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RESUMO

O presente estudo analisou fitoquimicamente a presenca de composto majoritarios
do extrato bruto metandlico das flores de Alternanthera paronichioides, bem como
sua atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH e a solucdo reagente de
fosfomolibdénio. No extrato mostrou-se a presenca de compostos fendlicos como:
flavondides, flavonas, flavondis, flavanonas. Ao estudo da atividade antioxidante, o
mesmo mostrou-se possuir capacidade antioxidante. O conteudo total de flavondides
e de fendis pode estar relacionado a capacidade antioxidante do extrato. Os
resultados indicam que flores de A. parochinioides possui 0s mesmos constituintes
guimicos encontrados em partes vegetativas dessa espécie, o que pode justificar
sua capacidade antioxidante e o amplo uso de outros exemplares do género na

medicina popular.

Palavras-chave: medicina popular, compostos fendlicos, DPPH.



ABSTRACT

The present study examined the presence of fitoquimicamente majority composed of
the methanol crude extract of flowers of Alternanthera paronichioides, and their
antioxidant activity against DPPH free radical and the reactant solution
phosphomolybdenum. In the extract showed the presence of phenolic compounds
such as flavonoids, flavones, flavonols, flavanones. The study of antioxidant activity,
it was shown to possess antioxidant capacity. The total content of flavonoids and
phenols may be related to antioxidant activity of the extract. The results indicate that
A. parochinioides flowers have the same chemical constituents found in vegetative
parts of this species, which may explain their antioxidant capacity and extensive use

of other examples of the genre in folk medicine.

Keywords: medicina popular, compostos fendlicos, DPPH.



1. INTRODUCAO

Os vegetais tém sido a base de sofisticados sistemas de medicina tradicionais
que j& existem ha milhares de anos e continuam a dar a humanidade novos
remédios. Embora algumas das propriedades terapéuticas atribuidas as plantas ndo
tém sido comprovadas, a terapia com plantas medicinais € baseada nos resultados
empiricos de centenas e milhares de anos. A grande maioria das pessoas no
planeta ainda depende do uso de plantas medicinais para os seus cuidados de
saude primarios, sendo que um quarto de todas as prescricdes médicas séo
formulacbes a base de substancias derivadas de plantas ou analogos sintéticos
derivados de plantas (Fakim, 2006). Nos ultimos anos tem-se verificado um grande
avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacolégicos de plantas
medicinais que visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas
(CECHINEL & YUNES, 1997).

As substancias quimicas caracterizadas como principio ativo sdo, em sua
maioria, oriundas do metabolismo secundario das plantas, tendo sua funcéo
relacionada com a atuagao desta com o meio ambiente que a envolve (Maia, 2008).
Os compostos provenientes do metabolismo secundario apresentam importante
atividade ecoldgica, pois atuam como protetores da acdo dos raios ultravioletas, bem

como defesa contra predadores (Simbes, 2001).

A familia Amaranthaceae compreende 71 géneros e aproximadamente 1.000
espécies descritas, originarias de zonas tropicais, sub-tropicais e temperadas da
Africa, América de Sul e Sudeste Asiatico. No Brasil, esta representada por 15
géneros e 100 espécies, ocorrendo nos mais diversos ecossistemas, incluindo nosso
cerrado brasileiro (SIQUEIRA, 1983/1987). O uso popular da familia tem as mais
diferentes finalidades, como estados febris e processos inflamatérios (SALVADOR et
al., 2004; CAI, SUN e CORKE, 2005; SALVADOR et al., 2002; GORINSTEIN et al.,
1991; SIQUEIRA, 1987).

Objeto deste estudo, Alternanthera paronichioides foi em 2013 descrito por

Wu et al. por seu potencial antioxidante e efeitos glucotoxicos frente as células beta-



pancreéticas. Dos extratos estudados o etandlico mostrou excelente resposta, tanto
para a atividade antioxidante como para determinacéo de flavonoides e substancias
fendlicas. Ainda neste estudo, da grande classe dos polifendis foram isolados pelo

método do HPLC a quercetina e &cido ferulico.

Muitas evidéncias bioquimicas, biologicas e clinicas sugerem o envolvimento
do estresse oxidativo induzido por radicais livres na patogénese de vérias doencas e
no envelhecimento acelerado (Halliwell and Gutteridge, 2007). Espécies reativas de
oxigénio (EROs) como anion superodxido (O2+—), radical hidroxil (OHe) e peréxido de
hidrogénio (H,0,) séo produzidas como subproduto do metabolismo celular aerébico
(Cui et al., 2004). As células possuem muitas maneiras de controlar a producao de
EROs, através de antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase) e ndo-enzimaticos (acido ascorbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E) e glutationa). Uma condicdo de estresse oxidativo ocorre
quando a célula acumula um excesso de EROs. Isso ocorre quando a producao de
EROs excede as defesas celulares, podendo danificar as células através da
oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA (Covarrubias et al., 2008). Por esta razao,
mais atencado tem se dado aos antioxidantes naturais que podem servir como uma
medicina preventiva para proteger o organismo humano contra os radicais livres e

retardar o progresso de muitas doencas crbénicas (Krishnaiah et al., 2011).

As plantas possuem uma larga variedade de moléculas capturadoras de
radicais livres, como flavondides, antocianinas, carotendides e vitaminas (Choi et al.,
2002). Diversas sé@o as espécies de Alternanthera na qual encontraram-se estes
compostos, como A. brasiliana, A. maritima, A. pugens, A. tenella Colla, A. sessilis,
A. philoxeréides ( Dogra & Ojba, 1978; Ruiz et al., 1996; Kapundu & Lami &
Delaude, 1986; Salvador & Dias, 2002).

Devido a esta espécie estar distribuida em variadas localiza¢des, incluindo o
cerrado brasileiro, esta foi objeto de estudo para a avaliagdo da atividade

antioxidante.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

Desde tempos imemoriais 0 homem utiliza as plantas com fins terapéuticos. O
profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos primitivos e
pelos indigenas pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de
substancias toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. Estes trouxeram valiosas
contribuicbes para o desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais, para o
conhecimento da relagdo intima entre a estrutura quimica de um determinado
composto e suas propriedades biologicas e da inter-relacdo animais/insetos-planta
(Viegas et al., 2004).

Embora existam, nos dias atuais, diversas estratégias e metodologias
disponiveis para que se possam sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de
produtos naturais representa uma destas alternativas de sucesso, historicamente
privilegiada (Barreiro &Bolzani, 2009). Nos ultimos anos tem-se verificado um grande
avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacologicos de plantas
medicinais que visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas
(Cechinel & Yunes, 1997). Sdo inUmeros 0s compostos extraidos de plantas
empregados na preparacdo de agentes medicamentosos que ja se encontram
disponiveis no mercado farmacéutico (BRESOLIN & CECHINEL, 2003).

As substancias quimicas caracterizadas como principio ativo sdo, em sua
maioria, oriundas do metabolismo secundario das plantas, tendo sua funcao
relacionada com a atuagao desta com o meio ambiente que a envolve (Maia, 2008).
Os compostos provenientes do metabolismo secundario apresentam importante
atividade ecoldgica, pois atuam como protetores da acao dos raios ultravioletas, bem
como defesa contra predadores (Simdes, 2001). A origem de todos os metabdlitos
secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois
intermediarios principais: o acido chiquimico e o acetato (Figura 1). O &cido
chiquimico é precursor de taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaléides derivados dos
aminoacidos aromaticos e fenilpropandides, compostos que tem em comum a

presenca de um anel aromatico na sua constituicdo; ao passo que o0s derivados do



acetato sdo os aminoacidos alifaticos e os alcaldides derivados deles; terpendides,
esterodides, acidos graxos e triglicerideos (LEITE, 2008).

A maior parte desta diversidade estrutural dos metabdlitos secundarios €&
gerada por modificagdes na cadeia carbonica principal da estrutura, modificagdes
estas que podem alterar a atividade bioldgica do composto derivado em relagdo a
sua estrutura inicial (Kliebestein, 2004). De acordo com a rota biossintética, os
metabdlitos secundarios sdo classificados em trés grandes familias: substancias

fendlicas, terpenos/esteroides e alcaléides (BOURGARD, et al., 2001).

GLICOSE
polissacarideos
heterosideos
dcido Chiq“imico\/ et o
triptofano fenilalanina/ acido galico AR, via condensacio
tirosina acido mevalonato |
e en acidos graxos
acetogeninas
alcaloides taninos Sid
ERIa A isoprenoides
inddlicos e hidrolisaveis op
quinolinicos
antraquinonas terpendides e
flavondides esterois
taninos condensados
omitina
protoalcaldides acido cindmico lisina
alcaldides
isoquinolinicos e lealéid
benzlisoquinolinicos fenilpropanaides oy
pirrolidinicos,
tropanicos,

pirrolizidinicos,
piperidinicos e
quinolizidinicos

lignanas e ligninas
cumarinas

Figura 1. Metabolismo da Glicose. FONTE: Simdes et al., 2001.
2.2 Metabolitos Secundarios

2.2.1 Compostos Fendlicos



Dentre os metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas, os compostos
fendlicos sdo os mais difundidos no reino vegetal. S&o caracterizados por ter pelo
menos um anel aromatico com um ou mais grupamento hidroxila, sendo
biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides, freqiientemente conjugados
com agucares, outros fendlicos e poliamidas (TORRAS-CLAVERIA et al., 2012).

Os flavonoides apresentam a estrutura quimica descrita como C6-C3-C6. Ja
os denominados de nao flavonoides séo classificados como: (MELO & GUERRA,
2002; BURNS et al., 2001)

- o0s derivados das estruturas quimicas C6-Cl especificas dos acidos
hidroxibenzdico, gélico e elagico;

- 0s derivados das estruturas quimicas C6-C3 especificas dos acidos caféico e p-
cumaricohidroxicinamatos e

- os derivados das estruturas quimicas C6-C2-C6 especificas do transresveratrol,

cis-resveratrole trans-resveratrol-glucosidio.

Sua distribuicdo no reino vegetal depende de diversos fatores, como
filo/ordem/familia e variagbes das espécies (Aherne & O’Brien, 2002). Os
flavondides, por exemplo, possuem uma diversidade de funcdes biologicas, exibindo
tais propriedades: antiviral, antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e
analgésica (CLAVINE al., 2007; IBRAHIM et al., 2012; PELZER et al., 1998).

Estes sdo classificados de acordo com suas estruturas quimicas, sendo as
maiores classes os: flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianidinas,
isoflavonas, dihidroflavonodis e chalconas, sendo distribuidos largamente nas folhas,
sementes, raizes e flores das plantas (TAKAHASHI & OHINISH, 2004).

Segundo Agatiet al., 2012, mais de 10.000 estruturas de flavondides ja foram
descobertas. Nas plantas, estes tém a funcéo de absorver a radiagcdo UV prejudicial
gue pode induzir um dano celular (Takahashi & Ohnishi, 2004). Nos seres humanos,
estes foram descritos por exercer efeitos benéficos em diversas doengas como o
cancer, desordens neurodegenerativas e doencas cardiovasculares. Estas acdes
bioldgicas tém sido atribuidas pelas suas propriedades antioxidantes, através da
capacidade de reducao, doacédo de hidrogénio e influéncia no estado redox
intracelular (WILLIANS et al., 2004).



O grupo dos flavondides compreende compostos polifendlicos de baixo peso
molecular contendo 15 atomos de carbono em seu ndcleo fundamental (Simdes et
al., 2001). Nos compostos triciclicos, as unidades sdo chamadas nucleos A, B e C
(Figura 2.).

Figura 2. Ndcleo béasico dos flavondides. FONTE: Simdes et al.,2001.

Contudo, estudos especulam que ndo somente a atividade antioxidante seja a
Unica explicagdo para estes efeitos celulares dos flavondides, uma vez que estes
sao intensamente metabolizados in vivo, resultando numa alteracdo no seu potencial
redox. Ainda nesta linha de pesquisa, estudos tém demonstrado que os flavondides
atuam também na cascata de sinalizacdo de diversas proteinas quinases e lipidios
quinases, podendo estar relacionado aos efeitos benéficos destes compostos
(SPENCER et al., 2001, WILLIANS et al., 2004).

Embora com destaque aos flavondides, outros compostos fendlicos nao-
flavondides tém-se destacado com importante atividade bioldgica, como por exemplo
o &cido gélico (constituinte dos taninos hidrolisaveis), que demonstrou ter boa
atividade antioxidante (Kim et al., 2002), anti-inflamatoria (Kroes et al., 1992), anti-

mutagénica (Gichner et al., 1987) e cardioprotetora (Priscilla and Prince, 2009).

2.2.2 Terpeno e Esterdides



Dentre as classes de produtos naturais presentes em plantas superiores e de
ampla ocorréncia estdo os terpenos. Esses compostos podem ser encontrados,
ainda, em organismos marinhos, algas, microrganismos € em menor extensdo em
fungos.

Deriva da juncdo cabeca-cauda de unidades de cinco atomos de carbonos
chamadas de unidades isoprénicas. As estruturas quimicas formadas através da
juncao de duas, trés, quatro, cinco, seis e oito unidades isoprénicas sédo chamadas
de mono, sesqui, di, sester, tri e tetraterpenos, respectivamente (Coloma et al.,
2011, Hill & Conolly, 2005). Na tabela 2, podemos observar que muitos dos
compostos vegetais de importancia derivam da classe dos terpenos ou sao
terpenos.

Dentro dos triterpenos esta uma importante classe de substancias tanto para
vegetais quanto para animais, os esterodides, 0s quais sdo componentes dos lipidios
de membrana e percursores de horménios esterdides em mamiferos (testosterona,
progesterona), plantas (brassinoesterdides) e insetos (ecdiesteroides) (Peres, 2004).
Outras importantes classes de terpenos sdo as saponinas e os carotendides.

Tabela 1. Principais terpendides encontrados nas plantas. Os terpendides sdo percursores
de quatro classes hormonais: as citocininas (CKs), o acido abscisico (ABA), giberelinas
(GAs) e os brassinoesteroéides (BR).

N°de IPP N° de carbonos Nome Exemplos

1 5 Isopreno Cadeia lateral das Cks

2 10 Monoterpeno Piretroides e 6leos essenciais
3 15 Sesquiterpeno ABA| lactonas

4 20 Diterpeno GAs, taxol

6 30 Triterpeno Esteroides (BR). saponinas

8 40 Tetraterpeno Carotenoides

N N Polisopreno Borracha

As saponinas sdo compostos que apresentam propriedades detergentes e

surfactantes. Nas plantas que as produzem, estas apresentam fungbes como



regulacdo do crescimento, defesa contra insetos e patdgenos, o que revelam a
importancia desses compostos na adaptacédo e sobrevivéncia vegetal. Dentre seus
efeitos no organismo humano destacam-se os antioxidantes, em que se ligam a sais
biliares e colesterol no tubo digestivo, impedindo sua absorcdo, além disso,
possuem agdao citotoxica atuando contra células tumorais (SCHENKEL et al., 2007).

Muitas saponinas isoladas a partir de fontes de plantas produzem uma
inibicdo na inflamacdo em camundongo no ensaio de inducdo de edema por
carragenina (Just et al., 1998; Sparg et al., 2004). Em um estudo realizado por Just
et al, (1998), a saponina Fruticesaponina B isolada da espécie
BupleurumfruticescensL. (Apiaceae), mostrou ter elevada atividade anti-inflamatéria
entre todas as saponinas testadas no ensaio de edema em camundongos. Além da
atividade antiinflamatoria, algumas saponinas também j& mostraram ter
propriedades antimicrobiana (El Sohly et al., 1999), antiviral (Simdes et al., 2001) e
antitumor (Xu et al., 2012). Os principais alimentos em que sao encontradas
saponinas sdo soja e alimentos derivados desta,outras leguminosas, alfafa,
espinafre, beterraba, aspargos, acafrdo, amendoim, nozes e folhas de chas
(SPARGET al., 2004).

Dos carotendides, cerca de 600 substancias ja foram descobertas, sendo que
mais de 50 destas, tém atividade bioldgica significativa como provitamina A. O beta-
caroteno recebe maior atencao por possuir maior atividade de vitamina A, no entanto
muitos carotendides, com pouca ou nenhuma atividade de vitamina A (beta-
caroteno, licopeno), sédo estudados por seu potencial anticarcinogénico, devido a sua
acao antioxidante. Estao presentes em frutas, ou em vegetais amarelos, alaranjados

e vegetais folhosos verde escuros (ARAUJO, 2008).

2.3 Consideragdes Gerais sobre a Familia Amaranthaceae e 0 género

Alternanthera.

A familia Amaranthaceae compreende 71 géneros e aproximadamente 1.000
espécies descritas, originarias de zonas tropicais, sub-tropicais e temperadas da

Africa, América de Sul e Sudeste Asiatico. Os espécimes s&o de ocorréncia anual e



perenial, seu porte varia entre herbaceo, arbustos e algumas arvores e tem como
membro de maior destaque o ginseng (Pfaffiapaniculata) (Siqueira, 1987).

Subdivide-se em quatro tribos: Celosieae, Achyrantheae, Braylineae e
Gomphreneae (Siqueira, 1994/1995), onde com excegao da tribo Braylineae, todas
estdo presentes em territorio brasileiro.

No Brasil, esta representada por 15 géneros e 100 espécies, ocorrendo nos
mais diversos ecossistemas, como cerrado, campos rupestres, caatingas, restingas,
matas, desertos e litoral (SIQUEIRA,1987).

A sabedoria popular descreve o uso de plantas da familia Amaranthaceae
com finalidade curadora para estados febris e processos inflamatérios (Salvador et
al., 2004; Cai, Sun e Corke, 2005; Salvador et al., 2002; Gorinstein et al., 1991;
Siqueira, 1987). Para o género o uso popular envolve tratamento de processos
infecciosos, atividade antiviral (Lagrota et al., 1994), hepatoprotetora (Lin et al.,
1994), antibacteriana, antifungica, inibidor da ativacédo linfocitaria (Morais et al.,
1999), antinociceptiva, analgésica (Macedo et al., 1999) e diurética, além de efetiva
contra Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi (SALVADOR et al., 2004;
SALVADOR e DIAS, 2004; BROCHADO et al., 2003; ZHOU et al., 1988).

Em um estudo realizado com as populacdes nativas e indigenas das Guianas,
revelou o uso das folhas de A. brasiliana no combate a diarréia e como adstringente,
bem como o macerado da planta inteira é utilizado com antidiarréico (Grenand &
Moretti & Jacquemin, 1987).Ha relatos de que a A. brasiliana tem o poder diurético,

digestiva e depurativa, sendo empregada nas moléstias do figado e bexiga.

O cha das folhas de Alternanthera tenella Colla é popularmente utilizado em
casos de infecgbes, febres, machucados, coceiras e também como diurético e
antiinflamatério (Salvador et al., 2004; Morais et al., 2009; Siqueira & Guimaraes,
1984; Rego, 1995). Seu uso topico € descrito para picadas de insetos e inchaco
(SOUZA et al., 1998).

Para o género o uso popular envolve tratamento de processos infecciosos, atividade
antiviral (Lagrota et al., 1994), hepatoprotetora (Lin et al., 1994), antibacteriana,
antifingica, inibidor da ativacédo linfocitaria (Morais et al., 1994), antinociceptiva,
analgésica (Macedo et al., 1999) e diurética, além de efetiva contra Leishmania
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amazonensis e Trypanosoma cruzi (SALVADOR et al., 2004; SALVADOR e DIAS,
2004; BROCHADO et al., 2003; ZHOU et al., 1988).

Objeto deste estudo, Alternanthera paronichioides foi em 2013 descrito por
Wu et al. por seu potencial antioxidante e efeitos glucotoxicos frente as células beta-
pancreéticas. Dos extratos estudados o etandlico mostrou excelente resposta, tanto
para a atividade antioxidante como para determinacao de flavondides e substancias
fendlicas. Ainda neste estudo, da grande classe dos polifendis foram isolados pelo

meétodo do HPLC a quercetina e acido ferulico.

Resultados como este, demonstram a importancia do estudo da espécie em
guestao, avaliando novos métodos de atividade antioxidante, comparando-os entre
si, sob uma nova perspectiva bem como utilizando uma planta, embora sendo a
mesma espécie, mas de localizacdo distinta do estudo anterior. Além do que ha
trabalhos sugerindo relacdo, por exemplo, entre a ocorréncia de polifendis,
propriedades farmacologicas (antiinflamatéria e imunomodulatéria) e a capacidade
de sequestrar radicais livres, todos comprovadamente presentes na espécie A.

paronichioides.

2.4 Espécies reativas do oxigénio

O termo radical livre existe desde os primoérdios da quimica de Lavoisier, onde
foi usado para designar “um grupo de substéncias que mantinha sua identidade
através de uma série de reagdes”, como por exemplo o radical metila (Felipe Jr &
Percario, 1991). Atualmente, os radicais livres podem ser definidos como moléculas
ou atomos que possuem um elétron desemparelhado na ultima camada ocupando
um unico orbital atbmico ou molecular (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000).

A presenca de um elétron desemparelhado confere a estas espécies duas
propriedades caracteristicas: o paramagnetismo, uma vez que produzem facilmente
um campo magnético; e alta reatividade, relacionada com o tempo de meia vida da
reacdo que é de microssegundos. Sdo formados por absorcado de radiacdo (ultra-

violeta ou visivel): por reacbes redox (reacdes de transferéncia de elétrons nao-
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enzimaticos e reagfes ndo catalisadas por metais); ou processos de catélise-
enzimatica ( SLATER, 1984).

Varias substancias sao definidas como radicais livres, porém as substancias
de maior interesse sao as espécies reativas do oxigénio (ERO), produzidas em geral
de forma enddgena ou exogena. As fontes exdgenas das ERO’s incluem a radiagao,

fumo, estresse e alguns medicamentos (HALLIWELL, 1987).

No organismo, as ERO’s sédo produzidas na fagocitose e como consequéncia
do metabolismo celular normal. Cerca de 95 a 98% do oxigénio consumido durante a
respiracdo celular é para a producdo de energia, o restante (2 a 5% do oxigénio

metabolizado), produz ERO.

Diversos locais dentro da célula podem gerar ERRO’s (Figura 4). As
mitocondrias s&o consideradas como a fonte da maioria das EROs, especificamente
do radical anion superéxido (O2-—). As reacbes que geram ATP na mitocondria
requerem elétrons de substratos reduzidos para serem passados ao longo da cadeia
de transporte de elétrons. Elétrons que vazam deste processo reagem com O
oxigénio molecular (O2) gerando o radical anion superoxido. Esse radical € um
mediador importante em iniUmeras reagfes oxidativas em cadeia e também é um
percursor para muitas outras ERO. Outras fontes importantes de ERO intracelular
sdo: NADPH oxidases (gera anion superoxido), 6xido nitrico sintases (gera Oxido

nitrico) e lipoxigenases (gera hidroperéxidos de acidos graxos).
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Figura 4. Locais dentro da célula onde as EROs sdo produzidas. (Modificado de
Covarrubias et.al, 2008).

As ERO em baixos niveis e em condigcbes normais possuem um papel
importante em seres vivos. Um exemplo de suas fungdes no organismo € na
resposta imune a infecgcdes. Os fagocitos em geral possuem um mecanismo de
defesa contra corpos estranhos onde ocorre um alto consumo de oxigénio,
geralmente denominado queima ou exploséo respiratéria. Entretanto, devido a sua
elevada reatividade, o acumulo de ERO além das necessidades imediatas da célula
pode afetar a estrutura celular e a integridade funcional, ao provocar a degradagéo
oxidativa de moléculas criticas, tais como o DNA, proteinas e lipidios (CUI et al.,
2004).

Devido a sua alta reatividade, o radical OH+ é provavelmente o radical capaz
de causar mais danos aos sistemas biolégicos do que qualquer outra ERO. Ele
reage rapidamente com a maioria das biomoléculas presentes em uma célula viva:

acucares aminoacidos, fosfolipidios, DNA e acidos organicos. O radical é formado
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pelo H,O, na reacdo catalisada por ions metalicos (Fe+2 e Cu+), muitas vezes
ligados em complexos com diferentes proteinas ou outras moléculas.

As reagbes do OHe< podem ser classificadas em trés tipos: abstracdo de
hidrogénio, adigcdo ou transferéncia de elétrons. A reacdo deste radical com
biomoléculas normalmente produz outro radical de menor reatividade, o qual
também pode atacar lipidios, proteinas e acidos nucléicos. Um exemplo € o radical
peroxil (RO2¢) que é formado pelo ataque do OHe a compostos orgéanicos. A
capacidade do OHe em lesar as células é superior as demais EROs, ja que o
organismo ndo dispde de um sistema enzimético de defesa contra a ele. Por isso, a
melhor defesa que a célula tem contra este radical é evitar que 0 mesmo seja
gerado. Por esta razdo as células mantém um rigido controle sobre a homeostase
metélica (FRIDOVICH, 1975; HALLIWELL, 1996; GUTTERIDGE & HALLIWELL,
2007).

O 02-— é formado a partir do oxigénio pela adicdo de um elétron e, apesar de
ser um radical, ndo é altamente reativo. A formacdo de O2 <— acontece
especialmente em ambientes aerdbios ricos em elétrons, como a cadeia de
transporte de elétrons, que parece ser a fonte mais importante de O2.— em muitas
células aerdbicas. O O2+— também é gerado por algumas enzimas como a xantina
oxidase e flavoproteinas. As taxas de reacdo com DNA, lipidios, aminoacidos e
muitos outros metabdlitos sdo muito lentas, e podem ser zero. O dano bioldgico
direto causado pelo O2-— é altamente seletivo e freqlientemente envolve reacdes
com outros radicais (ex. NO¢) ou com ions de ferro em proteinas ferro-enxofre
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2007; KUMMER et al. 2002; NORDBERG & ARNER,
2001).

Apesar de ndo ser um radical livre, o H,O, atua como subproduto na formacéao
de radicais reativos via oxidagdo com metais de transicdo. O H,O, pode atravessar
rapidamente as membranas celulares, e uma vez dentro, pode reagir com ions de
ferro e cobre gerando o OH+ que é altamente reativo. Esse composto é produzido
por enzimas como: xantina, urato e D-aminoacido oxidases. Além disso, todo
sistema biolégico que gera O2+— também gera H,0, através da dismutacdo de duas
moléculas de 02— (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2007; NORDBERG & ARNER,
2001).
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2.4.1 Defesas Antioxidantes

O excesso de radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes
produzidos pelo organismo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell (2000),
antioxidante € qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo. Os antioxidantes produzidos pelo
organismo agem em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente
antes que ele cause lesdo. Esta linha é constituida por glutationa reduzida (GSH), as
enzimas: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-peroxidase
(GPx). A outra linha de defesa tem a funcédo de reparar a lesdo ocorrida, sendo
constituida pela vitamina C, vitamina E, pela glutationa-redutase (GR) e pela
glutationa-S-transferase (GST), entre outros. Com excecédo da vitamina E, que é um
antioxidante estrutural da membrana, os demais agentes antioxidantes estdo no
meio intracelular (ROSS, 1991; HEBBEL, 1986).

2.4.2 Estresse Oxidativo

Uma condicdo de estresse oxidativo é gerada quando a célula acumula um
excesso de ERO. Isso ocorre quando a producédo de ERO excede as defesas
celulares. Todas as células ativas produzem certa quantidade de ERO, mas o
sistema antioxidante mantém os niveis baixos. Como um efeito passivo, as ERO
podem danificar as células através do dano oxidativo em lipidios, proteinas e DNA
(COVARRUBIAS et al., 2008).

Quando ocorre um desequilibrio na relagdo ERO e defesas antioxidantes,
duas situagbes sao esperadas. A primeira ocorre quando as defesas antioxidantes
naturais e as moléculas antioxidantes ingeridas pela dieta encontram-se em maior
namero do que as espécies reativas produzidas pelo organismo. Nesse caso
acontece uma reducdo nos niveis normais de ERO, resultando em uma
incapacidade de sinalizagdo celular, culminando em perda da capacidade
proliferativa da célula. Na segunda probabilidade, as defesas e moléculas
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antioxidantes sdo insuficientes para neutralizar o excesso de espécies reativas
formadas, ocasionando leses em organelas, membranas, tecidos, enzimas,
culminando em perda de funcdo celular e/ou tecidual, gerando uma patologia

especifica (Figura 5).

Lipoxigenases D
Mieloperoxidase Estresse Oxidativo |— M am:s I
NO sintase Macromolecular
NADPH Oxidase !
Mitocondria Excesso ER Patologias
[ Associadas
Sedentarismo Funcio
Ma Alimentacio Celular SOD
Tabagismo Normal CAT
Alcoolismo FExcesso GPx
Antioxidantes
Auséncia de Redugio GSH
Fatores - de Vit A,CeE
Oxidantes ER Polifendis
l Flavondides
Bilirrubina

Incapacidade de Crescimento
Proliferaciio e Combate a Infecgies

Figura 5. Estresse oxidativo e implicag@es fisiolégicas (SEIFRIED, 2006).

2.5 Métodos de avaliacdo antioxidante

Os efeitos antioxidantes de uma substancia sdo medidos indiretamente, pelos
de seus efeitos em um sistema ou substrato ou sistema biolégico onde tais efeitos
possam ser monitorados. A maioria desses métodos usa processos oxidativos, que
envolvem a adigdo de um agente “starter’, como a temperatura, agitagdo ou uma
pressao parcial de oxigénio, um metal de transicdo ou mesmo a exposi¢do a luz,

para acelerar o processo, e uma fonte de radicais livres especifica. Esses radicais
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sao entdo, oxidados sob condi¢cdes padronizadas e o grau de oxidacdo, ou sua
extensdo medidas (ANTOLOVICH et al., 2002).

De modo geral, os métodos de avaliacdo da atividade antioxidante avaliam o
efeito de diferentes concentracdes de substancias antioxidantes em concentracoes
conhecidas de radicais livres ou comparam a acédo de diversos agentes oxidantes
em sistemas celulares, usando sempre substancias de referéncia como vitaminas C
e E, BHT, quercitina, rutina entre outros (PIETRO; PINEDA; AGUIAR, 1999; ARBOS,
2004).

Dos meétodos in vitro pesquisados, um em particular destaca-se pela sua
simplicidade e capacidade de avaliar a atividade antioxidante de determinadas
substancias, em condicbes de temperatura ambiente, usando um radical livre
estavel. Tal metodologia foi desenvolvida por BLOIS (1958), e utiliza o radical DPPH
(1, 1-difenil-2-picrilhidrazil) e tem sido amplamente utilizado como um método
quimico para a investigacdo do potencial antioxidante de produtos naturais,
particularmente para extratos de plantas medicinais (BRACA et al., 2001; BRACA et
al., 2002; SILVA, 2005).

O DPPH é um radical livre estavel que, na presenca de um antioxidante
doador de hidrogénio (AH), pode ser reduzido em meio alcodlico, formando difenil-
picril-hidrazina (KOLEVA et al., 2002).

Esta reducéo pode ser verificada mediante espectrofotometria a 518 nm, pela
diminuicdo da absorbéancia, com simultdnea mudanca de coloracao violeta escura
original, para amarela clara (KOLEVA et al., 2002). Ou seja, quanto mais DPPH for
reduzido, menor a coloragdo violacea, consequentemente maior a atividade
antioxidante da solucéo testada. Este método € muito popular, pois utiliza reagentes
e equipamentos de custo ndo muito elevados, e a analise é realizada a temperatura
ambiente, sendo que o tempo de reacgao varia entre 10 a 30 minutos.

Outro método, bastante utilizado € o do fosfomolibdénio que é uma maneira
simples para avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura complexa de
compostos, como € o caso de extratos obtidos de plantas e suas fracdes. Este
método, descrito por Prieto et al. (1999), fundamenta-se na reducdo do molibdénio
(VI) a molibdénio (V) ocorrida em presenca de determinadas substancias com
capacidade antioxidante, com formacdo de um complexo entre fosfato/molibdénio
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(V), em pH acido, o qual é determinado espectrofotometricamente. Esse complexo
possui coloracdo amarela, tornando-se verde a medida que se reduz (BALESTRIN,
2006), sendo mais intensa quando maior for a atividade antioxidante da amostra
(BORA et al., 2005).

Contudo, para uma confirmagdo mais precisa sobre a atividade antioxidante
de um extrato vegetal, a necessidade de realizar mais de uma analise, in vitro que
utilizem mecanismos de reacdo diversos, pois como verificado em trabalhos que
compararam a atividade antioxidante in vitro e in vivo de extratos vegetais, alguns
deles apresentaram pouca atividade antioxidante quando avaliados por um método

in vitro, e uma atividade antioxidante elevada quando utilizado um método in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho avaliou a atividade antioxidante in vitro de extratos preparados a

partir das flores de Alternanthera paronichioides.

3.2 Objetivos Especificos

+ Avaliar atividade antioxidante in vitro dos extratos, pelos métodos do DPPH e pelo
meétodo do Fosfomolibdénio.
* Analisar o conteudo total de compostos fendlicos e flavondides nos extratos.

* Realizar analise fitoquimica preliminar
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal:

As flores de Alternanthera paronichoides foram coletadas em doze de junho
de 2010, numa area de cerrado, em Fatima do Sul (MS), no distrito de Culturama.
Uma amostra do material vegetal foi depositada no Herbario da Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul (HMS), sob o numero de registro 290009.

4.2 Preparo do Material Vegetal e do Extrato Bruto Metanélico:

ApoOs a coleta, as flores foram secadas em estufa de circulacéo forcada de ar
durante trés dias, com uma temperatura de aproximadamente 40°C. Em seguida o
material vegetal foi extraido, inicialmente com hexano e posteriormente com metanol

por maceracéo a frio até o esgotamento e secos em evaporador rotatorio.

4.3 Analise Fitoquimica, segundo Mattos et al, 2007:

A andlise fitoquimica foi realizada buscando-se verificar alteracdo de
coloracdo ou formacéo de precipitado como resposta de resultado positivo. Para
isso, utilizaram-se aliquotas do extrato bruto metandlico das flores (EBMF) de
Alternanthera paronichioides para deteccdo dos seguintes grupos dos metabdlitos
secundarios dos vegetais: fendis, taninos, antocianidinas, antocianinas, flavonéides,
leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavonadis, flavanonas, flavanadis, xantonas,

saponinas, quinonas, esterdéides e triterpendides.

4.3.1 Fenois e Taninos
Utilizou-se uma aliqguota do EBMF (3mL) e adicionaram-se 3 gotas de solucdo

alcodlica de FeCl; a 1%.

4.3.2 Atocianidinas, Antocianinas, Flavonoides

Utilizou-se trés aliguotas do EBMF (3mL) separados em tubos de ensaio
distintos. O primeiro tubo foi acidulado a pH 3, o segundo tubo alcalinizado ao pH
8,5 e o terceiro tubo até o pH 11. Verificou-se a mudancga na coloracdo do material.
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4.3.3 Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavonas

Utilizou-se os tubos alcalinizados anteriormente acidulando o primeiro por
adicdo de HCL até o pH 3, e o segundo alcalinizado com NaOH até o pH 11.
Posteriormente os tubos foram aquecidos, observando-se ap6s 3 minutos a
modificagcdo na coloragéo.

4.3.4 Flavondis, Flavanonas, Flavanois, Xantonas e Flavonois

Utilizou-se um aliquota do EBMF (3mL) e acrescentou-se algumas miligramas
de Magnésio granulado e 0,5 mL de HCL concentrado. Aguardou-se o término da
reacao e observou-se a mudanca de cor, comparando os resultados com os dois

tubos anteriores.

4.3.5 Saponinas
Utilizou-se um aliquota do EBMF (3mL) e acrescentou-se 5 Ml de agua
destilada. Posteriormente agitou-se o tubo a espera da formacdo de espuma

persistente e abundante.

4.3.6 Quinonas

Utilizou-se um aliquota do EBMF (3mL) e acrescentou-se 1mL de NaOH
diluido, agitou-se o tubo de ensaio esperando por cinco minutos o findar da reacéo e
a mudanca de coloracéo.

4.3.7 Esterdides e Triterpendides

Utilizou-se 15 mL do EBMF em um funil de separacéo e mais 15 mL de agua
destilada, formando-se uma solucdo hidroalcodlica, fazendo-se a extracéo
liquido:liquido com o diclorometano, por trés vezes e apos adicionando-se 1mL de
anidrido acético e posteriormente trés gotas de H2SO4. Aguardou-se a mudanca de

coloragéo.

4.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método do DPPH, segundo Sies,
1987.
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4.4.1 Preparo do Reagente DPPH 0,3Mm
Pesou-se 6,0 mg do reagente 2,2 — difenil — 1 — picril — hidrazila e o diluiu

com 50 mL de Metanol em baldo volumétrico de 50 mL.

4.4.2 Preparo do Extrato Bruto Metandlico e do Padréo rutina

Para o preparo do extrato metandlico da flor e do padrdo rutina, foram
adicionados 100 mL de metanol a 25 mg de cada um das amostras, de maneira a se
obter uma concentragao final de 250 p/mL.
Apés o preparo das solucdes, procedeu-se a diluicdo das amostras e do padrdo com

metanol de modo que resultou nas concentragdes finais de 5, 10, 25, 50, 125 u/mL.

4.4.3 Realizagdo do Ensaio de Sequestro de Radicais DPPH

Seguindo este modelo, foram adicionados 1,0 mL de solucdo metandlica de
DPPH 0,3 mM a solugdo metandlica da amostra e do padrao rutina. (5, 10, 25, 50,
125 e 250 py/mL).

As leituras foram feitas em espectrofotdmetro UV no comprimento de onda de
517 nm, apés 30 minutos de incubacéo.

A capacidade de reduzir o radical DPPH (% de Atividade Antioxidante) foi

calculada utilizando a média das absorbancias e a equacéo:

Porcentagem de Inibicao (%) = 100-[(Abs da amostra — Abs do branco) x 100]

Abs do controle negativo

Onde:
Abs da amostra: amostra do extrato bruto e ou controle positivo com DPPH.
Abs do branco: amostra do extrato bruto e ou controle positivo sem o DPPH.

Abs do controle negativo: solugdo de DPPH em metanol

4.5 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de Reducdo do

Fosfomolibdénio

4.5.1 Preparo da Solucdo Reagente de Fosfomolibdénio
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Pipetou-se 1,6 mL de H,SO, e diluiu-se em 50 mL de agua destilada em bal&o
volumétrico de 50 mL. Pesou-se 0,1679g de NaH,PO, e diluiu-se em 50 mL de
agua destilada em baldo volumétrico de 50 mL. Pesou-se 0,2471g de molibdato de
amonio (NH,)sMo;0,,4 - 4 H,O e diluiu-se em agua em baldo volumétrico de 50 mL.

Misturou-se todos os reagentes e aguardou-se em ambiente escuro.

4.5.2 Preparo da Amostra e do Padréo Rutina

Para o preparo do extrato metandlico da flor e do padrdo rutina, foram
adicionados 100 mL de metanol a 25 mg de cada um das amostras, de maneira a se
obter uma concentracéo final de 250 y/mL (solugdo-méae).

Apbs o preparo das solugdes, procedeu-se a diluicdo das amostras e do
padrao com metanol de modo que resultou nas concentrac¢des finais de 25, 50, 100,
150, 200 p/mL.

4.5.3 Realizacdo do Teste

Foram adicionas 2,7 mL de solucao reagente de fosfomolibdénio a amostra e
ao padrdo. Incubou-se a 95° C por cerca de 1h e 30 min. As leituras foram feitas
em espectrofotdbmetro UV no comprimento de onda de 695 nm.

A capacidade de reducéo do fosfomolibdénio (% de Atividade Antioxidante) foi

calculada utilizando a média das absorbancias e a equacao:

Porcentagem de Inibi¢cao (%) = 100-[(Abs do controle — Abs da amostra) x 100]

Abs do controle

Onde:
Abs da amostra: amostra do extrato bruto e ou controle positivo com a solugéo
reagente de fosfomolibdénio.

Abs do controle: padrdo positivo com a solugéo reagente de fosfomolibdénio.
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4.6 Avaliacdo do Conteudo Total de Flavondides

Pesou-se 25 mg do EBMF e diluiu-se em baldo volumétrico de 100 mL com
Metanol. Desta solucdo-méae uma aliquota de 10 mL foi transferido para um tubo de
ensaio e a ela acrescentou-se 1 mL de NaNO2, aguardando-se 6 minutos. Apés
foram acrescidos 1mL de AICI; aguardando-se 6 minutos. Em seguida acrescentou-
se 10mL de NaOH, aguardando-se o tempo de 15 minutos. O teste foi realizado em
triplicata e as leituras feitas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 510
nm. As analises foram feitas em triplicatas e os valores calculados a média e o

desvio padréo. O mesmo foi feito com o controle positivo, neste caso a rutina.

4.7 Avaliacdo do Conteudo Total de Fendis

Preparou-se uma aliquota de 5,0 mL do EBMF e a ele adicionados 5,0 mL do
reativo Folin-Ciocalteau. A mistura foi mantida em repouso por 8 minutos, em
ambiente escuro. Em seguida foram acrescentados 4,0mL de solu¢édo de carbonato
de sodio 1%. As amostras foram incubadas a temperatura de 50°C por cinco
minutos, e a absorbancia medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
765 nm. As analises foram feitas em triplicatas e os valores calculados a média e o

desvio padrdo. O mesmo foi feito com o controle positivo, neste caso o acido galico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do Material Vegetal

O rendimento do extrato bruto metandlico (EBMF) das flores de A.

paronichoides var. Bioliviana foi de 0,12% para massa vegetal de 1.784q9.

5.2 Estudo Fitoquimico Preliminar

O resultado da andlise fitoquimica do extrato bruto metandlico das flores de A.
paronichioides indicou a presenca de fendis, taninos, flavonas, flavonadis, xantonas,

flavanonas e triterpendides (Tabela 1).

Tabela 2. Analise fitoquimica preliminar.

Grupos Avaliados Resultados Positivos Resultado Observado
Saponina Espuma persistente e abundante Negativo
Quinonas Coloracédo em rosa a vermelho Negativo
Esteréides Coloracgéo Parda até vermelho Positivo

Leucoantocianidinas Coloracéo Vermelha Negativo
Catequinas Coloragédo Pardo-amarelada Negativo
Flavanonas Coloracéo Vermelha-laranja Positivo

Antocianidinas Coloracao Vermelha/Lilas/Azul puarpura Negativo
Flavonas Coloracdo Amarela Positivo
Flavonois Coloracéo Amarela Positivo
Xantonas Coloracdo Amarela Positivo

Chalconas Coloracao Vermelha puarpura Negativo
Auronas Coloracao Vermelha purpura Negativo
Fenois Coloracao Variavel de azul a vermelho Positivo
Taninos Coloracao Variavel de azul a vermelho Positivo

Anitha & Kanimozhi (2012), relataram em seu estudo com folhas e brotos A.
sessilis encontrada na India, a presenca de fenéis, flavondides, taninos e saponinas,

mesmo perfil fitoquimico encontrado em A. paronichioides.,
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A. sessilis € muito utilizada na medicina popular para diversos fins como no
tratamento de feridas, hemostatico, queimaduras, erisipela, conjuntivite, tosse,
bronquite, anti-hipertensivo e doencas do trato digestivo, como nauseas, vomitos,
diarréia, desinteria (ANITHA & KANIMOZHI, 2012).

Shil et al. 2014, divulgaram um estudo sobre o conhecimento acerca de
plantas utilizadas como medicamentos pela populacdo indigena da india, e neste
destacaram a presenca de quatro espécies do género Amaranthaceae, incluindo as

folhas de A. paronichioides, utilizada pela comunidade para cura de feridas e cortes.

Compostos fenodlicos sdo produzidos para defesa contra herbivoria, atracao
para polinizadores, interacdo hormonal, fitoalexinas de defesa, interacéo alelopatica,
dentre outros (HARBORNNE, 1997; TAIZ; ZEIGER, 2002). Para esses tipos de
acOes protetoras, muitos compostos fendlicos podem apresentar efeito mutagénico
por atuarem como “venenos” da DNA-topoisomerase, enzima que realiza quebras no
DNA para distorcer a cadeia importante para o0s processos de replicacao,
transcricdo, recombinacdo, segregacdo e condensacdo do DNA, reparando
possiveis mutacdes, sendo que tal efeito interfere no processo de religacdo da dupla
cadeia e induz estresse oxidativo (FERGUSON, 2001). Esse efeito pode ser
maléfico em casos de uso indiscriminado dessas substancias, entretanto, a inibicao
da DNA-topoisomerase pode também atuar impedindo a proliferacdo descontrolada
de células tumorais (NEUKAM et al., 2008).

Outros compostos, ao contrario, apresentam atividade antioxidante por
sequestrarem as EROs e que podem atuarem indiretamente como agentes
anticancer (FERGUSON, 2001; SALEEM et al., 2002; SINGH et al., 2007).

Dentre os fenolicos encontrados no EBM das flores de A. paronichioides
estdo os taninos que apresentam atividade anti-cancer, anti-HIV (JASSIM; GURIB-
FAKIM, 2006; NEUKAM et al., 2008), antiulcerogénica e antioxidantes (CARVALHO,
2006).

Outras propriedades dos taninos sdo antidiarréica, antireumarica,

antihemorragico, hipotensora arterial, antibactericida, antifungica, moluscida,
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tratamento de queimaduras, feridas, problemas renais e estomacais (SANTOS;
MELLO, 2004).

Os esterdides séo derivados de triterpenos e compdem membranas celulares,
sendo estabilizados pela interacdo com fosfolipideos (TAIZ; ZEIGER, 2002). Na area
terapéutica, as substancias esteroidais possuem relacdo com os hormonios sexuais,

compondo pilulas anticoncepcionais.

Sanoko et al. (1999), ao estudar A. repens, na Africa, muito utilizado pela
populacdo como diurético, vermifugo e para disturbios do trato digestivo, isolou além

de quatro saponinas, um triterpeno das partes aéreas da planta.

Comparando-se o resultado obtido na avaliacao fitoquimica de Alternanthera
paronichioides em relacdo a outras espécies ja estudadas, compostos como 0s
fendis, taninos, flavondis, flavanonas, esterdides e triterpendides, também foram

identificadas em A. brasiliana, A. pugens, A. maritima, entre outras.

Recentemente Wu et al. (2013), em um estudo com A. paronichioides, relatou
a presenca dos polifendis acido ferulico e a quercetina em extratos metandlicos e

etandlicos.
5.3 Avaliacédo da Atividade Antioxidante
5.3.1 Atividade Antioxidante pelo método do DPPH

De acordo com a figura 1 verificou-se a presenca de atividade antioxidante do
EBM pelo método do DPPH, corroborado pelo grau de descoloragdo do extrato (cor
amarela). As amostras do extrato e do padrao, nas concentragdes 10 e 50 pg/ mL,
comportaram-se de maneira inesperada, uma vez que quanto maiores as

concentragdes, maior € a atividade antioxidante (modelo dose-dependente).
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Figura 6. Porcentagem de atividade antioxidante do extrato metandlico das flores
comparadas com o controle rutina — Método do DPPH.

Considerando-se a rutina como atividade antioxidante de 100% e levando-se
em consideracao apenas a porcentagem de inibicdo dos extratos, a concentragcéo de
25 pg/ mL (com atividade de 86,15%) e a concentracdo de 250 pg/ mL (com
atividade de 76,33%) destacaram-se nos testes quando comparadas ao padrdo
(120,94% e 97,75% respectivamente). Segundo Brand-Willians et al., (1995), a

interacéo do antioxidante com o DPPH depende de suas conformacdes estruturais.

O resultado encontrado neste teste serve como complemento e como futura
comparacdo ao resultado obtido por Wu et al.(2013), com A. paronichioides,
coletada em Taiwan, avaliando seu potencial antioxidante, anti- apoptético e
secretadora de insulina. Em seu trabalho, Wu et al.,, (2013) avaliou a atividade
antioxidante dos extratos metandlico, etandlico e aquoso da espécie, e seus
potenciais componentes ativos pelo método do HPLC.

Como resultados foram identificados compostos polifenélicos, exceto no
extrato aquoso, da mesma maneira que estes apresentaram boa atividade
antioxidante avaliado pelo método do ABTS, sugerindo que esta atividade de A.
paronychioides pode estar relacionada aos componentes encontrados, quercetina e
acido ferulico.
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Outras espécies do género tém sido estuda quanto a sua atividade
antioxidante. Shymala et al. (2005) testou folhas da A. sessilis frente ao radical
DPPH e seu poder de inibicdo da lipoperoxidacao, encontrando resultado positivo e
o justificando devido a grandes concentracdes de fendlicas presente no extrato.
Salvador et al. (2004), em seu estudo com folhas de A. tenella e utilizando-se do
método ORAC, encontrou resultado positivo e o atribuiu a presenca de flavonoéides

no extrato estudado.

Enechi & Odo & Wuave (2013), em estudo com o extrato etanélico das folhas
de A. brasiliana, também se utilizando do método do DPPH, obteve excelentes
resultados, justificando como sendo a planta rica em antioxidantes naturais,

utilizadas em desordens mediadas por radicais livres.

Estruturalmente, os compostos polifendlicos consistem em anel aromatico
ligado a um ou mais grupos hidroxila, ocorrendo desde simples fendlicos até
moléculas altamente polimerizadas (Bravo, 1998). A estrutura dos compostos
fendlicos é fator determinante para a atividade anti-radical livre e quelante de metais,
assim conhecido como relagdo estrutura-atividade (Balasundram et al., 2006). A
acdo antioxidante dos compostos fendlicos acidos aumenta com o grau de
hidroxilagdo, ou diminue quando h& substituicdo de um grupo hidroxila no anel
aromatico por grupo metoxil, o0 que ocorre no acido feralico. Van Acker et al. (1996)
relataram que o grau de hidroxilacdo, bem como a posi¢cdo dos grupos hidroxilas
influenciam na atividade antioxidante dos flavonoéides. Além disso, uma dupla ligagéo
combinada com um radical-OH no anel central aumenta a acdo antioxidante. Por
esse motivo, a quercetina em A. paronychioides destacada no estudo de WU et al.
(2013), possui significativamente maior atividade antioxidante, principalmente

guando comparada a rutina.

A composicdo e a concentracdo dos componentes secundarios, de uma
planta da mesma espécie, podem variar devido a fatores ecoldgicos e as condi¢des
edafoclimaticas (Yin, 1991). Assim, estas diferencas quimicas existentes entre estes
podem refletir diretamente nas propriedades funcionais, como a atividade
antioxidante. H4 relatos, com outras espécies vegetais, onde verificou-se a diferenca

entre componentes presentes na mesma espécie, bem como em quantidades
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diferenciadas, por mera influéncia regional, época de coleta e espacamento entre as
plantas (Marco et al., 2007).

5.3.2 Atividade Antioxidante pelo Método de Reducdo do Complexo

Fosfomolibdénio

Os resultados obtidos para avaliacdo quantitativa estdo descritos na figura 2 a
seqguir:

m fosfomolibdenio M rutina
140%

120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

250 mL
he/ 200 pg/mL
150 pg/mL
100 pg/mL

50 pg/mL

25 pg/mL

Figura 7. Porcentagem de atividade antioxidante do extrato metandlico de flores de A.
parochinioides comparadas com o controle rutina — Poder Redutor do Complexo
Fosfomolibdénio.

De acordo com o resultado apresentado na figura 2, observa-se que o extrato

bruto metandlico de flores de A. paronichioides apresentou atividade antioxidante

por reducdo do complexo fosfomolibdénio, adquirindo a coloracdo verde
caracteristica.

A amostra de concentracdo de 50 pg/mL (com porcentagem de inibicdo de

120,30%) apresentou-se mais promissora ao comparar-se com o padrao rutina (com
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112,30% de inibicdo). Contudo, a amostra de concentracdo de 25 pg/mL (com
porcentagem de inibicdo de 21,67%) apresentou baixa porcentagem de inibicdo

antioxidante.

Balestrin et al. (2007), em seu estudo com Dorstenia multiformis Miquel
(Moraceae), avaliou sua atividade antioxidante pelo o método de reducdo do
complexo fosfomolibdénio em extrato bruto, obteve porcentagem média de inibicdo
préxima a 65%, o que justifica-se que, embora ndo se tenha estudos com outras
espécies do género Alternanthera, em relacdo ao método de reducdo do complexo

fosfomolibdénio, o resultado obtido neste trabalho torna-se destaque.

Apesar da atividade antioxidante ser obtida pela comparacdo entre uma
substéancia isolada (rutina) e um extrato composto por diversos tipos de substancias,
nao se pode descartar a capacidade antioxidante apresentado por A. parochinioides.
Esse resultado a torna objeto de estudo para investigacbes acerca da sua
composicdo e consequente atividade antioxidante utilizando outros tipos de testes e
fracOes, principalmente pelo fato do extrato bruto, em analise fitoquimica preliminar

quanto a presenca de compostos fendlicos totais.

5.4 Determinacado do Conteldo Total de Flavonoides

Compostos fendlicos constituem um dos maiores grupos de compostos
atuantes como antioxidantes. Dentre os compostos fendlicos que apresentam essa
propriedade, merece destaque o grupo dos flavondides. Esses compostos possuem
diversas propriedades descritas na literatura, sendo considerada a atividade
sequestradora de radicais livres, a principal e mais importante dessa classe de
compostos. O conteudo total de flavondides pode ser facilmente visualizado pela

formacdo de um complexo flavondide-aluminio, em meio bésico, de coloracdo rosa.

Por meio da andlise fitoquimica preliminar do extrato bruto metandlico de

flores de A. paronichioides observou-se a presenca de flavondides.
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A partir deste resultado, optou-se por determinar, qualitativamente através da média
e desvio padrdo, o conteudo total de flavondides com base na absorbancia em
espectrofotometro (tabela 2).

Tabela 3. Valores da média (M) e desvio padrdo (DP) do conteudo total de flavondides, do
Extrato Metandlico (EM) e da Rutina.

Amostras Conteldo Total de Flavonéides
EM 0.202 (+) 1.41
Rutina 0.218 (+) 0.022

O valor da absorbéancia do extrato bruto metandlico das flores de A.
paronichioides assemelha-se ao valor obtido pelo padrdao positivo rutina,

corroborando o resultado conquistado na analise fitoquimica preliminar.

Tomei (2008), com base em achados preliminares ao estudo de A. maritima,
isolou dois compostos de flavondides, a quercetina e a vitexina, achado parecido
com o descrito por Wu et al. 2013, ao encontrar quercetina em extratos de A.

paronichioides.

Outras espécies de Alternanthera tenella colla, A. sessilis e A. pugens, foram
estudadas quanto a presenca de flavondides como compostos majoritarios (DOGRA
& OJBA, 1987; RUIZ et al., 1996; KAPUNDU & LAMI & DELAUDE, 1986).

Hundiwale et al. (2012) descreve algumas espécies do género Alternanthera
como produtoras e acumuladoras de metabdlitos secundarios, dentre eles,
flavondides, saponinas, vitaminas e glicosideos, justificando mais uma vez o

resultado na determinagéo do conteudo de flavondide obtido.

5.5 Determinacéo de Fendis Totais (Método de Folin-Ciocalteau)

O método mais empregado na determinacdo de compostos fendlicos é aquele que
emprega o reagente Folin-Ciocalteau. Os resultados obtidos foram expressos por
média e desvio padrdo, com base nos valores de absorbancia em espectrofotometro

encontrados das amostras, conforme tabela 3.
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Tabela 4. Valores da media (M) e desvio padrdo (DP) do conteudo total de fendis, do
Extrato Metandlico (EM) e do Acido Galico.

Amostra Conteddo Total de Fendis M/DP

EBM 206,40 (+-) 2,36
Acido Galico 269,54 (+-) 0,65

O resultado encontrado para a média da absorbancia para o extrato
metandlico é considerado proximo a média da absorbancia obtida pelo Acido Galico,
utilizado como controle positivo. Este dado esta de acordo com a andlise fitoquimica

indicativa para a presenca do grupo fendlico nas flores de A. paronichiodes.
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6. CONCLUSAO

« A analise fitoquimica do extrato bruto metandlico das flores de A.
paronichioides detectou a presenca de fendis, taninos, flavonas, flavonois, xantonas,

flavanonas e triterpendides.

* O extrato testado detectou a presenca da atividade antioxidante frente aos

meétodos de reducao do radical DPPH e da solucéo reagente de fosfomolibdénio.

* Quanto a avaliagéo do conteudo total de flavondides e de fendis totais, os
resultados desta espécie também estdo presentes na familia Amaranthaceae e em

outras espécies do género Alternanthera.

Com larga distribuicdo e presente em diversas localidades do planeta, € a
primeira vez que flores de A. paronichioides sdo retiradas do bioma cerrado e

estudado em relacédo aos seus constituintes quimicos e acéo antioxidante.

Pode-se afirmar, portanto, que flores de A. parochinioides possui 0S mesmos
constituintes quimicos encontrados em outras partes vegetativas dessa espécie, 0

gue pode justificar sua capacidade antioxidante.

Muitos estudos ja demonstraram o envolvimento do estresse oxidativo na
manifestacdo de diversas doencas. O estudo desta espécie, pode de certa forma

explicar o uso amplo de outros exemplares do género na medicina popular.
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