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RESUMO

Os inibidores enziméticos hidrolisantes em plantas tem sido alvo para novas drogas
para o tratamento da diabetes mellitus tipo 2. Espécies da familia Loranthaceae séo
utilizadas em tratamento para varias enfermidades inclusive a diabetes. Este
trabalho teve como objetivo de caracterizar o perfil quimico dos extratos e fracbes da
Pthirusa sp. parasita de Syzygium cumini e Citrus sp., determinar a atividade
antioxidante, acao inibitoria das enzimas a- amilase e a- glicosidase. Obteve-se os
extratos hidroetandlico das folhas de Pthirusa sp. parasitas de Syzygium cumini
(LPACH) e Citrus sp. (LPL) através do aparelho de Soxhlet e fracionou-se de ordem
crescente quanto sua polaridade. O perfil quimico dos extratos e fracbes baseou-se
nas reacdes cromaticas em tubos e por cromatografia em camada delgada (CCD).
Determinou-se a atividade antioxidante pela inibicdo do radical DPPH. Efetuou-se a
inibicdo da a-amilase pelo método iodométrico e a-glicosidase pelo colorimétrico-
enzimatico. Os extratos LPL e LPACH apresentaram taninos condensados,
terpenos, flavonas, flavanonois, saponinas e esteroides livres e evidenciou-se em
(CCD) a presenca de flavonoides e compostos fendlicos nos dois extratos e as
fracbes com perfil de compostos fendlicos. O extrato LPL apresentou capacidade
antioxidante. Para a inibicdo da a- amilase os extratos LPACH e LPL apresentaram
atividade, porém todas as fragcbes nado foram ativas. Para inibicdo da a-glicosidase
0S extratos e suas fracdes exibiram atividade inibitéria. Os resultados obtidos
estimulam a continuidade deste trabalho para fins de isolamento e identificacdo de
substancias antioxidantes e inibidores enzimaticos nos extratos e fracdes.

Palavras-chave: Loranthaceae, atividade antioxidante, Pthirusa sp. inibidores
enzimaticos



ABSTRACT

Plant hydrolyzing enzyme inhibitors have been targeted for new drugs for the
treatment of type 2 diabetes mellitus. Species of the Loranthaceae family are used to
treat a variety of diseases including diabetes. This work aimed to characterize the
chemical profile of extracts and fractions of Pthirusa sp. parasite Syzygium cumini
and Citrus sp., determine the antioxidant activity, inhibitory action of the enzymes a-
amylase and a-glycosidase. Hydroethanolic extracts of the leaves of Pthirusa sp.
parasites of Syzygium cumini (LPACH) and Citrus sp. (LPL) through the Soxhlet
apparatus and fractionated in increasing order as its polarity. The chemical profile of
the extracts and fractions was based on the chromatic reactions in tubes and thin
layer chromatography (CCD). Antioxidant activity was determined by inhibiting the
DPPH radical. The inhibition of a-amylase was performed by the iodometric method
and a-glucosidase by the colorimetric-enzymatic method. The LPL and LPACH
extracts showed condensed tannins, terpenes, flavones, flavanonols, saponins and
free steroids and (CCD) showed the presence of flavonoids and phenolic compounds
in both extracts and the fractions with phenolic compounds profile. The LPL extract
showed antioxidant capacity. For a-amylase inhibition the LPACH and LPL extracts
showed this activity, but all fractions were not active. For a-glucosidase inhibition the
extracts and their fractions exhibited inhibitory activity. The results stimulate the
continuity of this work for isolation and identification of antioxidant substances and
enzyme inhibitors in extracts and fractions.

Keyword: Loranthaceae, Pthirusa sp. antioxidant activity, enzyme inhibitors.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas teve um
grande avanco cientifico envolvendo os estudos medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas (WINK, 2004). A avaliacdo do potencial
terapéutico de plantas medicinais e de seus constituintes, tais como flavonoides,
alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas e outros, tem sido objeto
de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as acfes farmacoldgicas
através de testes pré-clinicos com animais (BARA et al., 2009).

A quimica dos produtos naturais esta intimamente relacionada a
biodiversidade, principalmente vegetal. Neste contexto, o Brasil, que apresenta duas
das maiores diversidades vegetais do planeta, a floresta amazbnica e a mata
atlantica, possui um valioso arsenal quimico a ser estudado. Apesar de possuir essa
megadiversidade, somente uma pequena parcela tem sido pesquisada
cientificamente quanto ao seu potencial de producao de farmacos, extratos vegetais,
inseticidas, corantes naturais e derivados (TAKAKI et al, 2007; ANDRADE et al.,
2003).

A familia Loranthaceae encontra-se entre as maiores familias que possuem
hemiparasitas, atacando uma grande variedade de hospedeiros (HARRIS, 1992,
LEAL et al., 2006) considerada a mais importante das poucas familias de plantas
neotropicais parasitas (GENTRY, 1993). Espécies da familia Loranthaceae sé&o
reconhecidas como portadoras de propriedades terapéuticas e uma variedade de
compostos bioativos (VENTURELLI et al. 1981; VIEIRA et al, 2005; WONG et al,
2011). Sao utilizadas no mundo inteiro para tratarem diversas enfermidades, tais
como: problemas respiratorios, artrites, debilidade nervosa, diabetes, inflamacoes,
condiloma, hemorroéidas e alguns tipos de cancer (CACERES, 1996).

De acordo com a literatura, existe uma quantidade substancial de evidéncias
gue tem indicado o papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes
responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao
envelhecimento, como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do
sistema imune e disfuncdes cerebrais (ATOUI, et al., 2005).

Véarios relatos indicam que o potencial antioxidante de plantas

medicinais pode estar relacionado com a concentracdo de compostos fendlicos que
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incluem os seus acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas e os taninos (OOl et al,
2006).

A Diabetes mellitus tipo 2 (DM T2) é um importante e crescente problema de
saude para todos os paises, independentemente do seu grau de desenvolvimento.
Em 2015, a Federagéao Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation,
IDF) estimou que 8,8% (intervalo de confianca [IC] de 95%: 7,2 a 11,4) da populagéo
mundial com 20 a 79 anos de idade (415 milhdes de pessoas) vivia com diabetes.
Se as tendéncias atuais persistirem, 0 numero de pessoas com diabetes foi
projetado para ser superior a 642 milhdes em 2040. Cerca de 75% dos casos sao de
paises em desenvolvimento, nos quais devera ocorrer o0 maior aumento dos casos
de diabetes nas préoximas décadas (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2015).

Diversas drogas sao utilizadas para o controle dos niveis glicémicos em
portadores de Diabetes mellitus tipo 2 (DM T2), entretanto o perfeito controle &
raramente alcancado (DAMASCENO et al., 2004). O Diabetes mellitus, por ser
doenca cronica, de tratamento continuo, € alvo interessante para a busca de novos
métodos de tratamento com a possibilidade de uso de varias espécies de plantas
medicinais para o tratamento, contribuindo para triagens etnofarmacoldgicas e
direcionamento de pesquisas que relacionem o potencial de espécies brasileiras
para o tratamento desta condicdo patologica (TAKAKU et al., 2006).

Ha uma variedade de plantas sendo pesquisadas como adjuvantes no
tratamento da Diabetes mellitus atuando, tanto no tratamento da doenca em si como
atenuando seus sintomas e possiveis consequéncias e, desta forma, inUmeros
estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de comprovar o efeito de espécies
vegetais muitas vezes utilizadas apenas com base em dados empiricos (CECILIO,
2008).

Ensaios com inibicdo enzimética de extratos de plantas com compostos
fendlicos presentes tém sido demonstrado em diversas literaturas. O estudo de
atividade enzimética é de extrema importancia devido a sua aplicabilidade nas
diversas areas da ciéncia. Dentre os ensaios descritos, destacam-se as atividades:
inibidora de a-amilase e a-glicosidase. A capacidade inibitéria de enzimas,
aparentemente negativa, pode ser utilizada de forma benéfica como no tratamento
da obesidade, diabetes, entre outras doencas (HARBORNE, 2000; SOUZA, 2009;
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MASSARETO, 2009; PEREIRA et al, 2010).

Considerando que o estudo da composi¢cdo quimica de plantas da familia
Loranthaceae tem apresentado uma ampla gama de atividades biolégicas relatadas
para outras espécies dessa familia. Estudar essa familia na regido do Médio
Amazonas é de grande importancia, visto que diversas espécies ainda nao foram
submetidas a investigacdes quimicas e/ou farmacolégicas. Nesse sentido, a
avaliacdo da composicdo quimica e o estudo de atividades biolégicas dos extratos
brutos e suas fracbes de plantas da familia Loranthaceae da regido poderdo
contribuir para investigacdes futuras que levem ao desenvolvimento de produtos

com aplicacéo medicinal, nutricéuticos, cosmético entre outros.
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2 OBJETIVOS

2.1. Geral

Analisar os metabdlitos secundéarios e atividades antioxidante, inibitoria
frente as enzimas a- amilase, a- glicosidase nos extratos de espécies de Pthirusa

Sp. parasitas de Syzygium cumini (jambolao) e Citrus sp (limoeiro) e fracdes.

2.2. Especificos
Caracterizar o perfil quimico dos extratos e suas fracdes através dos ensaios
cromaticos e por CCD.
Determinar os teores fendlicos totais dos extratos e fracdes.
Avaliar Atividade Antioxidante pelo método de DPPH dos extratos e fracdes.
Analisar a atividade inibitoria frente as enzimas a-amilase e a-glicosidase em

ensaio in vitro dos extratos e fracdes.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1. Familia Loranthaceae

Dentre as angiospermas, Loranthaceae € uma familia composta de 70
géneros e 950 espécies, e ocorrem principalmente nas regides tropicais. E uma
familia de epifitas hemiparasitas, arbustivas que cresce aderida ao caule e/ou ramos
das arvores, através de haustérios (um sistema de raiz), que penetram na madeira
do hospedeiro de onde obtém nutrientes e agua (RIBEIRO et al., 1999; ARRUDA,
2004 ).

De acordo com a literatura, a familia Loranthaceae apresenta os principais
tipos de classe como: terpenos, lignanas, flavonoides, carboidratos, acidos graxos,
acidos aminados (YAO et al.,, 2006); fenilpropanoides taninos, antraquinonas,
saponinas (SANCHEZ-ARREOLA et al., 2004) e alcaloides (COE et al., 2010).

Estudos biolégicos e farmacoldgicos com varias espécies de Loranthaceae
foram evidenciados. Segundo Ameer et al., (2010) em seus estudos com a espécie
Loranthus ferrugineus Roxb. demonstraram atividade cardiovascular e
evidenciaram a presenca de compostos polifendlicos. De acordo com Deeni et al.,
(2002) relata que os extratos da espécie Tapinanthus dodoneifolius exibiram
atividade antimicrobiana e antifungico e nos testes fitoquimicos demonstraram a
presenca de antraquinonas, saponinas, taninos e alcaloides em diferentes
hospedeiros.

Na Amazonia brasileira, destaca-se o estudo realizado para identificacdo de
terpenos, fendlicos e flavonoides presentes em folhas de Cladocolea micrantha
(Loranthaceae), uma espécie medicinal utilizada por populares no tratamento nao
convencional do cancer e de processos inflamatérios (GUIMARAES, 2013). Dois
flavonoides novos foram identificados na espécie: kampferol 3-O-a-L-
arabinofuranosil-(1—3)-a-L-raminosido e quercetina 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1—3)-
a-L-raminosido (GUIMARAES, 2005). O derivado da quercetina apresentou
atividade inibidora da metastase de células de melanoma humano MV3 na
concentracdo de 1pg/mL, superior ao do padrdo paclitaxel (GUIMARAES et al.,
2012).
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3.2. Atividade Antioxidante

Antioxidantes sdo compostos que podem atrasar ou retardar o processo de
oxidagcdo de um composto. Isso significa que os antioxidantes podem inibir a
formacdo de radicais livres nos estagios iniciais, ou interferir na reacdo de
propagacédo das reacdes em cadeia dos radicais livres. (SINDHI et al., 2013).
Assim, devido a diversas aplicagcbes de antioxidantes, seus usos estdo sendo
extensivamente estudados em farmacologia, mais especificamente no tratamento de
cancer, AVC, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas e complicacdes
diabéticas (CRARY et al., 1984).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagagédo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de
antioxidantes fendlicos séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (HASLAM, 1996; SOARES,
2002; CHUN, 2005).

O grupo dos flavondides é também conhecido como polifendlicos e
geralmente ocorrem em plantas na forma de glucosidios, sendo uma das
substancias responsaveis pela atribuicdo do perfil sensorial de frutas e
apresentando mais de 6.000 variedades de diferentes estruturas que ja foram
identificadas (AHERNE et al., 2002; BOBBIO et al.,, 2003; CORDENUNSI et al.,
2002; DEGASPARI et al., 2004; VAN DER SLUIS et al., 2001).

3.3. Diabete Mellitus (DM T2) & Inibidores enzimaticos da a-amilase e a-

glicosidase

A diabete Mellitus (DM T2) é uma desordem crbénica causada pela falta de
producdo de insulina pelas células beta (B)- pancreaticas ou pelo defeito nos
receptores de insulina nas células-alvo, resultando em doenca metabdlica
hiperglicémica (OLMOS et al. 2009). A sindrome diabética esta relacionada a
formacdo de radicais livres, que sdo espécies reativas de oxigénio (ERO) formadas
através da reducdo de um ou dois elétrons de oxigénio (02) (ERIKSSON et al.,1998;

1998; CIMEN, 2008). Em situagfes de estresse o organismo gera desequilibrio entre
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0s agentes oxidantes e antioxidantes para se proteger, resulta em quadro de
estresse oxidativo (HALLIWELL et al.,1999; VOLPATO et al., 2002).

A principal abordagem para o tratamento do diabetes é diminuir a
hiperglicemia pés-prandial onde ocorre um retardo da absorcéo de glicose através
da inibicdo de enzimas hidrolisantes de carboidratos como a-amilase e a-
glucosidase no trato digestivo. Os inibidores dessas enzimas retardam o tempo de
digestdo dos carboidratos, causando uma reducao na taxa de absorcao de glicose e,
consequentemente, atenuando o aumento de glicose plasmatica pos-prandial
(LEBOVITZ, 1997; CHIASSON et al., 2004).

A partir dessa visao terapéutica, muitos trabalhos foram feitos para procurar
mais inibidores eficazes e seguros de a-glicosidase e a-amilase de materiais
naturais para desenvolver alimentos funcionais fisiologicos para tratar diabetes (KIM
et al., 2004; HIGASHI et al., 2002). Assim, os inibidores de a-glicosidase sao
indicados como agentes terapéuticos para o tratamento do DM (TM 2 ) e
hiperglicemia (BARON, 1998).

A acarbose € o inibidor da glicosidase mais amplamente utilizado no
tratamento da diabetes, mas também tem efeitos colaterais gastrointestinais
(CONIFF et al.,1995). Relatorios etnobotanicos mostram que cerca de 800 plantas
podem possuir potencial antidiabético Portanto, os inibidores de a-glicosidase e a-
amilase a partir de plantas tem atraido atencdo nos ultimos anos (PURANIK et al,.
2010).
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4 DESCRICAO METODOLOGICA
4.1. Coleta do vegetal

As folhas de espécies de Pthirusa parasitas de Syzygium cumini (jambol&o)
e Citrus sp (limoeiro) foram coletadas na regido de Itacoatiara na estrada AM-010 do
Km 27 sentido Itacoatiara- Manaus, sendo sua localizagao registrada por GPS, onde
as espécie de Pthirusa sp. parasita de Syzygium cumini recebeu o codigo de
identificacdo: Loranthaceae parasita de azeitoneira com herbivoria (LPACH) e
Loranthaceae parasita do Limoeiro (LPL).
4.2. Preparo do extrato bruto

Posteriormente para o preparo de extrato bruto foram utilizados as folhas
das espécies de Pthirusa sp. parasita de Syzygium cumini e parasita de Citrus sp.
(limoeiro). Em seguida o material foi seco em estufa de ar quente circulante a 40°C
por 72 horas e triturado em moinho de facas (marca SOLAB, modelo SL-031) para
melhorar a area de contato da amostra com o solvente durante a extracdo. O
material triturado foi armazenado em sacos de papel e previamente identificados,
mantendo o material seco, livre de umidade.

A extracao foi realizada através do aparelho de Soxhlet, utilizando-se 300 g
do material botanico seco e moido, utilizando 6000 mL de etanol 70%. Para a
concentracdo do extrato foi empregado o evaporador rotatério (marca FISATOM,
modelo 801) para evaporacao total do solvente. O extrato foi seco em banho Maria
(marca SOLAB, modelo SL-150/6) regulado para 70°C e armazenado em frascos de

vidro devidamente identificados, sendo o rendimento calculado posteriormente.

4.3. Fracionamento dos extratos

Para obter as fracbes utilizou-se 5 g dos extratos brutos das espécies
LPACH e LPL. Posteriormente solubilizou em 150 mL de agua destilada com auxilio
do ultrassom para ajudar na solubilizacdo das mesmas. Em seguida foi utilizado um
funil de separacdo de 300 mL, onde foram utilizados 150 mL de cada solvente em
ordem crescente de polaridade, tais como cloroférmio, acetato de etila e butanol.

As fracBes foram concentradas em evaporador rotatorio e secas em banho
Maria (marca SOLAB, modelo SL-150/6) regulado para 70°C e armazenado em

frascos de vidro devidamente identificados, sendo o rendimento calculado
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posteriormente. Desta forma foram obtidas as fracées hexanica (LPL-H, LPACH-H),
cloroformica (LPL-H, LPACH- C), em acetato de etila (LPL-AE, LPACH-AE),
butandlica (LPL-B, LPACH-B) e hidroetanolica (LPL-HE, LPACH-HE).

4.3.1. Rendimentos dos extratos e fracdes

Os rendimentos dos extratos obtidos foram calculados pela relacdo do peso
do extrato seco obtido pelo peso total do material botanico utilizado no inicio do

processo de extracdo empregando a seguinte férmula:
Rendimento (%) :%]; *100

Onde, pf = peso final e pi = peso inicial.
Para obter-se o rendimento das fra¢des utilizou a seguinte formula:

oML =MISx 100
MES

Onde:
MFF ( massa do frasco com a fracao)
MFS ( massa do frasco seco)

MES ( massa do extrato solubilizado
4.4. Prospeccdao de constituintes dos extratos hidroalcodlicos e das fracdes

A prospeccéo fitoquimica foi realizada segundo a metodologia descrita por
Matos (2009). Os extratos de LPACH e LPL foram analisados através de ensaios
cromaticos usuais em tubos de ensaio, utilizando-se reagentes convencionais para a
deteccédo de grupos fendlicos especificos e em placas cromatogréaficas de gel silica

utilizando-se para isso reagentes reveladores para a identificacéo de flavonoides.

4.4.1. Prospeccéao fitoquimica em tubos de ensaio

Inicialmente foi preparada uma solucdo-estoque usada para os testes.
Pesando 1g dos extratos de LPACH e LPL e 30mg em uma balanca analitica. Logo
apos realizou duas lavagens dos extratos com cloroférmio para a retirada da clorofila
que poderia estar presente nas amostras.

Para as fragbes foi utilizado 30mg das fracdes (LPACH-AE, LPL-AE,
LPACH-B, LPL-B, LPACH-HE e LPL-HE). Posteriormente, solubilizando o residuo

resultante da lavagem em aproximadamente 50 mL de metanol a 70% e completou-
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se o volume em um baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida, ajustou-se pH da
preparacdo para 4, com HCI 0,1 N.

A prospeccéo foi realizada em triplicata. Os resultados foram baseados na
mudanca de coloracdo ap0s a reacao, quando comparados com 0s brancos positivo
(somente solucdo estoque preparada) e negativo (FeCl; mais agua destilada). Os
tubos foram enumerados de 1 a 6, sendo adicionado em cada tubo 3 mL do extratos
metandlico de LPACH e LPL e das fracGes citadas acima, sendo realizados os
seguintes testes:

4.4.2. Teste de fendis e taninos

Foram adicionados trés gotas de solucdo de FeClI3 a 1% no tubo de niumero
1. As alteracdes apos a reacdo foram observadas, comparando-se com os brancos
positivo e negativo. O desenvolvimento das seguintes cores indica: azul
avermelhado para a presenca de fendis, precipitado azul para taninos hidrolisaveis e

precipitado verde para taninos condensados.

4.4.3. Teste de antocianinas, antocianidinas e outras classes de flavonoides

Utilizando os tubos de numero 2, 3 e 4 para essa analise. Foi reajustado o
pH nos trés tubos, utilizando-se HCI para o tubo 2 e NaOH para os tubos 3 e 4. No
tubo 2 o pH foi ajustado para 3; tubo 3 para pH 8,5 e tubo 4 para pH 11. Apos
alguns minutos, a coloracao foi observada e comparada com o branco.
4.4.4. Teste de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Para esse teste foram utilizados os tubos 5 e 6, nos quais ajustou-se o pH
dos mesmos para 3, usando HCI e 11 usando NaOH, respectivamente. Apés ajuste,
os tubos de ensaio foram submetidos a aquecimento em bico de bunsen durante 2
minutos. ApoOs esse periodo, a coloracao foi observada e comparada com o branco.
Nessa analise, as leucoantocianidinas, em pH 3, apresentam coloracdo vermelha, e
as catequinas coloracdo pardo-amarelado. Em pH 11 as flavanonas coram-se de
vermelho-laranja.
4.4.5. Prospeccao fitoquimica para caracterizacdo de triterpenos e esteroides
(lieberman-burchard)

Foram utilizados 300 mg dos extratos e 30mg para as fracoes.
Posteriormente foram lavadas com 80 mL de cloroférmio as amostras e depois

foram transferidos e filtrados em papel filtro. O material insoluvel de cada amostra foi
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guardado em béquer e as solu¢des geradas foram acondicionadas em béqueres de
50 mL. Em seguida foi retirado 4 ml de cada solucéo, transferindo para tubos de
ensaio completamente secos. Em cada tubo foi adicionado 1 ml de anidrido acético
e agitado suavemente. Em seguida, adicionou-se cuidadosamente, trés gotas de
H,SO,4 concentrado a cada tubo, tornando a agitar suavemente, esse procedimento
foi realizado em triplicata. O desenvolvimento de cores, que varia do azul

evanescente ao verde persistente indica resultado positivo. (MATOS, 2009).
4.4.6. Prospeccao fitoquimica para caracterizacdo de saponinas

Inicialmente foram pesados os extratos LPACH e LPL (300mg) e as fracdes
LPACH-AE, LPL-AE, LPACH-B, LPL-B, LPACH-HE e LPL-HE (30 mg), depois em
um béquer foram lavados com 80 ml de cloroférmio e 50mL de agua destilada. Apos
a filtracdo foram transferidos 3 mL de cada solucéo para tubos de ensaio os quais
posteriormente foram fortemente agitados por 3 min.

A formacdo de espuma abundante e persistente de dois a trés minutos é
indicativo de resultado positivo. Esse teste foi realizado em triplicata. Para
confirmacdo adicionou-se 2 ml de acido cloridrico concentrado ao filtrado e levou
para banho-maria por 1h. Apés esfriar a temperatura ambiente a solucédo foi
neutralizada com hidréxido de sédio 0,5 N e ap0s filtracdo e agitacdo, observou-se a
nao formacdo de espuma e formacdo de precipitado, sendo resultado afirmativo
para saponinas (MATOS, 2009).

4.4.7. Prospeccéao fitoquimica para caracterizacédo de alcaloides

Foram utilizados 300 mg para os extratos e 30mg para as fracdes . Em
seguida as amostras foram dissolvidas em 20 ml de acido sulfarico 1%.
Posteriormente cada solucdo foi submetida a fervura por 2 minutos em placa
aquecedora, apos resfriamento a temperatura ambiente, cada solucéo foi filtrada
através de funil com papel de filtro diretamente para um tubo de ensaio. Distribuiu-se
o volume obtido igualmente em trés tubos menores e gotejou-se 3 gotas do reagente
de Mayer ou de Dragendorff. A formacéo de precipitado em dois dos trés tubos o

teste é positivo para alcaloides (MATOS, 2009).
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4.5. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Na Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi utilizado placas de silica
gel Merck®, base de aluminio reveladas sob luz ultravioleta 254 nm e 365 nm,
eluidas com butanol, &cido acético e agua (BAW) e revelou-se por nebulizacdo com
solucéo de NP/PEG, especifico para revelar fenélicos e visualizados em ultravioleta
(GUIMARAES, 2005).

4.5.1. Preparacdo das solucbes reveladoras: natural Products — Polyethylenglicol
Reagent (NP/PEG)

Preparou-se a solugdo de 1% “Natural Products” (NP) em 100 mL de
metanol; a solucdo de PEG: 5% de polietilenoglicol 4000 (PEG) em 100 mL de
etanol. A placa foi borrifada com solucdo de NP, e em seguida com solucéo PEG.
Apo6s 15 minutos, observou-se fluorescéncia intensa no UV 365 nm.

4.5.2. Preparacgao dos eluentes: Butanol, &cido acético e agua (BAW)

Em uma proveta adicionou-se 64 mL de butanol, 16 mL de acido acético e
80 mL de agua para uma solucéao de 160 mL, ficando nesta proporcéo ( 4:1:5).

Estes eluentes foram utilizadas para determinacdo de compostos fendlicos
na fase movel BAW (4: 1: 5) e reveladas com a solugdo de 1% “Natural Products”
(NP) (GUIMARAES, 2005).

4.6. Determinacao do Teor de Fendis Totais

A determinacéo do teor de fendis totais presentes nos extratos e fracoes em
estudo foi realizada seguindo a metodologia descrita por Folin & Ciocalteau (1927).
Esta andlise foi realizada sob a orientacdo do professor Dr. Emerson Silva Lima da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Amazonas —
UFAM, em Manaus.

Foram solubilizados 10 mg de cada extrato e fracdes em 1 ml de DMSO e a
partir de cada solugdo realizou-se uma nova diluicdo, retirando-se 100 uL desta
solucéo e diluindo-se em 900 uL de DMSO, ou seja, preparou-se uma nova solucéo
na concentracdo de 1 mg/mL. Nesse ensaio foi utilizado acido galico 1 mg/mL,
sendo esta solugédo padrao preparada nas mesmas condi¢des que o extrato. Foi
preparada também a solugdo de Folin-Ciocalteu (1:9) em agua destilada.
Posteriormente, adicionou-se na microplaca 10 yL do extrato e 50 yL da solugao

reagente de Folin. Adicionou-se também 10 pL da solucdo padrdo a microplaca.
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Incubando por 8 minutos e apos este periodo foram adicionados 240 pL da solugao
de Na2CO3 0,4% aos pocos da microplaca com extrato. Posteriormente foi incubada
por mais 3 minutos. O branco foi preparado adicionando-se as mesmas quantidades
do extrato e do Na2CO3, porém, no lugar do reagente de Folin-Ciocalteau,
adicionou-se 50 pL de &gua destilada. Ap6s 3 minutos, realizou-se a leitura no leitor
de ELISA (DTX 800 Multimode Detector, Beckman Coulter). Com a média das
absorbéncias pode-se calcular o teor de fendis totais em mg GAE/g conforme
descrito McDONALD et al., (2001) com modificagdes.

4.7. Atividade Antioxidante DPPH pelo método de inibicdo do DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila

A capacidade antioxidante dos extratos de LPACH, LPL e fragdes foram
avaliadas segundo a metodologia descrita por Burits et al., (2000) com modificacdes
utilizando o radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazila). Este método baseia-se na
transferéncia de elétrons de um composto com atividade antioxidante para um
radical livre (DPPH) onde ao se reduzir perde sua coloracdo purpura (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). Este ensaio foi realizado sob orientacdo do professor Dr.
Emerson Silva Lima da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM, em Manaus.

Para preparar os extratos foram inicialmente utilizados 1mg dos extratos e
fracbes e solubilizados em 1mL de DMSO (dimetilsulfoxido) ficando em uma
concentracdo de 1mg/ mL. Posteriormente foi preparada uma solucédo etanolica de
DPPH, utilizando 2 mg de DPPH e solubilizado em 12 mL de &lcool etilico. Em
seguida foram adicionados 100 pL de DMSO a partir do segundo poco da placa
multipocos, sendo no primeiro e segundo poco adicionado apenas 100 pL da
solucdo estoque preparada. Posteriormente, foram realizadas diluicBes seriadas a
partir do segundo poco transferindo-se 100 pL para 0s pocos seguintes.

Dessa forma, os pocos apresentaram as seguintes concentracdes: 1000
pg/mL, 500 pug/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,62 pg/mL e
7,81 pg/mL. Em seguida, adicionou-se aos pog¢os a solugdo de DPPH e foram
incubados por 30 minutos. Apdés a incubacdo foi realizada a leitura no leitor de
ELISA (DTX 800 Multimode Detector, Beckman Coulter) no comprimento de onda

492 nm. Posteriormente foram efetuados os célculos de porcentual de inibicdo (%
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inibicdo) baseado na absorbéancia do controle e utlizando o programa Excel.
Quando a inibigao foi maior que 50%, foram realizadas as 8 diluicGes seriadas para
obter os valores de Clsp , onde foram calculados pelo programa de estatistica
GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). O padrdo
utilizado foi o acido galico.

Formula do calculo da inibicéo:

% inibicdo = 100-[Absg, /Absc] x 100.

Onde: Absa, = (Absorbancia do branco — Absorbancia da Amostra )

Absc = (Absorbancia do branco — Absorbancia do Controle)

4.8. Ensaios de Inibicdo Enzimatica

4.8.1. Ensaio de Inibicao da a-amilase

A atividade inibidora de amilase foi realizada pelo método iodométrico
segundo WILSON et al., (1982) com modificacdes. A inibicdo da a-amilase baseou-
se no principio da degradacédo de um substrato de amido e a posterior reacdo com o
reagente de cor (iodo), que revela a inibicdo da atividade da amilase pelas amostras.
Utilizou-se a acarbose como padrdo de referéncia para este teste. O controle foi
realizado em triplicata, onde utilizou o0 DMSO no lugar do extrato. Todos os testes
envolveram as amostras e suas respectivas diluicdes também com suas triplicatas.
O teste foi realizado numa microplaca de fundo chato contendo 96 pocos (modelo
Kartell) que foi lida no Leitor de Elisa (DTX 800, Multimode Detector, Beckman
Coulter). Foram adicionados 20 yL da amostra e 20 pyL da enzima amilase (Sigma
Aldrich Chemical, Co, USA). Em outro poco adicionou-se 20 uL de acarbose e 20 yL
da enzima amilase e no poc¢o controle foram adicionados 40 uL de DMSO.

Posteriormente foi incubada a placa em banho-maria a 37° C por 5 minutos.
Decorrido este tempo, foram adicionados 50 uL do substrato (LabTest, Lagoa Santa,
MG, Brasil) em cada um dos pocos e a placa foi novamente incubada nas mesmas
condi¢Bes por 7 minutos e 30 segundos. Apds esse tempo foram adicionados 100
ML do reagente de cor da amilase (LabTest, Lagoa Santa, MG, Brasil) diluido-se na
proporcao 1:1 em agua destilada e 150 yL de &gua destilada. Manteve-se a placa
em temperatura ambiente durante 5 minutos para que fosse realizada a leitura da
absorbancia de 630 nm. Ao fim do teste, a inibicdo da amilase foi calculada através

da férmula:
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% inibicdo = (Abs amostra/ (abs acarbose — Abs controle) * 100
4.8.2. Ensaios de Inibigdo da a-glicosidase

O ensaio de inibicdo da enzima a-glicosidase foi realizado segundo a
metodologia de Andrade-Cetto (2008). O teste de inibicdo da o-glicosidase foi
utilizado microplaca de fundo chato contendo 96 pocos (modelo Kartell), onde foi
efetuada a leitura no leitor de Elisa (DTX 800, Multimode Detector, Beckman
Coulter). Este € um teste colorimétrico-enzimatico que basear-se no principio da
interagdo entre a enzima a-glucosidase obtida de S. cerevisae e o reagente de cor
4-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo, que resultard& num cromogeno medido
espectrofotometricamente. Os testes foram realizados em triplicata para cada
amostra, com as concentracdes iniciadas em 10 mg/mL que foram diluidas em série.

O controle foi realizado em triplicata, onde o DMSO foi substituido pelo o
inibidor, uma vez que as amostras foram diluidas em DMSO. Em cada poco da
microplaca acrescentou-se 20 yL da amostra e 175 pL da enzima a-glucosidase,
posteriormente foram incubadas em banho-maria numa temperatura de 37° C por 2
minutos. Decorrido este tempo, foram adicionados em cada poco 145 pL do
reagente de cor 4-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo, efetuando a primeira leitura no
leitor de Elisa numa absorbancia de 405 nm. Posteriormente, foram incubadas as
placas mais uma vez nas mesmas condicdes por um periodo de 15 minutos. Em
seguida foi efetuada a segunda leitura de absorbancia no comprimento de onda de
405 nm. No final do teste foi calculada a inibicdo através da formula:

100-(A2 amostra — A1 amostra/ A2 controle — Al controle) * 100

Nota: Onde: A1: absorbancia da leitura inicial (tempo 0’)
A2: absorbancia da leitura final (tempo 15’)

Controle: absorbéancia do teste utilizou-se DMSO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Rendimentos dos Extratos e Fragcdes

O rendimento do extrato foi obtido relacionando-se a massa do extrato bruto
resultante na extracéo (42,29 g) com a massa do material boténico utilizado para a
extracdo. O extrato foi obtido a partir de (300 g) das folhas de Pthirusa sp. parasita
de Citrus sp., onde foram calculados os rendimentos na (tabela 2). Para calcular os
rendimentos das fracfes utilizou a relacéo da diferenca dos frascos secos tarados
com a massa da fracdo obtida depois da secagem e divido pela massa (5g) dos
extratos LPACH e LPL.

Tabela 1. Rendimentos do extrato (LPACH) e fracdes
Massa do extrato bruto

Amostra ) Rendimento (%)

LPACH 42,29 9,4
LPACH-H 2,30 46
LPACH-C 0,52 10,4
LPACH-AE 1,55 22,2
LPACH-B 0,53 10,6
LPACH-HE 0,52 10,0

Fonte: Autor, (2017)

Legenda: LPACH (extrato de Pthirusa sp. parasita de (Syzygium cumini) e fracdo: hexanica
LPACH-H), cloroférmica (LPACH-C), em acetato de etila (LPACH-AE), butandlica (LPACH-B) e
hidroetanélica (LPACH-HE)

O rendimento do extrato LPACH foi 9,4% e as fracbes com maiores
rendimentos foram fracdo em acetato de etila (31,0%) e na fracdo hexanica (37,8%).
Segundo Rodrigues et al., (2011) afirma que o calculo do rendimento de extratos é
fundamental no cultivo e colheita de plantas medicinais, pois, implicara diretamente
na massa fresca necessaria para obter-se, por dado processo de secagem,
determinado teor de extrato, com reducao das estimativas de custo e menor perda

na cadeia produtiva de plantas medicinais e fitoterapicos.

Tabela 2. Rendimentos do extrato (LPL) e fracdes

Amostra Massa do extrato bruto (g) Rendimento (%)
LPL 38,05 8,4
LPL-H 2,25 45
LPL-C 0,52 10,4
LPL-AE 0,90 18
LPL-B 0,73 14,6
LPL-HE 0,60 12

Fonte: Autor, (2017)
Legenda: LPL (extrato de Citrus sp) e fragdes: hexanica (LPL-FH), cloroférmica (LPL-C), em acetato
de etila (LPL-AE), butandlica (LPL-B) e hidroetanolica (LPL-HE)
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O extrato LPL apresentou um rendimento de 8,4% e as fracbes LPL-H (45
%) e LPACH-AE (18%) demonstraram maior rendimento as demais fracdes. De
acordo com Bhat et al., (2005) relata que o uso de hexano no processo de extracao
permite o isolamento de moléculas apolares, como os flavondides oxigenados e
metoxilados, cumarinas, terpendides lactonas sesquiterpénicas. Por outro lado, o
uso do etanol permite o isolamento de substancias polares e semipolares, como

flavondides, alcaloides, flavonas, polifendis e taninos (DE MONTE et al., 2014).

5.2. Perfil quimico dos extratos e fragdes

5.2.1. Teste de Fendis e Taninos

A Tabela 3 demonstra resumidamente os resultados obtidos nos ensaios
cromaticos em tubos de ensaio, realizados para dos extratos LPACH e LPL e

fragcOes correspondentes.

Tabela 3. Prospeccéo de Fendis e taninos do extrato (LPACH) e fracbes

Metabdlitos secundarios

Fendis Taninos hidrolisaveis Taninos condensados

LPACH - -
LPACH-H - -
LPACH-C - -
LPACH-AE - -
LPACH-B - -
LPACH-HE | - - -

Fonte: Autor, (2017)
Legenda: (+) presenca da classe quimica (-) auséncia da classe

Amostras

+ + + + +

Os extratos LPACH e LPL e fracdes correspondentes, ndo apresentaram
coloracdo azul e vermelho indicando a auséncia de fendis e compostos fendlicos,
descritos na Tabela 3 e 4. Para a deteccdo de grupos fendlicos, apos adicdo da
solucdo de FeClz; em pH 4, porém os extratos LPL e LPACH apresentaram
coloracdo esverdeada, com formacdo de precipitado, a coloracdo esverdeada,
demonstra a presenca de taninos condensados de acordo com Matos, (1999). A
mudanca de coloragdo e formacdo de precipitado foi atribuida em comparagdo com
0 branco negativo. Segundo Matos (2009), a coloracdo azulada, indica a presenca

de taninos hidrolisaveis.

Tabela 4. Prospeccdo de Fendis e taninos do extrato (LPL) e fracdes
Metabdlitos secundarios
Fenois Taninos hidrolisaveis Taninos condensados

LPL - - +
1 Pl -H . . +

Amostras
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Todas as fracdes apresentaram coloracdo verde em pH 4, indicando a
presenca de taninos condensados, exceto nas fracdes hidroetandlica (LPACH e
LPL). Segundo os estudos de Canchala et al., (2013) o perfil fitoquimico do extrato
etandlico das folhas de P. cucullaris ( Loranthaceae) foram evidenciados a
presenca das classes de flavonéides, cumarinas e taninos. A literatura afirma que
compostos antioxidantes tais como os flavonoides, taninos condensados e outros
polifenéis podem reduzir a glicacdo proteica tal como lutar contra a geracdo de
radicais livres (STEFEK, 2011).

5.2.2. Teste de antocianinas, antocianidinas e outras classes de flavonoides

Nas Figuras 1 e 2 podem ser observados os resultados obtidos dos extratos
e fracbes nos testes em tubos cromaticos direcionado para deteccdo de
antocianinas, antocianidinas e outras classes de flavonoides, realizados nos tubos 2,

3 e 4. A mudanca de coloracdo nos tubos foi atribuida em comparacdo ao branco

positivo da amostra.

Figura 1. Prospeccdo fitoquimica de antocianinas, antocianidinas e outras classes de flavonoides
do extrato LPACH
Fonte: Autor, (2017)

Em pH 3 (tubo 2), o extrato LPACH (figura 1) e LPL (figura 2) analisados
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nao apresentaram coloracdo vermelha e suas fragdes, sugestiva para a presenca de
chalconas, auronas, antocianinas e antocianidinas. Segundo Matos (2009) o
aparecimento de cor vermelha em meio &cido, indica a presenca de antocianidinas,
antocianinas, chalconas e auronas.

Matos (2009) afirma que em pH 8,5, o aparecimento da cor lilas e em pH 11,
0 aparecimento de cor azul-purpura € indicativo de antocianidinas e antocianinas.
Portanto, a auséncia de mudanca de coloracéo para lilas em tubo 3 (pH 8,5) e azul-
puarpura em tubo 4 (pH 11) confirmou a auséncia de antocianinas e antocianidinas
observadas no tubo 2.

No tubo 4 (pH 11), o extrato metandlico de LPACH e LPL apresentaram
alteracdo de coloracdo para coloracdo vermelho- laranja sugere a presenca de
flavanonodis. Nas amostras foi observada a cor amarela indicativa para flavonas,

flavonois e xantonas.

" yRrImT - A ’ L3 X, . A i s o o

Figura 2. Prospeccao fitoquimica de antocianinas, antocianidinas e outras classes de
flavonoides do extrato LPL
Fonte: Autor, (2017)

Todas as fracdes citadas na tabela apresentaram o mesmo perfil fitoquimico
para no tubo 4 (pH 11) que apresentaram alteracdo de coloracdo para vermelho-
laranja, onde Matos, (2009), sugere a presenca de flavanonodis, porém exceto as
fracOes hidroetandlica apresentaram mudanca de coloracdo em comparagao ao tubo

branco.
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Tabela 5. Resultado do teste para antocianidinas, antocianinas e flavonoides

Cor observada nos meios acido e alcalino

Amostras

Acido P™° Alcalino P1 8> Alcalino 7
LPL

LPACH Amarelo Vermelho Vermelho-purpura
LPL-AE

LPACH- AE - - Amarelo
LPL-B

LPACH-B Amarelo - Amarelo

LPL-HE

LPACH-HE Amarelo - -

Fonte: Autor, (2019)
Legenda: LPL (extrato da espécie de Pthirusa sp. parasita de Citrus sp.) e fracdes: (LPACH- AE,
LPL-AE) em acetato de etila (LPACH-B, LPACH-B, LPL-B) butandlica e ( LPACH-HE, LPL-
HE) hidroetanolica (+) nresenca e (-) auséncia da classe analisada
5.2.3. Teste de leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas
Nas figuras 1 e 2 também apresentam os resultados de cores observadas
nos tubos 5 e 6 no teste para deteccdo de leucoantocianidinas, catequinas e
flavanonas. A presenca de leucoantocianidinas é indicada pelo desenvolvimento de
coloracdo vermelha em pH 3, apés aquecimento (MATOS, 2009). Os resultados
indicaram a auséncia dessa classe de flavonoides nos extratos LPACH e LPL, pois
nao foi observada mudanca de coloracdo no tubo 5. O extrato também néao
apresentou coloracdo caracteristica para a presenca de catequinas, pois
desenvolveu uma coloracdo amarelo-clara. Segundo Matos (2009), o surgimento de
cor pardo-amarelado indica a presenca de catequinas na amostra.
Em pH 11 (tubo 6) e apds aquecimento, 0 extrato apresentou coloracao
vermelho intenso. Segundo a literatura, a observacao de coloracdo vermelho-laranja
caracteriza a presenca de flavanonas no extrato (Figuras 1 e 2). Todas as fracdes

exibiram resultados negativos para essas classes descritas na tabela 6.
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5.2.4. Teste de esteroides e triterpenoides

Para o ensaio de Lieberman-Burchard foram utilizados os extratos LPACH e

LPL e as fragcdes hexanica e cloroférmica. Conforme a metodologia de Matos (2009).

B)

Figura 3. A) Prospeccgdo fitoquimica para caracterizacdo de terpenos (Lieberman-
Burchard) B) Ensaio confirmatorio de (Lieberman-Burchard) dos extratos
Fonte: Autor, (2017)

No ensaio realizado de Lieberman-Burchard os extratos LPACH e LPL
(Figura 3) e fracdes LPL-H, LPACH-H, LPL-C e LPACH-C, apresentaram mudanca
de coloracdo da solucdo para o verde permanente descrito na Tabela 6. Esses
resultados sugerem a presenca de esteroides livres para a coloracdo verde
permanente. Contrapartida as amostras testadas ndo apresentaram presenca da
coloracdo vermelho que indica a presenca de triterpendides pentaciclicos (MATOS,
2009).

De acordo com Leitdo et al., (2013) em seus estudos de composicao
guimica do extrato hexanico de S. marginatus e S. concinnus (Loranthaceae) levou
a identificacdo de fracdes ricas compostas por triterpenos pentaciclicos e esteroides.

Estudo com a espécie Psittacanthus plagiophyllus Eichl (Loranthaceae)
apresentaram resultados positivos para terpenos (BEZERRA et al., 2017).

5.2.5. Teste para caracterizacao de Saponinas

Para realizar o teste de caracterizacdo de saponinas foram utilizados os
extratos LPACH, LPL e as fragdes LPACH-AE, LPL-AE, LPACH-B, LPL-B, LPACH-
HE e LPL-HE.
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Figura 4. A) Teste para caracterizagcdo de
saponinas do extrato LPL B) Ensaio confirmatdrio
de (Lieberman-Burchard)

Figura 5. A) Teste para caracterizacdo de
saponinas do extrato LPACH B) Ensaio
confirmatdrio de (Lieberman-Burchard)

O resultado do teste de saponinas foi positivo para os extratos LPL (Figura
4), LPACH (Figura 5) e as fragbes LPACH-AE, LPL-AE, LPACH-B, LPL-B, exceto as
fracbes LPACH-HE e LPL-HE, descrito na Tabela 6. De acordo com Matos (2009), a
formacéo da espuma persistente e abundante caracteriza a presenca de saponinas.
Durante o teste confirmatério (hidrolise acida) ndo houve formacdo de espuma
guando agitado, além disso, foi observada a presenca de precipitado, devido a
guebra da ligacédo da aglicona com a parte apolar (Matos, 2009).

Estudos de Deeni et al. (2002) relatam a presenca de antraquinonas,
saponinas, taninos e alcaloides em T. dodoneifolius (Loranthaceae) de diferentes
hospedeiros pode explicar algumas das acfes antimicrobianas e anti-inflamatorias .
5.2.6. Teste para Alcaloides

Os dois extratos e todas as fracbes em estudo ndo apresentaram indicativos
da presenca de alcaloides. De acordo com Matos, (2009) quando adiciona 3 gotas
de reagente Dragendorf ocorre a formacdo de material floculoso pesado. Entretanto
Gobbo-Neto, (2007) afirma que alguns fatores influenciam no metabolismo
secundario do vegetal e devem ser considerados: desenvolvimento foliar da planta,
sazonalidade, as variaveis ambientais, fatores genéticos, podem ter interferido no
resultado, pois as metodologias utilizadas pelos diferentes autores também € um
ponto a ser considerado.

Segundo Matos (1997), muitas vezes a mesma espécie botanica ocorre em
diferentes regides e sua composicao quimica também pode apresentar diferencas
guimicas, dentre outros. Conforme Cechinel et al., (1998) o estudo quimico de
plantas necessita de alguns cuidados que, devem ser considerados, em alguns
casos, como a falta de experiéncia, que leva a erros que tanto podem comprometer

os resultados experimentais, como requerer maior tempo e recursos e nao atingir os
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objetivos almejados.

Estudos de Osadebe et al.,, (2004) foram encontrados constituintes
moderadamente polares, tais como, terpendides, esterdides, flavondides e
alcaloides no extrato hidroalcoolico e fragdes hexanica, cloroférmica, em acetato de
etila que demonstraram atividade imunomodulador na espécie Viscum coloratum

(Loranthaceae).
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Tabela 6. Triagem fitoquimica dos extratos e fragbes

CONSTITUINTES
QUIMICOS

LPAC
H

LPACH-
H

LPACH-
C

LPACH-
AE

LPACH-
B

LPACH- LPL LPL- LPL- LPL LPL- LPL-
HE H C -AE B HE

Leucoantocianidinas
Catequinas
(Taninos catéquicos)
Flavanonas
Flavonas, Flavonadis e
Xantonas
Chalconas e Auronas
Flavanonol
Antocianinas e
Antocianidinas
Taninos Condensados
Taninos Hidrolisaveis
Esteroides Livres
Triterpenos
Saponinas

Alcaloides

Fonte: Autor (2017)

Legenda: Extratos de espécies de Pthirusa sp. parasita de Syzygium cumini (LPACH) e Citrus sp. (LPL); Fracdes: LPACH-H, LPL-H (hexénica); LPACH-C, LPL-C
(cloroférmica); LPACH-AE, LPL-AE (fragdo em acetato de etila), LPACH-B, LPL-B (butandlica), LPACH-HE e LPL-HE (hidroetandlica) (+) presenca da classe

guimica (-) auséncia da classe quimica



37

5.3. Avaliacdo em placas Cromatograficas (CCD)

O extrato bruto das folhas de Pthirusa sp. e suas fragGes foram analisados
guanto a presenca de polifendis, principalmente flavonoides.

12 38 5§ 6 7 89 10 11

Figura 6. Avaliagdo cromatografica: Cromatografia em camada Delgada (CCD); (A)
extratos: 4- (LPL), 11- (LPACH); (B) fracdes: 1- (LPACH-AE), 2- (LPL-AE); 3- LPACH-B;
4- (LPL-B); 5- (LPACH-HE) e 6- (LPACH-HE)

Legenda: Sistema- Butanol, &gua e acido acético (4:5:1) revelador: NP/PEG UV 365 nm;
Fonte: Autor, (2017)

O extrato bruto das folhas de Pthirusa sp. e suas fracGes foram analisados
guanto a presenca de polifendis, principalmente flavonoides. O perfil cromatogréafico
(CCD) dos extratos hidroetandlico LPL (aplicacdo 4) e LPACH (aplicacdo 11)
apresentaram duas manchas fluorescentes azuis intensas com valores de Rf
semelhantes, 0,47 e 0,82. (figura 6-A). Em relacdo a presenca de flavonoides
observou-se a presenca de manchas laranja caracteristico de flavondide nos Rfs
(0,55), entretanto as frac6es demonstraram somente perfil para fendlico (figura 6 B).

Segundo Leitédo et al., (2013) em seus estudos com espécies Struthanthus
marginatus e Struthanthus concinnus (Loranthaceae) foi evidenciado em CCD a

presenca dos metabdlitos secundéarios como flavonoides, terpenos e taninos.

5.4. Determinacgéo do teor de fendis totais
Os resultados obtidos na determinacdo dos fendis totais (FT) pelo método
Folin— Ciocalteu foram expressos como equivalentes de &cido galico (EAG) por g de

extrato bruto e por g de material vegetal seco.
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Tabela 7. Teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau do
extrato e fracoes

Amostras Fendlicos Totais (%)
LPL 17,27 + 0,33
LPL-H 13,48+ 0,576
LPL-C 11,05+0,606
LPL-AE 36,701,754
LPL-B 22,64+0,424
LPL-HE 9,04+0,782
Acido gélico ? 3,2+0,56

Fonte: Laboratério de Ensaios Bioldgicos da Faculdade de Farméacia (UFAM)
(a) controle positivo

O extrato LPL apresentou na Tabela 7 (FT) fendis totais de (17,27 = 0,33),
sendo que as fragbes LPL-C (11,04 0,60), LPL-AE (36,70+1,75), LPL-B
(22,64+0,42) apresentaram maiores teores de fendlicos totais.

Tabela 8. Teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau do extrato

e fracOes
Amostras Fendlicos Totais (%)
LPACH 14,46 + 0,91
LPACH-H 13,06+0,292
LPACH-C 17,99+0,754
LPACH-AE 44,49+8,685
LPACH-B 24,88+1,166
LPACH-HE 6,11+0,460
Acido gélico ? 3,2+ 0,56

Fonte: Laboratério de Ensaios Bioldgicos da Faculdade de Farméacia (UFAM)
Legenda: (a) controle positivo

O extrato LPCH apresentou (14,46 + 0,91) e as fracbes LPACH-C (17,98 +
0,75), LPACH-AE (44,49+8,685), LPACH-B (24,88+1,166), destacando as fracdes de
acetato de etila e butandlica com maiores teores de compostos fendlicos. O menor
teor de FT foi registrado na fracdo LPCH-E descrito na Tabela 8.

De acordo com prospeccdo quimica analisada através do CCD os extratos
LPL e LPACH descrita na (figura 5-A) verificou-se manchas laranja sugerindo
presenca de flavonoides e as fragbes LPL-AE, LPL-B, LPL-HE, LPACH-AE, LPACH-
B, LPACH-HE demonstraram florescéncia azul indicativo de outro perfil para fenélico

(figura 5 B). Na triagem fitoquimica em tubos os extratos e fracGes Tabela 6,
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evidenciaram as classes de flavanonol, flavonas e flavonois, onde a fragdo LPL-AE
com maior teor de fenodlicos apresenta a classe flavanonol e a fracdo LPACH-AE
apresenta a classe flavanonol, flavonas e flavonois.

Desta forma sugere-se que os teores de fendis totais estdo relacionados
com essas classes de metabdlitos secundarios. Segundo SILVA et al., (2010) em
seus estudos com extrato hidroalcéolico da espécie Struthanthus flexicaulis
(Loranthaceae) evidenciaram em CCD a presenca de flavonoides. CORDERO et al.,
(2003), demonstrou em seus estudos isolamento e identificacdo de flavonoide
(rutina), isolado de Struthanthus subitilis (Loranthaceae). Outros trabalhos referem-se
a prospeccao fitoquimica de diferentes classes de metabdlitos secundarios e relatam
reacdes positivas em varias partes de plantas de Struthanthus marginatus onde
mencionam a presenca de flavonodides (PISSINATE, 2006; FREIRE et al, 2011).

5.5. Determinacédo de atividade antioxidante pelo método de inibicdo do DPPH
(2,2- difenil-1-picril-hidrazila

Os resultados da avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante dos

extratos e fracOes estdo descritos nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9. Resultado antioxidante pelo método DPPH

Amostras [Cso(pg/mL) Média (%) Desvio padrao
LPL 11,43 73,83 +1,83
LPL-H * 23,0 +1,60
LPL-C 91,87 57,25 14,05
LPL-AE 10,9 84,04 10,21
LPL-B 22,0 83,55 +0,38
LPL-HE 97,9 53,30 +1,40
Acido gélico ? 3,2 93,45 +0,56

Fonte: Laboratério de Ensaios Bioldgicos da Faculdade de Farmacia (UFAM)

Legenda: extrato LPL de espécies de Pthirusa sp. parasita de Citrus sp e fra¢des : LPL-H ( hexanica)
LPL-C (cloroférmica), LPL-AE (em acetato de etila), LPL-B(butandlica) e LPL-HE
(hidroetandlica)

(*) ndo houve atividade antioxidante (a) controle positivo
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O resultado da avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante do extrato
LPL foi (11,43 pg/mL) e as fragbes LPL-C, LPL-AE, LPL-B e LPL-HE foram (91,87,
10,97; 22,0; 97,95 pg/mL) respectivamente, destacando a fragcdo LPL-AE (10,9
pMg/mL) com atividade mais préxima do acido gélico IC50 (3,2 ug/mL) do controle
positivo, descrito na Tabela 9. De acordo com Sousa et al.,, (2007) afirma que
quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua IC50, e

maior seré sua atividade sequestradora.

Tabela 10. Resultado antioxidante pelo método DPPH do extrato e fracdes

Amostra ICs0(g/mL) Média (%) Desvio Padrao
LPACH * 27,17 +4,73
LPACH-H * 23,67 13,5
LPACH-C 28,8 80,77 10,58
LPACH-AE 11,3 82,88 +0,11
LPACH-B 17,4 80,40 +1,53
Acido gélico ? 3,2 93,45 +1,40

Fonte: Laboratério de Ensaios Biologicos da Faculdade de Farmécia (UFAM)

Legenda: LPACH (extrato de Pthirusa sp. parasitas de Syzygium cumini) e fracBes: LPACH-H
(hexanica), LPACH-C (cloroférmica), LPACH-AE (em acetato de etila) e LPACH-B
(butandlica)

(a) controle positivo (*) ndo houve atividade antioxidante

O extrato LPACH néo foi ativo para essa atividade. Em contrapartida as
fracbes LPACH-C (28,8 ug/mL) LPACH-AE (97,95ug/mL) e LPL-B (22,0ug/mL)
foram ativas de acordo com a Tabela 10. Comparando com o controle positivo acido
galico (3,20 uyg/mL) a fracdo mais préxima do controle padrao foi a fracdo LPL-B.
Contudo podemos comparar com o extrato padronizado da espécie Ginkgo biloba
(40 pg/mL) com os resultados deste referido trabalho, sendo que o extrato LPL
(11,43 pg/mL) e LPL-AE (10,9 pg/mL), LPL-B (22,0 ug/mL), LPACH-C (28,8 ug/mL),
LPACH-AE (11,3 ug/mL) e LPACH-B (17,4 pg/mL) em comparacdao com Ginkgo
biloba (40 pg/mL) todas as amostras citadas acima apresentaram uma atividade
superior quanto ao extrato padrao citado (MENSOR et al., 2001).

De acordo com a Tabela 7 e 8, podemos sugerir uma correlacédo dos teores
de fendis totais (FT) e atividade antioxidante (tabelas 9 e 10) das amostras em
estudo. Sendo que o extrato LPL apresentou FT (17,27 %) e atividade antioxidante
(11,43 pg/mL) e as fracdes LPL-AE (FT=36,70% ; 10,9 ug/mL), LPACH-AE (44,49%
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;11,3 pg/mL) , LPL-B ( 22,63% ; 22,0 yg/mL), e LPACH-B(24,88%; 17,4 ug/mL)
respectivamente. Portanto as amostras analisadas que apresentaram maiores
valores de FT e atividade antioxidante foi o extrato LPL e as fracBes em acetato de
etila e butandlica que séo fragbes de carater polar.

Segundo Haslam et al., (1996) afirma que ha uma correlacdo dos contetdos
de fendlicos com a atividade antioxidante, pois a atividade antioxidante de
compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e
estrutura quimica. Na tabela 6 sdo demonstradas a presenca de flavonas, flavonois
e xantona que séao classes de flavonoides que apresentam em sua estrutura quimica
a presenca de anel aromatico, sendo uma caracteristica que desempenham um
papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres que pode ser 0s
compostos responsaveis pela a atividade antioxidante, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (CHUN et al., 2005).

Mothana et al., ( 2012) em seus estudos com extrato da espécie Loranthus
regularis (Loranthaceae) foram isolados da fracao de acetato de etila os compostos
(quercetina 3-O-b-D-galactopiranosido, quercetina 3-O-b-Larabinopiranésido e
guercetina 3-O-a-L-ramnopiranosideo) demonstrando atividade anti-inflamatéria,
antinociceptiva, antipirética e antioxidante, mostrar-se o possivel papel flavonéides
em tais efeitos.

O estudo de Bezerra et al, (2017) com extrato de Psittacanthus
plagiophyllus Eichl (Loranthaceae) correlacionou os conteudos fendlicos (12,62 +
0,18%) com as atividade antioxidante IC50 (75 ug / mL) realizadas pelo método de
DPPH e demonstrou atividade anti-inflamatoria nos ensaios in vitro e in vivo.

Estudos fitoquimico de Noman et al., (2019) com espécie de Loranthus
acaciae (Loranthaceae) demonstraram no extrato bruto e na fracédo cloroférmica que
levou ao isolamento dos quatros compostos, homeadamente quercetina 3-O-b-
Dglucopiranosideo, quercetina 3-O-b- (6-O-galoil) -glucopiranosideo, (-) catequina e
catequina 7-O-galato demonstraram efeitos hipoglicemiante e antioxidante (85,4 ug /
mL).

5.6. Ensaios de Inibicdo Enzimatica in vitro

5.6.1. Ensaio de Inibigdo da a-amilase

De acordo com a Tabela 11 os extratos LPL e LPACH foram capazes de
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inibir a atividade da enzima a- amilase apresentando o ICsy (65,0 e 34,5 pg/mL)
respectivamente, apresentou uma inibicdo superior a do controle positivo acarbose
(98,75 pg/mL).

Tabela 11. Atividade inibitéria enzimética da a- amilase dos extratos

Ensaio enzimatico

Amostra a- amilase IC 5o (Mg / mL)
LPL 65,0
LPACH 34,5

Fonte: Laboratério de Ensaios Bioldgicos da Faculdade de Farmacia (UFAM)
Legenda: extratos: (LPL) de espécies de Pthirusa sp. parasita de Citrus sp. e

(LPACH) parasita de Syzygium cumini

Nos ensaios fitoquimicos os extratos LPL e LPACH evidenciaram a
presenca de taninos, terpenos, esteroides livres e flavonoides descrito na (tabela 6)
podendo sugerir que essa atividade inibitéria da enzima a- amilase pode estar
associados a esses constituintes quimicos, visto que estudo in vitro com extrato
aquoso da folha de Eugenia dysenterica demonstrou que as estruturas dos
inibidores a-amilase incluem estruturas terpénicas, alcaldides, quinonas,
flavonoides, fendlicos, fenilpropanoides, esteroides, xantonas (ZORZIN et al., 2014).

Tadera et al., (2006) relata em seus estudos que os polifendis, incluindo os
flavonoides, tém um efeito inibitério das enzimas a-amilase e a-glicosidase,
dependendo do numero e da posi¢do dos grupos OH. Segundo Vadivelan et al.,
(2019) confirma em seus estudos in vivo com extratos de Aspargo racemosus Willd
gue o potencial antidiabético esta relacionado com os constituintes de flavonoides e
terpenos (Piero et al., 2011). Os flavonoides sdo antioxidantes que podem impedir 0
progressivo comprometimento da funcdo das células beta pancreéticas, devido ao
estresse oxidativo e pode, assim, reduzir a ocorréncia de diabetes (DM2). A inibi¢éo
da a-amilase, no trato digestivo dos seres humanos, € considerada eficaz no
controle do diabetes, diminuindo a absorcédo de glicose decomposta pelo amido por
esta enzima.

Todas as fragbes em estudo ndo foram ativas para esta atividade. Entretanto
sugere que seus constituintes quimicos presentes nas amostras poderiam ligam-se
a outro sitio (sitio alostérico) em vez de o local ativo da enzima. Isso resulta em

mudanc¢a conformacional da estrutura da enzima, diminuindo assim a hidrdlise do
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amido a glicose ou o grupo diversificado de fitoquimicos presentes nos extratos
poderia ter atuado sinergicamente para produzir o potencial efeito hipoglicemiante
(ALIMI et al., 2017) .

5.6.2. Ensaio de Inibigdo da a-glicosidase

Os extratos LPL e LPACH apresentaram atividade inibitéria frente a a-
glicosidase com IC50 (21,4 e 6,2 pg/mL) respectivamente, evidenciaram a inibicao
enzimatica superior a acarbose (27,9 pg/mL).

Tabela 12. Atividade inibitoria enzimatica da a- glicosidase dos extratos e

fracoes
Ensaio enzimatico

Amostra a- glicosidase IC 5o (g / mL)
LPL 21,4
LPACH 27,9
LPACH-H *
LPACH-C *
LPACH-AE 59,6
LPACH-B 56,3
LPACH-HE 18,16
Acarbose ? 3,2

Fonte: Laboratério de Ensaios Biol6gicos da Faculdade de Farmécia (UFAM)
Legenda: (a) controle positivo (*) ndo foi ativo para atividade

O ensaio fitoquimico dos extratos LPL e LPACH demonstraram o0s
constituintes quimicos como flavonoides, saponinas, terpenos, esteroides livres,
descrito na tabela 6 e os extratos LPL, LPACH apresentaram teores de fendis totais
de (17,27 £ 0,33; 14,46+ 0,91) respectivamente, onde a atividade inibitéria pode
estar correlacionada com a presenca desses constituintes quimicos citados.

Estudos relacionam atividade antidiabética com a presenca de flavondides,
flavonas, flavonéis, terpendides e antraquinonas (NEGRI, 2005) e saponinas e
taninos evidenciados nos extratos aquosos de Byrsocarpus coccineus e Rhoicissus
tridentata in vivo (DADA et al., 2013).

As fragcdes LPACH-AE, LPACH-B e LPACH-HE exibiram o IC50 (59,6; 56, 3
e 18,6 ug/mL) respectivamente apresentaram atividade inibitéria para a-glicosidase.
Entretanto, a fracdo LPACH-HE que demonstrou uma inibicdo superior a acarbose

(27,9 pg/mL). Na Tabela 6 descreve a presenca de flavonoides, taninos
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condensados, esteroides livres e saponinas, sendo que as fracbes LPACH-AE,
LPACH-B e LPACH-HE foram as mesmas que apresentaram maiores teores de
fendis totais (44, 48; 24,88 e 6,11 %) respectivamente. Baseado nos resultados
fitoquimicos obtidos e o teor de fendis totais pode-se sugerir que a presenca desses
metabdlitos secundarios descritos na Tabela 6 pode ser responséavel pela a inibicdo
enzimatica a- glicosidase. Trabalhos in vivo com fracdo de saponina do extrato
aquoso das folhas de A. articulata apresentaram inibicdo para a- glicosidase
(KAMBOUCHE et al.,2009), diterpenos foram isolados do extrato Plectranthus
madagascariensis exibiram atividade inibidora da glicosidase (JABEEN et al., 2013).

Esses achados corroboram com estudos prévios que relataram extratos com

forte potencial inibitério contra a glicosidase como agente antidiabético.
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6 CONCLUSAO

Os extratos LPL e LPACH apresentaram taninos condensados, terpenos,
flavonas, flavanonéis, saponina e esteroides livres.

Evidenciou em CCD a presenca de flavonoides e compostos fendlicos nos
dois extratos e nas suas fragoes.

O Extrato LPL demonstrou capacidade antioxidante e a fragdo LPL-AE com
maior atividade antioxidante.

Atividade inibitéria para a-amilase os dois extratos foram ativos porém

nenhuma das fragOes foram ativas para essa enzima.

Atividade inibitoria para a- glicosidase os extrato LPACH apresentou IC50
(6,2 pg/mL) e a fragdo LPACH-HE IC50 (18,16pg/mL) destacando-se com maior
inibicAo em comparacgao ao controle positivo (acarbose).

Desta forma este trabalho contribui com os seus resultados para uma
triagem etnofarmacologica do género Pthirusa sp. da familia Loranthaceae
podendo acrescentar novas possibilidades para avaliar o amplo potencial

antidiabético.
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