguido de tukey (n=3).
Letras minusculas diferentes nas mesmas colunas retratam diferencas significativas. mm (milimetros); mg/g
(miligrama de acido galico/rutina equivalente a g de extrato), para fenois e flavonoides, respetivamente.
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Plantas do mesmo género e familia de L. macrophylla apresentam muitas utilidades
na medicina popular, como tratamento da malaria, epilepsia, diarréia, diabetes, entre
outros, e as principais moléculas isoladas destes vegetais sédo flavanoides, o que pode
direcionar pesquisas para averiguacdo de compostos de natureza fendlica e atividades
bioldgicas/farmacologicas relacionadas a estas moléculas, como os antioxidantes (NETO
et al., 2013).

A Figura 34 apresenta o monitoramento anual dos compostos fendlicos totais dos
extratos brutos de Licania macrophylla, mostrando que o més de junho apresentou a
maior taxa de polifenois (70,23 £ 0,21mg/g) e 0 més de janeiro a menor (43,23 +
0,31mg/g). Analisando de modo geral entre periodo mais e menos chuvoso, houve
diferenca estatistica entre os periodos (p =0,024). Pmac apresentou maiores médias de
compostos fendlicos, talvez por influéncia do acumulo das chuvas nessa época do ano

(1945 mm).

Figura 34 — Variacdo sazonal dos teores de fenois totais de Licania macrophylla em
resposta as chuvas (mm).
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Cada valor no gréfico de colunas é a média de trés repeti¢cdes + desvio padrdo e representa a taxa de fenois
totais. Letras mindsculas diferentes correspondem a diferencgas significativas, pelo teste ANOVA seguido de
Tukey (p<0,05) entre as concentra¢des. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas
representam PMEC. O gréfico de linhas representa a preciptagdo (mm) e sua relacdo com os testes sdo
descritos na correlacdo de Pearson.

Os meses de setembro e outubro mostraram os maiores teores de flavonoides
totais de L. macrophylla (26,62+0,24 e 26,68+1,87 mg/g), como mostra a Figura 35,
seguido de consideravel diminuicdo nos valores. Representativamente, os meses de
fevereiro, marco e abril mostram aumento nas taxas deste composto em comparagao ao
final do pmec, que apresentaram as menores taxas, sem diferenca estatistica, juntamente
com o més de junho.JA na comparacdo entre os dois periodos ndo ocorreu diferenca

entre os mesmos (p =0,487). Andlises mais especificas devem ser realizadas para
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investigar e descobrir qual classe de flavonoide pode estar influenciando as flutuacfes de

flavonoides totais.

Figura 35 — Variacdo sazonal dos teores de flavonoides totais de Licania macrophylla em
resposta as chuvas (mm).
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeticdes + desvio padrdo e representa as taxas de
flavonoides. Letras minlsculas diferentes correspondem a diferencas significativas, pelo teste ANOVA
seguido de Tukey (p<0,05) entre as concentracdes. As colunas brancas representam PMAC e as colunas
pontilhadas representam PMEC. O grafico de linhas representa a preciptagdo (mm) e sua relacdo com o0s
testes sdo descritos na correlacdo de Pearson.

Ao analisar as Figuras 34 e 35, ficou evidente que a taxa de fenois totais em L.
macrophylla foi mais constante ao longo do ano do que flavonoides totais, onde estes
ltimos foram mais oscilantes.

Do ponto de vista ecologico os flavonoides sdo responsaveis pela protecdo da
planta contra a radiacdo solar (Simbes et al., 2010), o que pode corroborar com 0s
resultados, pois suas maximas producdes foram nos meses de setembro e outubro (més
gue menos choveu), proporcionando menores indices de umidade no ar e aumento
brando da temperatura.

Ainda sao insuficientes os estudos com plantas da familia Chrysobalanacea, sobre
sua composicao fendlica. No entanto, alguns estudos fitoquimicos mostram a presenca de
flavonoides e taninos na casca do caule de L. macrophylla (extratos hidroetandlicos)
(GOMES et al., 2006).

Ao comparar os extratos de casca de L. macrophylla com preparos hidroalcdlicos
das folhas de L. rigida e tomentosa; L. macrophylla apresentou melhores valores em
todos 0s meses avaliados em relacao a estas espécies do mesmo género, mesmo nos

meses com as menores taxas de flavonoides (MACEDO, 2011).
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A Tabela 15 mostra com detalhe os valores das atividades antioxidantes
empregadas neste estudo para as cascas do caule de Anauera, valendo de consulta e

auxiliando a apreciagéo da Figura 37.

Tabela 15 - Valores da atividade antioxidante analisados dos extratos da casca de Licania
macrophylla coletada em area rural de Porto Grande, Amapa, Brasil. Os valores estao
expressos em média e desvio padrao.

Meses DPPH (CEso) Fosfomolibdénio Frap
PMAC ng/mL % DO
Fevereiro 71,30 + 0,712 23,32 + O,63d 0,041 + 0,00052
Marco 82,05 + 1,28" 54,15 + 2,37° 0,031 + 0,0005"
Abril 65,63 + 0,36OI 40,57 + 2,912 0,042 + 0,0012
Maio 69,46 + 0,592 43,28 + 0,232 0,039 + 0,001
Junho 76,68 + 0,32° 30,82 +0,17° 0,054 + 0,001°
Julho 75,20 + 1,33° 4713 +0.218 0,032 + 0,0005°
PMEC ug/mL % DO
Agosto 68,74 + 1,272 33,02 +0,77° 0,049 + 0,001°
Setembro 78.83+0,27° 43.12 + 2,622 0,031 + 0,003"
Outubro 77.31+0,34° 43.15 + 0.852 0,033 + 0,0005°
Novembro 77.72 +0,33° 64,44 + 3,36 0,045 + 0,00052
Dezembro 84,56 + 1,04° 39,65 + 1,392 0,035 + 0,0005°
Janeiro 96,02 +1,77° 42,93 + 2,342 0,033 + 0,001"
Quercetina 5,57 +0,41 - -
Acido ascoérbico - 100 0,521 + 10,25

Esses valores representam a média e desvio padrao, tratados pelo teste ANOVA seguido de tukey (n=3).
Letras minUsculas nas mesmas colunas retratam diferencas significativas. pg/mL (concentracédo); %
(porcentagem de reducao do fosfomolibdénio); DO (densidade Optica ou absorbéncia).

Todas as amostras avaliadas foram capazes de consumir o DPPH e demonstraram
boa efetividade em consumir 50% do radical. O més de abril foi 0 mais efetivo (65,63 +
0,36 pug/mL), contra o més de janeiro que foi o menos efetivo (96,02 + 1,77 pg/mL), como

mostra a Figura 36. Ocorreu diferenca significativa (p = 0,0056) entre os periodos, tendo o
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pmac demonstrado melhores resultados de CEsg, entre seus meses. Nota-se um sultil

aumento da CEszg no final do pmac até o fim do pmec.

Figura 36 — Variagcdo sazonal do valor da CEsy (ug/mL) de Licania macrophylla e a

comparagao com a chuva (mm).
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeticdes + desvio padrao. Letras minusculas diferentes
correspondem a diferencas significativas, pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre os valores de
CEso. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC. Como controle
foi utilizado a quercetina (CEsq= 5,57 pg/mL). O gréafico de linhas representa a preciptagdo (mm) e sua
relacdo com os testes sé@o descritos na correlagédo de Pearson.

Ao contrastar o potencial antioxidante das sementes de L. tomentosa e rigida com
L. macrophylla, esta foi bem superior no sequestro de DPPH; as sementes foram
coletadas em dezembro de 2007 e janeiro de 2008 e macerados com etanol absoluto
(FARIAS et al., 2013).

Os radicais livres e outros agentes oxidantes estdo intimamente relacionados a
doencas cardiovasculares, catarata, diabetes (melitos, tipo 1) e muitas formas de cancer
(SOUSA et al., 2007). Nesse sentido, o cha da anauerd, que apresenta varias utilidades,
pode ainda complementar o sistema de defesa antioxidante (exégeno), através da dieta,
no sentido de prevencao. Além de possibilitar a reducéo do desenvolvimento de doencas
cronicas (PEREIRA, CARDOSO, 2012). No entanto, mais pesquisas devem ser realizadas
para assegurar o uso de produtos naturais.

A Tabela 16 detalha a A.A. dos prepraros hidroalcdlicos de L. macrophylla,
avaliados em vérias concentragcdes ao longo de um ano. A maioria dos fitocomplexos
exibiram de moderada a forte capacidade de sequestrar o DPPH, principalmente na
concentracdo de 100 pug/mL; ao comparar todas as amostras avaliadas pode-se perceber
gue nenhum més apresentou melhor CEsq (Figura 37) que o controle, porém é valido
notar que o més de abril mostrou maior efetividade que o padrdo quercetina (Figura 38)

em sequestrar o radical a 100 pug/mL.
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Tabela 16 — Avaliacdo sazonal da atividade antioxidante pelo método de sequestro do
radical DPPH, das diferentes concentracbes dos extratos de Licania macrophylla, ao
longo dos meses de coleta.

pg/mL controle fev./2018 mar./2018 abr./2018 mai./2018 jun./2018  jul./2018
12 39.21+0.79 231,26 18,73+0,59 17,77+0,31 18,08 +0,70 15,58+0,72 20,06+0,78
25 64.78+0.68 28,47+0,48 22,86+0,36 26,14+1,35 26,86 +0,35 23,44+0,47 29,80+2,60
50 65.46+0.21 45,15+0,56 35,96+0,92 43,27+1,54 42,59 +0,92 36,40+1,26 37,32%1,26
75  66.04+0.10 50,73+0,92 47,89+0,31 55,58+1,34 53,05+0,05 46,9+0,82 52,50+0,61
100 66.82+0.21 62,76+0,54 58,45+0,89 70,52+0,21 65,63+0,89 64,71+0,27 60,74+0,32

pg/mL  controle ago./l2018  set./2018 out./2018 nov./2018 dez./2018 jan./2019
12 39.21+0.79 23,78+1,14 21,80+1,05 22,49+1,32 16,30+ 0,57 20,06+0,50 18,83+0,35
25 64.78+0.68 29,22+0,17 24,98+0,97 28,64 +0,59 24,13 +0,42 25,05+0,30 25,84+0,54
50 65.46%0.21 44,30+1,13 27,38+0,99 40,68+0,42 40,16 +1,09 37,05+0,82 35,28+0,41
75  66.04+0.10 50,97+1,03 51,54+0,78 50,52+0,42 51,72+0,36 44,57+2,63 43,10+0,36
100 66.82+0.21 65,63+1,57 62,62+0,31 58,62+0,33 58,45+0,47 57,74+1,20 51,21+0,51

Cada valor é a média de trés repeticbes + desvio padrao e equivale a % de Sequestro de Radical Livre (%

SRL). Quercetina foi utilizada como controle, nas mesmas condi¢des dos extratos.

Figura 37 -Porcentagem de sequestro de radical livre pelos meses que apresentaram
maior e menor consumo do DPPH em comparacao de Licania macrophylla. Cada ponto
no grafico representa a média de trés repeti¢cdes + desvio padréo.
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Quando confrontados com extratos das folhas tanto de L. rigida quanto de L.
tomentosa, nenhuma destas plantas foram capazes de consumir mais radicais DPPH do
gue L. macrophylla, mesmo estando solubilizado a 120 pg/mL suas amostras (MACEDO,
2011). Evidenciando elevado poder antioxidante para L. macrophylla.

Licania macrophylla apresentou bons resultados (valores significativos de CEsg
para a metodologia de limpeza de radicais livres, principalmente nos meses de fevereiro,
abril e maio (periodo mais chuvoso), testemunhando que esta época do ano pode ser um
bom periodo para sua coleta em detrimento desta técnica. Resultados do mesmo método
empregado, para espécies do mesmo género de Licania, corroboram para o seu potencial
antioxidante (Pessoa et al., 2016), agregando valor para suas atribuicdes
biofarmacologicas.

Para o teste de poder de reducdo do ferro o més de junho apresentou o maior
resultado (0,054+0,001 DO), e ao longo do ano foram predominantes as flutuacoes e nao

ocorreram diferencas entre os periodos avaliados (p = 0,396), como mostra a Figura 38.

Figura 38 — Variacdo sazonal do poder redutor do ferro por Licania macrophylla em
resposta as chuvas (mm).
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Cada valor no gréfico de colunas é a média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes
correspondem a diferengas significativas, pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre as
densidades opticas. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC.
Os extratos foram padronizados em uma Unica concentracdo (2.000 pg/mL); Acido ascérbico foi ultilizado
como padrédo (0,521 nm). O grafico de linhas representa a preciptagdo (mm) e sua relagdo com os testes
séo descritos na correlagéo de Pearson.

Ao investigar a porcentagem de reducdo do complexo fosfomolibdénio, foi possivel
identificar o més de novembro (64,44 + 3,36 %) com o maior poder de redugcédo do
complexo e inversamente o més de fevereiro (23,32 + 0,63 %) apresentando 0 menor
valor para este teste, conforme a Figura 39. Nota-se uma clara oscilacdo durante todo o

ano investigado, mas nao ha diferencga signficativa entre os periodos (p = 0,224).
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Figura 39 — Variacdo sazonal da porcentagem de redugcédo do complexo fosfomolibdénio
correlacionado com a preciptacédo (mm) de Licania macrophylla.
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Cada valor no grafico de colunas é a média de trés repeti¢cdes + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas, pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p<0,05) entre as
porcentagens. As colunas brancas representam PMAC e as colunas pontilhadas representam PMEC. Acido
ascorbico foi utilizado como padréo e representa 100% de atividade antioxidante total (AAT%). O grafico de
linhas representa a preciptacdo (mm) e sua relacdo com os testes sdo descritos na correlacdo de Pearson.

A Tabela 17 apresenta os coeficientes de Pearson entre a preciptacdo e 0s
métodos utilizados nesta pesquisa, mostrando que ha correlacdo positiva significativa
entre preciptacdo e o teste de sequestro de DPPH, os fenois também apresentaram
relacdo positiva com a chuva, no entanto, ambos apresentaram correlagédo fraca. Os
fenois totais mostram correlagéo positiva significativa com o sequiestro de DPPH e FRAP,
ao contrario dos flavonoides que apresentaram relagdo inversa com estes; corroborando
com a fraca ou inexistente correlagao de fenois e flavonoides ao longo do ano. Sequestro
de DPPH correlacionou-se com FRAP e Fosmolibdénio, porém de modo inverso; estes

resultados corroboram com as diferencas e semelhancas intrinsecas entre os métodos.

Tabela 17 — Coeficientes da correlacdo de pearson de todo o periodo avaliado para
Licania macrophylla.

Fenois Flavonoides DPPH FRAP Fosfomol. Preciptagéo

Fenois 1

Flavonoides 0,09 1

DPPH 0,34* -0,35* 1

FRAP 0,50* -0,48* 0,46* 1

Fosfomol. -0,28 -0,05 -0,26  -0,35* 1
Preciptacdo 0,20 0,01 0,36* 0,07 0,03 1

*Valores com p < 0.05.
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4.3 ABORDAGENS SAZONAIS

Os flavonoides podem exercer inumeras fungdes, de acordo com a especificidade
de cada classe, por exemplo, isoflavonoides atuam na reposi¢do hormonal por possuirem
atividade estrogénica (DORNAS et al., 2007). Além da funcionalidade de reduzir o LDL e
elevar os niveis de HDL; sem falar a expressiva capacidade antifiUngica e antibacteriana
(DASTIBAR et al., 2004; DORNAS et al., 2007). Por apresentarem acédo antimicrobiana,
os flavonoides produzidos pelas plantas podem proporcionar possiveis ataques a
patdgenos, em determinada época do ano, por questbes inerentes ao ecossistema
amazonico e fatores climaticos propicios para a proliferacdo de micro-organismos como
umidade ou outra forma de infeccdo a planta, sugerindo uma explicacdo para a néo
correlacédo forte positiva com A.A., ou com outra variavel ambiental como a chuva e estas
substancias.

A acumulacao de metabdlitos secundarios pode ser influenciada por varios efeitos
ambientais combinados, como ciclo de crescimento, chuva, temperatura, herbivoria,
parasitismo, entre outros; desse modo a influéncia de um fator isolado pode néo
demonstrar ou dificultar a intervencdo deste na composicdo quimica e atividade
antioxidante, com o fator ambiental analisado (YAO et al., 2016). Fortalecendo os valores
encontrados na maioria dos resultados para a correlacdo de Pearson (nas Tabelas 9, 13 e
17).

Quando se objetiva investigar, extrair ou isolar algum fitocomposto, o estudo
sazonal torna-se importante no sentido de potencializar a sintese especifica do metabdlito
ou conjunto destes, principalmente em escala industrial, para viabilizar a sociedade a
producdo de um possivel novo fitoterapico (DALMAGRO et al, 2018).
Concomitantemente, ajudando a preservacgao da biodiversidade em detrimento da escolha
assertiva do periodo de coleta mais apropriado.

Durante esta investigacdo, foi trabalhado com amostras de folhas e cascas de
caule de trés arvores, onde constatou-se que o uso (colheita) das folhas é menos
agressivo ao vegetal do que as cascas, pois ao retirar o0 segundo é possivel causar um
dano muito elevado a planta, ou até mesmo sua perda total, dependendo do objetivo
(quantidade) de quem realiza a coleta; é nesse contexto que esta pesquisa se faz
necessaria, pois a identificacacdo de uma época em que as espécies apresentem seu
maior potencial, seja de composicdo quimica (metabdlitos secundarios) ou atividade
biolégica (perfil antioxidante, por exemplo), estes ajudam a preservacao das espécies

medicinais. O que corrobora com idéias de outros estudos (BOTHA et al., 2018), ao citar a
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relevancia da exploracdo de parte das raizes, cascas e folhas de Euclea undulata, de
modo sazonal.

As atividades antioxidantes de todos os extratos apresentaram variagdo durante a
temporada analisada o que corrobora com outros trabalhos que mostram variacao
sazonal, intercalando meses ou periodos de menor e maior atividade biologica (SIATKA,
KASPAVORA, 2010).

Essas oscilagbes dos resultados podem estar atreladas aos procedimentos
antioxidantes das diferentes técnicas utilizadas ou em detrimento do metabolismo da
planta ao envolver mecanismos distintos durante processos de oxirreducédo. Deste modo,
a quantidade das substancias comprometidas com este evento biol6gico, podem alterar-
se ao longo do ano, mas ndo necessariamente com todos OS oOutros COmMpostos
(BULBOVAS et al.,, 2005; ARAUJO et al., 2015). Nesta perspectiva, a atividade
antioxidante pode ser aumentada ou diminuida, dependendo da época de coleta e
influéncias ambientais, isoladamente ou em conjunto podem ser as responsaveis.

O melhor periodo de coleta pode estar relacionado ao método ultilizado, pois
dependendo da propriedade farmacoldgica de interesse, uma metodologia pode ser mais
apropriada em funcao da outra (BUJOR et al., 2018). Todos os procedimentos realizados
nesta pesquisa visam mensurar a capacidade antioxidante, no entanto, alguns
apresentam particularidades diferentes e consequentemente periodos diferentes de maior
potencialidade, como observado ao longo do trabalho, o que contribuiu para as diferentes
épocas “convenientes” de colheita.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Nesta pesquisa, foi investigado a composicdo quimica de fenois e flavonoides
totais e atividades antioxidantes in vitro por trés métodos distintos de modo sazonal (més
a més no periodo de um ano). Foi descoberto que a partir destes métodos, ocorrem
variagbes durante a temporada analisada, sendo umas mais acentuadas e outras menos.
Demonstrando a relevancia de descobrir um periodo apropriado para coletar estas
amostras vegetais, no sentido de otimizar sua producdo ou sintese de compostos
bioativos.

Verificando a planta Croton cajucara o més de junho foi o periodo em que a planta
apresentou as maiores taxas de compostos fendlicos totais, assim como para flavonoides;
e 0s meses de maio, agosto e setembro foram os periodos em que a planta apresentou
os melhores (mais eficientes) resultados para o método de sequestro de radical DPPH,
junho para FRAP e agosto para a reducéo do complexo Fosfomolibdénio.

Ao analisar a espécie Dalbergia monetaria os melhores meses (ou seja, as maiores
concentracdes) de fenois totais foram os meses de setembro para fenois, junho para
flavonoides, marco e outubro para o sequestro de DPPH, outubro para FRAP e
Fosfomolibdénio.

Enquanto que o vegetal L. macrophylla foram os meses de junho para fenois,
setembro e outubro para flavonoides, abril para o sequestro de DPPH, junho para o FRAP
e novembro para Fosfomolibdénio. A identificacdo destes meses, com bons resultados
(resultados satisfatorios para cada método), a partir das técnicas utilizadas, podem
permitir coletas mais eficientes e sustentaveis destas plantas.

Além disso, este estudo mostra uma analise espectrofotométrica abrangente de
técnicas antixodantes in vitro com extratos das folhas de C. cajucara e casca do caule de
D. monetaria e L. macrophylla. Mostrando que o preparo hidroalcoolico destas plantas
apresentam de moderado a forte potencial antioxidante pelos métodos fosfomolibdénio e
de sequestro de DPPH, respectivamente e fraco poder de reducgao do ferro, ao longo do
ano. O melhor tipo de extracdo em detrimento do melhor periodo de coleta pode ser uma
alternativa para otimimizar o potencial antioxidante dos extratos, agregando valor as estas
espécies, podendo serem utilizadas como antioxidantes naturais, além das atividades

farmacoldgicas que ja exercem.
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As espécies que ndo apresentaram forte correlcdo positiva da atividade
antioxidante com os compostos analisados (fenois totais e flavonoides totais), sugerem a
investigacdo de outros metabdlitos que possam estar atrelados fortemente as atividades
desenvolvidas nesta dissertacdo de maneira sazonal. Pois de acordo com pesquisas de
Leitdo et al. (2017), ao investigar extratos e substancias isoladas de folhas de laranja
mexicana, comprovaram que alcalbides exibiram boa capacidade antioxidante, apesar de
ndo serem compostos aromaticos hidroxilados, como flavonoides, por exemplo.

Contudo, mais estudos sao necessarios para comprovar o efeito antioxidante in
vivo e clinico de extratos de Sacaca, Verbnica e Anauera. Além de uma analise que
envolva mais variaveis, como composi¢cdo do solo, herbivoria e ataque de patdgenos.
Afim de elucidar de maneira mais assertiva 0 motivo da variacdo sazonal dos compostos
fendlicos e atividade antioxidante, durante o periodo de um ano ou mais.

Em relacdo a sazonalidade esta deve ser considerada para as trés espécies
estudadas, pois observou-se que esta influéncia ambiental é importante, pois o0s
resultados obtidos mostraram clara mudanca, tanto da composi¢cdo quimica, quanto da
atividade antioxidante in vitro utilizada.

Esta é a primeira pesquisa no estado do Amapa que investiga influéncia de fatores
ambientais na composicdo quimica e atividades biolégicas de extratos de plantas
medicinais, por longo periodo, sendo importante a continuidade de seus estudos para o
descobrimento e/ou otimizacdo de produtos naturais e a possivel aplicacdo dos mesmos

em alimentos ou em dietas que visem prevenir doencgas ligadas ao desequilibrio oxidativo.
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