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RESUMO

Os radicais livres sado espécies quimicas altamente reativas que podem ser gerados
no organismo por processos fisioldgicos ou por fatores externos do ambiente. Quando
produzidos em excesso, desencadeiam o estresse oxidativo, capaz de contribuir para
o desenvolvimento de doencas crbnicas e do processo de envelhecimento. Os
antioxidantes sdo 0s agentes responsaveis por neutralizar esses radicais, podendo
ser de origem sintética ou natural, sendo importantes aliados na prevencao dos danos
oxidativos. A Casearia sylvestris € uma planta nativa do Brasil, popularmente
conhecida como guacatonga, com ampla utilizacdo na medicina popular devido as
suas propriedades anti-inflamatéria, antimicrobiana, cicatrizante e antioxidante,
atribuidas em grande parte, a presenca de compostos fendlicos e terpenos. Desta
forma, o trabalho teve como obijetivo obter o perfil cromatogréfico do extrato etanélico
da Casearia sylvestris, avaliar sua atividade antioxidante e dosar 0os compostos
fendlicos totais presentes nesse extrato. O perfil cromatografico foi obtido por CLAE-
DAD, entretanto ndo foi possivel realizar a identificacdo precisa dos metabdlitos
secundarios. A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelos métodos de
captura dos radicais DPPH e ABTS. O contetdo fendlico total foi determinado pelo
método de Folin-Ciocalteau. No método do DPPH, o valor obtido de CE50 para o
extrato etandlico da Casearia sylvestris foi de 135,00 pug/mL e 32,58% de
descoloracéo; e, no método do ABTS, o valor obtido de TEAC foi de 0,2715 mM. No
método de Folin-Ciocalteau, o extrato etandlico apresentou um teor de compostos
fendlicos menor em relacdo a resultados registrados na literatura para a mesma
espécie vegetal. Os achados deste estudo demonstram que o extrato etandlico da C.
sylvestris apresentou relevante capacidade antioxidante, sendo seu efeito
provavelmente relacionado aos compostos fenodlicos e terpenos, reforcando sua
importancia como possivel fonte de antioxidante natural e seu potencial como novo

insumo farmacéutico ativo vegetal antioxidante.

Palavras chaves: Casearia sylvestris; Antioxidantes; Extrato etandlico; DPPH; ABTS;

Conteudo fendlico.



ABSTRACT

Free radicals are highly reactive chemical species that can be generated in the body
by physiological processes or by external environmental factors. When produced in
excess, they trigger oxidative stress, which can contribute to the development of
chronic diseases and the aging process. Antioxidants are agents responsible for
neutralizing these radicals. They can be synthetic or natural and are important allies in
the prevention of oxidative damage. Casearia sylvestris is a native plant from Brazil,
commonly known as guacatonga, widely used in folk medicine due to its anti-
inflammatory, antimicrobial, healing, and antioxidant properties, which are largely
attributed to the presence of phenolic compounds and terpenes. Thus, the objective of
this study was to obtain the chromatographic profile of the ethanolic extract of Casearia
sylvestris, evaluate its antioxidant activity, and measure its total phenolic content. The
chromatographic profile was obtained by HPLC-DAD, however, it was not possible to
accurately identify the secondary metabolites. The antioxidant activity was evaluated
by the DPPH and ABTS radical scavenging methods. The total phenolic content was
determined using the Folin-Ciocalteau method. In the DPPH method, the EC50 value
obtained for the ethanolic extract of Casearia sylvestris was 135.00 ug/mL and 32.58%
discoloration; and in the ABTS method, the TEAC value obtained was 0.2715 mM. In
the Folin-Ciocalteau method, the ethanolic extract showed a lower phenolic compound
content compared to results reported in the literature for the same plant species. The
findings of this study demonstrate that the ethanolic extract of C. sylvestris has
significant antioxidant capacity, with its effect likely related to phenolic compounds and
terpenes, reinforcing its importance as a possible source of natural antioxidants and

its potential as a new active pharmaceutical ingredient with antioxidant properties.

Keywords: Casearia sylvestris; Antioxidants; Ethanolic extract; DPPH; ABTS;

Phenolic contents.
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1. INTRODUCAO

Radicais livres sdo atomos ou moléculas caracterizadas por um elétron
desemparelhado em sua camada de valéncia, resultando em um ndmero impar de elétrons.
Essas moléculas sdo geradas como subprodutos de reacbes enzimaticas do nosso
organismo e, devido ao seu curto tempo de meia-vida e elevada reatividade, interagem com

outras moléculas na busca pela estabilidade, o que frequentemente leva a oxidacdao,
tornando-as instaveis (Halliwell e Gutteridge, 1990; Tumilaar, 2024).

Os agentes antioxidantes desempenham um papel essencial ao neutralizar radicais
livres e minimizar os danos oxidativos que eles provocam, contribuindo para a preservacao
da integridade celular (Valko et al., 2007; Junior et al., 2017). Esses agentes podem ser de
origem natural, como as vitaminas C, E e A, carotenoides e flavonoides, ou de origem
sintética, como a N-acetilcisteina, trolox, hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno
butilado (BHT) (Oliveria et. al., 2009).

O estresse oxidativo, causado pelo desequilibrio entre radicais livres e antioxidantes,
esta relacionado ao desenvolvimento de diversas doencas cronicas e degenerativas, como
aterosclerose, diabetes, doencas cardiovasculares, catarata e ao processo de
envelhecimento (Sies, 1993; Junior et al., 2017; Mtynarska et al., 2024).

Embora os radicais livres sejam produzidos em processos essenciais ao
metabolismo humano, como fagocitose, producdo de energia e crescimento celular, seu
excesso pode causar danos significativos, incluindo alteracbes em proteinas de
membranas, DNA, carboidratos e peroxidacao lipidica (Barreiros et al., 2006). Por isso, a
busca por plantas antioxidantes é de grande relevancia para combater os efeitos

prejudiciais dessas moléculas.

A Casearia sylvestris, popularmente conhecida como "guagatonga" é uma planta
nativa de diversas regifes do Brasil. Anteriormente pertencia a familia Flacourtiaceae, mas
atualmente pertence a familia Salicaceae (Stevens, 2001). E caracterizada por possuir
tronco pequeno de coloracao pardo-escuro, sendo um arbusto, subarbusto ou arvore que
atinge uma altura entre 3 e 4 metros (Alonso, 2007). Devido ao grande uso na medicina
popular, a C. sylvestris € uma das plantas citadas na “Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS” (RENISUS), que destaca 71 espécies de grande

relevancia terapéutica no Brasil (BRASIL, 2021).
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Além disso, tem atraido a atencéo de pesquisadores devido as suas propriedades

farmacoldgicas promissoras, como: antiulcerosa (Basile et al.,1990; Fialho et al., 2010),

anti-inflamatdria (Gusman et al., 2015), diurética, antisséptica, cicatrizante e anestésica
topica (Alonso, 2007).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécies reativas de oxigénio (EROs), antioxidantes e estresse oxidativo

Os radicais livres s@o espécies altamente reativas por apresentarem um elétron livre
capaz de interagir com outras moléculas do organismo. A sua formacdo € considerada

normal e faz parte do desenvolvimento do nosso metabolismo (Martelli e Nunes, 2014).

A mitocondria € apontada como a maior fonte de producdo dessas espécies. Os
radicais sdo gerados durante o processo de fosforilacdo oxidativa, que ocorre na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial, podendo haver o escape de elétrons que reagem
diretamente com o oxigénio molecular (O, ), formando o anion superdxido (O, ~ ¢), um dos
radicais livres mais comuns no meio intracelular (Hekimi et al., 2011). Além das
mitocondrias, o0 sistema imunologico também desempenha um papel significativo. Algumas
células de defesa, como neutréfilos e macréfagos, expressam a enzima NADPH oxidase
(Nox), que atua na geracdo do anion superoxido. Essa producdo esta relacionada a
destruicdo dos patdégenos invasores, funcionando como uma estratégia de defesa do

organismo contra infec¢des (Martelli e Nunes, 2014).

Outros fatores externos também podem contribuir para a formacéo dos radicais,
como a poluicdo ambiental, consumo de pesticidas em grandes quantidades, radiagédo UV
(Herling et al., 2006), estresse, excesso de exercicios fisicos, tabagismo, entre outros
(Carocho e Ferreira, 2013).

Os antioxidantes s@o substancias capazes de neutralizar as espécies reativas de
oxigénio (EROs), contribuindo para a manutencdo do equilibrio redox no organismo
(Figura 1). Esses agentes podem ser produzidos de forma enddgena, de maneira
enzimatica, como é o caso da enzima superoxido dismutase (SOD), que converte o anion
superoxido (O, ~ ¢), altamente reativo e toxico, em peréxido de hidrogénio (H, O, ).
Posteriormente, esse composto € também degradado por outras enzimas antioxidantes,
como a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase, resultando na formacdo de agua e
oxigénio, substancias inofensivas ao organismo (Vasconcelos et al., 2007). Além disso, os
antioxidantes também podem ser obtidos de forma exdgena, por meio da alimentacéao,
especialmente em frutas e vegetais ricos em vitaminas, minerais e compostos bioativos.
Exemplos incluem a cereja, manga, laranja, cenoura, cebola, morango e espinafre, todos

reconhecidos por seu potencial antioxidante natural (Oliveira et al., 2009).
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Figura 1 — Representacéo ilustrativa da ac&o dos antioxidantes sob os radicais livres.

Fonte: Adaptado de Vasconcelos et al, 2014.

O avanco dos estudos realizados pela literatura, torna evidente que o excesso de
espécies reativas de oxigénio (EROs) pode causar danos a lipidios, proteinas e DNA,
desencadeando processos patoldgicos diversos como: diabetes mellitus, cancer,
aterosclerose, Alzheimer e Parkinson. Sendo assim, a preocupacdo com a existéncia
desses elétrons livres se da devido ao estresse oxidativo que surge a partir do momento
em que existe um desequilibrio entre a quantidade de antioxidantes no organismo e a
producdo exacerbada de radicais (Ferreira e Matsubara, 1997). Os efeitos prejudiciais
gerados e a gravidade da situacdo estdo diretamente ligados a qualidade de vida

(Vasconcelos et al. 2014).

Diante do exposto, torna-se relevante investigar espécies vegetais e compostos com
acao antioxidante, visando seu uso como aliados terapéuticos em doencas relacionadas ao

desequilibrio oxidativo.
2.2 Casearia sylvestris

A Casearia sylvestris é uma planta pertencente a familia Salicaceae, nativa de
regioes tropicais e subtropicais da Ameérica Central e do Sul, sendo difundida em paises
como México, Peru e Argentina. No Brasil, € encontrada por praticamente toda a extensao
territorial, apresentando variagcbes vegetacionais e maior crescimento no estado do
Amazonas (Silva, 2016). A espécie é popularmente conhecida como “guagatonga”, “erva-
de-lagarto”, “cha-de-bugre”, “café-bravo”, “café-do-diabo” e “cafeeiro-do-mato” (Araujo et
al., 2014; Ferreira, 2023). Tradicionalmente utilizada na medicina popular por suas
propriedades terapéuticas, essa espécie vegetal tem despertado crescente interesse

cientifico devido a seu potencial farmacolégico.
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E caracterizada como um arbusto, subarbusto ou arvore (Figura 2) com em média
6 m de altura, perene, com tronco tortuoso com casca de coloracdo acinzentada a
acastanhada, podendo ser lisa ou rugosa e com pequenas fendas superficiais. A raiz
radiada e protostélica. As folhas (Figura 3) séo alternas, simples, assimétricas, lanceoladas,
ovaladas ou elipticas, com apice agudo, base estreita ou arredondada e com face superior
brilhante e inferior opaca, possuindo pontos translicidos, nos quais € possivel notar
glandulas indicadoras da presenca de 6leos essenciais. As flores (Figura 4) sdo pequenas,
possuem cerca de cinco sépalas, numerosas, branco-esverdeadas ou amareladas,
reunidas em inflorescéncias axilares abundante em todos os ramos e o fruto é do tipo
capsula, pequeno, vermelho quando maduro, e possui de 2 a 6 sementes (Araujo et al.,
2014; Marquete, 2016; Ferreira, 2023).

A espécie apresenta crescimento moderado e longevidade significativa de, em
meédia, 20 anos. Sua multiplicacdo ocorre principalmente por sementes, tanto de forma
espontanea na natureza quanto por meio de técnicas artificiais em ambientes agricolas.
Seu ciclo reprodutivo € bem definido, com florescimento predominante entre os meses de
junho e agosto, seguido pelo amadurecimento de seus frutos no periodo de setembro a
novembro (Ferreira et al., 2011). Pode ser encontrada em diversos tipos de vegetacoes e

possui grande adaptacéo aos meios (Silva, 2016).

Figura 2 — Casearia sylvestris, com destaque para o tronco.

Fonte: Silva, 2016.
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Figura 3 - Ramo e folhas da C. sylvestris.

Fonte: Silva, 2016.
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Figura 4 - Inflorescéncia da C. sylvestris.

Fonte: Silva, 2016.
2.2.1 Metabdlitos secundarios

As plantas produzem uma ampla variedade de compostos quimicos ao longo do seu
ciclo de vida, os quais podem ser classificados em dois grandes grupos: metabdlitos
primarios e metabdlitos secundarios. Os metabdlitos primarios estdo diretamente
relacionados as funcgdes vitais da planta, como crescimento celular, respiracdo, estocagem
e reproducdo, sendo comuns a praticamente todas as espécies vegetais (Fumagali et al.,
2008). J4 os metabdlitos secundarios, embora ndo sejam essenciais para a sobrevivéncia
imediata, desempenham papéis estratégicos na adaptacao ao ambiente, atuando na defesa
contra predadores, microrganismos e estresses ambientais, aumentando a probabilidade
de sobrevivéncia da espécie, aléem de participar de processos de interacdo ecoldgica (Aerts
et al., 1991).

De acordo com Kossel (1891), autor que definiu os metabdlitos secundarios como

contrarios aos primarios, os secundarios sdo geralmente caracterizados como substancias
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presentes em baixas concentragcdes nas plantas, representando menos de 1% do contetudo
total de carbono e frequentemente se acumulam de maneira localizada, sendo restritos a

determinados tecidos ou estruturas celulares.

Esses constituintes sdo considerados os responsaveis pelo desenvolvimento de
atividades bioldgicas, concedendo a planta relevancia terapéutica devido a atividades
como: antibidticas, antifingicas e antivirais, utilizadas para proteger as plantas dos
patdgenos, e ainda apresentando atividades antigerminativas ou téxicas para outras plantas
(Li et al.,, 1993). Os constituintes quimicos de uma espécie variam de acordo com o
ecossistema, a depender do solo, nutrientes disponiveis, clima, regime de ventos, regido
onde a planta foi coletada, entre outros (Silva et al., 2021) e podem ser classificados de
acordo com a rota sintética (Harbone, 1999), sendo os principais, compostos fendlicos,

terpénicos, esteroides e alcaloides (Fumagali et al., 2008).

Do ponto de vista fitoquimico, as espécies do género Casearia sdo conhecidas por
sintetizarem flavonoides, taninos, lignanas, esteroides, cumarinas, amidas, compostos
fendlicos e terpendides, com destaque para a presenca de diterpenos do tipo clerodanicos
(Junior, 2010). A presenca dos flavonoides é benéfica, pois destacam-se como
antioxidantes com capacidade de neutralizar radicais livres (Figura 5A) e quelar metais
(Figura 5B) (Rodrigues et al., 2008). Esses compostos agem na prote¢éo contra diversas
doencas, incluindo cardiovasculares, determinados tipos de cancer e processos
degenerativos associados ao envelhecimento celular. Sua estrutura polifenélica permite
gue inativem espécies reativas de oxigénio, como os radicais superéxido e hidroxila

(Dewick, 2002).
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Figura 5 — A) Limpeza de EROs (R*®) por flavonoides. B) Sitios de ligac&o para metais.

Fonte: Adaptado de Pietta, 2000.

Os radicais livres atraem mediadores inflamatérios, contribuindo para danos aos
tecidos e para uma resposta inflamatéria geral. Dessa maneira, os flavonoides séo capazes
de reduzir a liberacdo de peroxidase, o que auxilia na inibicdo da producdo de EROs por
neutrofilos, além de bloquear o metabolismo do acido araquidbnico. Essa agéao confere a
eles propriedade anti-inflamatéria, uma vez que a liberacdo do acido araquiddnico constitui
o evento inicial da inflamacgéao (Nijveldt et al., 2001).

Nas doencgas cardiovasculares, niveis elevados de espécies reativas de oxigénio
estdo associados a ruptura de placas ateroscleroticas, o que eleva o risco de infarto. Além
disso, essas espécies contribuem para a reducao da biodisponibilidade de 6xido nitrico,
comprometendo a vasodilatagéo e favorecendo o desenvolvimento da hipertenséo arterial.
Os antioxidantes, por sua vez, atuam inibindo a peroxidacao lipidica, protegendo o musculo
cardiaco e ainda, modulam a expressao de genes envolvidos, prevenindo o surgimento
dessas doencas (Mtynarska et al., 2024).



23

Os compostos fendlicos apresentam capacidade redutora e potencial antioxidante

(Figura 5A), devido a presenca do anel aromatico contendo ao menos um grupo hidroxila.

Os radicais formados apds a doacédo de elétrons tornam-se estabilizados por ressonancia,
0 que contribui para sua atividade antioxidante (Sousa et al., 2007; Monteiro, 2017).

Entre os estudos realizados especificamente com a Casearia sylvestris, € revelado
uma rica variedade de metabdlitos secundarios, com destaque para os diterpenos
clerodanicos, especialmente as casearinas, que ocorrem predominantemente nas folhas e
atuam como marcadores quimiotaxondmicos do género Casearia (Silva, 2016). Dos 42
diterpenos clerodanicos isolados na espécie, 27 pertencem ao grupo das casearinas e
compartilham uma mesma estrutura quimica fundamental, sendo nomeadas de A a X
(Figura 6). Além destas e de outras variantes, como caseargrewiina F e casearvestrinas A—
C, também foram identificados diterpenos menos complexos, como o (-)-acido hardwickiico
e a 15-hidréxi-3-cleroden-2-ona, e diterpenos ent-kauranos (Figura 7). Essas substancias
tém sido associadas a diversas atividades biolégicas (Unger, 2022). Outros compostos
identificados incluem monoterpenos e sesquiterpenos presentes no 6leo essencial das
folhas e flores, triterpenoides, taninos, flavonoides, saponinas, alcaloides, cumarinas,
neolignanas, acidos fendlicos, polissacarideos e acidos graxos (Silva, 2016). Essa

complexa composicao fitoquimica reforca o potencial terapéutico da espécie.

Figura 6 — Estrutura quimica geral do diterpeno clerodanico.

Fonte: Ferreira et al., 2011.



24

|;|§

P iy,
7,,,,,// OOH
(0]

0
()\\ )\
j (o]

Casearina A Casearina X

i} HO

m\\\\\\

Caseargewiina F

HO™ o

() - Acido hardwickiico 15-hidréxi-3-cleroden-2-ona

Figura 7 — Estruturas quimicas de alguns diterpenos presentes na Casearia sylvestris.

Fonte: Dos Santos, 2008; Passareli, 2010; Oda, 2021.

2.2.2 Atividades biolégicas

A presenca dos metabdlitos secundarios na planta demonstra o potencial terapéutico
da Casearia sylvestris despertando o interesse cientifico e levando a realizacéo de estudos
gue investigaram suas atividades biolégicas. A guacatonga € encontrada com aplicacéo
nao apenas na medicina popular, mas também em diversos setores, como na industria

farmacéutica, de quimica fina e nutracéuticos (Fumagali et al., 2008).

A espécie faz parte da RENISUS, sendo considerada util para atender as doencas
de maior incidéncia no Brasil. Essa lista tem como objetivo sistematizar as informacdes ja
existentes, direcionar e fortalecer os estudos sobre as espécies vegetais, elaborar
pareceres técnicos para a incluséo de fitoterapicos na Relagcdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (Rename), subsidiar regulamentacdes e elaboracdo de formulérios terapéuticos
pela Anvisa ou pelo Ministério da Saude e auxiliar gestores e profissionais com informacdes

sobre eficacia e seguranca das plantas medicinais (Silva, 2016; BRASIL, 2025).
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Na etnofarmacologia, ciéncia que estuda as acOes fisiologicas de substancias
vegetais, animais e outras, utilizadas pela medicina tradicional de culturas antepassadas e
de hoje em dia (Rodrigues e Oliveira, 2020), existem relatos do uso da tintura das folhas da
Casearia sylvestris contra picadas de insetos (Tomazi et al., 2014), e da utilizagdo do cha
das folhas contra picada de cobra (Garlet e Irgang, 2001; Coelho et al., 2009). No Brasil,
os povos Karaja usam a casca da planta através da maceracdo no tratamento de diarreia
e contra diversos venenos de serpentes (Fialho et al., 2010), ja outras tribos esmagam as
raizes para tratamento de feridas e lepra (Ferreira, 2011) e utilizam a decoccédo da casca
contra febre e como anti-inflamatério (Hirschmann e De Arias, 1990; Ribeiro et al., 2019).
No Peru, a tribo Shipibo-Conibo usa a decoccdo da casca da Casearia para gripe, dor no
peito e resfriados. (Hoehne, 1939). Na Colémbia, ha relatos do uso do decocto dos ramos
e das folhas em feridas e cortes. No Paraguai, a decoccao das folhas é utilizada para

tratamento de reumatismo, eczema e sarna (Alonso, 2007).

No Quadro 1, pagina 26, € mostrado um resumo das atividades etnofarmacolégicas
ja registradas, bem como a parte da guacatonga utilizada, a indicacdo e o modo de preparo.

Um dos estudos que contribuiu para o reconhecimento e padronizacdo da
C. sylvestris como um fitoterapico, foi o descrito por Pierri e colaboradores (2017). Eles
utilizaram o extrato das folhas da C. sylvestris, demonstrando a atividade anti-inflamatoria
significativa em modelo animal, com a administracéo de doses de 300 e 500 mg/kg a ratos,
sem induzir efeitos adversos como lesdes ou Ulceras gastricas. O estudo também destacou
0 potencial terapéutico dos diterpenos presentes na espécie, especialmente por sua

atuacao frente a processos infecciosos.

No estudo realizado por Fialho e colaboradores (2010), foi observada uma resposta
favoravel do extrato da planta na modulacdo da permeabilidade géstrica a sacarose. Os
resultados demonstraram que, na presenca do extrato, houve aumento da concentracéo da
sacarose em comparacao ao grupo controle, sugerindo um possivel efeito protetor contra

o desenvolvimento de lesdes ulcerativas no estbmago, sem provocar reacdes adversas.
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Quadro 1 - Atividades etnofarmacoldgicas apresentadas para a Casearia sylvestris.

Indicacao Parte da Modo de Referéncia
Planta Preparo
Picada de insetos Folha Tintura Tomazi et al., 2014

Garlet e Irgang, 2001

Picada de cobra Folha Cha
Coelho, De Paula e
Espindola, 2009
Diarreia e veneno de serpente Casca Maceracéo Fialho et al., 2010
Gripe, dor no peito e resfriado Casca Decoccao Hoehne, 1939
Feridas e cortes Ramos e
folha
Decoccgédo Alonso, 2007
Reumatismo, eczema e sarna Folha

Ribeiro et al., 2019;
Febre e anti-inflamatério Casca Decoccao Hirschmann e
De Arias, 1990

Fonte: elaborado pelo autor.

De acordo com Carvalho e colaboradores (2018), a combinacdo de membranas de
latex natural com extratos e derivados das folhas da Casearia sylvestris, demonstrou efeitos
significativos na cicatrizacdo de feridas cutaneas, além da acao anti-inflamatoria quando
aplicada topicamente. A eficacia da formulag&o foi confirmada por meio de analises de
espectroscopia, microscopia e testes de resisténcia mecanica, que comprovaram sua

permeabilidade dérmica.

No estudo conduzido por Falcéo e colaboradores (2017), o 6leo essencial obtido das
folnas da guacatonga por hidrodestilacdo foi avaliado quanto ao seu potencial
antimicrobiano. A atividade foi determinada por meio do método de difusdo em placa,

utilizando concentragdes de 30 pL. Os resultados demonstraram eficacia contra
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aproximadamente 70% das cepas bacterianas analisadas, com maior efeito sobre bactérias

gram-positivas, evidenciando o potencial do éleo essencial como agente antimicrobiano.

Em outro estudo realizado por Teixeira e colaboradores (2015), foram avaliadas as
atividades antioxidante, antimicrobiana, antifingica e a toxicidade da Casearia sylvestris.
Os resultados demonstraram que o extrato metandlico preparado a partir de galhos, ramos
e folhas da planta mostrou-se eficaz contra o fungo Aspergillus niger e foi capaz de inibir o
crescimento de leveduras como Candida albicans, Candida guilliermondii e Candida
tropicalis. O extrato etandlico obtido das folhas apresentou acdo antimicrobiana para as
bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella setubal. Além disso,

demonstrou atividade antioxidante significativa mesmo na menor dose testada.

No Quadro 2, € mostrado um resumo das atividades bioldgicas ja estudadas, assim

como a parte da planta e o extrato utilizado.

Quadro 2 - Atividades bioldgicas apresentadas para os extratos da Casearia sylvestris.

Atividade Parte da Planta Extrato Referéncia
Esteves et al., 2005
Anti-inflamatoria Folha Etandlico
Pierre et al., 2017
Dos Santos, 2008
Antiulcerogénica Folha Etandlico Fialho et al.. 2010
Godoi, 2013
Antimicrobiana Folha Oleo essencial Falcdo et al., 2017
Folha Etandlico, aquoso Giintzel, 2008
Antioxidante, e Oleo essencial
antimicrobiana e
antifingica Galhos, ramos e folhas Etandlico Teixeira et al. 2015
Antitumoral Folha Hexanico De Mesquita et al.,
2009
Cicatrizante e anti- .
inflamatéria Folha Etanodlico Carvalho et al. 2018

Fonte: elaborado pelo autor.
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2.2.3 Toxicidade

Embora a Casearia sylvestris apresente diversas propriedades terapéuticas
relevantes, alguns estudos também se dedicaram a avaliacdo da sua toxicidade, a fim de
garantir a seguranca no uso dos seus extratos e compostos bioativos. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 70 a 95% dos paises subdesenvolvidos utilizam
apenas plantas medicinais no tratamento de diversas doencas. Sendo assim, as
investigagdes toxicoldgicas séo fundamentais para conter o uso indiscriminado, estabelecer
limites seguros de uso e identificar possiveis efeitos adversos associados a diferentes vias

de administracé@o e concentracdes (Araujo et al., 2014).

Segundo Ferreira (2023), o consumo de infusdes preparadas com a Casearia
sylvestris em doses elevadas e por periodos prolongados pode provocar efeitos adversos,
como nauseas, hemorragias e alteracdes na urina, que se torna mais espessa e com odor
caracteristico. A utilizacdo continua é recomendada por, no maximo, 20 dias, sendo
contraindicada para criancas menores de 12 anos, gestantes e lactantes. Quanto as
interacdes farmacoldgicas, destaca-se a necessidade de cautela no uso concomitante com
anticoagulantes, uma vez que a planta pode antagonizar a acdo da vitamina K, e seu uso
prolongado pode potencializar o efeito anticoagulante, dificultando o ajuste das dosagens.
Em praticas fitoterapicas, o extrato da C. sylvestris pode ser associado a outras espécies
vegetais para potencializar seus efeitos: Varronia curassavica (erva-baleeira), no alivio de
dores na coluna, por seu efeito anti-inflamatério; Jacaranda caroba (caroba) e Peschiera
fuchsiaefolia (leiteira), no auxilio ao tratamento da obesidade; e Aristolochia cymbifera
(cipé-mil-homens), Passiflora alata (maracuja) e Polypodium vacciniifolium (erva-silvina),

para distarbios circulatorios e hipertensao arterial.

No estudo conduzido por Prieto (2012) foi evidenciado que a casearina X, isolada do
extrato etanolico da Casearia sylvetsris, demonstrou acao antigenotoxica significativa. A
substancia foi capaz de proteger o DNA contra os efeitos causados por poluentes
atmosféricos resultantes da queima da cana-de-acgUcar, reconhecidamente genotoxicos.
Essa protecéo foi observada em todas as concentracdes avaliadas, evidenciando a eficacia
na prevencdo de danos genéticos induzidos por agentes ambientais. Ademais, ndo foram
identificadas alteracdes mutagénicas nas células sanguineas dos ratos, reforcando seu

potencial como agente seguro para aplicacdes terapéuticas.

De acordo com o estudo realizado por Ameni (2011) sobre a toxicidade oral aguda

do extrato fluido da C. sylvestris, ndo foi observado efeito toxico em ratos. O tratamento foi
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realizado por 28 e por 90 dias. Apesar do sistema imune néo ter sofrido alteracdes, 0s
pardmetros bioguimicos como albumina e proteina foram aumentados; e a creatina,
triglicérides e colesterol total diminuiram. Desta forma, considerou-se seguro 0 uso, mas

fazem-se necessario mais estudos pré-clinicos.

Silva e colaboradores (2008) relataram que a aplicacéo terapéutica do 0leo essencial
de Casearia sylvestris requer precaucao, especialmente no que se refere a quantidade
absorvida sistemicamente. Estudos indicaram que os sesquiterpenos [-cariofileno e a-
humuleno presentes no 0Oleo essencial podem induzir toxicidade, devido a possivel

sensibilidade dos eritrécitos a esses compostos.

J& no estudo realizado por Yamashita e colaboradores (2005), foram analisadas trés
espécies do género Casearia, com o objetivo de identificar os microelementos presentes
em sua composicdo. Na espécie C. sylvestris, foram detectados elementos como cromo
(Cr), manganés (Mn), escandio (Sc), ferro (Fe) e cloro (Cl), entre outros. Por outro lado, ndo
foram encontrados metais pesados téxicos, como mercurio (Hg) e antimoénio (Sb), o que
representou um dado positivo em termos de seguranca. Embora tenham sido identificadas
baixas concentracdes de arsénio (As) e cadmio (Cd), os autores consideraram que, sob a

perspectiva farmacoldgica e toxicolégica, tais niveis ndo representavam risco a saude

humana, sugerindo que o uso da espécie € seguro dentro dos parametros analisados.
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3. JUSTIFICATIVA

Muitas pesquisas vém mostrando a existéncia de substancias naturais com
propriedades antioxidantes (Comert e Gokmen, 2018; Bouyahya et al., 2021; Muhammad
et al., 2024), principalmente devido a problematica existente em relagdo ao estresse
oxidativo gerado no organismo humano a partir do excesso de radicais livres. Considerando
gue eles séo produzidos naturalmente pelo metabolismo, que estamos constantemente em
contato com fontes externas de radicais (Martelli et al., 2014) e que os danos oxidativos nas
células e tecidos tém sido associados ao desenvolvimento de varias doencgas, justifica-se o
crescente interesse na relacao entre antioxidantes e saude, com busca em substancias que

possam retardar ou impedir 0os processos de oxidacao.

Devido a possibilidade de provocar reac6es indesejaveis, 0 uso de antioxidantes de
origem sintética é limitado. Em contrapartida, compostos naturais com acao antioxidante
tém se destacado como alternativas mais seguras e promissoras (Oliveira et al., 2009). A
crescente substituicdo de antioxidantes sintéticos por substancias derivadas de fontes
naturais reflete sua eficacia terapéutica e o menor risco de efeitos adversos (Al-Rimawi et
al., 2024).

Investigar a atividade antioxidante da Casearia sylvestris pode proporcionar um
entendimento mais aprofundado sobre seus potenciais beneficios na terapéutica. Este
trabalho aborda aspectos relacionados a atividade antioxidante in vitro do extrato etandlico
das folhas da Casearia sylvestris. Ao explorar essa relagdo, busca-se enriquecer o campo
da fitoterapia, colaborando para o desenvolvimento de novos insumos farmacéuticos ativos
vegetais (IFAVs), oferecendo informacdes cruciais para a saude humana e, potencialmente,

abrindo portas para novos tratamentos e intervengdes preventivas.

A espécie escolhida para a realizacdo desse estudo € nativa de varias regides do
Brasil e faz parte da lista de plantas medicinais de interesse do SUS, a RENISUS, o que
aumenta seu potencial como recurso natural. Ao explorar sua propriedade antioxidante, 0s
resultados podem enriquecer as propriedades medicinais, a valorizacao da biodiversidade
local e incentivar a utilizacdo na terapéutica de espécies vegetais nativas do Brasil. Assim,
diante da crescente importancia dos antioxidantes na saude humana, do potencial
econdmico e da relevancia ecoldgica da Casearia sylvestris, este projeto tem como objetivo
ampliar o entendimento sobre os beneficios dessa espécie vegetal altamente utilizada na

medicina popular brasileira.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato etandlico da Casearia sylvestris

Sw. e dosar os compostos fendlicos totais.

4.2 Objetivos especificos
- Preparar o extrato etandlico da Casearia sylvestris;
- Obter a impresséo digital do extrato etandlico por CLAE-DAD;
= Avaliar o teor de compostos fendlicos totais do extrato;

= Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato pelos métodos de captura dos
radicais DPPH e ABTS.



5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Materiais
= 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich);
- Acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) (Sigma-Aldrich);
- Acido 6-hidroxi-2,5,7-8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich);
- Acido galico (Sigma-Aldrich);
- Agua acidificada com &cido acético glacial 1% (pH 3,3);
- Agua destilada;
- Carbonato de sodio (Synth);
= Coluna Shim-pack GIST, C18 5 pym - 4,6 x 250 mm (Shimadzu);
- Etanol PA 95% (Quimica Moderna);
- Filtro de seringa 0,2 um;
- Metanol acidificado com &cido acético glacial 1% (pH 3,2);
- Metanol grau HPLC (Supelco);
- Metanol P.A. (Quimica Moderna);
- Metanol P.A. (Quimica Moderna);
- Persulfato de potassio (Sigma-Aldrich);
- Pré-coluna Shim-pack GIST(G), C18 5 um - 4,0 x 10 mm (Shimadzu);
- Quercetina (Sigma-Aldrich);
- Reagente de Folin-Ciocaulteau (Sigma-Aldrich);

- Solucao de carbonato de sédio 10%.
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5.2 Equipamentos
- Balanca analitica (Shimadzu);
- Bomba de vacuo (Buchi);

- Cromatografo Waters 2996 (Water Aliance) equipado com detector de arranjo diodos
(DAD) Waters 2996. Software Empower Pro foi utilizado para obtencdo dos

cromatogramas;
-> Dessecador;
- Espectrofotdmetro UV-visivel Cary 50 Bio (Varian);
- Estufa de secagem e esterilizacdo (MA 035, Marconi);
- Evaporador rotativo R-205 (Buchi);
- Moinho de facas (Marconi);
- Percolador de aco inoxidavel de 5L;
- Refrigerador;
- Voértex (Logen Scientific).
5.3 Coleta da espécie vegetal

As partes aéreas da Casearia sylvestris foram coletadas no més de junho de 2022, no
municipio de Sdo Jodo do Manhuacu, MG, Brasil, por Andressa Barbosa Magalhdes
(Figura 8).
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Figura 8 — A) Folhas, B) arbusto e C) arvore da Casearia sylvestris.

Fonte: Andressa Barbosa Magalhées, 2022.

5.4 ldentificacdo do material vegetal

A identificag@o taxondmica foi realizada pela especialista Dr2. Renata Viviane Scalon
do Departamento de Biodiversidade, Evolucdo e Meio Ambiente do Instituto de Ciéncias
Exatas e Biologicas (ICEB) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). A exsicata
correspondente foi depositada no Herbario Professor José Badini-OUPR da UFOP, com o
namero de registro 36.416 (Figura 9).
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wn

Figura 9 - Exsicata da Casearia sylvestris depositada no Herbéario José Badini-OUPR da UFOP.

Fonte: Andressa Barbosa Magalh&es, 2022.

5.5 Estabilizacdo do material vegetal

Apés a coleta, o material vegetal foi submetido a secagem das folhas em estufa com
circulacdo e renovacdo de ar a 37°C, por duas semanas. As folhas secas foram

pulverizadas utilizando um moinho de facas.
5.6 Preparo do extrato etandlico da Casearia sylvestris

Apos a pulverizacéo de 1000 g de folhas secas, seguiu-se pelo processo de extracao
por percolagdo, empregando-se etanol 95%, até que o material vegetal estivesse
completamente esgotado. Posteriormente, o solvente extrator foi removido em evaporador
rotativo e levado a estufa a 37°C para evaporacdo de todo etanol residual, até peso
constante, sendo mantido em dessecador sob vacuo, resultando no extrato etandlico da
Casearia sylvestris seco, de coloracao esverdeada, o qual foi armazenado em refrigerador
a 8°C (Figura 10).
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Figura 10 — A) Processo de percolacdo do material vegetal e B) Extrato etandlico apés aretirada do

solvente extrator por rotaevaporacao.

Fonte: Andressa Barbosa Magalh&es, 2022.

5.7 Obtencao da impressao digital do extrato etanélico por CLAE-DAD

Para a obtencdo da impressdo digital do extrato foi empregada a técnica de
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), acoplada a detector de arranjo de diodos
(DAD), através do cromatégrafo da Water Aliance, modelo Waters 2996, do Laboratério
Multiusuério 1 do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFOP (PPG
CiPharma/UFOP). Foi utilizada uma pré-coluna Shimadzu Shim-pack GIST, C18, com
dimensdes de 4,0 x 10 mm, acoplada a uma coluna cromatografica do mesmo modelo e
fase estacionaria C18, com medidas de 4,6 x 250 mm. A amostra do extrato foi preparada
na concentracao de 1%, diluida em metanol e posteriormente filtrada por meio de filtro de
seringa com porosidade de 0,2 um. A analise foi conduzida sob fluxo de 1mL/min, com a
coluna mantida a 25°C, e volume de injecéo de 20 pL. O método cromatografico empregado
foi o de gradiente linear, utilizando-se duas fases moéveis: A - agua acidificada com acido
aceético glacial 1% (pH 3,3), e B - metanol acidificado com acido acético glacial 1% (pH 3,2)
(Tabela 1). A deteccao foi realizada em uma faixa de comprimento de onda entre 260 -
280 nm.
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Tabela 1 - Condicdes para obtencao dos perfis cromatograficos do extrato etanolico

da Casearia sylvestris.

Tempo de eluicdo (min.) FM A (%) FM B (%)
0 100 0
10 5 95
25 0 100
30 100 0
35 100 0

Fase Movel A (FM A): 4gua acidificada com acido acético glacial 1%, pH 3,3. Fase Mdével B (FM B): metanol

acidificado com é&cido acético glacial 1%, pH 3,2.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.8 Conteudo fendlico total
5.8.1 Preparo das solucdes
5.8.1.1 Solucéo de acido galico

Em balanca analitica, foi pesado 0,50 mg de &cido galico. E, em seguida, o material
foi transferido para baldo volumétrico de 10,00 mL. Utilizou-se metanol para a dissolucao
completa do composto e afericdo do volume até a marca. A partir dessa solucao-estoque,
foram elaboradas diluicdes para obtencéo das concentra¢des de 10,00; 20,00; 30,00, 40,00
e 50,00 pg/mL.

5.8.1.2 Solucéo de carbonato de sédio 10%

Pesaram-se 2,50 g de carbonato de sédio em balanca analitica e, em seguida,
transferiu-se o conteddo para um baldo volumétrico de 25,00 mL. Adicionou-se agua

destilada para solubilizar o sal e ajustar o volume final do bal&o.
5.8.1.3 Solugéo do extrato

O extrato etandlico da C. sylvestris (1,00 mg) foi pesado em balanca analitica e
transferido para baldo volumétrico de 10,00 mL. O extrato foi dissolvido com metanol, e o

volume aferido até a marca do baldao com o mesmo solvente.
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5.8.2 Metodologia - Avaliagcdo do conteudo fendlico total

Para avaliar o teor de compostos fendlicos totais do extrato foi empregada a
metodologia de Swain & Hills (1959), com adaptacdes. O experimento foi realizado a partir

da adicéo do reagente de Folin-Ciocalteau em amostras do extrato.

Em tubo de ensaio, foram adicionados 500,00 pL da solucdo do extrato 100 pg/mL
juntamente com 500,00 yL do reagente de Folin-Ciocalteu. Ap6s homogeneizacdo em
agitador tipo vOrtex, a amostra permaneceu em repouso por 3 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 500,00 pL da solucao de carbonato de sédio 10%, e o tubo foi mantido em

repouso por 1 hora, protegido da luz (Figura 11).

Utilizou-se o acido galico como padréo de referéncia. Para a construg¢éo da curva de
calibracdo, seguiram-se 0s mesmos procedimentos aplicados ao extrato, utilizando
solucBes-padrao de acido galico nas concentracdes de 10,00; 20,00; 30,00; 40,00 e 50,00
png/mL. O espectrofotdmetro foi zerado com metanol, e as leituras de absorbancia foram
realizadas em comprimento de onda de 760 nm. O teor de compostos fendlicos foi expresso
em miligramas de acido galico por grama de extrato. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

500,00 pL: extrato 100 pg/mL 500,00 uL: reagente de
ou solugéo de 4cido galico =0 o Folin-Ciocalteu

Agitacdo em vortex
€ repouso por 3 min.

/ 500,00 uL: carbonato de
sédio 10%

E@‘—@ﬂ‘—@

O| &

o
)

o]

Repouso por 1 hora
sob abrigo da luz

—

@,}, Leitura a
[eoo] ||| 760 nm

Figura 11- Esquema da metodologia para a determinacédo do contetdo fenélico do extrato etandlico

de Casearia sylvestris.

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.9 Avaliacédo da atividade antioxidante in vitro do extrato etandlico pelo método de

captura do radical DPPH

5.9.1 Preparo das solucdes

5.9.1.1 Solucédo de DPPH

A solucéo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 0,38 mM, foi preparada no mesmo dia
da andlise experimental. Para isso, foram pesados 10,00 mg do reagente DPPH em balanca
analitica e transferidos para baldo volumétrico de 100,00 mL. O metanol foi utilizado como
solvente, sendo adicionado até completar o volume do baldo. A solucdo resultante foi
protegida da luz e mantida refrigerada em banho de gelo até o momento do uso, a fim de

preservar sua estabilidade.

5.9.1.2 Solucéo dos extratos para o teste do DPPH

No dia anterior ao ensaio, foram pesados inicialmente 10,00 mg do extrato etandlico
em balanca analitica e transferidos para baldo volumétrico de 100,00 mL. A diluicao foi feita
em metanol, completando o volume do baldo. Dessa forma, obteve-se uma solugédo com
concentracao final de 100,00 pg/mL. A partir dessa solucdo-estoque, foram realizadas
diluicbes sucessivas para se obterem as concentracdes de 10,00; 20,00; 30,00; 40,00;

50,00; 60,00; 70,00 e 80,00 pg/mL, utilizadas na avaliagéo antioxidante.
5.9.1.3 Solucgéo de quercetina para o DPPH

Para o preparo da solucéo padrao no dia, foi pesada uma aliquota de 10,00 mg de
guercetina, um flavonoide polifendlico amplamente difundido em alimentos e plantas, com
capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio, quelar metais e inibir a
peroxidagéo lipidica (Xu, 2019). Dissolveu-se em metanol, em bal&o volumétrico de 100,00
mL, com posterior afericdo do volume. A solugcao obtida foi empregada na elaboracédo de
diluicdes nas seguintes concentragdes: 20,00; 30,00; 40,00 e 50,00 pg/mL, utilizadas como

controle positivo na analise de DPPH.
5.9.2 Metodologia - Avaliacédo pelo método de captura do radical DPPH

A andlise da capacidade antioxidante, utilizando o método de captura do radical livre
DPPH, foi realizada a partir da metodologia descrita por Singh et al. (2002) e Ferrari (2008),
com modificacbes. Esse experimento baseia-se na neutralizagdo do radical DPPH, que
possui coloracdo violeta intensa, e que, ao interagir com substancias antioxidantes, sofre

descoloracao, adquirindo tonalidade amarelada (Figura 12).
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Figura 12 - Reacao do radical livre DPPH com molécula doadora de Hidrogénio.

Fonte: Glntzel, 2008

As amostras do extrato etandlico foram preparadas por diluicdo em metanol até atingirem
as concentracoes de 10,00; 20,00; 30,00; 40,00; 50,00; 60,00; 70,00; 80,00 e 100,00 pg/mL.
Para comparacdo, foi utilizado o antioxidante padrdo quercetina, cujas solucdes foram
preparadas nas faixas de 20,00; 30,00; 40,00; 50,00 e 100,00 pg/mL.

OH O  Quercetina

Durante o preparo da amostra, em tubos de ensaio separados, foram adicionados
750,00 yL de cada concentracéo do extrato etandlico e da quercetina, em seguida 1,50 mL
da solucdo de DPPH. Para o controle, utilizou-se 750 pL das solucdes de extrato e
guercetina combinados a 1,50 mL de metanol. A solugao branca foi composta por 750 pL
de metanol e 1,50 mL de DPPH. Todas as amostras foram incubadas em temperatura de
25 - 30°C por 30 minutos.

Decorrido o tempo de reacdo, a avaliacdo foi realizada a partir da reducdo da
absorbancia na regido visivel de comprimento de onda de 517 nm em espectrofotbmetro
(Figura 13). Todas as medicdes foram executadas em triplicata. A atividade de retirada de
radical (ARR) foi expressa como percentual de inibicdo, porcentagem de descoloracao,

calculada pela formula:
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%ARR =1 - [(Abs. amostra — Abs. branco) / Abs. controle positivo] x 100,

750,00 pL: extrato
(20,00; 20,00; 30,00;
40,00; 50,00; 60,00;
70,00; 80,00 e 100,00

png/mL) ou

guercetina (20,00;
30,00; 40,00; 50,00 e

100,00 pg/mL)

sendo Abs. o valor de absorbéncia correspondente.

AMOSTRA

N

1,50 mL
DPPH

750,00 pL: extrato
(10,00; 20,00; 30,00;
40,00; 50,00; 60,00;

CONTROLE

1,50 mL:

70,00;80,00€ 100,00 N, ~  metanol

png/mL) ou
quercetina (20,00;
30,00; 40,00; 50,00 e
100,00 pg/mL)

|

|

Repouso por 30 min.

25-30°C

Leitura a
517 nm

750,00 pL:
metanol

BRANCO

1,50 mL:
DPPH

Figura 13 - Esquema da metodologia do ensaio para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato

etandlico de Casearia sylvestris pelo método DPPH.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.10 Avaliacédo da atividade antioxidante in vitro do extrato etandlico pelo método de

captura do radical ABTS

5.10.1 Preparo das solucdes

5.10.1.1 Solucgéo estoque de ABTS 7 mM

Pesaram-se, em balanca analitica, 96,00 mg do composto 2,2’-azino-bis-(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), o qual foi transferido para baldo volumétrico de

25,00 mL. Utilizou-se agua destilada para a dissolugéo do reagente e para aferir o volume

até a marca. A solucéo foi mantida em local refrigerado e protegida da luz.
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5.10.1.2 Solucéo de persulfato 140 mM

Pesaram-se, em balanca analitica, 75,68 mg de persulfato de potassio, que foram
transferidos para baldo volumétrico de 2,00 mL. O reagente foi diluido com agua destilada
até atingir o volume final. Ap6s o preparo, a solugdo foi mantida sob refrigeracdo e em

ambiente escuro.

5.10.1.3 Preparo do radical ABTSe*

Para gerar o radical ABTS<* , foram misturados 88,00 uL da solucdo de persulfato a
140 mM com 5,00 mL da solugéo estoque de ABTS 7mM, em um béquer envolto em papel
aluminio. A mistura permaneceu em repouso, ao abrigo da luz, por no minimo 16 horas a
temperatura ambiente. Decorrido o periodo de incubacéo, o etanol foi adicionado até que a

solucgéo atingisse uma absorbéncia de 0,70 £ 0,05 nm no comprimento de onda de 734 nm.
5.10.1.4 Solugéao de trolox para o teste do ABTS

O antioxidante padrao trolox (25,00 mg) foi dissolvido em etanol e adicionado a um
baldo volumétrico de 50,00 mL. Com base nessa solucdo-estoque, foram realizadas
diluicdes para obtencédo das concentracdes finais de 0,10; 0,50; 1,00; 1,50 e 2,00 mM. A
solucéo foi preparada no dia do experimento e protegida da luz.

5.10.1.5 Solucéo do extrato para o teste do ABTS

O extrato etandlico de C. sylvestris (1,00 mg) foi dissolvido em metanol e transferido
para baldo volumétrico de 10,00 mL. O volume do baldo foi aferido com metanol até a
marca. A partir dessa solucao, prepararam-se diluicdes nas concentracdes de 10,00; 20,00;
40,00 e 70,00 pg/mL.

5.10.2 Metodologia - Avaliacdo pelo método de captura do radical ABTS

A andlise da acao antioxidante com base na neutralizacao do radical livre ABTSe*
foi executada conforme a metodologia descrita por Ferraz Filha e colaboradores (2017),
com as devidas adaptacdes. Esse procedimento baseia-se na estabilizacdo do radical
ABTS++ por um antioxidante, sendo sua atividade avaliada pela descoloragéo da solugéo
(Figura 14).
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Figura 14 - Estabilizagdo do radical ABTS.+ por um antioxidante.

Fonte: Rufino et al., 2007.

As amostras dos extratos foram diluidas para se obterem as concentra¢6es de 10,00;
20,00; 40,00; 70,00; e 100,00 pg/mL. Para cada ensaio, adicionaram-se 30,00 yL das
solucdes dos extratos a tubos de ensaio protegidos da luz, seguidos de 3,00 mL da solucao
do radical ABTS+* (Figura 15). As misturas foram agitadas em vortex e deixadas em
incubacao por 6 minutos, a temperatura ambiente, e em local escuro. A formagéo do radical
se da pela reacdo do ABTS com o persulfato de potassio e a incubacéo de 16 horas. Apos
o periodo da reacdo, as leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotémetro,

no comprimento de onda de 734 nm, com 0 equipamento previamente zerado com etanol.

30,00 pL: extrato (10,00; 3.00 mL: ABTS
20,00; 40,00; 70,00; e v

100,00 pg/mL) ou trolox
(0,10; 0,50; 1,00; 1,50 e
2,00 mM)

Agitacdo em vortex

of] <—

O
O] &=
O
O

Repouso por 6 min.,
sob abrigo da luz e
em temperatura

) .
/7 Leitura a
|

734 nm

Q-

Figura 15 - Esquema da metodologia do ensaio para a avaliagdo da atividade antioxidante do extrato

etandlico de Casearia sylvestris pelo método ABTS.

Fonte: elaborado pelo autor.
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O trolox, um analogo hidrossoluvel da vitamina E, foi utilizado como substancia
antioxidante de referéncia. Para estabelecer a curva padréo, foram preparadas solugdes de
trolox, nas concentragdes de 0,10; 0,50; 1,00; 1,50 e 2,00 mM, que passaram pelas mesmas
condicBes experimentais das amostras teste. Todas as analises foram executadas em

triplicata.

HO

OH

Trolox

Para a construcdo da curva, as concentracdes de trolox foram inseridas no eixo X e
as respectivas absorbancias no eixo Y. Os resultados finais da atividade antioxidante foram
expressos como Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC), representando a
concentracao de trolox equivalente a 1000,00 pug/mL do extrato avaliado. Para determinar
o TEAC, foi construida a equacao da reta da curva padrédo do extrato e obtido o valor de
absorbancia (Y) correspondente a 1000,00 pg/mL. Esse valor foi inserido na equacao da

reta do trolox, e o valor de X obtido foi considerado o valor final do TEAC.

5.11 Anélise estatistica

As analises dos resultados obtidos foram realizadas através do software GraphPad
Prism 6.0 juntamente com testes complementares. O intervalo de confianca foi de 95%,

considerando diferencas siginificativas quando P for menor que 0,05 (P < 0,05).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Rendimento do extrato

Utilizaram-se 1000 g de material vegetal seco e pulverizado da Casearia sylvestris,
e a partir dele foram obtidos 144,5 g de extrato etandlico seco, correspondendo a um
rendimento de 14,45%.

6.2 Impressdao digital (perfil cromatogréafico) do extrato por CLAE-DAD

Na Figura 16, observa-se o cromatograma representativo do extrato etanélico das
folhas da Casearia sylvestris, 0 qual corresponde ao perfil quimico caracteristico da
amostra, acompanhado dos espectros de absorcao na regidao do UV dos principais picos.
A eluicdo dos compostos majoritarios ocorreu entre os tempos de retencdo de 12 a 30

minutos, sugerindo que as substancias presentes apresentam polaridade média a baixa.

No presente estudo, o cromatograma foi obtido na faixa de 260 a 280 nm. De acordo
com Oda (2021), os picos correspondentes as casearinas, diterpenos clerodanicos tipicos
da espécie, exibem espectro de absor¢cao UV caracteristico na faixa de 232 a 235 nm.
Sendo assim, houve uma limitacdo da deteccdo adequada desses compostos, uma vez que
a janela espectral ndo contempla de forma ideal a absor¢cdo dos diterpenos. Embora os
principais picos tenham sido identificados, a faixa empregada ndo foi a mais apropriada
para a identificagdo precisa, sendo necessaria uma nova corrida com espectro de absor¢céo

mais baixo, entretanto ndo foi possivel realizar devido a indisponibilidade do equipamento.
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Figura 16 - Perfil cromatogréafico do extrato etanélico das folhas da Casearia sylvestris Swartz e

espectros no UV para os picos 1, 2,3 e 4.

Fonte: Andressa Barbosa Magalhaes, 2022.



6.3 Avaliacdo da quantificacao do conteudo fenélico do extrato

Para a determinacéo do teor de compostos fendlicos totais no extrato etandlico da

Casearia sylvestris, foi construida uma curva-padrdo com solucdes de acido galico em

diferentes concentracdes. As coloracdes das solucbes sdo apresentadas na Figura 17,

enquanto a Figura 18 exibe a curva gerada com base nas absorbancias (eixo Y) e nas

respectivas concentragdes (eixo X).

Figura 17 - Solu¢8es de acido galico: tubo 1: 50 pg/mL, tubo 2: 40 pg/mL, tubo 3: 30 pg/mL, tubo 4:

20 pg/mL, tubo 5: 10 pg/mL.

Fonte: o autor
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Figura 18 - Curva analitica padréo do acido galico.

Fonte: elaborado pelo autor.
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A equacao obtida, y = 0,0171x + 0,086, foi empregada para calcular o teor de
fendlicos, expresso em miligramas de acido gélico por grama de extrato (mg/g). Para isso,
a média dos valores de absorbancia do extrato pela leitura em triplicata foram inseridos na
equacao, permitindo a obtencéo de X, que representa o conteudo fendlico. A concentracao
de compostos fendlicos obtida foi de: 30,60 + 13,42 mg/g. A Figura 19 ilustra a coloracéo

da solucéo do extrato etandlico da C. sylvestris com concentracdo de 100 pg/mL.

Figura 19 - Tubo contendo o extrato etandélico de Casearia sylvestris 100 pg/mL.

Fonte: o autor.

Quanto maior a absorbéancia, maior o contetido fendlico, sendo assim, o resultado
indicou a presenca de compostos fendlicos no extrato etanodlico da C. sylvestris. Entretanto,
o teor obtido foi inferior ao observado por Oliveira e colaboradores. (2023), que analisaram
um extrato etandlico comercial da mesma espécie e relataram um elevado teor de
compostos fendlicos (270,54 + 7,40 mg/mL), também determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu. A discrepancia entre os resultados pode ser atribuida a fatores como a
padronizacdo do extrato comercial, as condi¢cdes de extragcdo, a regido de coleta, tipo de
solo e condi¢des climéaticas onde a planta foi cultivada, condicdes que conseguem

influenciar diretamente na composicéo quimica da planta (Kabtni, 2020).

Ainda que o teor de compostos fendlicos totais encontrado na analise ndo seja
elevado, é possivel atestar a presenca desses metabdlitos, reforcando o potencial

antioxidante da planta.
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6.4 Avaliacédo da atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH

O DPPH é um radical livre estavel, devido a deslocalizacdo do seu elétron néo-
pareado, por ressonancia, ao longo de toda a estrutura molecular. Essa deslocalizagéo
também é responsavel pela coloracéo violeta intensa que a molécula apresenta inicialmente
nesse método in vitro. Ao ser reduzida a molécula perde gradativamente sua coloracao
roxa, apresentando um tom amarelado, tornando a mudanca visualmente perceptivel, como

demonstrado na Figura 20 (Molyneux, 2003).

Figura 20 - Descoloramento do radical DPPH apds ser neutralizado por substancia antioxidante.

Fonte: Rufino et al., 2007.

A presenca de grupos hidroxila ligados a anéis aromaticos, especialmente em
posicdo orto, estd diretamente relacionada a uma maior eficdcia antioxidante dos
compostos, uma vez que favorecem a estabilizacdo do radical por ressonancia (Duarte-
Almeida et al., 2006). Sendo assim, a atividade foi avaliada pela descolora¢édo da solucgéo,
sendo a porcentagem de ARR determinada utilizando a formula descrita no item 5.9.2,
pagina 39. Os resultados obtidos para o padréo e o extrato estdo apresentados na Tabela

2 e Figura 21.
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Tabela 2 - Atividade antioxidante do extrato etandlico de Casearia sylvestris pelo

método de captura do radical DPPH.

Amostra Concentracao (ug/mL) Descoloracéo (%)
100 32,58
80 32,32
70 32,06

Extrato etandlico

60 29,69
50 27,54
40 26,67
30 26,30
20 24,47
10 22,46
100 94,41
50 94,79

Quercetina
40 94,80
30 94,44
20 94,30

Fonte: elaborado pelo autor.



50

Figura 21 - Resultado obtido para o extrato etandélico de Casearia sylvestris nas concentragcfes de
100, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 e 10 pg/mL.

Fonte: o autor.

Adicionalmente, foi determinada a concentracdo efetiva capaz de reduzir 50% do
radical (CE50), que representa um parametro quantitativo da poténcia antioxidante do

extrato avaliado. Os dados correspondentes estéo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentragdes dos extratos etandlico de Casearia sylvestris e quercetina
em pg/mL, que reduzem 50% do radical livre (CE50) DPPH.

CES50 pg/mL = EPM
Amostra (Intervalo de confiancga - 95%)
Extrato etandlico de Casearia sylvestris 135,00 + 1,27
(95,20 - 191,40)
Quercetina 1,74 £ 0,10
(0,90 - 3,36)

Fonte: elaborado pelo autor.

Analisando os valores de absorbancia obtidos e o calculo da porcentagem de
descoloracéo da solucéo de DPPH, verificou-se que o extrato etandlico na concentracao de
100 pg/mL apresentou o maior potencial antioxidante, embora com descoloragéo inferior a

observada para a mesma concentracdo do padrdo de quercetina. Da mesma forma, o



51
extrato de Casearia sylvestris requereu uma concentragdo mais elevada para atingir 50%
de reducéo dos radicais livres, em comparacao a quercetina. Benelli (2014) apresentou, em
seu estudo, um resultado de CE50 igual a 244 + 2 ug/mL, e descoloragéo de 90 + 1%, para
0 extrato etandlico da C. sylvestris 500 ug/mL extraido por Soxhlet; e CE50 igual a
231+ 6 yg/mL, e descoloracao de 92,2 + 0,9%, para extrato etandlico obtido por maceracéao.
Comparando os resultados desse autor aos obtidos no presente estudo, o extrato etandlico
de C. sylvestris na maior concentracao testada apresentou CE50 inferior, 135 pg/mL,
sugerindo um maior potencial antioxidante, uma vez que quanto menor o CE50, maior a
capacidade antioxidante da substancia (Tabela 4). No entanto, a descoloracéo de 32,58%
foi inferior & obtida por Benelli na concentracdo de 500 pg/mL, sendo importante levar em
consideracdo que o método utilizado é voltado para compostos de polaridade alta. De
acordo com o resultado obtido no perfil cromatografico o extrato etandlico de Casearia
sylvetris apresenta em sua composicdo compostos de polaridade média a baixa,
justificando uma menor porcentagem de ARR. A diferenca entre os resultados indicou ainda
a influéncia do método de extracéo escolhido.

Tabela 4 - Resumo dos resultados obtidos para DPPH para a quercetina, extrato

etandlico de Casearia sylvestris e extratos da literatura Benelli (2014).

Extrato etandlico Benelli (2014) Benelli (2014)

Quercetina 100 pg/mL 500 pg/mL 500 pg/mL

Percolacao Soxhlet Maceracgéo

%ARR 94,41% 32,58% 90+ 1% 92,2 + 0,9%
CESO0 1,74 ug/mL 135,00 pug/mL 244 + 2 pg/mL 231+6 ug/mL

Fonte: elaborado pelo autor.

6.5 Avaliagcdo da atividade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS

O meétodo de captura do radical ABTS tem sido amplamente utilizado na avaliacao
da atividade antioxidante de amostras, devido a sua aplicabilidade em compostos tanto
hidrossoltveis quanto lipossoluveis (Vasconcelos et al., 2006). Esse ensaio baseia-se na
geracéo do radical ABTSe+ a partir da reagdo entre o ABTS e o persulfato de potassio

(Figura 14, pag. 43). A presenca de substancias antioxidantes promove a reducao desse
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radical, resultando em uma descoloracdo mensuravel por espectrofotometria e perceptivel,

conforme ilustrado na Figura 22 (Re et al., 1999).

Figura 22 - Descoloramento do radical ABTS ap0s ser neutralizado por substancia antioxidante.

Fonte: Rufino et. al, 2007.

Para quantificar a capacidade antioxidante do extrato, foi empregada a curva-padrao
do trolox, cuja equagéao da reta foi determinada como y = - 0,2759x + 0,6274 (Figura 23). A
partir dessa equacdao, foi calculado o valor de x correspondente a absorbancia observada
para uma solucéo do extrato a 1000 uyg/mL. Para isso, utilizaram-se as equacdes das retas
obtidas em triplicata para o extrato, substituindo o valor de x por 1000 uyg/mL a fim de se
encontrar o valor de y correspondente a absorbancia. A partir da média dos resultados de
Yy, substituiu-se na equacdo da reta do padrdo, obtendo agora o valor de x que representa
0 TEAC, ou seja, a concentragdo de trolox necessaria para produzir o mesmo percentual

de inibigao do radical ABTS<+ que 1000 ug/mL do extrato em analise.

Curva padrao Trolox

y =-0,2759x + 0,6274
R*=0,989

Absorbancia

) 0s 1 1.5
Concentracao de Trolox mM

Figura 23 - Curva analitica padrado do trolox.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 24 - Resultado obtido para o extrato etanélico de Casearia sylvestris nas concentracfes
100 (Tubo1l), 70 (Tubo 2), 40 (Tubo 3), 20 (Tubo 4) e 10 (Tubo 5) pg/mL.

Fonte: o autor.

Dessa forma, quanto maior o valor de TEAC, maior € o potencial antioxidante do extrato,
indicando que uma quantidade superior de trolox seria necessaria para igualar o efeito
antioxidante apresentado pelo extrato testado. O resultado obtido para o TEAC do extrato
etandlico de C. sylvestris (Figura 24) foi igual a 0,2715 = 0,0911 mM de trolox equivalente
a 1000 yg/mL + EPM, demonstrando que o extrato possui atividade antioxidante. Oliveira e
colaboradores (2023) demonstraram a porcentagem de reducao de radical ABTS do extrato
etandlico comercial da mesma espécie, relatando um valor de 96,51 + 0,38%, ou seja,
demonstrando que esse extrato conseguiu sequestrar quase todos os radicais presentes
no meio, 0 que sugere uma eficicia ainda maior do que a apresentada pelo extrato etandlico
avaliado no presente estudo. Apesar de os estudos utilizarem unidades diferentes e, assim,
nao poderem ser diretamente comparados, ambos o0s resultados apontam para a
capacidade antioxidante da Casearia. Ferraz-Filha e colaboradores (2017) apresentaram
resultado para o padrdo quercetina 3,00 ug/mL igual a 0,10 £ 0,01 mM, valor inferior ao
obtido para o extrato etandlico, 0,2715 + 0,0911 mM, indicando uma maior captura de
radical ABTS para o extrato, sendo assim, os dados obtidos reforcam o potencial

antioxidante do extrato analisado neste trabalho.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo (Tabela 5) demonstraram que o extrato etandlico
da Casearia sylvestris apresentou potencial atividade antioxidante, evidenciada pelos
ensaios realizados com os métodos de captura de radicais DPPH e ABTS. Devido a
composicdo quimica que acredita-se ser apresentada pelo extrato etandlico, os resultados
foram maiores no experimento com o radical ABTS. Ademais, a presen¢a de compostos
fendlicos, quantificados por meio do reagente de Folin-Ciocalteu, refor¢cou a capacidade do
extrato em atuar como agente redutor, contribuindo para a neutralizacéo de radicais livres
e espécies reativas. A esses compostos, as casearinas e os diterpenos clerodanicos,

destacados anteriormente, sao atribuidos o efeito antioxidante.

Tabela5-Resumo dos resultados obtidos nos experimentos realizados com o extrato

etandlico de C. sylvestris e com as substancias padrdes de referéncia.

Metodologia Resultado Resultado
Extrato Substéancia padrao de
referéncia

Folin-Ciocalteau
(mg de equivalente de acido 30,60 + 13,42 mg/qg. 270,54 + 7,40 mg/mL

galico/ g de extrato)

DPPH

0 0
(% de descoloracao a 100 pg/mL) i il

ABTS
(TEAC - mM de Trolox equivalente | 0,2715+0,0911 mM -
a 1000 pyg/mL £ EPM)

Fonte: elaborado pelo autor.
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8. CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente trabalho, aliados a comparacdo com referéncias da
literatura, indicaram que o extrato etandlico das folhas da Casearia sylvestris possui
compostos bioativos com potencial para o desenvolvimento de novo insumo farmacéutico

ativo vegetal com propriedade antioxidante.
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