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RESUMO

A vegetacdo da Caatinga, apresenta espécies vegetais nativas ou que foram adaptadas
ao meio, essas apresentam diferentes mecanismos fisioldgicos e anatdmicos que s@o utilizados
para resisténcia as condi¢des desse Bioma. Dentre as plantas encontradas na Caatinga e que sio
bastante utilizadas destacam-se Anacardium occidentale L, Punica granatum L., Momordica
charantia L. e Bauhinia cheilantha. Objetivou-se analisar, de modo qualitativo, o perfil
fitoquimico de extratos vegetais etandlicos das folhas de espécies utilizadas comumente pela
populacdo do municipio de Cuité-PB, além de estimar a toxicidade e as propriedades
antioxidantes destes extratos. Para isso, foi realizada a coleta das plantas Anacardium
occidentale L., Punica granatum L., Momordica charantia L. e Bauhinia cheilantha. Foram
obtidos extratos de cada planta através da técnica de maceracdo, posteriormente foram
realizadas analises fitoquimicas qualitativas e quantitativas nos extratos para identificacdo da
presenca ou auséncia de grupos metabdlicos, além da determinacdo do perfil antioxidante.
Neste estudo, foi observado que os extratos sao ricos em compostos bioativos, porém os extratos
de Anacardium occidentale L. e Punica granatum L. se destacaram apresentando elevados
teores de compostos fendlicos e flavonoides, além de uma atividade expressiva de antioxidante
por ensaio FRAP e ABTS. No que diz respeito ao teste de toxicidade frente a artemia salina, o
extrato das folhas de Anacardium occidentale L. reduziu o percentual de viabilidade das
artemias para 73,64 + 2,2% e 55,68 + 2,2 %, quando comparado ao controle (106,6 = 1,2%),
nas concentracdes de 0,8 pg/mL e 1,6 ug/mL, respectivamente (p<0,05). Entretanto, o extrato
das folhas de Punica granatum L. ndo demonstrou toxicidade para os microcrusticeos nas
concentracgdes testadas (<1,6 pg/mL), quando comparado ao controle (106,6 + 1,2%) (p>0,05).
No potencial hemolitico, pode-se observar que o extrato das folhas do Anacardium occidentale
L. apresentou toxicidade paras as hemécias nas maiores concentracdes testadas, sendo possivel
observar um aumento de 15,99 + 1,1% e 47,13 + 2,9% de hemdlise, para as concentragdes de
0,8 pg/mL e 1,6 ug/mL, quando comparado ao controle negativo (0,91 £+ 0,1%) (p<0,05).Com
relacdo ao extrato das folhas de Punica granatum L., verificou-se que o extrato das folhas de
Punica granatum L. apresentou baixo percentual de hemolise, equivalente ao controle negativo
com 0,91 + 0,1% de hemolise (p>0,05).Desta forma, € possivel concluir que os extratos das
folhas de plantas encontradas na regido de Cuité apresentam uma variedade de metabolitos
secundérios. Além de ressaltar a importancia da investigacdo fitoquimica e bioldgica das
espécies vegetais, uma vez que podem fornecer subsidios para o aproveitamento e potencial
aplicagdo econdmica de novos produtos naturais.

Palavras-chave: Espécies vegetais; compostos fitoquimicos; atividade citotoxica.
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1 INTRODUCAO

O Bioma da Caatinga apresenta uma diversidade de plantas (Alves et al., 2019). Essas
espécies vegetais podem ser nativas ou intensamente adaptadas as circunstancias do meio,
como a escassez de d4gua, altas temperaturas, elevadas amplitudes térmicas anuais,
chuvas escassas/irregulares e solos rasos e pedregoso (Melo, 2024).

Diversas espécies encontradas nesse bioma sdo utilizadas pelas populagdes locais, que
em geragdo em geracdo transmitem seu conhecimento, com base nas experiéncias adquiridas,
sobre o uso das plantas (Almeida; Silva, 2020).

Isso ocorre pelo fato essas plantas apresentarem em sua composi¢do metabolitos
secundérios que desempenham fun¢des importantes de cunho medicinal e diversos fins
(Carneiro et al., 2022). A composicdo e concentragdo desses compostos sao varidveis e
os fatores que influenciam sua sintese ocorre a partir de diversas influéncias, como
temperatura, composi¢cao nutricional do solo, estresse hidrico, altitude, luminosidade e
sazonalidade (Farooq et al., 2009; Bastos; Uzéda; Rumjanek, 2020).

Dentre as espécies presentes comumente na regido do Curimatad paraibano, em
especial no municipio de Cuité, destacam-se o cajueiro (Anacardium occidentale L.), a roma
(Punica granatum L.), o meldo de sdo caetano (Momordica charantia L.) e pata de vaca
(Bauhinia cheilantha). Essas plantas, que sdao nativas ou incorporadas a vegetacao brasileira
com cultivo no bioma da Caatinga, sdo amplamente consumidas pela populacdo em diversos
setores. Isto € possivel pelo aproveitamento de diferentes partes destes vegetais (Barbosa et
al., 2020).

O clima de baixas temperaturas no municipio de Cuité que fica localizado no estado
da Paraiba, exerce influéncia na adaptacdo das plantas na Caatinga. A interacdo entre as
varidveis climdticas, como temperatura, precipitacdo, e a vegetacdo € crucial para entender
como as espécies se adaptam a essas condi¢Oes desafiadoras (Vasconcellos et al., 2010).
Ademais, as temperaturas mais baixas podem limitar a evapotranspira¢do, permitindo que
algumas espécies se desenvolvam melhor durante os meses mais frios, enquanto outras podem
ser favorecidas durante os periodos quentes e secos (Santos et al., 2023).

Por isso, a exploracdo do potencial biotecnolégico da flora da Caatinga em
microrregides com diferentes caracteristicas ambientais pode otimizar o uso de espécies
vegetais para o desenvolvimento de novos farmacos, cosméticos e alimentos funcionais, além
de promover a valorizacdo da biodiversidade local e o desenvolvimento sustentdvel. Nesse
contexto, este estudo teve como objetivo analisar, de modo qualitativo, o perfil fitoquimico de

extratos vegetais etandlicos das folhas de um grupo de plantas com amplo uso da populagao
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disponiveis em um municipio de pequeno porte, Cuité-PB, além de estimar a toxicidade e as
propriedades antioxidantes destes extratos.

Assim, a hipétese dessa pesquisa € que as caracteristicas ambientais de Cuité possam
influenciar a producdo dos metabdlitos secundarios dos vegetais estudados e favorecer a
producdo de compostos bioativos, ampliando o potencial biotecnolégico da flora local e

contribuindo com a economia circular a base de produtos naturais da Caatinga.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter extratos etandlicos das folhas de um grupo de plantas presentes na Caatinga,
coletadas em uma &rea de Caatinga localizada em Cuité, Paraiba para andlise de

toxicidade e atividade antioxidante.

2.2 Objetivos especificos

Coletar as folhas de plantas das espécies Anacardium occidentale L., Punica granatum
L., Momordica charantia L. e Bauhinia cheilantha em Cuité, Paraiba;

Elaborar diferentes extratos etandlicos a partir das folhas coletadas de diferentes
espécies;

Caracterizar qualitativamente o perfil fitoquimico dos extratos elaborados das folhas de
cada um dos vegetais estudados;

Determinar o teor de compostos fendlicos e de flavonoides totais dos diferentes extratos
estudados;

Avaliar in vitro o potencial antioxidantes de todos os extratos elaborados;

Estimar concentragdes sub-téxicas dos extratos com melhor atividade antioxidante,
através de métodos in vitro.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CAATINGA
O Brasil € um pais que possui uma vasta biodiversidade, sendo considerada a maior do

mundo, com cerca de 15-20%, e tem seu territorio dividido em 6 biomas baseados em
caracteristicas climdticas e na vegetacdo, incluindo: Mata Atlantica, Cerrado, Floresta
Amazonica, Caatinga, Pampa e Pantanal (Leite e al., 2021)

O Bioma da Caatinga € exclusivo do Brasil e ocupa uma area de cerca de 844 mil km?,
equivalente a 11% do territério nacional. Sendo predominante nos estados do Nordeste como
Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhao, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui e Sergipe.
Assim, este bioma possui uma biodiversidade que abriga milhares de espécies vegetais (Brasil,
2018).

3.1.1 Caracteristicas climaticas
Quanto as temperaturas, as médias anuais da caatinga geralmente sdo elevadas, com

valores variando entre 25 e 30°C, entretanto, em areas acima de 250m de altitude as médias
anuais de temperatura diminuem para 20 a 22°C (AC, 2022; Bello; Freitas; Vieira, 2023).

Com relacdo ao indice pluviométrico, do Bioma Caatinga sofre variacao de acordo com
a disposicdo orografica, com periodos chuvosos concentrados em poucos meses dos anos,
alternando irregularmente com periodos de seca, quando as médias oscilam de pouco menos de
300mm e podendo chegar até mais de 1.000mm (Sampaio, 2010).

Estas variagdes nas condi¢des climdticas desse bioma refletem nas proporgdes relativas
de metabdlitos secunddrios, que sd3o componentes importantes presentes em espécies vegetais.
Estes metabdlitos podem sofrer alteracdo de acordo com os estresses resultantes das variacoes
climéticas, visando garantir a sobrevivéncia das espécies (Alcoforado Filho; Sampaio; Rodal,
2003; Arcoverde et al., 2014).

3.1.2 Vegetacao

z

A vegetacdo da Caatinga é caracterizada como floresta tropical seca que esta
diretamente condicionada pelas acdes do clima, solo e topografia com influéncia da
sazonalidade pluviométrica marcada por periodos de seca na maior parte do ano (Fernandes;
Queiroz, 2018).

Segundo Demartelaere (2022) as espécies vegetais da Caatinga possuem caracteristicas
especificas, a exemplo de folhas middas, cascas grossas, espinhos, raizes e troncos que
acumulam 4gua, que sdo estratégias tanto para evitar a evapotranspira¢ao intensa quanto para

possibilitar o armazenamento de dgua.
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O total de vegetacao nativa da Caatinga em 2021 ocupava 63% do bioma, respondendo
por 9,8% da vegetacdo nativa brasileira. A perda da vegetacdo primadria entre os anos de 1984
a 2000 foi de 15 milhdes de hectares, ou uma perda de 26,3% (Castro, 2023).

Antunes et al. (2022) afirma que a variedade de espécies vegetais, a0 comparar as
espécies do Brasil com as de outras regides semidridas do mundo que contam com
caracteristicas semelhantes do clima, foram verificadas que as espécies da Caatinga ndo apenas

eram diferentes e exclusivas, como também apresentam uma diversidade bem maior.

3.2. CURIMATAU

O Curimatau abrange uma ampla faixa do Bioma Caatinga presente no Estado da
Paraiba (Velloso et al. 2002). Esta subdividida em duas microrregides: Curimatai Ocidental
e Curimatai Oriental, diferenciadas principalmente por caracteristicas climético-
geomorfoldgicas (Soares; Santos; Loeuille, 2021).

A Microrregidao do Curimatau Ocidental € uma das microrregides do estado da
Paraiba pertencente a Mesorregido Agreste Paraibano. Sdo 11 os Municipios que constituem
a regido do Curimatat Ocidental s3o: Algoddo de Jandaira, Arara, Barra de Santa Rosa,
Cuité, Damido, Nova Floresta, Olivedos, Pocinhos, Remigio, Soledade, Soss€go (Batista,
2013).

3.2.1 Caracteristicas climaticas
De acordo com Nascimento et al. (2021) a variabilidade climatica da Microrregiao do

Curimatad Ocidental Paraibano possui dois periodos distintos, um periodo chuvoso que se
expande de janeiro a julho, sendo abril 0 més mais significativo em niveis de precipitacdo na
regido estudada, ja o periodo seco que se estende de agosto a dezembro, com outubro sendo o
més mais seco do periodo nessa Microrregido.

As temperaturas minimas do Curimatad Ocidental Paraibano variam de 18 a 22 °C nos
meses de julho e agosto € as mdximas se situam entre 28 e 31 °C, nos meses de novembro e
dezembro. (Lacerda et al., 2005).

3.2.2 Vegetacao
O Curimatad Ocidental Paraibano esta situado no dominio morfoclimético de Caatinga,

onde este possui vegetacdo xerofila, englobando seus estratos, herbaceo, arbustivo e arboreo,
de fisionomia e flora diversa, sendo, geralmente, caducifélias e composta por vérias espécies
de cacticeas (Drumond et al., 2000). As plantas dessa regido possuem grande importancia

econOmica, sendo muitas espécies usadas tanto na alimentacio humana, quanto como
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forrageiras, ornamentais, na producao de madeira, lenha, 6leos, ceras e fibras (Giulietti et al.,
2004).

Muitas espécies vegetais que se adaptaram ao Bioma Caatinga que estdo presentes no
Curimatau Ocidental Paraibano se destacam, entre elas estdo o Anacardium occidentale L.,

Punica granatum L., Momordica charantia L. e Bauhinia cheilantha (Medeiros, 2022).

3.3. CAJUEIRO (Anacardium occidentale L.)

Anacardium occidentale L. (figura 01) é uma planta conhecida popularmente como
cajueiro ou cajueiro roxo, ¢ uma espécie que possui um grande potencial de compostos
bioativos, € a Unica cultivada e a mais dispersa do género pertencente a familia Anacardiaceae,
¢ uma arbdrea nativa origindria do Brasil, especificamente da regido amazonica (Lima, 2023).
A maior parte da diversidade do género se encontra na regido Nordeste, inclusive na Caatinga
por causa da sua adaptabilidade ao clima de altas temperaturas, baixa fertilidade e pluviosidade
(Moura et al., 2013).

De acordo com Barros et al. (2000), Anacardium occidentale L. é uma planta com
ramificagdes, sua parte superior mais alta atinge uma altura média de 5 a 8 metros e um didmetro
entre 12 a 14 metros, atingindo até 15 metros de altura e didmetro de copa maior que 20 metros,
dependendo do gendtipo e das condi¢des do clima e do solo. Possui frutos, folhas simples,
inteiras, alternadas, subcoridceas, glabras e pecioladas curtas, medindo 10 a 20 cm de

comprimento por 6 a 12 cm de largura (figura 1).

Figura 01 — Folhas de Anacardium occidentale L.
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Fonte: A autora (2024)

Por ser uma fonte de compostos bioativos, todas as partes dessa planta sdo utilizadas
devido suas caracteristicas medicinais ja relatadas em estudos cientificos, como acdo
antioxidante e anti-inflamatdria (castanha do caju) (Siracusa et al., 2020), no tratamento de
patologias articulares degenerativas (castanha do caju) (Fusco et al., 2020), atividade
antioxidante (folhas) (Duangjan er al., 2019), atividade antidiabética (casca do caule)
(Encarnacgdo et al., 2022), atividade antimicrobiana e antioxidante (folhas e casca do caule)
(Ribeiro et al., 2021).

Caju € o fruto do Anacardium occidentale L., é bastante utilizado principalmente na sua
forma processada devido ser um produto bastante perecivel. Apresenta em sua composicao
quimica altas concentragdes de vitamina C, minerais (calcio e fésforo), compostos fendlicos e
flavonoides (Da Silva et al., 2018). Constitui-se como matéria prima de varios produtos como
sucos, cajuina, licor, doces, fermentados e bebidas gaseificadas (Tamiello-Rosa et al., 2019).

As folhas e casca do caule do cajueiro sdo utilizadas popularmente na forma de chés ou
infusdes para o tratamento de vdrias patologias, tendo acdo comprovada em estudos cientificos
no combate a diarreia, maldria, cancer, além de atividade antimicrobiana (Gimenez et al., 2019;
Sunderam et al., 2019).

Entretanto, no Brasil as folhas dessa planta ndo tém tido seu destaque merecido, tendo
em vista que a maioria dos produtores agricolas consideram as podas das drvores como um
rejeito, ja que a indudstria, de modo geral, ndo reconhece sua relevancia devido as aplicagdes e

propriedades (Silva; Lopes, 2020).

3.4. MELAO DE SAO CAETANO (Momordica charantia L.)

O melao de Sao Caetano (Momordica charantia L.) (figura 02) faz parte da familia
Cucurbitaceae, género Momordica e espécie charantia. E uma planta nativa do leste da India,
sendo cultivada amplamente em todo o mundo, englobando o Brasil, especialmente o Bioma
Caatinga (Agarwal, 2015). Possui familia constituida por 117 géneros e 825 espécies, sendo 30
referentes a 9 géneros. Em relacdo aos géneros, esses sdo cultivados e empregados como
vegetais, frutas e sementes comestiveis (Zheng et al., 2023).

Apresenta caule herbidceo fino, sulcado e de coloragdo esverdeada; folhas

membrandceas e alternas; flores mondicas amarelo-pdlidas ou brancas; e frutos do tipo baga
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amarelo-dourados com sementes envoltas em uma substincia avermelhada e comestivel

(Coutinho, 2009).

Figura 02 — Folhas, flores de cor amarela e fruto de cor alaranjada de Momordica

charantia L.

Fonte: A autora (2024)

Todas as partes dessa planta, especialmente as sementes e frutos, representam uma
abundante fonte de minerais como potdssio, cdlcio, zinco, magnésio, fésforo e ferro e vitaminas
como C, A, E, Bl, B2, B3 e B9. Além de possuirem uma diversificada quantidade de
metabdlitos secundarios, destacando-se a tricosantina, vitamina C, carotenoides, flavonoides,
polifendis, momordicinas, triterpenos, esteroides, saponinas, taninos, triterpenos, glicosidados,
acucar redutores e 6leos essenciais (Joseph; Jini, 2013; Yedjou et al., 2023).

Com base em estudos cientificos utilizando todas as partes dessa planta, pode se afirmar
que a mesma tem aplicagdo no tratamento de diversos problemas de saide como diabetes,
desordens menstruais, constipacdo, coceira, febre, colicas, dor abdominal, inflamacao,
infec¢des microbianas, vermes e parasitas (Kumar et al., 2010).

Ademais, a Momordica charantia L. caracteriza-se como matéria-prima alimentar
funcional, sendo processada em vinho, bebidas, frutas em conserva, pasta e produtos frios (Jia
et al., 2017). Sendo os frutos utilizados nas formas de chd, cdpsula ou seu extrato em po
(Grover; Yadav, 2004). Além disso, sdo utilizados na fabricacdo de sabdao para lavagem de

roupa (Rigotti, 2004).

3.5. PATA DE VACA (Bauhinia cheilantha)
O género Bauhinia faz parte da familia Leguminosae a qual possui aproximadamente

300 espécies disseminadas em todo territorio brasileiro e sdo conhecidas popularmente pelo
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nome de “moror6”, “unha-de-vaca” ou “pata-de-vaca”, em decorréncia das suas folhas fendidas
lembrarem o rastro da pata dos bovinos, como a Bauhinia cheilantha (figura 03), encontrada na
regido Nordeste, principalmente no Bioma Caatinga (Maia, 2004; Conceicdo et al., 2015).

A Bauhinia cheilantha possui caule duro, com cascas fibrosas e com auséncia de
espinhos (Lorenzi ef al.,2021). E uma planta de porte pequeno, podendo atingir até 3,5 m de
altura, suas inflorescéncias chegam a atingir cerca de 5,0 cm de comprimento, apresentando

pétalas brancas e os frutos sdo do tipo legume deiscente (Queiroz, 2009)

Figura 03 — Folhas de Bauhinia cheilantha

Fonte: A autora (2024)

As partes dessa planta sdo empregadas na medicina popular, onde utiliza-se as folhas
dessa planta na forma de chd ou decocg¢do, sendo o cha usado para curar cistite, possui acao
diurética e utilizado contra parasitoses intestinais, além disso, sdo utilizados para controlar a
glicemia de diabéticos e altos niveis de colesterol. J4 as flores sdo usadas como peitorais
calmantes. A casca é empregada como adstringente e peitoral, e usa-se o infuso ou decocto da
casca do caule como tonico e vermifugo, indica-se o0 método de maceracdo na dgua para
lavagens oftadlmicas (Albuquerque et al., 2012)

De acordo com Silva et al. (2017), a Bauhinia cheilantha possui potencial antioxidante,
devido a presenca de compostos fendlicos em sua composi¢do. Outros estudos cientificos
afirmam que essa espécie apresenta metabolitos secundérios, sendo eles flavonoides,
triterpenoides e glicosideos esteroidais, alcaldides, antraquinonas, xantonas, flavononas e

taninos (Guimaries-Beelen et al., 2006; Gutiérrez, 2010; Santos; Rieder, 2013).

3.6. ROMA (Punica granatum L.)
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A Roma (Punica granatum L.) (figura 04) popularmente conhecida como romazeira ou
romeira, pertence a familia Punicaceae, € origindria do Ird e cultivada em diversos paises do
mundo, inclusive no Brasil, principalmente na regido nordeste abrangendo o Bioma Caatinga,
isso ocorre devido essa planta ter uma boa adaptacdo a condicdes climadticas varidveis (Holland;
Hatib; Bar-Ya'akov, 2009; Kahramanoglu, 2019).

Sua arvore € muito utilizada para ornamentar parques e jardins e também como planta
frutifera, cresce geralmente em regides dridas e produz frutos no periodo de setembro a janeiro.
Seu fruto é do tipo baga, redondo e pode alcangar até 12 cm de didmetro (Martins; Casali, 2019).

As folhas da Punica granatum L. apresentam tamanho assimilado entre 2 € 9 cm de
comprimento € 1 a 3 cm de largura, aproximadamente, sendo inteiras, lisas opostas, sem
estipulas, glabras, oblongas, caducas e de peciolos curtos. J4 Suas flores destacam-se, por causa
do seu tamanho, forma e cor vermelha brilhante e algumas podendo apresentar a coloragdo

branca (Fonfria, 2010).

Figura 04 — Folhas e Flores de cor alaranjada de Punica granatum L.

Fonte: A autora (2024)

O que diz respeito a sua composi¢ao, varios autores ressaltam a presenga de compostos
bioativos em cada parte constituinte da roma (Santiago et al., 2014). Os compostos fendlicos
sdo os fitoquimicos que se apresentam em maior porcentagem na Punica granatum L., em
conjunto somam mais de 150 detectados na mesma (Solorzano et al., 2021). Compostos

fendlicos como a antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavonoides, o dcido elagico, acido
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pulnico e os taninos sdo apenas alguns dos que estdo presentes na composi¢do da roma (Arraes
etal.,2022).

Estudos cientificos afirmam que o fruto in natura da Punica granatum L. ajuda na
capacidade de promover a homeostase € manutencdo de um bom estado de saide através de

suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérios, antienvelhecimento, prebidticas,
anticancerigenas, fitocompostos que podem prevenir o desenvolvimento de vérias doengas
crOnicas e papel protetor contra distiirbios metabdlicos e doengas cardiovasculares (Lavoro et
al., 2021).

Nos ultimos anos os estudos tem demostrado que todas as partes dessa planta possuem
uma vasta variedade de principios bioativos os quais s@o utilizados como candidatos a novos
nutracéuticos ou suas estruturas fitoquimicas sdo usadas como prottipo para o
desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica (Yisimayili; Chao, 2022).

A Punica granatum L. também € usada como alimento funcional e matéria prima de
suplementos alimentares de diversas formas, como frutas, sucos, cdpsulas e comprimidos em
po constituidos por extratos de vdrias partes dessa planta, chd fabricado a partir das folhas,
geléia, gelatina, suco e vinho produzidos dos frutos, bem como especiarias preparadas a partir

de sementes secas (Wu; Tian, 2017).

3.7. ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo definidos como substancias que sao capazes de inibir a oxidagdo,
dificultando assim o actimulo de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ROS) que sao
produzidos a partir de processos naturais no corpo humano e por fontes externas (como a
exposicao excessiva a luz solar e o tabagismo). O excesso de ROS sdo maléficos a saude, sendo
associado a varias patologias (Udenigwe; Aluko, 2012; Alashi et al., 2014).

A principal fonte de antioxidantes para humanos € a alimentagdo, principalmente
baseada em vegetais. Estes s@o essenciais para a manuten¢ao de um funcionamento saudavel
do organismo, promovendo protecdo e beneficios a saide. Dentro desse contexto, vale ressaltar
a variedade ecoldgica do Brasil, sdo indmeras espécies ainda pouco exploradas e com elevado
potencial de compostos com atividade antioxidantes, entre eles podem ser citados compostos
fendlicos, flavonoides, entre outros (Silva et al., 2015; Negri; Berni; Brazaca, 2016).

Os compostos fendlicos e os flavonoides estdo em grande abundancia na maioria das
dietas. Estudos cientificos indicam um elo entre os alimentos ricos nesses compostos com a
prevencdo de muitas doencas como: cancer, doengas cardiovasculares e inflamacgao (Martinez-

Gomez; Caballero; Blanco, 2020).
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Além disso, os antioxidantes sdo bastante empregados na conservacao de alimentos com
o intuito de aumentar o tempo de armazenamento. Ademais, sdo usados como conservantes de
cor, sabor e aroma, além de manter seu valor nutricional e prolongar a vida util de produtos
alimenticios. As espécies vegetais utilizadas como antioxidantes naturais apresentam-se em
diversas formas, sendo: o material vegetal, completo ou moido, como extrato, 6leo ou como

composto bioativo isolado (Bisbal et al., 2020).

3.8. TOXICIDADE

Com relagdo as plantas medicinais, a toxicidade de seus compostos bioativos &
subestimada, e a ocorréncia de reacdes adversas geralmente € menor do que a dos
medicamentos sintéticos (Ferreira-Machado et al., 2004). Porém, a utilizagdo popular e
pesquisas cientificas de plantas medicinais afirmam que algumas espécies vegetais tem
substancias potencialmente nocivas e, assim, devem ser usadas levando em consideracdo os
riscos toxicoldgicos (Veiga Junior; Pinto; Maciel, 2005; Silva, 2023).

Dias (2015) afirma que estudos de toxicidade sdo realizados para averiguar o perfil de
seguranca do composto estudado, como também fornecem informacdes importantes sobre a
absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e excre¢do. Além disso, a avaliacdo da toxicidade € feita
com o intuito de determinar o potencial de substancias em provocar danos frente ao organismo,
dessa forma, através de alguns testes, é possivel analisar e classificar substancias conforme a
letalidade ou toxicidade, além de evidenciar o potencial toxico (Cavalcante et al.,2015).

As reacoes de toxicidade de uma substincia sobre organismos podem ser de natureza
aguda ou cronica. O intuito dos testes de toxicidade aguda € afirmar a concentracdo de uma
substancia que pode ocasionar danos em um conjunto de individuos que estdo sendo avaliados.

A exposi¢do dos individuos a substancia testada em um intervalo de tempo varidvel entre 24

horas e 96 horas (Rodriguez et al., 2009; Martins et al., 2021).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIA-PRIMA

As folhas (100g) de cajueiro (Anacardium occidentale L.), roma (Punica granatum L.),
meldo de Sdo Caetano (Momordica charantia L.) e pata de vaca (Bauhinia cheilantha), foram
coletadas no municipio de Cuité (6028°53,94” S e 36008°58,87” W), a cidade fica localizada
na regido Nordeste do Brasil, em regido serrana de clima quente durante a maior parte do ano
(Gomes, 2011). A coleta ocorreu no periodo da manha, sem antecedentes de chuvas nos dltimos
trés dias, durante o més de agosto de 2023, quando a precipitacdo pluviométrica é elevada e as
temperaturas estdo baixas. Foram realizadas exsicatas das plantas para confirmacdo da
identificacdo pelo Herbdrio da UFCG sob nimeros de 1518, 3643, 3364 e 3363,
respectivamente para Anacardium occidentale L., Punica granatum L., Momordica charantia

L. e Bauhinia cheilantha.

4.2. ELABORACAO DOS EXTRATOS

Os extratos foram elaborados conforme metodologia descrita por Costa et al. (2021)
com algumas modifica¢des. Foram codificados como: AO (extrato de Anacardium occidentale
L.), MC (extrato de Momordica charantia L), BC (Bauhinia cheilantha), PG (Punica granatum
L.). Logo apds a coleta, as folhas de cada planta passaram por um processo de secagem em
estufa de circulacdo de ar (Biopar, modelo S480 AD, Porto Alegre-RS, Brasil) a 45 °C (x2),
durante 48 horas. Com as folhas devidamente secas, as mesmas foram trituradas com auxilio
de um macro moinho de facas (Solab, modelo SL-32, Piracicaba-PB, Brasil) preparando-as para
o processo de extragao.

Para obtencdo dos extratos, foram pesados 10g de cada amostra em um béquer e
adicionado 50 mL de dlcool etilico (P. A — ACS. Alpha tec.). A extragdo foi realizada por
maceracao durante 5 dias sobre protecdo da luz e em temperatura ambiente (25 °C £2). Apés,
realizou-se a filtracao dos extratos através de papel filtro (porosidade 4-12 um) para eliminacao
de particulas residuais. Em seguida da filtragcdo, os extratos foram acondicionados em frascos
ambar e armazenados em refrigeracdo a temperatura de 4°C até seguir para etapa de evaporacao

total do solvente (Costa et al., 2021).

4.3. CARACTERIZACAO FITOQUIMICA
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A caracterizagdo fitoquimica foi realizada para identificar qualitativamente a presenca
de alguns metabdlitos secunddrios: terpenos, taninos, saponinas, flavonoides, compostos
fendlicos e alcaloides.

Para identificacdo de terpenos, adicionou-se 1 mL do extrato juntamente com 0,5 mL
de anidrido acético (97%) e duas gotas de acido sulftirico concentrado (98%), o resultado
positivo resulta em uma coloracdo azul para presenca desse grupo metabodlico. Para taninos
utilizou-se 1 mL do extrato juntamente com duas gotas de cloreto férrico (5%), com
confirmacdo de presenca observando o aparecimento da cor vermelha. Para saponinas, foi
adicionado 1 mL de 4cido cloridrico (37%) em 1mL de extrato com posterior agitacdo manual
por 1 minuto visando a formagdo de espuma, que € um sinal positivo da presenca (Simdes ef
al., 2017).

A reagdo de Shinoda foi realizada, técnica mais utilizada para analisar grupo dos
flavonoides, visto que s@o sensiveis a este método. Colocou-se 2 mL de cada extrato em tubos
de ensaio e adicionou-se em cada tubo dois fragmentos de magnésio metalico (24,31 g/mol) e
adicionou-se 3 gotas de dcido cloridrico (37%). A reacdo acontece na reducdo de flavonoides
(coloracdo amarela) presentes em cada amostra formando a antocianidina (coloracao
avermelhada). O desenvolvimento da cor avermelhada indica positividade para a reacdo de
Shinoda (Simoes et al., 2017).

Os compostos fendlicos foram avaliados através da reagdo com cloreto férrico, é
fundamentada na capacidade dos fendis formarem complexos coloridos com fon Fe3+, onde a
coloracdo varia do azul ao vermelho. Colocou-se 2 mL de extrato de cada extrato em tubos de
ensaio, logo foi adicionado 5 gotas da solu¢do de cloreto férrico (3%) e observado o
desenvolvimento de mudanga na coloracdo (marrom) (Cardoso, 2009).

Os alcal6ides foram analisados por meio da reacdo de Dragendorff, essa reacio consiste
na precipitacio que é fundamentada na capacidade dos alcaloides de se combinar com metais
pesados (Bismuto, Mercurio, tungsténio e lodo). Em tubos de ensaio, foram adicionados 1 mL
de cada extrato e 3 gotas de 4cido cloridrico (1%), com subsequente agitacdo. Posteriormente,
foram inseridas 2 gotas do reativo de Dragendorff (iodo bismutato de potassio). Apds agitacao
manual por um minuto, foi observado o aparecimento de precipitados e/ou mudanca de

colorac¢ao da solucao (Cardoso, 2009).

4.4. DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
O teor de compostos fendlicos totais foi determinado conforme o método descrito por

Liu et al. (2002) com adaptacOes. Para a reacdo colorimétrica, cerca de 250 uL de cada extrato
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liquido foram misturados com 1250 puL do reagente Folin-Ciocalteau 2N (10%) em tubos de
ensaio. As solugdes foram agitadas e armazenadas em temperatura ambiente (22 £5°C) na
auséncia da luz por 6 minutos. Logo ap6s, foram adicionados 2000 puL de solucao de carbonato
de sédio (7,5%). A mistura foi levada ao banho maria (Novatecnica®, modelo NT232,
Piracicaba-SP, Brasil) a uma temperatura de 50°C (1) durante 5 minutos. Em seguida, a
absorbancia foi medida a 765 nm utilizando espectrofotdmetro (SP- 220 marca Biospectro).
Uma solucdo (branco) com a auséncia dos extratos foi utilizada para zerar o
espectrofotometro. O conteido de fendlicos totais foi determinado utilizando uma curva
preparada com uma solu¢do padrdo de 4dcido gdlico e os resultados foram expressos em mg

equivalentes de dcido galico (EAG) por cem gramas de amostra (mg EAG/100 g).

4.5. DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FLAVONOIDES TOTAIS

O teor de flavonoides totais foi realizado de acordo com o método descrito por Zhishen
etal. (1999). Uma aliquota de 0,5 mL dos extratos puros foi adicionada a 2 mL de agua destilada
em um tubo de ensaio. Posteriormente, foi adicionado 150 puL de nitrito de sédio (5%). Apds 5
minutos, 150 pL de cloreto de aluminio (10%) foram adicionados e ap6s 6 minutos, 1 mL de
hidréxido de sédio (1 M), seguido pela adi¢do de 1,2 mL de 4dgua destilada. A absorbancia da
amostra foi medida a 510 nm utilizando um espectrofotometro (SP- 220 marca Biospectro). Foi
feita uma mostra de branco com a auséncia dos extratos. O teor de flavonoides totais dos
extratos foi determinado usando uma curva padrdo de equivalentes de catequina (EC). Os
resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina (EC) por cem gramas de amostra

(mg EC/100 g).

4.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO - METODO DO RADICAL ABTS

A atividade antioxidante foi realizada por meio do método ABTS conforme metodologia
descrita por Sariburun et al. (2010) com modifica¢des. O radical ABTS (2,2- azino-bis (3-
etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid) foi formado pela reacdo da solucdio ABTS + 7mM com a
solugdo de persulfato de potdssio (140 mM), incubado a temperatura de 25 °C, no escuro
durante 12-16 horas. Uma vez formado, o radical foi diluido em dgua destilada até obtencdo do
valor de absorbancia de 0,700 +0,020 a 734 nm. Em ambiente escuro foi transferido uma
aliquota de 15uL de cada extrato para tubos de ensaio contendo 1,5 uL. do radical ABTS. A
leitura foi realizada apds 6 e 30 minutos da reacdo a 734 nm em espectrofotometro (SP- 220
marca Biospectro). O branco da reacdo foi preparado a partir da reagdo da solucio ABTS+

7mM com a solugdo de persulfato de potdssio (140 mM), conforme o procedimento descrito
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acima, sem adicao de extratos. Como referéncia, foi utilizado o Trolox e os resultados foram

expressos em UM trolox/g de amostra.

4.7. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO - CAPACIDADE REDUTORA DE
FERRO FRAP
Para determinacdo da atividade antioxidante através da reducdo do ferro (FRAP) foi
realizada a metodologia de acordo por Benzie e Strain (1996), adaptada por Rockembach et al.
(2011). O reagente FRAP foi preparado somente no momento da andlise, por meio da mistura
de 11 mL de tampao acetato (0,3M, pH: 3,6), 1,1 mL de solu¢do TPTZ (10mM em HCI 40 mM)
e 1,1 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico (20 mM). Uma aliquota de 200uL do extrato
previamente diluido foi adicionado a 1800 uL do reagente FRAP e levados para incubacio a
37°C em banho-maria (Novatecnica®, modelo NT232, Piracicaba-SP, Brasil) durante 30
minutos. Para cada amostra foi realizado uma amostra em branco, sem adi¢iao de extrato. As
absorbancias foram medidas apds o tempo de incubacio em espectrofotometro (SP- 220 marca
Biospectro) no comprimento de onda de 593nm. Uma curva de calibrag@o foi feita com Trolox

e os resultados expressos em umol/g de amostra.

4.8. ESTUDO DA TOXICIDADE
4.8.1. Preparo da solucao teste

Foi realizada a evaporacdo total do solvente dos extratos de Anacardium occidentale L.
e Punica granatum L., onde os mesmos foram submetidos a estufa de circulacdo de ar (Biopar,
modelo S480 AD, Porto Alegre-RS, Brasil) a 50° C durante 2 horas, obtendo a droga vegetal
de cada extrato. Foi possivel obter 0,500 g e 0,730g de droga vegetal, respectivamente de
Anacardium occidentale L. e Punica granatum L., A droga vegetal de cada planta foi
ressuspendida em 10 mL de solugdo fisiologica (NaCl 0.9%), obtendo solugdes na concentragao
de 80mg/ mL.

A partir destas solucdes foram preparadas cinco concentragdes distintas para cada
extrato, com base em dilui¢des seriadas em solucao fisiologica, a serem utilizadas nos ensaios
de artemias e hemdlise: 1,6 pg/mL, 0,8 pg/mL,0,4ug/mL, 0,2ug/mL, e 0,1pg/mL.

4.8.2. Bioensaio de artemia salina

O teste de toxicidade aguda com Artemia salina ocorreu de acordo com a metodologia
descrita por Maia et al. (2022) com algumas adaptacdes de Silva et al. (2023). Inicialmente, os
cistos foram obtidos em uma loja especializada de suprimentos para aquarios em Jodo

Pessoa/PB. Posteriormente, os cistos (0,06 g) foram incubados em soluc¢ao salina (0,04 g/mL
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de NaCl), sendo mantida sob temperatura ambiente (25 £2°C) por 24 horas até a eclosdo. Apos
a finalizacdo deste processo, 20 larvas foram transferidas para pocos contendo cada um 100ul
de solucdo salina e 100ul de extrato nas determinadas concentragdes, em placas de 96 pogos.

Ap6s 24 horas de incubacio, foi realizada a contagem dos organismos vivos € mortos,
sendo considerados vivos todos aqueles que apresentarem qualquer tipo de movimento quando
observados préximos a uma fonte luminosa e ponderados mortos aqueles que permaneceram
imdveis por mais de 10 segundos. Um controle negativo (NaCl 0,9%) e um controle positivo
(DMSO 10%) foram utilizados.
4.8.3. Ensaio de hemolise

O potencial hemolitico foi avaliado de acordo com o método proposto por Dinesh et al.
(2018) com algumas modifica¢des descritas por Silva et al. (2023). Foram obtidas pequenas
amostras de sangue periférico de colaboradores voluntarios — declarados sauddveis e sem uso
de medicamentos nas ultimas 72 horas — sendo imediatamente colocados em um refratario
banhado em uma solu¢do de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para evitar a
coagulacdo do sangue, sendo essa solucdo preparada com EDTA e dgua destilada (Smg:1ml).
Posteriormente, o sangue total foi centrifugado (1.449 g, 5 min a 4°C) e, concomitantemente,
foi realizada a lavagem dos eritrécitos, trés vezes em solugdo fisiologica (NaCl 0,9%) estéril.
Ap6s a finalizacdo desta etapa, o ultimo sedimento foi ressuspenso em 3 mL de solucdo
fisiologica. Logo apds a suspensdo dos eritrdcitos (4%), foram adicionadas as concentracdes
dos extratos de Anacardium occidentale L. e Punica granatum L. em cada amostra de sangue
(v/v). Logo ap0s, todos os grupos foram incubados por 1 hora a 37°C. Perpassado o referido
intervalo temporal, os frascos das células sanguineas incubadas com as diferentes
concentracdes de extratos foram centrifugados (1.449 g, 5 min a 4°C), o sobrenadante foi
coletado por aspirag@o suave e a absorbancia de 540 foi medida em um espectrofotometro (SP-
220 marca Biospectro). Para o branco, necessario a leitura inicial, utilizou uma solugdo de
(NaCl 0,9%). Um controle positivo (triton 1%) e um controle negativo (NaCl 0,9%) foram

utilizados.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises foram feitas em triplicata e em trés repeticdes independentes, em
seguida os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Os dados foram comparados
por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Tukey ou t-Student

independente, por intermédio do programa estatistico GraphPad Prism, versdo 7.0.
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5.0. ASPECTOS ETICOS

De acordo com Resolugdo n° 466/12 e a Resolugdo n® 510/16, “toda pesquisa
envolvendo seres humanos deve ser submetida 2 apreciacdo de um Comité de Etica em
Pesquisa”. Sendo assim, para realizagdo do método hemolitico com eritrocitos humanos, o
projeto passou pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Educagdo e Satide (CES) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) no qual foi aprovado sob nimero de
certificagdo 6.718.480 e seguiu de acordo com os regimentos éticos e legais vigentes. As plantas
utilizadas foram registradas no SisGen, sob protocolos de n° AOA7108, n° A371297, n°
AT3B1ES e n° A8D2681, respectivamente para Anacardium occidentale L., Punica granatum

L., Momordica charantia L. e Bauhinia cheilantha.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA
A andlise fitoquimica qualitativa desse estudo permitiu identificar uma variedade de
compostos presentes nos extratos etanolicos das folhas de Anacardium occidentale L., Punica
granatum L., Momordica charantia L. e Bauhinia cheilantha coletadas no municipio de Cuité.
Conforme apresentado na tabela 01, o extrato de folhas de Anacardium occidentale e o
extrato da folha de Bauhinia cheilantha apresentaram todos os metabdlicos secundarios
investigados - terpenos, taninos, saponinas, flavonoides, compostos fendlicos e alcaloides;
enquanto o extrato da folha Momordica charantia L apresentou apenas terpenos e flavonoides;
e o extrato da folha de Punica granatum L apresentou terpenos, taninos, flavonoides, compostos

fenolicos e alcaloides.

Tabela 1 — Teor de compostos fitoquimicos totais dos extratos etandlicos das folhas de
Anacardium occidentale L (AO)., Punica granatum L. (PG), Momordica charantia L. (MC) e

Bauhinia cheilantha (BC) coletadas no municipio de Cuité - Pb.

COMPOSTOS FITOQUIMICOS
EXTRATO - . - -
VEGETAL | Terpenos | Taninos | Saponinas | Flavonoides | Compostos | Alcaloides
fenoélicos

AO + + + + + +

MC + - - + - -

BC + + + + + +

PG + + - + + +

Legenda: reacdo positiva (+); reacdo negativa (-). Fonte: Autora (2024).

Os terpenos, metabolito presente em todos os extratos investigados, de acordo com a
literatura, esses componentes representam um grupo de moléculas encontradas em muitos
vegetais, com uso na inddstria quimica como aromatizantes e componentes de cosméticos e
farmacos (Freitas et al., 2013). Eles também apresentam relevante importancia na quimica dos

aromas e sdo imprescindiveis para a determinacdo do sabor dos alimentos (Felipe et al., 2017).

Os taninos, que esteve ausente apenas no extrato da Momordica charantia L, também
¢ comumente encontrado na maioria dos vegetais, podendo variar de concentragdo nos tecidos

das plantas, dependendo de caracteristicas como a idade da planta, parte da planta coletada,
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periodo e local de coleta (Sartori et al., 2014; Pizzi, 2019). Este metabdlito € muito utilizado
comumente contra diarreia, hipertensao, reumatismo, hemorragia e feridas, apresentando acao
bactericida, fungicida, antiviral e antitumoral (Sofiati, 2009).

No caso das saponinas, componente presente apenas no extrato da folha de Anacardium
occidentale L. e no extrato da folha de Bauhinia cheilantha, podem desempenhar papel
fundamental no controle de comorbidades relacionadas com a sindrome metabdlica, pois elas
causam influéncia no metabolismo de carboidratos, diminuindo a absorcdo de glicose no
intestino, estimulando a secrecdo de insulina pelo pancreas e o controle da liberacdo de glicose
pelo figado, além de diminuir a digestao e a absor¢ao de lipidios por inibirem a a¢do da lipase
pancredtica no intestino (Santos et al.,2023)

Os flavonoides, presente em todos os extratos estudados, pertencem a um grupo de
compostos organicos heterociclicos, que estdo presentes em diversas plantas e seus produtos
derivados (Havsteen, 2002). Este metabdlito é muito utilizado para desenvolvimento de
medicamentos, devido a suas propriedades como protecdo contra microrganismos patogénicos,
acdo antioxidante, acdo alelopdtica e inibi¢do enzimdtica (Huber; Rodriguez-Amaya, 2008;
Goncgalvez et al., 2023).

Enquanto os compostos fendlicos, metabdlito ausente apenas no extrato da Momordica
charantia L, também estdo presentes em grande escala em espécies vegetais e sdo importantes
substancias que compdem a alimentacdo humana (Pauline et al., 2013; Moukette et al., 2015).
Além disso, sdo essenciais para o crescimento e reproducdo vegetal, como também estdo
relacionados com respostas de defesa desses organismos vegetais, sendo cruciais na propria
conquista do ambiente terrestre. Ademais, atuam como agente antipatogénico e auxiliam na
pigmentagdo nas plantas (Angelo; Jorge, 2007).

No que diz respeito aos alcaloides, metabdlito também ausente apenas no extrato da
Momordica charantia L, representam compostos nitrogenados com uma grande diversidade
estrutural e fazem parte da composicdo de metabdlitos secundérios das plantas, podendo ser
usados como mecanismos de defesa das mesmas (Ziegler; Facchini, 2008). Além disso, esses
compostos desempenham um papel fundamental em diversificados setores como economia e
medicina (Dey et al., 2020; Jank; Rath, 2017; Wang et al., 2012).

Observa-se que € possivel a alta variagao destes metabdlitos secundarios, tendo em vista
que ha grande diversidade de protocolos de extracdo e andlise destes compostos, além da
variabilidade destes no metabolismo vegetal a depender da parte da planta utilizada, bem como
caracteristicas ambientais, periodo de coleta e parte da planta pesquisada (Auricchio; Bacchi,

2003).
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A discrepancia observada na composicao fitoquimica de Anacardium occidentale entre
0 nosso estudo e o de Nascimento et al. (2021) pode ser atribuida principalmente a sazonalidade
da coleta. A maior precipitacdo durante o periodo de coleta desse estudo pode ter estimulado a
producdo de flavonoides e alcaloides, compostos frequentemente associados a respostas de
defesa das plantas contra patogenos. Estudos anteriores demonstraram que a biossintese desses
metabdlitos € frequentemente induzida por estresses bidticos e abidticos, como a infec¢do por
patdgenos e a exposicao a condigdes climdticas adversas. Além da sazonalidade, outros fatores
como a variabilidade genética entre as populagdes de A. occidentale e as condicdes de cultivo

podem ter contribuido para as diferencas observadas.

Para a planta Momordica charantia L., o estudo realizado por Silva (2018), com extrato
hidroalcéolico das folhas de Momordica charantia L. coletadas na cidade de Limoeiro
localizada no estado brasileiro de Pernambuco durante o més de agosto, pode se observar a
presenca de alcaloides, taninos e flavonoides. Enquanto em estudos realizados por Saraiva
(2021) encontrou a presenca de flavonoides, terpenos e taninos ao analisar extrato
hidroalcéolico de folhas de Momordica charantia L. coletadas na cidade de Foz do Iguagu, no
estado do Parand, Brasil, no més de fevereiro de 2020. Isto permite refletir sobre a variabilidade
dos metabdlitos secundarios da Momordica charantia L. a depender da regido e do periodo de
coleta, mas € evidente que houve um menor nimero de grupos metabdlitos encontrados nas
folhas das plantas coletadas em nosso estudo.

Em seu estudo com extrato etandlico de folhas de Bauhinia forficata L. coletadas em
Porto velho-Rondonia, Oliveira e Lima (2017), no més de margo, encontraram apenas a
presenca de taninos, alcaloides e flavonoides. Este resultado corrobora com os nossa pesquisa,
que também descreve a presenca de outros metabdlitos para a mesma espécie.

Por fim, a anélise fitoquimica de Gheith e El-Mahmoudy (2017) ao pesquisarem sobre
extrato hidrometandlico de folhas Punica granatum L., coletadas na cidade de Tripoli, capital
da Libia, durante o més de marco, relataram a presenga apenas de taninos e flavonoides.
Enquanto Menezes et al. (2019) analisaram extrato etandlico de folhas de Punica granatum L.,
coletadas na cidade brasileira de Vitdria, localizada no Espirito Santo no més de julho e
encontraram a presenca apenas de compostos fendlicos, flavonoides, taninos, terpenos e
saponinas. Dessa forma, percebe-se que extratos a base de etanol, tanto produzido por Menezes
et al., (2019) na regido do Sudeste, quanto produzido em nosso estudo, com plantas coletadas

na regido do Nordeste, apresentam uma maior diversidade de fitoconstituintes.
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Por isso, considerando a acessibilidade a estas plantas e a diversidade de metabdlitos
secundérios encontrados nos extratos vegetais para estas espécies quando dispostas na regiao
do Curimatau Paraibano, foram realizados estudos para investiga¢do da atividade antioxidante

e a quantificacdo dos compostos com esta atividade.

5.2 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

Os antioxidantes sdo definidos como substancias que, quando presentes, em baixas
concentracdes, em paralelo com substratos oxidaveis, inibe a oxidagdo do referido substrato
(Vasconcelos et al.,2014). De acordo com a Tabela 02, pode-se observar os teores que 0s
extratos apresentaram dos compostos analisados.

Os extratos de Anacardium occidentale L. € Punica granatum L. apresentaram maiores
teores de compostos com potencial antioxidante (p<0,05). Para o extrato de Anacardium
occidentale L., foi possivel observar uma média de 272,9+9,28 mg EAG/100g e 105,7+2,13
mg EC/100g para os fendis totais e flavonoides totais, respectivamente. Consequentemente,
este extrato também apresentou um dos maiores potenciais antioxidante dos extratos estudados,
com média de 152,6+0,90 pmol trolox TEAC/g (método FRAP) e 1559+27,78 pmol trolox
TEAC/g (método ABTS) (p<0,05).

Enquanto para o extrato de Punica granatum L., foi observado 301,7+0,70 mg
EAG/100g e 81,90+4,58 mg EC/100g para os fendis totais e flavonoides totais,
respectivamente. Este extrato também apresenta um destacado efeito antioxidante com média
de 22,67+1,01 umol trolox TEAC/g (método FRAP) e 2085+8,38 umol trolox TEAC/g (método
ABTS) (p<0,05).

Tabela 02- — Teor de compostos fendlicos, flavonoides totais e antioxidantes dos extratos
etandlicos das folhas de Anacardium occidentale L., Momordica charantia L., Bauhinia

cheilantha e Punica granatum L. coletadas no Curimataui Paraibano Ocidental.

EXTRATOS VEGETAIS
VARIAVEIS

AO MC BC PG

Fendlicos totais (mg EAG/100g) 272,949,28 8,46+0,32 ¢ 93,57+0,40° 301,7+0,70*

Flavonoides totals (mg EC/lOOg) 105,7i2,13d 13,17i0,60d 52,43i2,17c 81,90i4,58 b
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FRAP (umol trolox TEAC/g) 152,6£0,90°  1,03+0,059  30,53+£0,41° 22,67+1,01°¢

ABTS (umol trolox TEAC/g) 1559+27,78°  31,40+0,72¢ 669,0£9,50° 2085+8,38¢

Resultados expressos em média (n=3) £ desvio padrdo.

d Jetras diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

AO (extrato de folhas de Anacardium occidentale L.), MC (extrato de Momordica charantia L), BC (extrato de

Bauhinia cheilantha), PG (extrato de folhas de Punica granatum L.).

Os compostos fendlicos apresentam acao antioxidante por serem dotados da capacidade
de retardar ou inibir por completo o processo de oxidag¢do e vem sendo alvo de estudos na busca
de fitoquimicos que confiram efeitos benéficos a saide humana (Yanishlieva; Marinova, 2001;
Gallo et al., 2010). A presenga dos compostos fendlicos (110,67 mg EAG/100g) também foi
evidenciada em extrato aquoso de folhas de Anacardium occidentale L. coletadas na cidade
Abidja, capital da Costa do Marfim (Bini et al., 2023). Sendo assim, possivel sugerir que a
coleta desta espécie na regido do Curimatad Paraibano e o uso de etanol no método de extracao
destes compostos, praticada neste estudo, foi mais eficiente, com a producdo média de
272,949,28 mg EAG/100g, o que parece ainda mais otimizado quando nas mesmas condigoes,
utiliza a planta Punica granatum L., que resultou em uma producdo média de 301,7+0,70 mg
EAG/100g de compostos fendlicos.

Ja para os flavonoides, compostos organicos que integram um grupo de diversas
moléculas presentes em processos bioquimicos e fisiologicos das plantas foi possivel observar
a presenga de 177,55 + 9,58 (mg EC/100g) de flavonoides totais em um extrato etanolico de
folhas de Punica granatum L. coletadas no sudeste da Tunisia, valor superior do observado
nesta pesquisa, para a mesma planta, expresso como a média de 105,7+2,13 mg EC/100g para
flavonoides totais (Pacheco; Peraza; Pinto, 2021; El-Aguel et al. 2022).

No que diz respeito a atividade antioxidantes, considerando o maior efeito observado
em nossos resultados que foi para a Punica granatum L., através do método ABTS, com
2085+8,38 umol trolox TEAC/g. Este valor foi superior ao observado por Pierotto et al. (2017)
em sua pesquisa com extrato etandlico de folhas da mesma espécie coletadas na cidade de Sao
Leopoldo, Rio Grande do Sul, encontraram um valor médio de 933,2 + 21,13 (umol trolox
TEAC/g) para atividade antioxidante pelo método ABTS.

No que diz respeito a produtos naturais, a acdo antioxidante € de interesse bioldgico e
econdmico, uma que plantas com que dispdes de metabdlitos com essas caracteristicas podem
ser indicadas como melhores alimentos e produtos para a saide humana (Xu ez al., 2017). Além

de serem utilizados na producdo de cosméticos como cremes hidratantes, pomadas e batons.
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Vale ressaltar que estudos sobre os antioxidantes naturais em produtos cosméticos sao
promissores, porém necessitam serem mais explorados (Lima er al.,2021).

Com base nos resultados obtidos nas andlises fitoquimicas e no perfil antioxidante dos
extratos, apenas dois dos extratos que se destacaram nos resultados por obter maior quantidade

de metabolitos e maior potencial antioxidantes foram escolhidos para as demais andlises.

5.3 Avaliacao da toxicidade — Artemia salina

Entendendo a vasta aplicabilidade das plantas medicinais na terapéutica e para fins
industriais, de acordo com Dorneles (2017), é de grande importancia da realizacdo de
investigacdes experimentais quanto aos fins medicinais e de seus principios ativos, para garantir
eficacia e seguranca terapéutica.

Nesse estudo, 0 modelo de Artemia salina foi utilizado para investigacdo da toxicidade
dos extratos das plantas. Como pode-se observar na Figura 05 A, que apds 24 horas de
incubacdo o extrato das folhas de Anacardium occidentale L. reduziu a viabilidade das artemias
para 73,64 £ 2,2% e 55,68 £+ 2,2 %, quando comparado ao controle (106,6 + 1,2%), nas
concentracdes de 0,8 pg/mL e 1,6 ug/mL, respectivamente (p<0,05).

Na figura 05 B, entretanto, o extrato das folhas de Punica granatum L. ndo demonstrou
toxicidade para os microcrusticeos nas concentragdes testadas (<1,6 pg/mL), quando

comparado ao controle (106,6 + 1,2%) (p>0,05).

Figura 05 — Percentual de viabilidade de Artemias salinas, apés 24 horas de incubacdo,
com diferentes concentracdes do extrato de folha do Anacardium occidentale L. (A) e folha

de Punica granatum L. (B).
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Resultados expressos em média (n=3) + desvio padrio.

“a”Diferenca quando comparado ao controle negativo pelo teste T-Student (p<0,05).

Em concordincia com esse estudo, Alves et al. (2024) em seu estudo de toxicidade,
avaliou extrato hidroalcodlico de folhas de Punica granatum L. nas concentragdes de 100, 250,
500, 750 e 1000 pg/mL na toxicidade frente a Artemia salina, verificou-se que mesmo
utilizando altas concentragdes, a taxa de mortalidade dos organismos foi baixa quando
comparado ao controle, assim demonstrando ser uma grande margem de seguranga para
consumo.

Resultados diferentes ao desse estudo, foram encontrados por Dougnon et al. (2021) em
sua pesquisa, utilizando-se extrato aquoso de folhas de Anacardium occidentale L., nao
verificaram atividade téxica em concentracdes superiores as usadas nesta pesquisa (650
ug/mL). Isso pode indicar uma diferenca nos metabdlitos secunddrios obtidos com o uso de
solucdo aquosa e com plantas coletadas na cidade Abomey-Calavi, sendo esta pertencente ao
Pais Benin.

A variagdo nos resultados obtidos entre estudos com o microcrustiaceo Artemia salina
evidencia que a escolha do solvente extrator pode influenciar significativamente sobre o
processo de extracdo de metabodlitos secundarios. Assim, como consequéncia direta, essa

escolha também causa um impacto sobre o grau de toxicidade (Da Silva; Da Silva, 2024).

5.4 Avaliacao da citoxicidade — ensaio de hemdlise

Conforme Barros ef al. (2016), o teste de citotoxicidade é feito com a intencdo de
analisar a interacao de extratos com a membrana dos eritrocitos, essa acdo pode ser manifestada
com agdo protetiva ou disruptiva, quando ocorre o rompimento da membrana plasmadtica,
dependendo da concentracdo do extrato implementado.

De acordo com a figura 06 A, pode-se observar que o extrato das folhas do Anacardium
occidentale L. nas concentragdes de 1,6 pg/mL e 0,8 ng/mL atingiu percentual de hemdlise de
1,36 + 0,26% e 0,46 + 0,01%, respectivamente, equivalentes ao controle positivo com 2,90 +
0,09% de hemdlise (p>0,05). Entretanto, as demais concentracdes do mesmo extrato
demonstraram baixa capacidade de induzir danos na membrana eritrocitdria, com percentuais
de hemolise equivalentes ao percentual demonstrado pelo controle negativo (p>0,05).

Com relacdo ao extrato das folhas de Punica granatum L., verificou-se que o extrato em
todas as concentracOes atingiu menos de 0,24 + 0,02% de hemolise equivalente ao controle
negativo com 0,03 £ 0,01% de hemdlise (p>0,05) expressando baixa atividade hemolitica

(figura 06).
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Figura 06 -Potencial hemolitico em diferentes concentracdes do extrato de folha do

Anacardium occidentale L. (A) e folha de Punica granatum L. (B).
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Resultados expressos em média (n=3) * desvio padrao.

“a”Diferen¢a quando comparado ao controle negativo pelo teste T-Student (p<0,05).

Silva (2023), em sua pesquisa, analisou extrato aquoso de folhas de Anacardium
occidentale L. na concentragdo de 1,4 pg/mL, no potencial hemolitico, verificou-se que o
mesmo ndo apresentou hemdlise, diferindo dos resultados encontrados nesse estudo, podendo
ser explicado pela diferenca dos solventes utilizados e pela localidade na qual o material foi
coletado. J4 Gheith e EI-Mahmoudy (2017) ao estudarem sobre extrato hidrometandlico de
folhas Punica granatum L. em concentracdes de 8 a 512 pg/mL, observaram que ndo ocorreu
lise nas hemadcias, dessa forma, assim, sugere-se que o uso de outros solventes possa vir a
reduzir a toxicidade deste extrato frente as hemécias e ampliar a seguranca de uso.

A porcentagem hemolitica € utilizada com intuito de triar novos compostos com
atividades bioldgicas, podendo elucidar o potencial téxico de substincias fornecendo
informagdes da possibilidade de continuidade ou ndo das avaliacdes (Ferreira; Dantas; Catdo,
2014). Conforme o que foi descrito por Rangel et al. (1997), a taxa hemolitica pode ser
classificada em baixa (hemolise abaixo de 40%), moderada (valores variam entre 40 a 80%) e
alta (acima de 80%). Sendo assim, a taxa hemolitica encontrada nesse trabalho foi classificada
como moderada para o extrato de Anacardium occidentale L. nas concentragdes de 1,6 ug/mL
e 0,8 pg/mL e baixa para demais concentracdes o extrato do extrato de Anacardium occidentale

L. para todas as concentracdes do extrato de Punica granatum L.
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E imprescindivel observar que os efeitos hemoliticos de uma planta podem sofrer
influéncia de fatores ambientais, de crescimento e desenvolvimento botanico, que pode afetar
a sintese de metabdlitos (Silva et al., 2020). Sendo assim, a ocorréncia de hemolise, bem como
de outros efeitos, estd suscetivel a variacdo sazonal, sendo essa uma importante varidvel a ser

introduzida em pesquisas com as plantas medicinais (Santos et al., 2024).
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6 CONCLUSOES
A presente pesquisa demonstrou que as espécies vegetais estudadas - Anacardium

occidentale, Punica granatum, Momordica charantia e Bauhinia cheilantha - apresentam um
perfil fitoquimico diversificado, com destaque para a presenca de compostos fendlicos e
flavonoides. Esses metabdlitos secunddrios conferiram aos extratos estudados um expressivo
potencial antioxidante, especialmente aos de A. occidentale e P. granatum. No entanto, 0s
ensaios bioldgicos indicaram que o extrato de A. occidentale apresentou toxicidade em
concentracgdes elevadas, o que limita seu potencial para aplicagdes biotecnoldgicas, enquanto o

extrato P. granatum pode ser considerado mais seguro para potenciais aplica¢des.

Assim, € importante ressaltar a importancia da investigacao fitoquimica e bioldgica de
espécies vegetais, uma vez que podem fornecer subsidios para o aproveitamento e potencial

aplicagdo econdmica de novos produtos naturais.
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