Prospeccéo Fitoquimica e Atividade Antioxidante do caule do morfotipo lilas da espécie
Dizygostemon riparius (Plantaginaceae)

Mirla Cristina Ferreira®
Suzi Morais Aires?
Kiany Sirley Cavalcante®
Clenilma Marques Brandao*
RESUMO

A investigacdo de novas espécies de plantas maranhenses para a descoberta de novos principios
ativos constitui uma reserva valiosa de possiveis compostos quimicos inéditos com aplicacdes
diversas. Nos Ultimos anos, estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais tém
crescido, visando obter novas substancias com atividades terapéuticas. A fitoquimica tem o
intuito de elucidar e registrar os constituintes provenientes do metabolismo secundario dos
vegetais, por meio do isolamento e exposicdo de suas estruturas moleculares. Assim, o presente
estudo investigou a composicdo quimica preliminar dos extratos do caule da espécie
Dizygostemon riparius, uma planta popularmente conhecida como melosa, recentemente
identificada como uma nova espécie da familia Plantaginaceae. A coleta foi realizada as
margens do rio Preto em Sdo Benedito do Rio Preto - MA. O processo de extracdo dos
metabolitos se deu por maceragdo, com os solventes acetato de etila, metanol e agua. Enquanto
aos testes de prospeccdo fitoquimica realizados determinaram a presenga de uma serie de
metabolitos secundarios, como flavondides, antocininas, taninos etc. A atividade antioxidante
do caule foi investigada pelo método DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil), sendo os resultados
indicativos de uma boa atividade antioxidante.
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1. INTRODUCAO

A nova espécie vegetal Dizygostemon riparius (SCATIGNA et al., 2019),
popularmente conhecida como melosa pertence a familia Plantaginaceae, foi recém descoberta
as margens do Rio Preto no municipio de Sdo Benedito do Rio Preto (MA), situado em zona
mista de matas, cocais e cerrados (BRANDAO, 2020; TELES, 2017). Refere-se a uma familia
boténica de organizacdo cosmopolita e ndo monofilética, que se divide em 5100 espécies e 270
géneros, no Brasil sdo encontrados 18 géneros nativos e cerca de 120 espécies. (SOUZA,
2020). As plantas dessa familia sdo majoritariamente herbaceas, com folhas intercaladas
espiraladas ou opostas e flores localizadas na parte inferior do gineceu, com dois carpelos e
quatro ou dois estames (THE PLANT LIST, 2013).

O género Dizygostemon possui duas espécies, ambas com ocorréncia no Nordeste do
Brasil, a primeira identificada como Dizygostemon floribundum, sendo a Dizygostemon
ripariu, a segunda (SCATIGNA et al., 2018). Quanto a morfologia, ela possui ovario glandular
das vilosidades, tem caules esparsamente a densamente tomentosas, sépalas ligeiramente mais
longas que o tubo de corola; folhas maiores, 1,5-8 x 0,5-4 cm e tubo de corola com 5,2 a 6,2
mm de comprimento (SCATIGNA et al, 2019).

Uma triagem fitoquimica preliminar do extrato alcodlico do morfotipo lilas da
Dizygostemon riparius indicou a presenca de flavonoides, esteroides, saponinas e alcaloides,
classes quimicas que indicam potenciais antibacterianos e antioxidante (BRANDAO, 2018).
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Dessa forma, o presente trabalho apresenta a primeira investigacdo quimica dos constituintes
do caule da nova espécie vegetal D. riparius encontrada as margens do Rio Preto em Séo
Benedito do Rio Preto no Maranhao.

2. METODOLOGIA
Material Botanico

O caule da nova espécie de D. riparius foi coletado as margens do rio Preto em Séo
Benedito do Rio Preto-MA, onde é comumente encontrado entre a vegetacéo riparia.

Figura 1. Espécie Dizygostemon riparius (A); Margens do Rio Preto (B).
Fonte: Prdprio autor (2020).

O material vegetal foi coletado e transportado até o Laborat6rio de Quimica do Instituto
Federal do Maranhdo — Campus Sdo Luis/Monte Castelo. No laboratério, o caule foi
manualmente limpo com auxilio de escovas com cerdas macias, esponjas e agua destilada,
objetivando a retirada de residuos organicos/inorganicos, além de material vegetal degradado
e submetidas ao processo de secagem ao ar livre por 7 dias. Em seguida, os caules foram
triturados e acondicionados em sacos plasticos hermeticamente fechados.

Obtencao dos extratos

A extracdo dos metabdlitos secundarios do caule foi realizada por maceragédo
(OLIVEIRA, 2016). O material vegetal foi submetido a trés tipos diferentes de solventes,
seguindo a ordem crescente de polaridade: acetato de etila, metanol e agua. A biomassa foi
transferida para um frasco de vidro com tampa e em seguida adicionou-se o0 solvente acetato
de etila (AcOEt) até alcancar um volume superior ao material vegetal, em seguida foi deixado
em repouso por 5 dias, sem iluminacao, depois realizou-se uma filtracdo a vacuo e, por altimo,
transferiu-se o extrato filtrado para um frasco ambar. Sequencialmente, a extracdo foi realizada
com metanol (MeOH) e, por fim, com agua. Os extratos acetato de etila e metandlico foram
concentrados em um rota-evaporador rotativo e o extrato aquoso foi seco em um liofilizador.
Os extratos secos foram pesados e armazenados em frascos limpos.

!Graduanda do Curso de Licenciatura em Quimica do Instituto Federal do Maranhdo — IFMA,
mirlacristina@acad.ifma.edu.br

2Mentranda em Quimica do Instituto Federal do Maranhdo - IFMA, suzimorais47@gmail.com
3professora Doutora do Instituto Federal do Maranhdo — IFMA, kiany@ifma.edu.br.

*Professora Mestre do Instituto Federal do Maranhdo — IFMA, clenilma.brandao@ifma.edu.br.



Prospeccao fitoquimica

Os extratos do caule da espécie D. riparius foram submetidos a investigacdo
fitoquimica para identificar a presenca de classes de metabolitos secundarios seguindo a
metodologia de Matos (2009), com adaptacOes para (i) fendis e taninos; (ii) antocianinas,
antocianidinas e flavonoides; (iii) leucoantocianidina, catequinas e flavanonas.

Teste Antioxidante

A Atividade Antioxidante Total (AAT) pelo método DPPH (2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil) foi determinada empregando a metodologia descrita por Rufino et al (2006) com
modificacbes. Uma curva padrdo de DPPH foi construida com 06 diluicGes em triplicata nas
concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM. E a partir dos extratos do caule obtidos com alcool
metilico (50%) e acetona (70%), foram preparadas em triplicata trés diluicbes diferentes. Em
um espectrofotometro, no comprimento de onda de 515 nm, foram feitas as leituras de
absorbancia das concentracbes de DPPH e das diluigdes do extrato. O alcool metilico foi
utilizado como branco e para o teste controle foi utilizado uma solugdo de metanol-acetona-
agua. A curva analitica foi construida correlacionando as leituras de absorbancia e as
concentracdes de DPPH e das diluicdes. O consumo de DPPH em mM foi calculado, a partir
da equacéo da reta. O resultado obtido corresponde a amostra necessaria para reduzir 50 % da
concentragao inicial do radical DPPH (ECso) € € expresso em g (vegetacdo) por g (DPPH).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Extratos brutos das folhas da D. riparius

O método extrativo por maceracgéo se trata de um meétodo tradicional e bem aceito de
extragdo de compostos bioativos de origem vegetal (JOVANOVIC et al., 2017). Assim como
a trituracdo da biomassa, por facilitar o processo de extracdo, uma vez que, a granulometria da
particula, assim como polaridade do solvente, tempo de extracdo e temperatura, seja um fator
que influencia no processo extrativo (TIWARI et al., 2011)

Os extratos apresentaram aspectos fisicos distintos ap0s o processo de secagem por
liofilizagdo. O extrato de acetato de etila (Figura 2a) é um liquido escuro pastoso, com
aparéncia elastica. Enquanto, o extrato metanolico (Figura 2b) um pé de coloracdo escura mais
denso e o extrato aquoso (Figura 2¢) um po fino e mais leve.

Figura 2. Extratos brutos liofilizados do caule da D. riparius
(a) Extrato AcOEt; (b) Extrato MeOH; (c) Extrato Aquoso
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Os solventes acetato de etila, alcool metilico e &gua, empregados em ordem crescente
de polaridade, favoreceram rendimentos variados de extratos brutos sucessivos, conforme
demonstra a Tabela 1.
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Tabela 1. Rendimento dos extratos brutos da das folhas da espécie D. riparius.

Extrato bruto Massa inicial Massa final Rendimento
(Caule) da biomassa do extrato
Extrato AcOEt 50,819 2,374 4,66%
Extrato MeOH 50,819 37,08 ¢g 72,97%
Extrato Aquoso 50,819 169 30,76%

O extrato metandlico bruto do caule, com rendimento de 37, 08%, apresentou 0 maior
percentual de extracdo devido possivelmente a afinidade dos constituintes extraidos pelo
solvente. O segundo melhor rendimento foi do extrato AcOEt, com 2, 37% e posteriormente
foi 0 extrato aquoso com 30%.

Investigacao Fitoquimica

A prospeccao fitoquimica dos extratos brutos do caule da espécie D. riparius,
morfotipo lilds (Figura 3), indicaram o registro da presenca de importantes classes de
metabdlitos secundarios indicados na Tabela 2.

Figura 3. Triagem fitoquimica preliminar dos extratos brutos do caule da D. riparius, morfotipo lilas
e Ty STV SN

Fonte: Préprio Autor (2021)

A triagem fitoguimica preliminar dos extratos do caule da Dizygostemon riparius lilas
foram baseados na observacéo visual das mudancas de cor ou formacéo de precipitado apds a
adicao de reagentes especificos.

Tabela 2. Perfil fitoquimico preliminar dos extratos brutos do caule da D. riparius, morfotipo lilas.

. Caule de Dizygostemon riparius morfotipo lilas

Classes de Metabolitos
Extrato AcOEt Extrato MeOH | Extrato Aquoso

Fendis - - -
Taninos pirogalicos + ++ +++
Taninos flobabénicos - - -
Antocianinas e Antocianidinas - - -
Leucoantocianidinas - +++ +
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Catequinas - - ++

Flavonoides +++ +4++ ++
Flavononas ++ +++ +
Flavonois +++ +H+ 4
Chalconas +++ - -
Auronas +++ - -
Xantonas ++ +++ 4+

Antraguinona - - -

Antrona ++ - +++

Cumarina - 4+ .

Legenda: abundante (+++), moderado (++), pouco (+), suspeito(s), ausente (-) ND: Nao determinado
Fonte: proprio autor.

Por meio da analise fitoquimica preliminar dos extratos do caule da D. riparius, foram
identificados a presenca, em abundancia, de uma classe de substéncias antioxidantes de
ocorréncia natural que s&éo comumente produzidos pelas plantas, os compostos fenolicos, que
tém recebido muita atencdo nos ultimos anos. O grupo dos compostos fendlicos incluem
substancias com ao menos um anel aromatico no qual houve a substituicdo de ao menos um
hidrogénio por um grupo hidroxila. Estas substancias podem ser simples ou com diversos graus
de polimerizacdo, também podem ocorrer naturalmente na forma livre (agliconas), ligados a
acucares (glicosideos), ou ainda, ligados a proteinas, terpenos, entre outros. Acidos fendlicos,
quinonas, fenilpropanoides, cumarinas, flavonoides e as substancias poliméricas (taninos e
ligninas) sdo exemplos de substancias fendlicas. (TAIZ, L. & ZEIGER, E., 2010; REZENDE
et al., 2016). Em geral, flavondides constituem um importante grupo de compostos naturais,
cuja estrutura € formada por polifendis com baixo peso molecular (ALSEEKH et al., 2020),
conferem propriedades anti inflamatorias, antivirais, antioxidantes entre outras, no vegetal tém
0 papel de protecdo contra herbivoros e agentes antimicrobiano (SILLERO et al., 2021). Esta
classe de compostos esta dividida subgrupos: chalconas, auronas, flavonas, flavonois,
flavonononas, di-hidroflavonois, antocianinas, leucoantocianidinas e flavanos (DEWICK,
2009). Observou-se no extrato acetato de etila e metandlico, e flavonoides e seus compostos
em abundéncia, bem como as flavononas, flavononas e flavondis; assim como auronas,
chalconas todos em grande quantidade. No que se refere ao extrato aquoso: antocianinas e
antocianidinas, chalconas, auronas. As propriedades antioxidantes se devem a presenca desses
bioativos (NURCHOLIS et al.,, 2021). Observou-se variacdo qualitativa de metabdlitos
secundarios e uma similaridade com os estudos da espécie de Plantaginaceae Plantago major
L. realizados por Ventura et al. (2016) e Adom et al. (2017), quando identificaram no perfil
quimico das folhas, os flavonoides, taninos, saponina-s, terpenos e glicosideos. Os testes
revelaram auséncia de fendis, antocianinas, antocianidinas, leucoantocianidinas e catequinas
apresentaram presenca suspeita ou nula nos extratos da D. riparius lilas. Embora possa haver
compostos fendlicos relativamente frequentes nos extratos da espécie em estudo, estes
encontram-se, provavelmente, na forma de polifendis, como taninos (pirogalicos e
flobabénicos), flavonoides (flavanonas) e alcaloides fendlicos. Substancias quimicas,
constituidas por hidroxila e anel aromatico, como os compostos fendlicos, comumente
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encontradas em espécies vegetais, por possuirem hidroxilas fendlicas, apresentam, em geral,
alta atividade antioxidante, sendo exploradas pelas industrias farmacéutica, alimenticia e de
cosméticos (SANTOS, 2020) conferindo protecdo contra microrganismos e insetos. Além de
se destacarem por serem pigmentados, 0s corantes absorvem o excesso de radiagdo que chega
a planta, minimizando o risco de danos oxidativos e, assim aumentando a resisténcia ao estresse
luminoso (TROJAK e SKOWRON, 2017)

Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo substancias presentes em baixas concentracdes se comparadas com
as concentracbes do substrato oxidante e previvem ou atrasam a oxidacdo do substrato
susceptivel, ou seja, seria qualquer substancia que atrasa, previne ou remove o dano oxidativo
sofrido por uma molécula (SANTOS, 2020). O método DPPH ¢é considerado facil, preciso,
rapido, simples e econdémico, sendo adequado para a determinacgdo da capacidade antioxidante
de substancias puras e misturas complexas, como 0s extratos vegetais (BONDET et al., 1997,
OLIVEIRA, 2015). A capacidade de redugéo do DPPH, determinada pela absorbéncia induzida
dos antioxidantes presentes no extrato do caule da D. riparius e expressa pelo pardmetro ECso,
indicou a concentracdo de antioxidantes necessarios para reagir com 50% da concentracao
inicial do DPPH.

A Figura 4 apresenta a curva analitica do teste da atividade antioxidante do extrato do
caule do morfotipo lilas da espécie Dizygostemon riparius.

Figura 4. Curva analitica do extrato do caule do morfotipo lilas da especie D. riparius.
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Segundo Villafio et al. (2007), o valor de concentracdo de eficiéncia (CEso) €
inversamente proporcional a capacidade antioxidante de um composto, ou seja, ha uma relacédo
inversa entre a quantidade de amostra e a atividade antioxidante. Quanto menor o valor do
CEso, maior serd a atividade antioxidante do extrato analisado (VIEIRA et al., 2011).

O extrato do caule do morfotipo lilas da espécie D. riparius apresentou concentragdo
de 14,92 g.mL* segundo REYNERTSON; BASILE; KENNELLY (2005) valores de CEsg <
50 ug.mL? indicam extratos muito ativo; Moderadamente ativo se os valores apresentarem 50
> CEso > 100 pg.mL?; Levemente ativos se os valores compreenderem 100 > CEso > 200
pg.mL? e Inativos com valores de CEso> 200 pg.mL™.
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Dessa forma, o extrato do caule da nova espécie nativa pode ser classificado como
muito ativo, a presenca de grupos fenolicos, como taninos, flavondides e cumarinas observada
na prospeccao fitoquimica contribuem para a atividade antioxidante do caule da espécie D.
riparius.

4. CONCLUSAO

O estudo de extratos ou substancias isoladas de espécies vegetais nativas pode revelar
potenciais aplicacdes destas espécies de diversas formas. Na espécie em estudo, notou-se uma
boa quantidade de compostos fendlicos pertencentes aos metabdlitos secundéarios. Os
metabolitos secundarios sdo compostos naturais produzidos em plantas com objetivo principal
de protecdo a estresses abidticos e bidticos, além de possuirem valores nutricionais importantes
na nutricdo humana. Os extratos do caule da Dizygostemon com o morfotipo lilas apresentaram
uma boa atividade antioxidante. Os resultados indicam que a espécie vegetal D. riparius
apresenta perspectivas promissoras, no que diz respeito, ao perfil quimico e biolégico desta
nova espécie nativa do Cerrado maranhense.
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