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RESUMO

A Tabernaemontana elegans pertence a familia Apocynaceae e é usada na medicina tradicional
para o tratamento de diversas doencgas, incluindo doencgas pulmonares, doencas por infeccao
bacteriana e fungica. Contudo, poucas investigacOes cientificas visando determinar o potencial
terapéutico do seu fruto foram publicadas até entdo. O objectivo do trabalho foi avaliar a
composicao fitoquimica e a actividade antioxidante in vitro dos extractos hidrometandlicos brutos
e suas respectivas frac¢oes de n-hexano, cloroférmio, acetato de etilo, n-butanol e residuo aquoso,
das sementes maduras, casca verde, casca madura, polpa verde e polpa madura do fruto de

Tabernaemontana elegans.

As analises fitoquimicas qualitativa e quantitativa foram realizadas usando métodos padrédo e a
actividade antioxidante estimada por ensaios com 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), acido

fosfomolibdico e solucédo de ido férrico (FRAP).

A anélise qualitativa revelou a presenca de flavondides e esterdides em todas as partes do fruto,
alcaldides em todas excepto na polpa madura. Da analise por GC-MS das fraccdes alcaloidicas
identificou-se 18 alcalodides, 9 nas sementes maduras, 6 na casca verde e 3 na casca madura. O
extracto bruto das sementes maduras apresentou o maior teor de fendis totais (46,002 + 0,327
mgEAG/g) e lipidos (429,442 + 1,856 mgEOS/g), 0 extracto bruto da casca verde apresentou o
maior teor de flavonoides totais (26,521 + 2,027 mgER/qg) e alcaldides (27,592 + 1,590 mgEE/q)
e 0 extracto bruto da polpa madura apresentou maior teor de carbohidratos (831,759 + 3,275
mgEA/g). O extracto bruto da casca verde apresentou maior actividade antioxidante no ensaio com
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (ICso = 56,743 + 0,832 pg/mL) e com solucédo de ido férrico
(FRAP) (71,083 + 2,847 uM equivalentes de Fe?"), enquanto 0 extracto bruto das sementes
maduras apresentou maior actividade antioxidante no ensaio com acido fosfomolibdico (16,069 +
1,387 pg/mL equivalentes de &cido ascorbico). As fracgOes alcaloidicas apresentaram maior
actividade antioxidante no ensaio com solugdo de ido férrico e com acido fosfomolibdico. As
fraccOes alcaloidicas também apresentaram correlagdo muito forte entre o teor de alcaloides e a
actividade antioxidante no ensaio com 1,1-difenil-2-picrilhidrazil e com solucéo de i&o férrico.
Os resultados sugerem que o fruto de T. elegans é promissor como fonte de antioxidantes, o que
pode justificar o seu uso na medicina tradicional para o tratamento de cancro.

Palavras-chave: Tabernaemontana elegans, fitoquimica, fendis, antioxidantes, alcal6ides indélicos.
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ABSTRACT

Tabernaemontana elegans belongs to the Apocynaceae family and is used in traditional medicine
for the treatment of various diseases, including lung diseases, bacterial and fungal infections.
However, few scientific investigations aimed to determination of therapeutic potential of its fruit
have been published so far. The aim of this work was to evaluate the phytochemical composition
and the in vitro antioxidant activity of the crude hydromethanolic extracts and their respective
fractions of n-hexane, chloroform, ethyl acetate, n-butanol, and aqueous residue, from ripe seeds,

green bark, ripe bark, green pulp, and ripe pulp of the Tabernaemontana elegans fruit.

Qualitative and quantitative phytochemical analyses were performed using standard methods, and
antioxidant activity was estimated by assays with DPPH, phosphomolybdic acid, and FRAP

solutions.

Qualitative analysis revealed the presence of flavonoids and steroids in all parts of the fruit and
alkaloids in all parts except on ripe pulp. GC-MS analysis of the alkaloidal fractions identified 18
alkaloids, 9 in ripe seeds, 6 in green bark and 3 in ripe bark. The crude extract of ripe seeds showed
the highest levels of total phenols (46.002 + 0.327 mgEGA/g) and lipids (429.442 + 1.856
mgESO/qg), the crude extract of green bark showed the highest levels of total flavonoids (26.521 +
2.027 mgER/g) and alkaloids (27.592 + 1.590 mgES/g), and the crude extract of ripe pulp showed
a higher content of carbohydrates (831.759 + 3.275 mgES/g). The crude extract of green bark
showed higher antioxidant activity in the DPPH assay (ICso = 56.743 = 0.832 ug/mL) and with
FRAP solution (71.083 + 2.847 uM of Fe?* equivalents), while the crude extract of ripe seeds
showed higher antioxidant activity in the phosphomolybdic acid assay (16.069 + 1.387 pug/mL of
ascorbic acid equivalents). The alkaloidal fractions showed higher antioxidant activity in the assay
with ferric ion solution and with phosphomolybdic acid. The alkaloidal fractions also exhibited a
very strong correlation between alkaloid content and antioxidant activity in the assay with 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl and with ferric ion solution.

The results suggest that T. elegans fruit is promising as a source of antioxidants, which may justify
its use in traditional medicine for cancer treatment.

Keywords: Tabernaemontana elegans, phytochemistry, phenols, antioxidants, indole alkaloids.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido usadas por milhares de anos pelo mundo inteiro para prevencao e
tratamento de varios tipos de enfermidades, assim como fonte de metabdlitos biologicamente
activos (Zimila et al., 2020). A medicina tradicional continua a ser o sistema de salude mais
acessivel, particularmente nas areas rurais onde a cobertura dos sistemas de salde é escassa,
deficiente ou inexistente. Actualmente, 80% da populacdo mundial depende de fitoterapicos para
cuidar da saude (Maridass e De Britto, 2008). Em Mocambique, no entanto, aproximadamente

90% da populacdo em zonas rurais usa as plantas medicinais para saude (Zimila et al., 2020).

As espécies do género Tabernaemontana pertencem & familia Apocynaceae, que compreende 110
espécies das quais 99 estdo extensivamente distribuidas em Africa, Asia, América do Norte, Ilhas
do Pacifico e América do Sul, e 5 na China (Ping-tao et al., 1995; Schmelzer e Gurib-Fakim,
2008). Em Mocambique, encontra-se principalmente a Tabernaemontana elegans,
Tabernaemontana ventricosa e Tabernaemontana stapfiana (Da Silva et al., 2004). Muitos
estudos fitoquimicos e farmacoldgicos foram feitos no género Tabernaemontana e, de acordo com
dados experimentais, todas as espécies investigadas sdo muito ricas em alcaldides indolicos e
bisinddlicos monoterpénicos. Além de alcaldides, foram identificados também terpenos, lactonas,
compostos fenolicos, esterdides e triterpendides (Naidoo et al., 2021). Estes metabdlitos possuem
relacdo directa com a actividade farmacoldgica exibida pelas espécies deste género. Espécies como
Tabernaemontana crassa, Tabernaemontana catharinensis, Tabernaemontana divaricata e
Tabernaemontana elegans foram investigadas (Naidoo et al., 2021; Schmelzer e Gurib-Fakim,
2008).

A Tabernaemontana elegans é muito usada na medicina tradicional Mocambicana, Sul-Africana,
Zimbabueana e Tanzaniana. O latex é usado para prevenir sangramento, as raizes sao usadas para
tratar problemas pulmonares e dores do peito, as sementes e a casca do tronco sdo usadas para
tratar problemas cardiacos e cancro, o fruto € usado para tratar cancro. Alem de um possivel efeito
medicinal, a polpa do fruto maduro é fonte de alimentacdo em algumas regides de Mogambique e
Zimbabué (Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008; Pallant et al., 2012).



Muitos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos sobre as raizes e folhas e alguns sobre a casca do
caule de Tabernaemontana elegans foram realizados (Fouche et al., 2021; Luo et al., 2011;
Mansoor et al., 2009a; Mansoor et al., 2009b; Netshiluvhi, 1996; Pallant et al., 2012; Paterna et
al., 2016; Steenkamp et al., 2007; Van Der Heijden et al., 1986), conforme sera detalhado nas

proximas seccdes. Entretanto, poucos estudos sobre o seu fruto foram publicados.

Uma compreensao da associacdo entre 0s usos medicinais e 0s componentes activos presentes no
fruto de Tabernaemontana elegans, seria de suma importancia para o desenvolvimento de
alternativas terapéuticas mais eficazes para uma ampla gama de doencas que assolam o0s seres
humanos. No entanto, apesar da sua comprovada importancia farmacoldgica na medicina
tradicional, a base cientifica responsavel pelas propriedades curativas do fruto de
Tabernaemontana elegans ainda falta na literatura. Portanto, o presente trabalho tem como
objectivo identificar os metabdlitos biologicamente activos e avaliar as propriedades antioxidantes

in vitro dos extractos hidrometandlicos e suas frac¢bes do fruto de Tabernaemontana elegans.

1.1. Objectivos

1.1.1. Objectivo geral

Analisar a composicdo fitoquimica e avaliar a actividade antioxidante in vitro dos extractos

hidrometandlicos do fruto de Tabernaemontana elegans e suas fracgoes.
1.1.2. Obijectivos especificos

Realizar analise fitoquimica qualitativa dos extractos brutos de casca verde, casca madura, polpa
verde, polpa madura e sementes maduras do fruto de T. elegans e suas fraccoes;

Determinar o teor de fendis totais, flavondides, alcal6ides, carbohidratos e lipidos dos extractos

brutos da casca verde, casca madura, polpa madura e sementes maduras do fruto de T. elegans;

Determinar a actividade antioxidante in vitro dos extractos brutos de casca verde, casca madura,

polpa madura e sementes maduras do fruto de T. elegans e suas frac¢des, por diferentes métodos;

Estabelecer uma relacdo entre a actividade antioxidante dos extractos brutos e fraccOes e a

composicdo fitoquimica quantitativa.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Distribuicdo geogréfica de Tabernaemontana elegans

As espécies do género Tabernaemontana estdo extensivamente distribuidas por quase todo o
mundo. O género compreende 110 espécies, 99 estdo distribuidas em Africa, Asia, América do
Norte, llhas do Pacifico e América do Sul. 5 das espécies sdo encontradas na China e 18 em Africa,
sendo 15 delas distribuidas maioritariamente em Madagascar (Ping-tao et al., 1995; Schmelzer e
Gurib-Fakim, 2008). Em Mocambique, encontra-se a Tabernaemontana elegans, a
Tabernaemontana ventricosa e a Tabernaemontana stapfiana. A T. elegans é nativa da Africa
Oriental tropical até Africa do Sul e Suazilandia. Ela é mais comumente encontrada ao longo das
margens dos rios, em florestas costeiras e em florestas de savana (Da Silva et al., 2004), conforme

mostra a figura 1.

Nomes vernaculares de T. elegans:

Zulo: umKhahlwana/umKhadlu
Tsonga: Catchlo/Nkatcho
Shona: Muchanga

Portugués: Arvore do sapo
Inglés: Toad tree

Figura 1: Mapa ilustrativo da distribuicdo mundial de T. elegans.
Fonte: https://www.gbif.org

2.2. Descricao botanica e classificacdo taxonémica de Tabernaemontana elegans

A Tabernaemontana elegans, também antigamente designada Conopharyngia elegans ou
Leptopharyngia elegans, & uma espécie arbustiva ou pequena arvore. A casca e bronzeada, cortica
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e profundamente fissurada. Todas as partes da planta ndo tém pélos e quando danificadas
produzem latex branco leitoso. As folhas sdo opostas, elipticas, coriaceas, verde escuro brilhante,
geralmente sem pélos em ambas as superficies, com 12-23 veias laterais de cada lado da nervura
central, rectas, mas curvadas perto da margem. As flores apresentam-se como corimbos frondosos,
corola branca, creme ou amarelo palido, docemente perfumadas. A imagem de T. elegans é
mostrada na tabela 1. Os frutos apresentam-se em pares espalhados de vagens obliquamente
ovdides, bicudas, cada uma com até 8 cm, glaucas ou verdes, cobertas por verrugas marrons
palidas. Cada inflorescéncia consiste em muitas flores brancas e perfumadas e é suportada por um

pedunculo de 30 a 50 mm de comprimento (Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008).

Os frutos apresentam-se em pares e sdo subglobosos, com casca verde coberta por verrugas palidas.
Cada fruto tem 60 a 70 mm de comprimento e 40 a 50 mm de largura, com duas cristas laterais e
uma dorsal. Sao coriaceas a lenhosas, com uma parede de 5 a 15 mm de espessura. Quando
maduras, elas abrem-se de um lado, muitas vezes ainda na arvore, exibindo a polpa amarelada no
interior, como mostra a figura 2. Cada fruto com a sua casca verde e verrugosa assemelha-se a um

sapo, dando origem ao nome comum de arvore de sapo. Incrustadas na polpa amarela estdo

numerosas sementes marrons escuras de 14 a 17 mm de comprimento e 7 a 9 mm de largura
(Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008).

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Gentianales
Familia: Apocynaceae

Género: Tabernaemontana Plum. Ex L.

Espécie: Tabernaemontana elegans stapf

Figura 2: llustracdo de T. elegans.
Fonte: https://www.randomharvest.co.za
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A figura 2 ilustra o fruto e folhas de T. elegans. Conforme descrito acima, quando o fruto

amadurece abre-se de modo a expor a sua polpa adsorvida nas sementes:

Figura 3: llustracdo do fruto e folhas de T. elegans.

Fonte: https://tsevele.co.mz

2.3. Ecologia de T. elegans

A T. elegans € caducifdlia, perdendo a maior parte das suas folhas durante o inverno. A polpa
madura do fruto é consumida por pessoas, macacos, babuinos, rinocerontes, calaus e barbetes-de-
orelha-branca. As sementes germinam prontamente e é uma planta de crescimento relativamente
rapido. Faz parte da vegetacdo sucessional precoce em savana subtropical e floresta costeira ao
longo da costa leste da Africa Austral. Foi registada entre os arbustos que s&o 0s primeiros a

colonizar campos de algodéao néo cultivados em Mocambique (Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008).

2.4. Composicao fitoquimica das plantas do género Tabernaemontana

As espécies do género Tabernaemontana detém um contetdo profusamente alto de alcal6ides,
geralmente exibindo actividade farmacoldgica. Além disso, os alcaldides indolicos e bisinddlicos
monoterpénicos sao as principais classes de alcaldides dentro do género. Mais de 67 espécies
foram investigadas para alcaloides indolicos, onde se isolou 470 e, destes, aproximadamente 240
possuem bases estruturalmente diferentes (Silveira et al., 2017; Marinho et al., 2016; Zhu et al.,
1990) citados por (Naidoo et al., 2021). Outros compostos incluem lactonas, esterdides, compostos

fendlicos, triterpenos/triterpendides e fitoesterois (Pallant et al., 2012).
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2.4.1. Composicdo fitoquimica de Tabernaemontana elegans

Pallant e colaboradores (2012) avaliaram a composicao fitoquimica da casca da raiz. O extracto
hidroetanolico bruto indicou a presencga de alcaldides, 6leos essenciais, compostos fendlicos e
esteroides/esterdis. A andlise por GC-MS do extracto bruto e da fraccdo alcaloidica indicou a
presenca de dois compostos principais que juntos representaram mais de 75% de todos os
compostos. Esses compostos, identificados com mais de 90% de certeza por comparacao com o
banco de dados do NIST, foram os alcaldides ind6licos dregamina (éster metilico do &cido
20a,19,20-diidro-3-oxovobasan-17-6ico) e voacangina (éster metilico do acido 12-
metoxiibogamina-18-carboxilico). A dregamina e a voacangina também foram identificadas em
outras espécies do género Tabernaemontana, e a dregamina ja foi isolada noutras partes de T.
elegans (Van der Heijden et al., 1986; Naidoo et al., 2021). No mesmo extracto isolou-se 0s
alcaldides bisinddlicos tabernaelegantina e conoduramina (Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008).
Verificou-se que o extracto hidroetandlico bruto da casca da raiz contém uma alta concentracéo
de alcaldides (1,2% m/m) (Pallant et al., 2012).

Ferreira e Paterna (2019) efectuaram uma extracgdo acido-base ao extracto metandlico das raizes
de modo a obter a fraccdo alcaloidica e, posteriormente, essa fraccdo foi particionada com
diclorometano e com acetato de etilo e, devido ao facto de a fraccdo de diclorometano ter
apresentado um poder citotéxico muito elevado, submeteu-se a um estudo fitoquimico e detectou-
se a presenca de alcal6ides bisindélicos a base do esqueleto “vobasinil-iboga” denominados
(19°S)-hidroxitabernaelegantina A, 3 -oxotabernaelegantina C, 3"-oxotabernaelegantina D, (3'R)-
hidroxitabernaelegantina C, tabernaelegantina C, tabernaelegantina A, tabenaelegantinina A,

tabernaelegantina D e tabernaelegantinina B, alguns deles mostrados na figura 6.

O estudo da fraccdo alcaloidica do extracto metandlico das folhas de T. elegans permitiu o
isolamento de trés alcaldides inddlicos derivados da beta-carbolina, denominados tabernina A,
tabernina B e tabernina C (Mansoor et al., 2009a), que sdo mostrados na figura 4. Também se
isolou do mesmo extracto alcaldides do tipo Corinanthe denominados elegantina A, dregamina,

tabernaemontanina e vobasina (Ferreira e Paterna, 2019), alguns deles mostrados na figura 5.

Em uma cultura de calos do tronco de T. elegans, VVan der Heijden e colaboradores (1986) isolaram

14 alcaldides inddlicos que sdo a 3-oxo-isovoacangina, isovoacangina, 3-(R/S)-hidroxi-



isovoacangina, 3-(R/S)-hidroxicoronaridina, isositsiriquina, geissoschizol, tabernaemontanina,

vobasina, vobasinol, aparicina, 16-hidroxi-16,22-dihidroaparicina, tubotaiwina, 3-(R/S)-

Y&‘

%

hidroxiconodurina e monogagaina.

N

/ \{

Tabernina A Tabernina B Tabernina C

Figura 4: llustracdo estrutural dos alcaldides beta-carbolina identificados de T. elegans

Vobasina Eleganina A

Figura 5: llustracdo estrutural de alguns alcaldides corinanthe identificados de T. elegans

) OCH,

(3’R)-Hidroxitabernaelegantina C Tabernaelegantina C

Figura 6: llustrag&o de alguns alcaldides bisindolicos identificados de T. elegans



2.5. Actividades bioldgicas das espécies do género Tabernaemontana

Durante séculos, varias espécies do género Tabernaemontana como T. divaricata, T.
catharinensis, T. crassa e T. elegans tém sido explorados na medicina tradicional e popular para
0 tratamento e prevencdo de doengas e enfermidades, como dor de garganta, hipertensdo, dor
abdominal e doencas pulmonares. Uma variedade de compostos quimicos extraidos de muitas
partes das espécies do género Tabernaemontana contém alcaldides, que exibem actividades
bioldgicas, como antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria, anticolinesterasica,
antineurodegenerativa, anticancerigena, antidiabética, antiofidica, larvicida, anti-hipertensiva,

cicatrizagdo de feridas, analgésica e muitas outras actividades (Naidoo et al., 2021).

Na medicina tradicional dos paises da Africa Austral, Tabernaemontana elegans e
Tabernaemontana ventricosa sdo espécies muito usadas. A Tabernaemontana ventricosa é usada
como analgésico, na reducdo da febre e apresenta actividade antiamebiana. O latex é usado para
tratar feridas e dores dos olhos. As sementes e as raizes sao usadas para tratar problemas de
nervosismo e pressdo arterial (Naidoo et al., 2021; Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008). A
Tabernaemontana elegans é usada para muitos fins. O latex coagulado € usado para prevenir o
sangramento. O latex coagulado ou raiz pulverizada misturados com vaselina sdo aplicados como
um hemostatico. A maceracdo da raiz actua como um purgativo e a maceracgao das suas cinzas é
bebida para tratar a tuberculose e dor de estdmago. O p6 da raiz queimada misturado com sal e
agua é usado na lavagem vaginal para tratar a menorragia, infertilidade e doencas venéreas. As
sementes, casca do tronco e raiz sao usadas pelo povo Wabondei e Wadigo da Tanzéania para o
tratamento de problemas cardiacos e a casca da raiz ou frutos sdo usados para tratar o cancer. A
decoccdo da raiz é considerada afrodisiaca em Zimbabue (Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008) e é
aplicada na lavagem de feridas e tomada como remédio para tratar doencas pulmonares e dores do
peito pelas tribos Sul-Africanas VaVenda e Zulu (Pallant et al., 2012). Em Mocambique, na
provincia de Gaza, distrito de Guija, o caule junto com a casca faz parte de um pot-pourri de
material vegetal usado para tratar doencas pulmonares (informacéo popular ndo publicada).



Actividade antioxidante

A espécie mais estudada dentro do género em relacdo a esta actividade é a T. catharinensis. Usando
0 método do acido tiobarbitarico, Bolignon e Athayde (2012) investigaram a actividade
antioxidante do extracto bruto das folhas e suas fracc¢des, onde tiveram o 1Cso de 6,71 £ 0,19 pg/mL
na fraccdo de acetato de etilo e 26,15 + 0,08 ug/mL na fraccdo de n-butanol. No mesmo estudo,
usando 0 método de DPPH, tiveram o0 ICso de 4,64 + 1,25 mg/mL na frac¢do de acetato de etilo e
27,78 = 0,98 mg/mL na fracgdo de n-butanol. Nicola e colaboradores (2013) investigaram a
actividade antioxidante da fraccao alcaloidica e do extracto etandlico das folhas e caule, tendo o
ICso igual a 37,18 pg/mL para a fraccdo alcaloidica e 74,69 ng/mL para o extracto etanolico. Outras
partes da planta que exibem actividade antioxidante sdo ramos, raizes, tronco, casca do tronco e o
fruto (Naidoo et al., 2021). Outras especies incluem T. divaricata, onde as folhas, flores, raizes, o
caule e o latex testaram positivo, T. heyneana, onde as folhas e o caule testaram positivo e T.

corymbosa, onde as folhas, raizes e o caule testaram positivo (Naidoo et al., 2021).
Actividade antifungica

Singh e colaboradores (2011) investigaram a actividade antifungica de compostos biologicamente
activos de T. divaricata. Um composto comum dentro do género Tabernaemontana, coronaridina,
foi identificado e isolado de T. divaricata. No estudo, a coronaridina apresentou fraca actividade
antifangica contra Penicillium chrysogenum, comparavel com a nistatina cuja concentracao
inibitéria minima (CIM) é 9,8-14,0 mg/mL. Por outro lado, Bolignon e Athayde (2012)
investigaram as fraccBes de diclorometano e n-butanol do extracto etandlico de folhas de T.
catharinensis. A fraccdo de diclorometano apresentou actividade contra as cepas fungicas C.
albicans, C. glabrata, C. neoformans, S. cerevisiae, A. flavus e A. fumigatus, com CIM variando
de 31,25 a 1000 mg/mL.

Actividade antiviral

Bolignon e Athayde (2012) avaliaram as fracgdes de diclorometano, acetato de etilo e n-butanol
do extracto etanolico da casca do caule de T. catharinensis. Os extractos e frac¢des exibiram
actividade antiviral substancial no herpes-virus simples tipo 1 (HSV-1) em contraste com o
aciclovir (ICso igual a 1,5 mg/mL). Além disso, foi observada actividade antiviral significativa das



fraccdes de diclorometano e acetato de etilo. As frac¢bes de diclorometano e acetato de etilo da
casca do caule apresentaram ICso de 2,62 e 2,88 pg/mL, enquanto que as fracgbes das folhas
apresentaram 1Cso de 0,6 e 2,21 pg/mL. Sugere-se que compostos biologicamente activos como
esteroides, terpenoides e fendis, encontrados nas fracgdes de diclorometano, acetato de etilo e n-

butanol séo responsaveis pela actividade antiviral (Naidoo et al., 2021).
Actividade antibacteriana

Gindri e colaboradores (2011) investigaram a actividade antibacteriana do extracto etandlico bruto
das folhas de T. catharinensis e suas fracgdes. Os extractos e as frac¢Oes foram testados contra
varias cepas bacterianas, como S. aureus, Aeromonas sp., Micrococcus sp., P. mirabilis, E. coli,
K. pneumoniae, E. faecalis e P. aeruginosa e os resultados foram comparaveis com 0s dos
antibidticos ampicilina (CIM de 8,0 mg/mL), cefoperazona (CIM de 16,0 mg/mL) e imipeném
(CIM de 0,06 mg/mL). Os resultados foram positivos contra Micrococcus sp., P. mirabilis e P.

aeruginosa (valores CIM de 31,3, 62,5 e 62,5 mg/mL, respectivamente).
Actividade anticancerigena e citotoxicidade

Muitas espécies do género Tabernaemontana foram investigadas e os resultados foram positivos
para a maioria das espécies investigadas (Naidoo et al., 2021). Figueiredo e colaboradores (2010)
relataram a citotoxicidade dos extractos das raizes e das folhas de T. salzmannii em células de
leucemia humana (THP-1). Neste estudo, nove alcaldides foram isolados, mas apenas dois,
isovoacangina e voacangina, apresentaram extensa morte de células cancerigenas com um ICso de
52,11 e 61,40 uM, respectivamente. Muitos dos alcal6ides isolados de véarias espécies de
Tabernaemontana sdo frequentemente usados para tratar uma variedade de tipos de cancer, como

cancer da mama, cancer do pulméao, cancer do ovario e cancer de colon (Naidoo et al., 2021).

Pergher e colaboradores (2019) avaliaram as propriedades anticancerigenas de alcaloides inddlicos
de T. catharinensis. No estudo, foram identificados e isolados seis compostos, sendo eles 16-
epiafinina, 12-metoxi-Nb-metil-voachalotina,  afinisina, = voachalotina, coronaridina
hidroxiindolina e ibogamina. Os alcaldides inddlicos isolados foram testados in vitro contra varias
linhagens celulares, incluindo células tumorais A375 (linha celular de melanoma) e A549 (células

epiteliais basais alveolares humanas adenocarcinomicas) e células vero nao tumorais (células
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epiteliais renais de macaco verde Africano). A fraccao contendo afinisina demonstrou toxicidade
contra A375, com ICsp de 11,73 pg/mL, podendo ser um agente quimioterapéutico para células de

melanoma A375.
2.5.1. Actividades bioldgicas de T. elegans
Actividade anticancerigena e citotoxicidade

A citotoxicidade do extracto etanolico bruto e fraccdo alcaloidica da casca da raiz foi determinada
em fibroblastos dérmicos humanos normais, linfocitos, hepatocitos HepG2 (ATCC HB 8065) e
macrdéfagos THP1 (ATCC TIB 2.2) usando dois ensaios diferentes que sdo o Ensaio MTT e o
Ensaio de Absorcdo de Vermelho Neutro, onde obteve-se resultados positivos nos dois tipos de

ensaio e para todas as amostras analisadas (Pallant et al., 2012).
Actividade antimicrobiana

Pallant e colaboradores (2012) avaliaram a actividade antimicrobiana do extracto etanélico bruto
e da fraccdo alcaloidica da casca da raiz de T. elegans contra as bactérias gram-positivas Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Enteroccocus faecalis (ATCC 29212), Straphylococcus aureus (NHLS
363) e Straphylococcus aureus (ATCC 12600), as micobactérias M. tuberculosis H37RV (ATCC
25177), M. tuberculosis (MRC 3366) e M. smegmatis (ATCC 14468), e as gram-negativas
Escherichia coli (ATCC 35218), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027). A ampicilina, ciprofloxacina e isoniazida foram os antibioticos de
controlo. As concentragdes foram 1,052 mg/mL, 512 ug/mL ¢ 0,1 ug/mL para o extracto bruto,
fraccdo alcaloidica e isoniazida, respectivamente. Os resultados foram positivos para as bactérias
gram-positivas e micobactérias em todas as amostras analisadas e das gram-negativas apenas a

Escherichia coli (ATCC 35218) testou positiva para a amostra da fraccao alcaloidica.

Em um outro estudo, os alcaldides Tabernina A, B e C, eleganina A, dregamina,
tabernaemontanina e vobasina foram avaliados quanto a actividade de inducéo de apoptose em
células de hepatoma humano HuH-7. O seu potencial antineoplasico foi avaliado usando ensaios
de excluséo do corante azul de tripano apds exposicdo de células HUH-7 de hepatoma humano a
diferentes concentragdes de cada composto. Alem disso, os estudos de inducdo de apoptose
incluiram a avaliagcdo morfologica por coloracdo Hoeschst e ensaios de actividade do tipo caspase-
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3. Os resultados mostraram que a tabernaemontanina e a vobasina sdo alcaldides anticancerigenos

promissores nas células do hepatoma HuH-7 (Mansoor et al., 2009a; Mansoor et al., 2009b).

Para validar o uso dos extractos da raiz de T. elegans na medicina tradicional Africana para tratar
0 cancer, um ensaio citotoxico preliminar foi realizado com o extracto metandlico bruto e suas
fraccdes alcaloidicas de diclorometano e acetato de etilo. O potencial citotoxico foi avaliado em
HCT116, colon SW620 e linhagens de células hepaticas HEPG2, usando o ensaio MTS. O extracto
metandlico bruto e ambas as fracgdes mostraram actividade citotdxica significativa contra as trés
linhagens celulares. No entanto, a fraccdo de CH2Cl, exibiu a citotoxicidade mais elevada. A
concentracdo de 1 pg/mL, apds 72 h de tratamento celular, inibiu 54, 43 e 59% do crescimento
celular em HCT116, colon SW620 e linhagens de células hepaticas HEPG2, respectivamente
(Ferreira e Paterna, 2019).

Actividade antiplasmodial e antimalarica

Bapela e colaboradores (2018) avaliaram a actividade antiplasmodial das cascas do caule de T.
elegans. Eles fizeram a extraccao usando o sistema de solventes DCM: MeOH 1:1, depois fizeram
extraccdo acido-base do extracto e obtiveram duas frac¢des, a fraccdo alcaloidica e a fraccao
neutra, que foram submetidas a triagem antiplasmodial. A fraccdo alcaloidica demonstrou
actividade antiplasmodial mais elevada (ICso de 0,06 pg/mL) com o SI (indice de selectividade)
igual & 47,8 em comparacdo com a fraccdo neutra (ICso de 6,05 pg/mL) e Sl igual a 4,1. A
bioactividade observada ¢ atribuivel aos alcaldides inddlicos, que estdo concentrados na fraccao
alcaloidica. Na tentativa de identificar os alcaldides indolicos e determinar as suas respectivas
actividades antiplasmodiais, a fraccdo alcaloidica foi submetida a cromatografia em coluna. O
fraccionamento e a purificacdo subsequentes da fraccdo alcaloidica permitiram o isolamento de

dois compostos, dregamina e tabernaemontanina.

2.6. Antioxidantes

De acordo com Sucupira e colaboradores (2012), os antioxidantes sdo substancias que, em baixas
concentragdes, retardam ou previnem a oxidacdo do substrato. Tendo em vista 0s organismos
vivos, 0s antioxidantes sdo substdncias que a baixas concentracBes atenuam 0S processos
oxidativos celulares, impedindo a oxidacdo exagerada. Existem algumas lacunas em relagéo aos

antioxidantes, tais como a inexisténcia de recomendacdo para cada antioxidante, falta de
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padronizacdo quanto ao real valor antioxidante dos alimentos e falta de possiveis efeitos toxicos

na administracdo de elevadas doses desses compostos.
2.6.1. Doengas relacionadas ao estresse oxidativo no organismo humano

Alguns dos problemas associados ao estresse oxidativo sdo: sistema imunoldgico prejudicado
(risco aumentado ao ataque por doencas infecciosas), cancro, diabetes, condi¢bes de auto-
imunidade como espondilite anquilosante e reumatoide, doencas respiratorias, doencas oculares,

doenca de Alzheimer e esquizofrenia (Temple, 2000).
2.6.2. Classificacao de antioxidantes e principais fontes de antioxidantes naturais

Os antioxidantes podem ser classificados em sintéticos e em naturais. Além disso, 0s antioxidantes
podem ser classificados em enddgenos e exdgenos de acordo com suas fontes, em enzimaticos e
ndo enzimaticos de acordo com seus efeitos e, por fim, em hidrossoltveis e lipossoliveis. Os
antioxidantes naturais séo substancias que existem nos alimentos e diminuem as taxas das suas
reaccOes de degradacdo, entre outras fungdes. Os antioxidantes naturais sdo geralmente derivados
de fontes vegetais e a sua actividade varia dependendo de espécies de plantas, métodos de
extraccdo e/ou de processamento e condigbes de cultivo. Eles sdo encontrados em
microorganismos, em alguns tecidos animais e em quase todas as plantas. Antioxidantes naturais,
especialmente de frutas vermelhas, laranjas e legumes de cor parpura, tém uma actividade
antioxidante elevada. Laranjas, lim&es, mirtilos, morangos, ameixas, feijao vermelho e flores de
brécolis contém grande quantidade de antioxidantes e foram incorporados em muitas dietas
alimentares. Como grupos antioxidantes naturais mais importantes, podemos listar tocoferdis e
tocotriendis, acido ascérbico, flavonoides, carotendides e acidos fenolicos (Zehiroglu e Sarikaya,
2019).

O sistema de defesa antioxidante humano estd equipado com antioxidantes enzimaticos, como
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase, antioxidantes hidrofilicos
como urato, ascorbato, glutationa (GSH) e flavondides e antioxidantes lipofilicos como tocoferois,
carotendides e ubiquinol. Os antioxidantes ndo enzimaticos contém subgrupos, 0s principais sdo
vitaminas, cofatores enzimaticos, minerais, peptideos, acidos fendlicos e compostos nitrogenados
(Zehiroglu e Sarikaya, 2019).
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2.6.3. Métodos de avaliacéo de actividade antioxidante

A actividade antioxidante pode ser expressa por meio de varios métodos, alguns deles sdo a
remocao de radicais peroxil (ORAC —oxygen radical absorbance capacity e TRAP —total reactive
antioxidant potential), a capacidade de reducdo do ido metalico (FRAP — ferric reducing
antioxidant power e CUPRAC — cupric reducing antioxidant capacity), a capacidade de remocéo
de radical organico (ABTS — 2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) e DPPH —
1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), a quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacgdo de
lipideos (TBARS — thiobarbituric acid reactive substances e LDL — low-density lipoprotein) e co-

oxidacdo do B-caroteno (Sucupira et al., 2012).

Os métodos FRAP, ABTS, DPPH e ORAC sao mais utilizados para determinar a capacidade
antioxidante in vitro. O método de branqueamento de B-caroteno, que avalia o nivel de inibicéo
dos radicais livres gerados durante a peroxidacéo do acido linoleico, também é bastante conhecido
(Sucupira et al., 2012).

Método do radical DPPH

E um método quimico, aplicado para determinar a capacidade antioxidante de um composto em
sequestrar radicais livres, sendo um dos mais utilizados, pois ele é considerado um método réapido,
pratico e com boa estabilidade. O DPPH ¢é um radical de nitrogénio organico, estavel, de cor
violeta, que possui absorcdo na faixa de 515-520 nm. A reducdo do DPPH é monitorada pelo
decréscimo da absorvancia durante a reaccao e isso ocorre na presenca de um doador de hidrogénio
ou electrdo, onde a intensidade de absorc¢ao diminui e a solu¢do com o radical perde cor, tornando-
se amarela, de acordo com o numero de electrbes capturados, ou seja, quando o electrdo
desemparelhado do &tomo de nitrogénio no DPPH recebe electrdes ou hidrogénios provenientes

de compostos antioxidantes, ocorre a mudanca de cor (Sucupira et al., 2012).

O método de DPPH tem sido muito utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de frutas. O
método apresenta vantagens quando os antioxidantes analisados sdo mais sollveis em solventes
organicos e, por ser um radical livre estavel, estd disponivel comercialmente, o que evita a sua
geracdo por distintas formas (como ocorre com 0 método de ABTS), além de facilitar o seu uso
(Sucupira et al., 2012).
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Metodo FRAP (poder de reducéo do ido férrico)

O meétodo FRAP também é utilizado para medir a capacidade antioxidante de frutos. Em pH baixo,
a reducéo de um complexo férrico de tripiridiltriazina (Fe**~TPTZ) a forma ferrosa (Fe?*~TPTZ),
que possui coloragédo azul intensa, pode ser monitorada medindo a mudanga na absor¢do a 593 nm.
A reaccdo nao é especifica pois qualquer meia-reac¢do que tem um potencial redox mais baixo,
sob as condic¢des da reac¢do, do que o da meia-reacgdo férrica/ferrosa induzira o ido férrico a ido
ferroso. O aumento da absorvancia, portanto, estid directamente relacionado ao poder redutor
combinado ou total dos antioxidantes doadores de electrdes presentes na mistura reaccional
(Benzie e Strain, 1999; Sucupira et al., 2012).

Meétodo de acido fosfomolibdico

E um método espectrofotométrico desenvolvido para a determinagio quantitativa da capacidade
antioxidante. O ensaio é baseado na reducdo de Mo (VI) a Mo (V) pelos antioxidantes e a
subsequente formacdo de um complexo verde de fosfato/Mo (V) em meio acido, que mostra

absorcdo maxima a 695 nm (Prieto et al., 1999).
2.6.4. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo a maior classe dos fitoquimicos alimentares do metabolismo
secundario. A sua formula quimica contém pelo menos um anel fenélico. Existe grande variedade
de compostos fenolicos, classificados em dois grupos, flavonoides e ndo flavonoides. Estes
compostos sdo considerados os antioxidantes mais activos nos vegetais, sendo encontrados com

muita frequéncia (Cheynier, 2012; Sucupira et al., 2012).

De acordo com Sucupira e colaboradores (2012), os compostos fenolicos sdao multifuncionais

como antioxidantes, pois actuam de varias formas. Eles podem actuar:

+ Combatendo os radicais livres através da doagdo de um atomo de hidrogénio de um grupo
hidroxilo (OH) da sua estrutura aromatica, que possui a capacidade de suportar um electréo
desemparelhado através do deslocamento deste ao redor de todo o sistema de electrdes da
molécula;

+ Quelando metais de transicdo, como o Fe?*e o Cu*;

+ Interrompendo a reaccédo de propagacéo dos radicais livres na oxidacdo lipidica;
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+ Modificando o potencial redox do meio;

+ Reparando a lesdo das moléculas atacadas por radicais livres.

Os compostos fenolicos apresentam-se amplamente distribuidos entre as distintas partes das
plantas, porém a sua maior concentragdo esta nos frutos, nas hortalicas e em seus derivados. Frutas
e hortalicas, aléem de fornecerem componentes importantes para desempenharem funcgdes basicas
do organismo como, por exemplo, acido ascérbico, B-caroteno e acido félico, sdo fontes de
compostos bioactivos directamente associados a prevencdo de doencas. As moléculas tipicas de
antioxidantes sdo derivadas das formas isoméricas dos polifendis e flavonas, isoflavonas,
flavonois, catequinas, cumarinas, acidos fenolicos e outras substancias encontradas nos vegetais

(Cheynier, 2012; Sucupira et al., 2012). Alguns compostos fendlicos sdo apresentados na figura 7.

L o
OH
OH

Quercetina Catequina Acido cumarico

OH O

Figura 7: llustracdo estrutural de alguns compostos fenélicos comuns

2.7. Extraccdo de compostos bioactivos das espécies vegetais

De acordo com Dai e Mumper (2010) e Waksmundzka-Hajnos e colaboradores (2008), os
extractos vegetais sao misturas complexas de diferentes substancias com distintas propriedades
fisicas e quimicas. Para a sua separacdo, aplica-se um processo de extrac¢ao adequado, isto é, um
processo que contempla bom rendimento, facilidade de uso, eficiéncia, reprodutibilidade e ampla
aplicabilidade. Devido a um bom cumprimento dos requisitos citados anteriormente, as extrac¢des
por solventes sdo os procedimentos mais comumente usados na preparacdo dos extractos de
vegetais e outros produtos naturais. O rendimento da extrac¢do quimica depende do tipo de
solvente, tempo e temperatura de extraccdo, razdo amostra-solvente, bem como da composicéo
quimica e caracteristicas fisicas das amostras. Os materiais vegetais podem conter compostos
fenolicos que variam de simples (por exemplo, acidos fendlicos e antocianinas) a substancias
altamente polimerizadas (por exemplo, taninos) em diferentes quantidades. Além disso, 0s

compostos fenolicos também podem estar associados a outros componentes vegetais, como
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carbohidratos e proteinas. Portanto, ndo existe um procedimento de extrac¢do universal adequado
para a extraccao de todos os compostos fendlicos em materiais vegetais, e isso aplica-se a outros

fitoquimicos do metabolismo secundario.

Em diversos registos cientificos da literatura consultada sobre as espécies do género
Tabernaemontana, verificou-se que os extractos hidroalcoolicos a base de metanol e etanol, que
séo extractos polares obtidos pelos métodos de maceracao e extrac¢do por soxhlet, foram os mais

utilizados para a realizacdo dos ensaios quimicos de prospecc¢éo e de actividades bioldgicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Colecta e preparacao do material botéanico

Os frutos foram colectados no distrito de Guija, na localidade de Cifo, na penultima semana de
Agosto de 2022 e foram transportados de Guija até Maputo em transporte rodoviario. Apos a
chegada, separou-se a polpa das sementes e fatiou-se as cascas. As cascas e a polpa foram deixadas
a secar na estufa a 30°C durante 2 dias, depois foram retiradas da estufa e deixadas a temperatura
ambiente durante 30 dias, sem interaccdo directa com a luz do sol. As sementes foram deixadas a
secar na mesa a temperatura ambiente durante 45 dias, sem interac¢do directa com a luz do sol,
conforme mostram as imagens da figura 8. As cascas, a polpa e as sementes foram trituradas
usando almofariz e pistilo. Todas as operacdes de preparacdo da amostra foram realizadas no
laboratdrio de produtos naturais do Departamento de Quimica, na Faculdade de Ciéncias da

Universidade Eduardo Mondlane.

Figura 8: Imagens ilustrativas da secagem da casca (A), polpa (C) e sementes (B) do fruto de

Tabernaemontana elegans.

3.2. Solventes e reagentes quimicos

Todos os solventes e reagentes usados para a extraccao, fraccionamento e ensaios analiticos foram

adquiridos na sua forma pura em laboratorios de referéncia a partir de fornecedores locais.

O &cido ascorbico (99,5%), 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (85%) e acido galico (98%) foram
obtidos da Sigma-Aldrich, Africa do Sul. A rutina (97%), 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
(>98%) e o reagente Folin-Ciocalteu foram adquiridos da Acros Organics (Africa do Sul), Alfa

Aesar (Alemanha) e LNS labs (Africa do Sul), respectivamente.
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3.3. Preparacéo dos reveladores para TLC
Todos os métodos de preparacdo sao descritos por Waksmundzka-Hajnos e colaboradores (2008).

Reagente de Kedde: mistura-se 5 mL de uma soluc¢éo de &cido 3,5-dinitrobenzoico 3% em etanol

previamente preparada com 5 mL de NaOH 2N;

Reagente de Ehrlich: mistura-se 1 g de p-dimetilaminobenzaldeido com 50 mL de HCI 36% e 50
mL de etanol. Depois de pulverizar a placa, aquece-se a placa durante 5-10 min a 100°C;

Reagente de Liebermann-Burchard: adiciona-se cuidadosamente 5 mL de anidrido acético e 5
mL de &cido sulfarico concentrado a 50 mL de etanol absoluto, em um recipiente mergulhado no

gelo. Depois de pulverizar a placa, aquece-se a placa durante 5-10 min a 100°C;
Reagente de Dragendorff:

Solucdo A: dissolve-se 0,85 g de nitrato de bismuto basico em 10 mL de &cido acético glacial e 40
mL de agua com aquecimento; Solucdo B: dissolve-se 8,0 g de iodeto de potassio em 30 mL de
agua. Mistura-se as solucdes A e B na proporcdo de 1:1 e, em seguida, adiciona-se ao acido acético

glacial e &gua na proporc¢éo 1:2:10;
Reagente de vanilina-acido sulfurico:

Solucdo A: solucdo etandlica de acido sulfirico a 10%; Solugcdo B: vanilina etandlica a 1%.
Pulveriza-se a placa com 10 mL da solucdo A e imediatamente de seguida com 10 mL da solucdo

B. Aquece-se a placa a 110°C durante 5-10 min;

Reagente de hidroxido de potéassio: dissolve-se 5-10 g de KOH em 10 mL de &gua destilada e
essa solucdo é depois dissolvida em etanol a 96%. A avaliacdo pode ser feita tanto pela
pulverizagdo como pelo mergulho da placa na solucdo e a detecgdo pode ser feita com ou sem

aquecimento da placa;

Reagente de Carl-Price: prepara-se uma solugdo de cloreto de antimonio (II1) 20% em
cloroférmio. Aquece-se a placa durante 5-10 min a 100°C.
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3.4. Preparacao dos extractos

3.4.1. Extractos brutos

A extracgdo nas cascas e nas polpas foi conduzida por maceragdo em recipientes de vidro, com
solucédo hidrometandlica a 70% durante 72 horas, com renovacao diaria do solvente, como mostra
a figura 9. As sementes, antes da maceracgéo, foram desengorduradas em Soxhlet usando n-hexano
durante 10 horas, o residuo foi deixado secar ao ar livre durante 2 horas e depois foi submetido ao

processo de maceracgdo descrito acima.
3.4.2. Fraccdes do extracto bruto

Uma parte do extracto bruto foi suspensa em agua destilada e submetida a uma extraccéo liquido-
liquido (particdo), cujo procedimento € mostrado na figura 9, usando um sistema sequenciado em
ordem crescente de polaridade dos seguintes solventes: n-hexano, cloroférmio, acetato de etilo e
n-butanol. O fluxograma que ilustra o processo de obtencdo dos extractos brutos e suas fracgdes é

mostrado na figura 11.

Para cada parte do fruto, 50 g foram colocados em recipiente de vidro e adicionou-se 200 mL do
solvente de extraccdo. As solucBes foram concentradas no vaporizador rotativo e obteve-se 0s
extractos brutos, como mostra a figura 10. Uma parte do extracto bruto foi redissolvida com 100
mL de &gua destilada, adicionada ao funil de separacdo e particionada duas vezes com cada 100
mL de n-hexano, cloroférmio e acetato de etilo. No caso do n-butanol, ao invés de 100 mL
particionou-se duas vezes com 50 mL. Em cada processo da parti¢ao, agitou-se a mistura e deixou-
se em repouso durante 30 minutos. No desengorduramento por Soxhlet, 50 g das sementes foram

desengordurados com 200 mL de n-hexano.

Os extractos e suas frac¢Ges foram concentrados em rotavapor R-210, banho de 4gua B-491 e
bomba do vacuo V-700, conforme ilustra a figura 10. As frac¢des aquosas foram concentradas em

banho de agua.
3.4.3. Fraccao alcaloidica

Para a obtencdo da fraccdo alcaloidica, seguiu-se o procedimento descrito por Pallant e

colaboradores (2012). Dissolveu-se 0,2 g de cada extracto em 100 mL da solugdo aquosa de &cido
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acetico a 4% e particionou-se com n-hexano (3x35 mL). Descartou-se a fracgdo de n-hexano e
basificou-se a fraccdo acida para pH 10 com aménia a 25%. Particionou-se a solucdo basificada
com cloroférmio (3x35 mL), recolheu-se a fracgdo cloroférmica, concentrou-se no vaporizador
rotativo e obteve-se o residuo (alcaldides). Esse residuo foi dissolvido em metanol de modo a obter
uma solucdo a 500 pg/mL de cada residuo. O fluxograma que ilustra o processo de obtengédo das

fraccdes alcaloidicas € mostrado na figura 12.

A B

Figura 9: Imagens ilustrativas do processo de maceracao da polpa verde (A) e parti¢cdo do extracto
aquoso com cloroformio (B).

Figura 10: Imagem ilustrativa do processo de evaporacgdo do solvente de extraccéo
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Figura 11: Fluxograma do processo de obtencdo dos extractos brutos e suas frac¢oes
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Figura 12: Fluxograma do processo de obtencdo dos extractos secos de alcaldides

Legenda: a cor dourada indica componentes do processo geral, a cor cizenta indica produtos

desejados de cada processo e a cor branca indica os residuos de cada processo.

3.5. Analise fitoquimica qualitativa

As andlises fitoquimicas qualitativas foram realizadas para a identificacdo de alcaldides,
antraquinonas, cumarinas, taninos, flavondides, saponinas, triterpendides, bufadienolidas,
brassinolidas, glicésidos cardiacos, esterdides, lignanas, iridoides e acetogeninas nos extractos
brutos e fraccOes de casca verde, casca madura, polpa verde, polpa madura e sementes maduras do

fruto T. elegans.
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3.5.1. Analise fitoquimica preliminar

A analise fitoquimica preliminar foi feita para identificacdo de antraquinonas, taninos, saponinas,

flavondides e glicosidos cardiacos.
Identificagé@o de antraquinonas

Em tubo de ensaio contendo 2 mL do extracto cloroférmico adicionou-se 2 mL de solucdo de
NHsOH a 10%. A formagdo de cor roxa indica a presenca de antraquinonas (Reaccdo de

Borntrager) (Sorescu et al., 2018).
Identificacéo de taninos

Em tubo de ensaio contendo 2 mL de extracto adicionou-se 2 mL de solucéo etandlica de cloreto
férrico a 5% e agitou-se vigorosamente a mistura. A formacéo de cor azul escura indica possivel
presenca de taninos hidrolisaveis, e a formagdo de cor verde escura indica possivel presenca de
taninos condensados (Sorescu et al., 2018).

Identificacéo de flavonoides

Em tubo de ensaio contendo 2 mL de extracto adicionou-se quatro fragmentos de fitas de magnésio
na solucdo e posteriormente quatro gotas de acido cloridrico concentrado. A formacdo de cor
vermelha ou castanha indica presenca de flavonoides (Barbosa et al., 2004).

Identificacdo de saponinas

Em tubo de ensaio contendo 2 mL de extracto adicionou-se 5 mL de dgua destilada e agitou-se
vigorosamente a mistura durante 15 minutos. A formacgéo de espuma persistente com pelo menos

1 cm de altura indica a presenca de saponinas (Sorescu et al., 2018).
Identificacdo de glicdsidos cardiacos

Em tubo de ensaio contendo 5 mL do extracto adicionou-se 2 mL de &cido acético glacial, 4 gotas
da solucéo aquosa de cloreto ferrico a 5% e 1 mL de acido sulfdrico a 98%. O aparecimento de
um anel de cor castanha nas interfaces superiores da solucdo e de um anel de cor purpura nas

interfaces inferiores indica a presenca de glicésidos cardiacos (Sorescu et al., 2018).
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3.5.2. Anadlise fitoquimica por cromatografia de camada fina

A analise fitoquimica por cromatografia de camada fina (TLC) foi realizada para identificacdo de
alcaldides, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, triterpendides, esterdides, bufadienolidas,
glicésidos cardiacos, brassinolidas, lignanas, iriddides e acetogeninas seguindo os métodos
descritos por Ahmad e colaboradores (2017), Kanwar e colaboradores (2017) e Waksmundzka-
Hajnos e colaboradores (2008). Usou-se placas de silica gel 60 F2s4 e placas de alumina 150 Fas4
neutra, impregnadas sobre chapas de aluminio e algumas sobre vidro. Os sistemas de eluicdo e o0s
reveladores usados estédo apresentados na tabela 1.

Os extractos e fraccdes foram dissolvidos em metanol. Em cada placa, os pontos de aplicacédo
foram marcados com lapis a 2 cm da esquerda para direita (linha horizontal), 1 cm de baixo para
cima (linha vertical) e entre uma distancia de 1,5-2 cm para cada ponto na placa cromatogréfica.
Em cada ponto foram colocados cerca de 10 uL do extracto usando tubos capilares. Ap6s o
desenvolvimento das placas na camara cromatografica contendo os respectivos sistemas de
eluentes, as mesmas foram secadas a temperatura ambiente e de seguida pulverizadas na cabine de
pulverizagdo (TLC Spray Cabinet I1), com os respectivos reveladores. As cromatoplacas para a
revelacdo de triterpendides, esterdides, glicésidos cardiacos, brassinolidas, iriddides,

bufadienolidas e lignanas foram aquecidas a 100°C entre 5 e 10 minutos.

Na cromatografia de camada fina dos flavondides eluiu-se a placa de Silica gel 60 F2s4 com fase
movel composta por AcOEt:Piridina:Agua: MeOH (16:4:2:1) e a placa de Alumina 150 Fzs4 neutra
com fase mével composta por CHCIs: MeOH (9:3), cuja diferenciacdo é mostrada pelos expoentes

1 e 2 em cada placa.
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Tabela 1: Eluentes e reveladores utilizados na analise por TLC

Classe de Fase movel Fase Revelador Faixa de
metabolitos estaciondria guimico deteccdo
Alcalbides Tolueno:Acetona:EtOH: Silica gel 60 Reagente de Visivel

NHsOH a 25% (20:20:3:1) Fasa Dragendorff,
seguido por
NaNO2@q) a 10 %
Antraquinonas Tolueno: AcOEt:MeOH Alumina 150 Néo aplicado 366 nm
(80:12:2) na primeira direcgdo e Fas4 neutra
DCM: Eter de petroleo (2:3) na
segunda
Cumarinas MeOH(ag) 10%:HCOOH ) 1% Silica gel 60 Solucéo de KOH 366 nm
(1:1) para primeira direccéo e Fosa 5% em etanol
Eter diisopropilico para a
segunda
Flavondides AcCOEt:Piridina:Agua:MeOH Silica gel 60 Reagente de 254 e 366
(16:4:2:1) e CHCI3:MeOH (9:3) Fasile Vanilina-HCl a 5% nm
Alumina 150
Fos4 neutraz
Triterpendides e CHClI3:MeOH:NH4OH 1% Silica gel 60 Reagente de Visivel
Esterdides (2:4:1) Fosa Vanilina-HzPO, e
reagente de
Liebermann-
Burchard
Bufadienolidas ACcOEt:MeOH:H,0 (20:3:2) Alumina 150  Reagente de Carr- Visivel
F2s4 Neutra Price
Glicésidos CHCl3:MeOH:H20 (16:4:1) Silicagel 60 Reagente de Kedde  Visivel
cardiacos Fasa
Brassinolidas CHCls:Acetona (3:2 v/v) Alumina 150 Reagente de Visivel
F2s4 Neutra Liebermann-
Burchard
Lignanas CHCI5:MeOH (1:1) na primeira ~ Alumina 150 Vapor de iodo e Visivel
direccdo e F2s4 neutra solucéo de acido (lodo) e
CHCl3:MeOH:Tolueno:NHz sulfdarico a 10 % 254 nm
(10:6:3:1) na segunda em metanol (H2S04)
Irid6ides n-Butanol:Agua (9:1) Silica gel 60 Reagente de Visivel
Fosa Vanilina-H2804
Acetogeninas ACOEt:Eter de petroleo (2:3) Silica gel 60 Reagente de Visivel
F254 Ehrlich

Legenda: expoente 1 —eluicdo com AcOEt:Piridina:Agua: MeOH (16:4:2:1) e expoente 2 — eluicdo
com CHCl3z:MeOH (9:3).
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3.5.3. Analise por GC-MS

A analise por GC-MS foi realizada para as frac¢des alcaloidicas usando o GC-MS Agilent 7820A
e seguiu-se a metodologia descrita por Pallant e colaboradores (2012), com pequenas
modificacBes. O hélio foi usado como gas de arraste em um fluxo constante, e a razdo de divisdo
de injeccdo foi de 50:1. A temperatura do injector foi 280°C. A temperatura da coluna foi
programada para subir de 80°C para 310°C a 10°C/min por 23 min, depois mantida a 310°C por 7
min (o tempo total de corrida foi 30 min). O modo de aquisi¢édo seleccionado para espectrometria
de massa foi 0 modo scan, com uma faixa de scan de 35-550 Da e um limite de 100 contagens por
segundo (cps). O atraso do solvente foi de 4 minutos, temperatura do quadrupolo 150°C, com a
temperatura da linha de transferéncia ajustada para 280°C. A cromatografia gasosa e 0s parametros

de espectrometria de massa, colecta e analise de dados foram realizados pela Agilent Chemstation.

3.6. Anélise fitoquimica quantitativa

A andlise fitoquimica quantitativa foi realizada para a determinacdo de alcal6ides, fendis totais,
flavondides totais, alcaldides, carbohidratos e lipidos nos extractos brutos da casca verde, casca
madura, polpa madura e sementes maduras do fruto de T. elegans. As absorvancias foram lidas no
espectrofotometro UV/Vis JENWAY 6850.

3.6.1. Determinacao do teor de fendis totais

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nos extractos foi realizada de acordo com o
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Amorim e colaboradores (2012),
com pequenas modificacdes. Para a anélise dos extractos, 500 uL de extracto na concentracao de
I mg/mL em metanol foram colocados separadamente em baldes de 10 mL. Em seguida, 500 pL
de reagente de Folin-Ciocalteu a 10% (v/v) foram adicionados, agitou-se vigorosamente e deixou-
se em repouso por 5 min a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 1 mL de solucéo de
carbonato de sddio a 7,5% (m/v) e perfez-se o volume com agua destilada. Deixou-se a solucao
em repouso No escuro a temperatura ambiente durante 2 horas, depois leu-se as absorvancias das

solugdes azuis formadas a 760 nm no espectrofotometro.

Todos os ensaios foram feitos em 3 repeticdes e o teor de fendis totais calculado como média +

desvio padrdo da média e expresso em miligramas equivalentes de acido galico (mgEAG) por
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grama de extracto seco, calculados através da equacao da curva de calibracdo do padréo deste
acido, tracada usando a metodologia proposta por Amorim e colaboradores (2012) e Zimila e

colaboradores (2020), com pequenas modificacdes.

Para a construcdo da curva de calibragéo, diluiu-se 100, 200, 300, 500 e 1000 pL de uma solucao
estoque de acido galico a 100 mg/L para um volume final de 10 mL, onde se adicionou na mesma
solugdo, 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu a 10% (v/v) e 1 mL da solucdo de carbonato de
sodio a 7,5% (m/v) seguindo o procedimento semelhante ao da amostra. Estas solu¢des apresentam
concentragdes de 1, 2, 3, 5 e 10 mg/L. Apds 2 horas, as absorvancias das solucées foram lidas a
760 nm contra um branco real (solucdo contendo a amostra e outros reagentes, excepto o
complexante) preparado para cada extracto. Usando o mesmo procedimento, 0s brancos reais
foram preparados pela mistura de 500 pL de extracto a 1 mg/mL com 1 mL da solugéo de carbonato
de s6dio a 7,5% (m/v), perfazendo as solugdes com &gua destilada para 10 mL. Todos 0s ensaios
foram feitos em 3 repeticdes e as médias usadas para a constru¢do da curva de calibracdo por

regressao linear.
3.6.2. Determinacéo do teor de flavonoides totais

Misturou-se sequencialmente 2 mL de extracto a 2 mg/mL em metanol, 500 puL de acido acético
aquoso a 60% (v/v), 2 mL da solucdo etandlica de piridina a 20% (v/v) e 1 mL da solucdo
metandlica de AlClza 5% (m/v), em um baldo volumétrico de 10 mL, onde se perfez os volumes
com solucdo aquosa de metanol a 80%. As solugbes foram homogeneizadas e incubadas a
temperatura ambiente durante 30 min e leu-se as absorvancias a 420 nm no espectrofotometro.
Preparou-se uma solucédo estoque do padréo (rutina) através da dissolucdo de 10 mg de rutina com
100 mL de metanol e tomou-se 100, 200, 500 ¢ 1000 pL da solug¢do para preparar as solugdes
padréo seguindo o procedimento anterior. As concentracgdes finais foram de 1, 2, 5, 10 e 20 mg/L.
Todos os ensaios foram feitos em 3 repeticOes e o teor de flavonodides calculado como média +
desvio padrdo da média e expresso em miligramas equivalentes de rutina (mER) por grama do
extracto seco, calculado através da equacdo da curva de calibracdo. Preparou-se brancos reais
contendo 2 mL do extracto a 2 mg/mL e todos 0s outros reagentes, excepto a solu¢do metanolica
de AIClza 5% (m/v), usando 0 mesmo procedimento.
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3.6.3. Determinacdo do teor de carbohidratos

A determinacdo do teor de carbohidratos presentes nos extractos foi realizada de acordo com o
método espectrofotométrico de Acido sulfurico-UV/Vis, conforme descrito por Albalasmeh e
colaboradores (2013), com pequenas modificagdes. Dissolveu-se 100 mg de extracto com uma
solucdo constituida de acetona, agua destilada e metanol (3:2:1), contendo algumas gotas de acido
cloridrico concentrado, durante 2 horas & temperatura ambiente. Tomou-se 1 mL da solucéo e
adicionou-se em tubo de ensaio, misturou-se com 3 mL de &cido sulfurico concentrado,
homogeneizou-se a mistura durante 30 segundos no Vortex e ajustou-se a concentragao para 110
mg/L com agua destilada, sendo o volume final de 5 mL. A soluc¢éo resultante foi arrefecida no

gelo durante 2 minutos e a absorvancia foi medida a 315 nm no espectrofotometro.

Preparou-se solu¢es padrdo de amido a partir da dissolu¢cdo de 100 mg em 50 mL de &gua
destilada fervente contendo 5 mL de HCI 2,5 N, por 30 minutos, transferiu-se a solucdo arrefecida
para um baldo de 100 mL, perfez-se o volume com agua destilada e a concentracdo final foi de
1000 mg/L. Preparou-se solucdes com concentracdes de 10, 20, 40, 70 e 100 mg/L usando o
procedimento usado para o extracto, tendo como branco uma solugdo preparada seguindo o
procedimento anterior excepto que no lugar de acido sulfurico adicionou-se 3 mL de agua.

3.6.4. Determinacdo do teor de lipidos

A determinacdo do teor de lipidos presentes nos extractos foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico Sulfo-Fosfo-Vanilina (SPV), conforme descrito por Men e colaboradores
(2019), com pequenas modificages. Extraiu-se 100 mg de extracto com 10 mL da solucéo
Cloroférmio: Metanol (1:1). O sobrenadante foi colectado por centrifugacdo (6000 rpm, 12
minutos), misturado com 6 mL de agua destilada e centrifugado novamente (6000 rpm, 12
minutos). Para a medicgéo do teor de lipidos, transferiu-se a camada cloroformica para um tubo de
ensaio e evaporou-se o cloroférmio a 90°C durante 20 minutos, depois adicionou-se 1,12 mL de
acido sulfarico a 98% e a solugéo foi incubada a 90°C durante 20 minutos. Levou-se 50 pL dessa
soluco e adicionou-se 13 mL do reagente de Vanilina-Acido fosforico para o desenvolvimento da
cor. Apos a reducdo da temperatura até temperatura ambiente por 10 minutos, mediu-se a

absorvancia a 530 nm no espectrofotometro.
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Para a construcéo da curva de calibracéo, preparou-se uma solucao estoque de 6leo de soja pela
dissolucao de 100 mg em 100 mL de cloroférmio e tomou-se 100, 200, 400, 600 ¢ 800 uL dessa
solucéo para o procedimento descrito anteriormente. O volume final das solucgdes foi de 8 mL e as
concentragdes foram 12,5, 25, 50, 75 ¢ 100 pg/mL. O branco foi preparado da mesma forma,

substituindo a amostra por agua destilada.

A solucdo de Vanilina-Acido fosférico foi preparada a partir da dissolucdo de 0,1 g de Vanilina
em 16,7 mL de agua destilada, depois misturou-se com 66,7 mL de &cido ortofosférico a 85%. A

solucdo resultante foi armazenada a temperatura ambiente.
3.6.5. Determinacdo do teor de alcalbides

A determinacdo do teor de alcaldides presentes nos extractos foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico do complexo de verde de bromocresol-alcaldides conforme descrito por
Tiwari e colaboradores (2016), com pequenas modificacOes. Transferiu-se 4 mL da solucéo
hidrometandlica do extracto a 2 mg/mL para um funil de separacao, adicionou-se 5 mL da solucéo
tampao de fosfato (pH = 4,7) e 5 mL da solucéo de verde de bromocresol a 10 mol/L. O complexo
formado (de cor amarela) foi extraido com 5 mL de cloroférmio, cuja fraccéo foi transferida a um
baldo volumétrico de 10 mL que depois foi preenchido com cloroférmio. O branco foi preparado
seguindo o procedimento anterior com a excep¢do de que ndo se adicionou a solucdo de

bromocresol verde. A absorvancia do complexo contido no cloroférmio foi medida a 470 nm.

Preparou-se 5 solugdes do padrdo (estricnina) a diferentes concentragcdes a partir da solugéo
estoque de estricnina de 100 ppm preparada pela dissolu¢do de 10 mg de estricnina em 100 mL de
agua destilada. Da solucdo estoque da estricnina, tirou-se 0,5, 1, 1,5, 2 e 2,5 mL e transferiu-se
para 5 funis de separacdo, separadamente. Para cada funil adicionou-se 5 mL da solucdo tampao
de fosfato (pH = 4,7) e 5 mL da solucdo de bromocresol verde. O complexo formado na mistura
foi extraido com cloroférmio, sendo a fracgéo cloroférmica colectada em baldo volumétrico de 10

mL que depois foi preenchido com cloroférmio. A andlise espectrofotométrica foi feita a 470 nm.
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3.7. Determinacao de actividade antioxidante in vitro

A actividade antioxidante in vitro foi determinada usando o método de descoloracdo do radical
DPPH, método de reducdo do ido férrico e método de reducdo do acido fosfomolibdico, nos
extractos brutos da casca verde, casca madura, sementes maduras e suas frac¢des alcaloidicas e no
extracto bruto da polpa madura, do fruto de T. elegans. As absorvancias foram lidas no
espectrofotometro UV/Vis JENWAY 6850.

3.7.1. Meétodo de eliminacao do radical DPPH

A actividade antioxidante pelo método de descoloracdo do radical DPPH foi determinada
conforme descrito por Senguttuvan e colaboradores (2014), com pequenas modificagoes.

Procedimentos para a avaliacdo da actividade dos extractos brutos e frac¢des alcaloidicas

Misturou-se 1 mL da solucdo de DPPH recentemente preparada a partir da dissolucdo de 6 mg de
DPPH em 50 mL de metanol (120 pg/mL) com diferentes volumes (50, 300, 500, 700 e 1000 uL)
dos extractos brutos na concentracdo de 1 mg/mL, em tubos de Eppendorf. Para as solucdes
alcaloidicas na concentracdo de 500 pug/mL, no lugar de 1 mL da solucdo de DPPH adicionou-se
3 mL e depois seguiu-se o procedimento descrito acima. Os volumes finais foram ajustados para
5 mL com metanol e as novas concentragdes foram 10, 60, 100, 140 e 200 pg/mL. As solugdes
foram incubadas por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. O decréscimo da absorvancia
das solugGes foi medido a 517 nm e os dados foram usados para determinar a percentagem de

inibicdo. A solucédo de controle foi preparada usando o procedimento acima, sem o extracto bruto.
Procedimentos para a avaliacédo da actividade do padrao (acido ascorbico)

Preparou-se uma solucdo estoque de 100 ug/mL de acido ascorbico através da dissolugdo de 10
mg em 100 mL de metanol. Dessa solucéo tirou-se diferentes volumes (50, 100, 150, 250 e 500
uL) e adicionou-se em tubos de Eppendorf contendo 2 mL da solugdo de DPPH a 120 pg/mL, os
volumes foram ajustados para 5 mL com metanol (as novas concentragdes foram 1, 2, 3, 5 e 10
ug/mL) e seguiu-Se 0 procedimento descrito para os extractos. A solucdo de controle foi preparada

usando o procedimento acima, sem o padréo.
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3.7.2. Método de reducao de ido férrico (FRAP)

A actividade antioxidante pelo método de reducéo de ido férrico foi determinada conforme descrito
por Benzie e Strain (1999) e Zimila e colaboradores (2020). Preparou-se a solugdo FRAP pela
mistura sequenciada de 25 mL da solugdo tampdo acetato 300 mM a pH 3,6 (1 litro de solucdo
aquosa de 3,1 g de acetato de sddio trihidratado e 16 mL de acido acético), 2,5 mL da solucdo
alcoolica de cloreto férrico anidro 20 mM (0,325 g de FeClz em 100 mL de etanol) e 2,5 mL da
solucdo de TPTZ 10 MM (0,312 g de TPTZ em 100 mL de &cido cloridrico 40 mM).

Procedimentos para a avaliacdo da actividade dos extractos brutos e frac¢des alcaloidicas

Misturou-se diferentes volumes (50, 300, 500 e 700 uL) dos extractos brutos na concentracéo de
1 mg/mL e (50, 300, 500, 700 e 1000 uL) das solugdes alcaloidicas a 500 pg/mL, separadamente,
com 2,7 mL de reagente FRAP, em tubos de Eppendorf. Os volumes finais foram ajustados para
5 mL com metanol e as novas concentragdes foram 10, 60, 100 e 140 pug/mL para extractos brutos
e 5, 30, 50, 70 e 100 pg/mL para solucdes alcaloidicas. As solucdes foram incubadas no banho de

agua por 30 minutos no escuro a 37°C e as absorvancias foram lidas a 595 nm.
Procedimentos para a avalia¢éo da actividade do padréo (FeSO4.7H20)

Preparou-se uma solucdo estoque de FeSO..7H2.0 a Im M através da dissolucdo de 6,95 mg em 25
mL de metanol. Tomou-se diferentes volumes da solugao (50, 100, 150, 250 e 500 uL) e adicionou-
se em tubos de Eppendorf, depois adicionou-se 2,7 mL da solucdo FRAP e perfez-se o volume
para 10 mL com agua destilada. As novas concentragdes foram 5, 10, 15, 25 e 50 uM e seguiu-se
0 procedimento descrito para as amostras. O branco foi preparado usando o procedimento acima,

sem o padrdo.
3.7.3. Método de reducéo do &cido fosfomolibdico

A actividade antioxidante pelo método de reducdo de acido fosfomolibdico foi determinada
conforme descrito por Zimila e colaboradores (2020), com algumas modificacdes. Preparou-se a
solucdo do acido fosfomolibdico através da dissolucéo de 0,4 g de acido fosfomolibdico em 100

mL de &gua destilada.
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Procedimentos para a avaliacdo da actividade dos extractos brutos, fracctes alcaloidicas e

padrao (acido ascérbico)

Misturou-se diferentes volumes (50, 300, 500 e 700 pL) dos extractos brutos na concentracdo de
1 mg/mL e (50, 300, 500, 700 e 1000 uL) das solugdes alcaloidicas a 500 pg/mL, separadamente,
com 3 mL da solucdo de acido fosfomolibdico em tubos de Eppendorf. Os volumes finais foram
ajustados para 5 mL com agua destilada e as novas concentrac6es foram 10, 60, 100 e 140 ug/mL
para 0s extractos brutos e 5, 30, 50, 70 e 100 pg/mL para as solugdes alcaloidicas. As solucoes
foram incubadas por 90 minutos a 95°C no banho de 4gua e as absorvancias das solucdes na
temperatura ambiente foram medidas a 695 nm. O &cido ascorbico nas concentracdes 1, 2, 3, 5,
12,5, 25 e 50 ng/mL foi usado como padrdo. O branco consistiu em toda a mistura reaccional e

metanol, excepto o extracto e ou o padrao.
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4. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos na analise fitoquimica qualitativa e

quantitativa e na avaliacdo da actividade antioxidante dos extractos brutos e suas fraccoes.
4.1. Analise fitoquimica qualitativa

4.1.1. Anélise fitoquimica preliminar

Os resultados dos testes fitoquimicos dos extractos brutos e suas respectivas fraccGes da casca
verde, casca madura, polpa verde, polpa madura e sementes maduras do fruto de T. elegans sédo

apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Resultados da analise fitoquimica preliminar dos extractos brutos e frac¢des do fruto de
T. elegans

Extracto Antraquinonas Flavondides  Glicésidos Taninos Saponinas
cardiacos
Casca verde

EB - + + + +
nHex - - - - -
CHCls - + + + -
AcOEt - + - + -
nBuOH - + - - +
Aq - - - - +

Casca madura
EB - + + + +
nHex - - + - -
CHCl3 - + + - -
AcOEt - + + + -
nBuOH - + - - +
Aq - + - - +
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Polpa verde

EB - + - + +
nHex - - - - -
CHCIs - + - + -
AcOEt - + - + -
nBuOH - + - + +
Aq - + - - +
Polpa
madura
EB - + - + -
nHex - - - - -
CHCIs - + - - -
AcOEt - + - + -
nBuOH - - - - -
Aq - - - - -
Sementes
maduras
EB - + - - +
nHex - - - - -
CHCIs - + - - -
AcOEt - - - - -
nBuOH - + - - +
Aq - - - - +

Legenda: (-) — resultado negativo; (+) — resultado positivo; EB — extracto bruto; nHex — hexano;

CHCI3 — cloroférmio; AcOEt — acetato de etilo; nBuOH — butanol; Ag — aquoso
4.1.2. Anélise fitoquimica por cromatografia em camada fina

Os resultados da analise fitoquimica por cromatografia de camada fina dos extractos
hidrometandlicos brutos e suas respectivas fracces da casca verde, casca madura, polpa verde,
polpa madura e sementes maduras do fruto de T. elegans estdo resumidos nas tabelas 3 a 7, onde
se apresenta os respectivos Rfs dos metabdlitos secundarios detectados. Os alcaldides se revelaram
pelo aparecimento de manchas alaranjadas apdés a adicdo do reagente de Dragendorff, onde

algumas tornaram-se intensamente castanhas apés a adi¢éo da solugdo aquosa de NaNO> a 10 %.
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Os triterpenos e esteroides revelaram-se pelo aparecimento de manchas violetas, rosas
esverdeadas, rosas e rosa-violetas com o reagente de Vanilina-HsPO4 e manchas azuis e castanhas
com o reagente de Liebermann-Burchard. Os glicdsidos cardiacos revelaram-se pelo aparecimento
de manchas violetas avermelhadas com o reagente de Kedde. As brassinolidas revelaram-se pelo
aparecimento de manchas amarelas e violetas com o reagente de Liebermann-Burchard. As
bufadienolidas revelaram-se pelo aparecimento de manchas rosas e verdes com o reagente de Carr-
Price. As lignanas se revelaram pelo aparecimento de manchas azuis e violetas na luz UV a 254
nm, reveladas com H2S04 10% em metanol. Tais manchas foram comparadas e confirmadas com
as cromatoplacas submetidas ao vapor de iodo, onde apareceram manchas castanhas. Os
flavonoides revelaram-se pelo aparecimento de manchas vermelhas roxeadas a 254 e 366 nm,

reveladas com o reagente de Vanilina-HCI a 5%.

Tabela 3: Rfs da analise por TLC do EBPV e suas frac¢des do fruto de T. elegans

Rfs da polpa verde

Classes EB nHex CHCl3 AcOEt nBuOH Aq
Alcaldides 0,87 0,94 0,94 - - -
0,69 0,84
0,61 0,74
0,10 0,14
Flavondides 0,86 0,672 - 0,861 0,67° 0,86! 0,682 0,612
0,79 0,382 0,79 0,367
0,952 0,95?
0,592
Triterpendides 0,90 - 0,90 0,61 0,82 0,77
e esteréides 0,82
0,77
0,61
Brassinolidas 0,96 - 0,90 - - -
0,09
Bufadienolidas 0,94 - 0,92 - - -
0,64 0,64
0,12 0,12
Glicosidos - - - - - -
cardiacos
Lignanas - - - - - -

Acetogeninas - - - - - -
Antraquinonas - - - - - -
Iridéides - - - - - -
Cumarinas - - - - - -

36



Tabela 4: Rfs da analise por TLC do EBCM e suas fracc¢Ges do fruto de T. elegans

Rfs da casca madura

Classes EB nHex CHCl3 AcOEt nBuOH Aq
Alcalbides 0,88 0,25 0,86 0,86 0,86
0,80 0,78 0,78 0,80
0,32 0,23 0,23 0,23
0,14
Flavondides 0,86 0,95° - 0,53! 0,86'0,95° 0,88!0,95° 0,30!
0,79! 0,612 0,791 0,62° 0,79' 0,612
0,671 0,672 0,671 0,67° 0,670,672
0,621 0,252 0,63'0,25° 0,620,252
0,54! 0,32! 0,53!
0,311
0,26!
Triterpendides 0,76 - 0,76 0,56 - 0,69
e esterdides 0,69 0,51
0,56
0,51
Brassinolidas - - - - -
Bufadienolidas 0,94 - 0,43 0,43 -
0,44
Glicosidos - 0,98 0,66 0,99 -
cardiacos 0,95
0,73
0,63
Lignanas 0,93e 0,69 - 0,93e0,68 0,91e0,68 -
0,87 e 0,66 0,87e0,66 0,87¢e0,65
0,77 e 0,63 0,75e 0,63 0,77e0,62
0,73e0,81 0,73e0,81 0,73e0,81

Acetogeninas

Antraquinonas

Iridoides

Cumarinas
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Tabela 5: Rfs da analise por TLC do EBP M e suas frac¢des do fruto de T. elegans

Rfs da polpa madura

Classes EB nHex CHCl3 AcOEt nBuOH Aq
Alcalbides - - - - - -
Flavondides 0,38! - 0,39! 0,40! - -
Triterpendides 0,88 0,70 0,88 - - 0,55
e esteroides 0,70
0,55
Brassinolidas - 0,95 0,93 - - -
Bufadienolidas 0,94 - 0,94 - - -
0,72 0,70
Glicosidos - - - - - -
cardiacos
Lignanas 0,81 e 0,58 - 0,81e0,59 0,82e0,59 - -
Acetogeninas - - - - - -
Antraquinonas - - - - - -
Iridoides - - - - - -
Cumarinas - - - - - -
Tabela 6: Rfs da analise por TLC do EBSM e suas frac¢des do fruto de T. elegans
Rfs das sementes maduras
Classes EB nHex CHCl3 AcOEt nBuOH Aq
Alcal6ides 0,97 0,97 0,97 - - -
0,88 0,88
0,76
0,05
Flavondides 0,94! - 0,94! - 0,77* -
0,77* 0,77*
Triterpendides - - - - - -
e esteroides
Brassinolidas - - - - - -
Bufadienolidas 0,61 - 0,63 0,63 0,63 -
Glicosidos - - - - - -
cardiacos
Lignanas 0,96 e 0,69 - 0,96e0,69 0,96e0,69 - -
0,79e0,34 0,79e0,34

Acetogeninas

Antraquinonas

Iridoides

Cumarinas
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Tabela 7: Rfs da analise por TLC do EBCV e suas frac¢des do fruto de T. elegans

Rfs da casca verde

Classes EB nHex CHCl3 AcOEt nBuOH Aq
Alcalbides 0,87 - 0,84 - - -
0,81 0,76
0,20 0,20
0,15 0,15
Flavondides 0,86! 0,95° 0,89° 0,860,942 0,942 0,942 -
0,79' 0,83 0,79 0,892 0,892
0,622 0,622
Triterpenddes 0,92 0,04 0,73 0,92 0,92 0,80
e esterdides 0,80 0,22 0,64
0,73
0,64
0,22
0,04
Brassinolidas 0,95 - 0,94 0,06 - -
0,20
0,16
0,05
Bufadienolidas - - 0,88 - - -
0,59
Glicosidos - - 0,78 - - -
cardiacos 0,68
0,63
Lignanas 0,74e0,41 - 0,74e0,40 0,74e0,41 - -

Acetogeninas - - - - - -
Antraquinonas - - - - - -
Iridéides - - - - - -
Cumarinas - - - - - -

Legenda: EB — extracto bruto; nHex — hexano; AcOEt — acetato de etilo; nBuOH — butanol; Aq —
aquoso; (-) — resultado negativo; expoente 1 — Rfs da elui¢do com AcOEt:Piridina:Agua: MeOH
(16:4:2:1) e expoente 2 — Rfs da eluigdo com CHClz:MeOH (9:3).

4.1.3. Anélise por GC-MS

Os resultados da anélise fitoquimica por GC-MS das frac¢oes alcaloidicas dos extractos brutos da
casca verde, casca madura e sementes maduras do fruto de T. elegans séo apresentados na tabela

8. As estruturas dos compostos da tabela 8 séo apresentadas nas figuras 13 e 14.
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Tabela 8: Alcaldides identificados na analise fitoquimica por GC-MS das frac¢des alcaloidicas de
EBCV, EBCMe EBSM do fruto de T. elegans

Fraccdo alcaloidica das sementes maduras

Composto  Nome Tempo de Férmula Area
retencéo molecular relativa
(min) (%)
1 Ester metilico do acido 4-demetil-3- 21,946 C20H22N203 < 3,87
oxovobassan-17-0ico
2 Ibogamina 22,312 C19H24N2 3,87
3 Ester metilico do acido (2a, 3B, 5a, 22,632 C21H26N20- 88,41
128, 19a, 20R)-2,20-
cicloaspidospermidina-3-carboxilico
4 Acetato de Sarpagan-17-ol 22,883 Ca1H2aN20; 15,56
5 16,17,19,20-tetradehidrocurano 22,975 C19H22N2 Vestigial
6 Ester metilico do 4cido [2S-(2a, 4a, 23,226 C21H26N203 < 3,87
5E)]-5-etilideno-2-[3-(2-hidroxietil)-
1H-indol-2-il]-a-metileno-4-
piperidinoacético
7 Ester metilico do &cido 12- 24,609 C22H2sN203 7,68
metoxiibogamina-18-carboxilico
8 2-[4-(4- Metoxifenil)-3-fenilpirazol-1- 24,929 Ca3H1sN4O < 3,87
il]-1H-benzoimidazol
9 1"-Carboetoxi-1"-ciano-1f, 2B-dihidro- 25,787 C24H29NO4 < 3,87
17B-hidroxicicloprop(1,2)androsta-
1,4,6-trien-3-ona
Fracgdo alcaloidica da casca verde
10 2-Metoxi-1-Naftalenamina 13,591 C1HuNO Vestigial
11 2,7-Difenil-1,6- 15,031 C20H13N502 Vestigial
dioxopiridazino[4,5:2",3" ]pirrolo[4”,5 -
d]piridazina
12 2- Miristinoilpanteteina 17,923 CasHasN2OsS  Vestigial
13 9-(2°,2"-Dimetilpropanoilhidrazono)- 20,449 C30H42CI2N403 10,39
3,6-dicloro-2,7-bis-[2-(dietilamino)-
etoxi]fluoreno
14 Ester metilico do écido (20a)-19,20- 25,329 C21H26N203 57,82
dihidro-3-oxovobasan-17-0ico
15 5-Etoxi-2-[5-(4-metoxifenil)pirimidin- 27,135 C19H18N203 21,08
4-il]fenol
Fraccdo alcaloidica da casca madura
13 9-(2°,2"-Dimetilpropanoilhidrazono)- 20,449 C3oH42Cl2N4O3 5,22
3,6-dicloro-2,7-bis-[2-(dietilamino)-
etoxi]fluoreno
14 Ester metilico do &cido (20a1)-19,20- 25,261 C21H26N203 51,72
dihidro-3-oxovobasan-17-o0ico
15 5-Etoxi-2-[5-(4-metoxifenil)pirimidin- 27,135 C19H18N203 16,66

4-il]fenol
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Figura 13: Estruturas dos compostos identificados por GC-MS na fraccédo alcaloidica das sementes
maduras
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Figura 14: Estruturas dos compostos identificados por GC-MS na fraccdo alcaloidica da casca
verde (compostos 10 a 15) e na fracgdo alcaloidica da casca madura (compostos 13 a 15)
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4.2. Analise fitoquimica quantitativa

Os resultados da analise fitoquimica quantitativa obtidos na determinacdo de fendis totais,
flavonoides totais, alcaldides, carbohidratos e lipidos nos extractos brutos da casca verde, casca
madura, polpa madura e sementes maduras do fruto de T. elegans sdo apresentados na tabela 9.

Todos os resultados foram expressos como média + desvio padréo de trés repeticdes.

Tabela 9: Resultados da analise fitoquimica quantitativa dos fendis totais, flavondides totais,
alcaldides, carbohidratos e lipidos de EBCV, EBCM, EBPM e EBSMdo fruto de T. elegans

Classes EBCV EBCM EBPM EBSM
Fenois Totais 38,468 £0,193*  25,125+0,183° 21,091+ 0,196° 43,002 + 0,327¢
(mgEAG/g)
Flavonoides 26,521 +2,027% 18,208 £1,212" 9,609 +0,290° 24,640 + 1,430
Totais
(mgER/g)
Alcaldides 27,592 +1,590° 13,214 +1,337° - 23,129 +0,582°
(mgEE/g)
Carbohidratos 456,474 + 2,516 185,454 +2,500° 831,759 + 3,275° 440,196 * 4,03¢
(mgEA/Q)
Lipidos 271,114 +£1,030° 281,436 +0,498° 251,012 +4,839° 429,442 + 1,86¢
(mgEOS/Q)

Legenda: EBCV — extracto bruto da casca verde; EBC M — extracto bruto da casca madura; EBPM
— extracto bruto da polpa madura; EBSM — extracto bruto das sementes maduras; mgEAG/g —
miligrama equivalente de &cido galico por grama de extracto seco; mgER/g — miligrama
equivalente de rutina por grama de extracto seco; mgEE/g — miligrama equivalente de estricnina
por grama de extracto seco; mgEOS/g — miligrama equivalente de 6leo de soja por grama de
extracto seco; mgEA/g — miligrama equivalente de amido por grama de extracto seco.

As médias seguidas por letras diferentes em cada linha sdo significativamente diferentes (p <0,05).

4.3. Actividade antioxidante in vitro

Os resultados da actividade antioxidante in vitro determinados pelo método de DPPH, método
FRAP e método de reducdo do acido fosfomolibdico nos extractos brutos da casca verde, casca
madura, sementes maduras e suas fracgdes alcaloidicas e no extracto bruto da polpa madura, do
fruto de T. elegans séo apresentados nas tabelas 10, 11, 12, 13 e 14. Todos os resultados foram

expressos como média + desvio padrdo da média de trés repetigdes.
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Tabela 10: Resultados da actividade antioxidante dos extractos brutos e frac¢des alcaloidicas pelo
método de DPPH

Amostra I1Cs0 (ng/mL)
EBCV 56,743 + 0,8322
EBCM 112,481 + 1,841°
EBPM 80,561 + 1,280°
EBSM 83,791 + 0,309¢
FACV 76,438 + 0,104¢
FACM 75,912 + 0,265°
FASM 75,041 + 0,076°

Acido Ascorbico 3,324 + 0,011

Tabela 11: Resultados da actividade antioxidante dos extractos brutos pelo método FRAP

ug/mL do UM equivalentes de Fe?*

extracto EBCV EBCM EBPM EBSM
10 22,065 +0,365% 7,270 £0,359° 22,043+ 35572 15,647 + 0,229°
60 44,790 + 0,530 19,697 +0,131°> 43,573 +2,125* 23,580 + 0,101°
100 60,418 + 0,567% 25,815+ 0,508 49,100 + 0,278° 45,815 + 0,287¢
140 71,083 £2,847% 29,355+ 0,927 60,167 +1,409° 53,187 + 0,281¢

Tabela 12: Resultados da actividade antioxidante das frac¢des alcaloidicas pelo método FRAP

pg/mL do extracto UM equivalentes de Fe?*
FACV FACM FASM
5 15,272 + 0,043 15,525 + 0,318° 14,932 £ 0,054°
30 50,058 + 0,010? 50,793 + 0,209° 51,535+ 0,013°
50 73,495 +0,013% 73,365 + 0,555% 72,862 +0,0272
70 86,442 + 0,058? 87,908 + 0,969" 88,588 + 0,043"

Tabela 13: Resultados da actividade antioxidante dos extractos brutos pelo método de reducéo do
acido fosfomolibdico

pug/mL do pg/mL equivalentes de Acido Ascorbico

extracto EBCV EBCM EBPM EBSM
10 2,756 +0,185% 3,154 +0,112° 3,228 +0,125° 3,171 +0,240°
60 4,667 £0,117° 4,542 +0,094*  5375+0,031°> 8,402 +0,257°
100 5,536 + 0,145 4,954 +0,249® 7,540 +0,071° 12,134 +0,308¢
140 6,684 + 0,016 5308 +0,139° 10,138 +0,871° 16,069 + 1,387
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Tabela 14: Resultados da actividade antioxidante das frac¢des alcaloidicas pelo método de reducéo
do acido fosfomolibdico

pg/mL do extracto ug/mL equivalentes de Acido Ascorbico
FACV FACM FASM
5 2,864 £ 0,0122 3,051 + 0,151 2,960 £ 0,019°
30 10,172 £ 0,034? 10,121 £+ 0,148? 8,848 + 0,043°
50 16,303 £ 0,055? 16,494 £ 0,0372 13,577 +0,025°
70 19,231 + 0,033? 19,053 + 0,1822 17,692 + 0,151°

Legenda: EBCV — extracto bruto da casca verde; EBC M- extracto bruto da casca madura; EBPM
— extracto bruto da polpa madura; EBS M — extracto bruto das sementes maduras; FACV — fraccéo
alcaloidica da casca verde; FACM — fraccdo alcaloidica da casca madura; FASM — fraccao
alcaloidica das sementes maduras.

As médias seguidas por letras diferentes em coluna (tabela 10) e em cada linha (tabelas 11 a 14)

sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

4.4. Correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de fenois totais,
flavonoides totais e alcaldides

Tabela 15: Valores dos coeficientes de correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de fendis,
flavonoides e alcaldides de EBCV, EBCM, EBPM e EBSM do fruto de T. elegans
Coeficiente de correlacéo
Método Fenois totais Flavondides totais Alcalbides
r R? r R? r R?
DPPH -0,4697 0,2207 -0,3720 0,1384 -0,9804 0,9611
FRAP 0,3666 0,1344 0,2153 0,0463 0,9911 0,9823
Ac. Fosf.  0,5037 0,2537 0,1187 0,0141 0,3271 0,1070

Legenda: r — coeficiente de correlagdo de Pearson; R? — coeficiente de determinagao.

4.5. Analise estatistica

Todos os resultados da analise fitoquimica quantitativa e da actividade antioxidante foram
submetidos ao tratamento estatistico no Minitab® 21 e os resultados foram expressos como média
+ desvio padrdo da média de trés repeticdes. A significancia das diferencas entre as médias foi
avaliada a 95% de nivel de confianca pelo teste post-hoc de comparagdo multipla de Tukey.
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Anélise fitoquimica

5.1.1. Anélise fitoquimica qualitativa

As analises fitoquimicas preliminares e por TLC dos extractos hidrometandlicos brutos e suas
respectivas fraccoes, do fruto de T. elegans, revelaram a presenca de algumas classes de

metabolitos secundarios de interesse farmacologico.

Neste estudo, a cromatografia de camada fina (TLC) revelou a presenca de 4, 3, 4 e 4 manchas
alaranjadas com o reagente de Dragendorff e manchas castanhas com a subsequente pulverizagao
com solucdo aquosa de NaNOz a 10%, nos extractos hidrometandlicos brutos e suas frac¢des da
casca verde, casca madura, polpa verde e sementes maduras, respectivamente. 3 valores de factor
de retencdo (Rf) no EBCV sdo semelhantes aos valores obtidos no EBC M, o que sugere a presenca
de mesmos alcal6ides e ou mesmo tipo de alcaldides. O mesmo é valido para 3 valores de Rf no
EBCV e no EBPV, 2 no EBCV e no EBSM, 2 no EBCMe no EBPV, 2 no EBCMe no EBSMe
2 no EBPV e no EBSM. A sugestao final é de que existem alcal6ides em comum na casca verde,
casca madura, polpa verde e sementes maduras do fruto de T. elegans. Todas as manchas
observadas no EBCV foram apenas observadas na fracgdo de cloroférmio. Uma das manchas
observadas no EBCM foi identificada em todas as frac¢des, excepto na frac¢ao aquosa, e as outras
foram identificadas nas fracces cloroférmica, acetato de etilo e n-butanol. Todas as manchas
observadas no EBPV e no EBSM foram identificadas na fraccdo cloroférmica e 1 na fraccao de n-
hexano. Uma situagé@o curiosa aconteceu no extracto bruto e fracces das sementes maduras, uma
mancha n&o apareceu mais na placa nas tentativas de reproducéo dos resultados partindo do mesmo
concentrado do extracto, e a mesma mancha néo foi revelada nas fracgdes, sugerindo tratar-se de
um alcal6ide pouco estavel. O aparecimento de cor alaranjada e castanha com os reagentes de
revelagdo mencionados anteriormente vai de acordo com o previsto por Waksmundzka-Hajnos e
colaboradores (2008) e Ahmad e colaboradores (2017). Além disso, a natureza quimica dos
compostos que apresentam a coloracdo alaranjada € explicada por Raal e colaboradores (2020),
que explicam a quimica do reagente de Dragendorff, preparado a partir da dissolugéo de oxinitrato
de bismuto (BisO4(HO)4(NO3)6.H-0) em uma solucdo acida diluida (frequentemente de acido

acetico ou acido tartarico) e a subsequente mistura dessa com uma solugdo concentrada de iodeto
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de potéssio (KI). A formacéo do reagente é descrita pelas equacfes 1 e 2, onde na equacgéo 1 ocorre
a formagdo do Bils, um precipitado escuro, que depois reage com excesso de ies iodeto (1) e

forma o complexo castanho-claro sollvel tetraiodobismutato de potéassio (KBilas).
Bi3+(aq) + 3KI(aq) e BII3(S) + 3K+(aq) Equa(;ﬁo 1
BII3(S) + KI(aq) _— KBII4(aq) Equag:ﬁo 2

A formacéo do precipitado entre o reagente de Dragendorff e os alcaldides pode ser explicada com
base nas equaccdes 3 e 4. A equacao 3 reflecte o processo natural que ocorre de modo a formar sal
de amonio, pois muitos alcaldides nas plantas existem na forma de sais de amonio. A equagdo 4
reflecte a formacgdo do precipitado entre o reagente de Dragendorff e os alcaldides. Dependendo
da natureza do alcaléide, o precipitado pode apresentar coloragdo amarela, laranja e castanha (Raal
et al., 2020).

R;N + HX ——» [R3NHI'X Equacio 3
[R;NH]"X™  + KBil, —— [R;NH]'[Bil]7 + KX  Equacio4

Nos compostos fendlicos, o teste fitoquimico preliminar revelou a presenca de flavondides em
todas as partes do fruto de T. elegans. A presenca de flavondides em todas as partes do fruto foi
confirmada por TLC, onde se eluiu com as solugdes AcOEt:piridina:dgua:metanol (16:4:2:1) e
CHCI3:MeOH (9:3). Todas as manchas observadas no EBCV foram observadas na fracgéo
cloroférmica, 1 na fraccdo de n-hexano, 2 na fracgédo de acetato de etilo e 1 na fraccdo de n-butanol.
Todas as manchas observadas no EBCM foram observadas na fraccdo de acetato de etilo e na
fraccdo de n-butanol, na fraccéo cloroférmica e na fraccdo aquosa observou-se apenas 1 mancha.
Todas as manchas observadas no EBPV foram observadas apenas na fraccéo cloroférmica, nas
fraccdes subsequentes observou-se apenas 1 mancha em cada uma delas. A mancha observada no
EBP M foi observada também na fraccdo cloroférmica e na fracc¢éo de acetato de etilo. Quanto as
manchas observadas no EBSM, elas foram todas apenas observadas na frac¢éo cloroformica e 1
na fracgdo de n-butanol. Duas das manchas observadas no EBCV e no EBCM para ambos 0s
sistemas de eluicdo, 2 e 3 no EBCV e no EBPV e 1 no EBCM e no EBSM, possuem 0 mesmo
valor de Rf, sugerindo serem os mesmos flavonoides. As coloragdes das manchas observadas que
sugerem a atribuicdo dos picos aos flavonoides foram amarela escura, verde, azul e vermelha, e a

cor vermelha resulta da reaccdo entre a vanilina e os flavondides catéquicos em meio acido,
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conforme descrito por Waksmundzka-Hajnos e colaboradores (2008). Os resultados obtidos
sugerem a presenca de varios tipos de flavonoides e as suas respectivas afinidades quimicas

(polaridade) para com os solventes organicos.

A razdo de se ter eluido com duas solugdes de eluicdo diferentes é o facto de os flavondides
glicosidicos serem facilmente eluidos com o sistema de eluicdo AcOEt:piridina:agua:metanol
(16:4:2:1 viv) e os flavonoides ndo polares e apolares serem facilmente eluidos com o sistema de
eluicdo pouco polar CHCI3:MeOH (9:3 v/v), conforme descrito por Waksmundzka-Hajnos e
colaboradores (2008).

Além dos flavondides, as lignanas sdo outra classe dos compostos fendlicos revelada por TLC. As
manchas observadas nos extractos EBCV, EBCM e EBPM foram todas observadas nas suas
respectivas fracgdes cloroférmica e de acetato de etilo. Quanto ao EBS M, todas as manchas foram
observadas na fraccdo de acetato de etilo e 1 na fraccao cloroférmica. O EBPV e suas frac¢Bes ndo
apresentaram manchas no vapor de iodo, sugerindo auséncia de lignanas. De todas as manchas
observadas nos extractos, apenas uma, observada no EBCMe no EBS M, apresentou valores de Rf
semelhantes, o que sugere que de todas elas apenas duas séo da mesma lignana. A revelagdo foi
feita usando dois reveladores que sdo a solucdo metanolica de &cido sulfurico a 10% e o vapor de
iodo, respectivamente. Com o primeiro revelador as manchas consideradas, sob lampada UV a 254
nm, apresentaram uma coloracdo azul-violeta e com o segundo revelador apresentaram uma
coloragédo castanha. As cores observadas nas manchas com os dois reveladores estédo de acordo
com aquelas previstas por Waksmundzka-Hajnos e colaboradores (2008).

Para a deteccdo dos triterpendides no geral aplica-se o reagente vanilina-acido sulfarico, que da
coloracdo azul, azul-violeta ou amarela. Apenas os triterpenos, os esterdides e as cucurbitacinas
déo cor quando se usa o reagente de Liebermann-Burchard, onde apresentam cor azul, verde, rosa,
castanha e amarela na luz visivel. Os glicosidos cardiacos (cardenolidas) dao cores na gama de
azul a violeta avermelhada com o reagente de Kedde. Os triterpenos e os esterdides dao cor rosa
roxa e violeta avermelhada com o cloreto de antiménio (111) (reagente de Carl-Price). Ndo existem
muitos reagentes selectivos para a revelagdo dos compostos destas categorias, por isso a fase movel
tem um papel decisivo em relagdo a classe a ser detectada. As bufadienolidas sdo reveladas pelo

reagente de Carr-Price, porque o que determina a natureza delas é a fase mével pois ela depende
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das propriedades quimicas das bufadienolidas, que sao ligeiramente diferentes das propriedades
das outras classes dentro da mesma categoria (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008). O mesmo
acontece com as brassinolidas, que sdo detectadas com o reagente de Liebermann-Burchard
(Kanwar et al., 2017).

Nas manchas sobre triterpenoides e esterdides reveladas nos extractos hidrometanolicos brutos,
duas do EBCM e duas do EBPM apresentaram Rfs semelhantes. As manchas do EBCV foram
observadas em todas as suas fraccGes, mas nenhuma das frac¢des apresentou todas. As manchas
do EBCM foram observadas apenas nas frac¢fes cloroférmica, de acetato de etilo e aquosa. As
manchas do EBP M foram observadas apenas nas frac¢cdes de n-hexano, cloroférmica e aquosa. As
manchas do EBPV foram observadas nas frac¢6es cloroférmica, de acetato de etilo, n-butandlica
e aquosa, mas nenhuma das fraccOes apresentou todas as manchas. As manchas reveladas
apresentaram colorac@es correspondentes a faixa espectral rosa com o reagente de Vanilina-HsPO4
e azul com o reagente de Liebermann-Burchard, concordando com o previsto por Waksmundzka-

Hajnos e colaboradores (2008).

As brassinolidas foram reveladas pelo reagente de Liebermann-Burchard e identificadas na casca
verde, polpa verde e na polpa madura. Os EBCV e EBPV revelaram apenas uma mancha, amarela
e violeta, respectivamente. Os outros extractos brutos ndo apresentaram manchas caracteristicas,
mas as fracgdes do EBPM apresentaram. Ademais, a fraccdo cloroférmica do EBCV apresentou 3
manchas verdes e duas rosas e a fraccdo de acetato de etilo apresentou uma mancha verde, a fraccao
cloroférmica do EBPV apresentou duas manchas amarelas, a frac¢do de n-hexano e a fraccao de
acetato de etilo do EBPM também apresentaram uma mancha amarela com Rfs semelhantes. As
cores das manchas sdo semelhantes a aquelas obtidas por Kanwar e colaboradores (2017). Dois
valores de Rf identificados na casca verde séo semelhantes a dois valores identificados na polpa
verde e um identificado na polpa madura, sugerindo tratar-se do mesmo brassinolida ou de
estruturas quimicamente semelhantes. As bufadienolidas foram reveladas com o reagente de Carr-
Price e foram identificadas no EBCM, EBPV, EBPM e EBSM. Quanto ao EBCV, duas manchas
foram identificadas na sua fracgéo cloroférmica, sugerindo a presenca de bufadienolidas, embora
néo tenham sido identificadas no extracto bruto. A mancha identificada no EBC M foi identificada
nas suas fracgdes cloroférmica e de acetato de etilo, as manchas identificadas no EBPV e no EBPM

foram também identificadas na frac¢do cloroférmica e a mancha observada no EBSM foi
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identificada nas frac¢des cloroférmica, de acetato de etilo e n-butanélica. Uma mancha do EBPV
apresentou Rf semelhante ao de uma mancha observada no EBSM, sugerindo tratar-se de
bufadienolidas estruturalmente semelhantes. Todas as manchas observadas apresentaram
coloracdo rosa, com a excepcdo de uma que foi verde, sendo ambas as cores consideradas
indicadoras da presenca de bufadienolidas de acordo com Waksmundzka-Hajnos e colaboradores
(2008).

Os glicosidos cardiacos foram revelados com o reagente de Kedde e identificados na fraccao
cloroférmica do EBCV e nas fracgdes de n-hexano, cloroférmica e de acetato de etilo do EBCM.
Dois valores de Rf de manchas identificadas na fraccdo cloroférmica do EBCV sdo semelhantes
aos valores de Rf de manchas identificadas nas fraccdes de EBCM, sugerindo tratar-se de
glicdsidos cardiacos estruturalmente semelhantes. Duas das trés manchas identificadas na fraccéo
cloroférmica do EBCV apresentaram coloragdo verde e a outra rosa. As manchas das frac¢des do
EBC M apresentaram as mesmas cores e mais uma castanha. Os resultados obtidos estdo de acordo

com o previsto por Waksmundzka-Hajnos e colaboradores (2008).

Nos testes fitoquimicos preliminares, ha maior probabilidade de obtencdo de resultados falso-
positivos do que nos testes por TLC. Esse fendmeno pode dever-se a presenca de compostos
diferentes que podem reagir no teste de analise fitoquimica preliminar, dando resultado falso-
positivo, o que ndo acontece na TLC, pois a técnica de TLC possui maior selectividade e limite de
deteccdo em relacdo ao método colorimétrico classico, que trabalha com uma matriz muito

complexa da amostra (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Dentre todas as classes investigadas, acetogeninas, cumarinas, antraquinonas e iridéides ndo foram
detectadas nos extractos brutos ou suas frac¢oes. Pallant e colaboradores (2012) realizaram estudo
fitoquimico nas cascas da raiz de T. elegans e tiveram resultado positivo em relagdo a presenca de
cumarinas, alcaloides, 0leos essenciais, esteroides, flavonoides e outros fendis, divergindo dos
resultados obtidos no presente trabalho em relacdo & presenca de cumarinas. Os alcaloides
inddlicos sdo a subclasse fitoquimica predominante ndo somente nas espécies do género
Tabernaemontana mas também na familia Apocynaceae, exibindo diversas e variadas actividades

farmacologicas (Bapela et al., 2018; Ferreira e Paterna, 2019; Mansoor et al., 2009a; Mansoor et
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al., 2009b; Naidoo et al., 2021; Pallant et al., 2012; Paterna et al., 2016; Pergher et al., 2019;
Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008).

A fraccdo cloroférmica apresentou o maior nimero de metabdlitos secundarios, enquanto a fracgéo
aquosa residual apresentou o menor numero. A fraca presenca dos metabolitos secundarios
observada na fraccdo aquosa remanescente pode ter sido influenciada pelo longo processo de
separacao liquido-liquido, durante o qual grande parte dos metabélitos foi extraida pelos solventes
precedentes, mas também podendo ter dado origem a eventuais degradac6es. Além disso, sendo o
ponto de ebulicdo da agua relativamente alto, a concentragdo da fraccéo foi de dificil obtencéo, o
que pode ter aumentado a probabilidade de formacdo de produtos indesejaveis, bem como a
decomposicdo ou isomerizacdo de compostos presentes na mesma fraccdo (Jones e Kinghorn,
2005).

Andlise qualitativa por GC-MS

A andlise por GC-MS foi realizada para as fraccdes alcaloidicas do EBCV, EBCM e EBSM e
revelou 6, 3 e 9 compostos nitrogenados, respectivamente. Foram identificados no total 15
compostos nitrogenados estruturalmente diferentes, pois os 3 compostos identificados na FACM
também foram identificados na FACV, conforme mostram as figuras 13 e 14. Os compostos 7 e
15, que séo éster metilico do acido 12-metoxiibogamina-18-carboxilico e éster metilico do acido
(20a)-19,20-dihi dro-3-oxovobasan-17-oico, comumente designados de voacangina e dregamina,
respectivamente, ja foram identificados como alcal6ides maioritarios nas cascas da raiz de T.
elegans (Ferreira e Paterna, 2019; Pallant et al., 2012). A dregamina também foi isolada das folhas
de T. elegans (Van Beek et al., 1984; Van Der Heijden et al., 1986). Os compostos 1, 2 e 7, éster
metilico do acido 4-demetil-3-oxovobassan-17-0ico (perivina), ibogamina e voacangina, foram
identificados nas folhas, caule e sementes de Tabernaemontana dichotoma, respectivamente
(Perera et al., 1985). A perivina também ja foi isolada das raizes de Tabernaemontana holstii por
Kingston e colaboradores (1977) e das folhas de Catharanthus lanceus e em algumas partes de
Catharanthus roseus por Farnsworth e colaboradores (1963). A voacangina também foi isolada de
Tabernaemontana salzmannii, Tabernaemontana catharinensis, Tabernaeemontana angulata,
Tabernaemontana hystrix, Tabernaemontana heterophylla e Tabernaemontana laeta (Marinho et
al., 2016). O composto 3, éster metilico do acido (20,3p,50,12p3,190,20R)-2,20-
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cicloaspidospermidina-3-carboxilico (vindolinina), foi também isolado das folhas de
Catharanthus lanceus por Maloney e colaboradores (1968), que também citaram que
anteriormente ele foi isolado de Catharanthus roseus. O composto 4, acetato de sarpagan-17-ol,
também designado de normacusina B, foi isolado de Rauvolfia bahiensis por Kato e colaboradores
(2002). De referir que os géneros Catharanthus e Rauvolfia fazem parte também da familia
Apocynaceae, sustentando o que ja foi afirmado quanto a composic¢éo fitoquimica convergente em
relacdo aos alcaldides dentro dessa familia. Muitos desses alcaldides foram identificados em
diversas espéecies nao s6 dentro dessa familia, como acontece também com Tabernanthe e
Voacanga, mas também dentro do géenero. Do género Tabernanthe, o alcaléide mais marcante é a
ibogaina, isolado da Tabernanthe iboga e, do género Voacanga, o alcaldide mais marcante € a

voacangina, isolado da Voacanga africana (Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008).

Mais de 67 espécies do género Tabernaemontana foram investigadas para alcal6ides indolicos,
onde se isolou 470 e, destes, aproximadamente 240 possuem bases estruturalmente diferentes.
Devido a semelhancas estruturais notadas nos alcaldides isolados, concluiu-se que os alcaldides
inddlicos séo a principal classe de alcaldides dentro do género (Silveira et al., 2017; Marinho et
al., 2016; Zhu et al., 1990) citados por (Naidoo et al., 2021).

Todos os alcaldides indolicos sdo biogeneticamente derivados do triptofano e, portanto, contém
dois atomos de nitrogénio, um dos quais esta contido dentro da parte de cinco membros do nucleo
indol. Em alguns casos, nomeadamente os alcaldides farmaceuticamente importantes, como a
quinina, o anel de cinco membros € expandido pela inclusdo de um carbono extra e os alcal6ides
sdo quimicamente classificados como quinolinas em vez de indoles, embora as suas origens

biogenéticas sejam as mesmas (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Alguns dos alcal6ides identificados nesse trabalho pertencem aos trés tipos principais de alcal6ides
inddlicos reconhecidos pela maioria dos quimicos de produtos naturais, embora sejam conhecidos
varios outros alcaldides indélicos que nédo se ajustam perfeitamente nessas trés categorias. As trés
categorias principais sdo os indoles simples que sdo formados a partir de triptofano sem a adicéo
de outras fracgbes C-esqueléticas, 0s congéneres triptamina-aminoacido encontrados
particularmente em fungos como ergot (por exemplo, ergotamina), e 0 maior grupo, onde o

esqueleto do triptofano estd ligado a uma unidade monoterpénica derivada do iriddide
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secologanina. Devido aos diferentes rearranjos da porcao iridoide ap6s a conjugacao, trés grupos
principais deste tipo de alcaldide indol sdo geralmente reconhecidos, sendo estes o tipo Corynanthe
(compostos 1 e 15), o tipo Iboga (compostos 2 e 7) e o tipo Aspidosperma (composto 3). Em alguns
casos dois tipos estdo ligados entre si para formar bisindois (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Uma incrivel variedade de estruturas pertencentes a este grupo foi determinada nos ultimos 50
anos e todos eles surgem de uma condensacdo do tipo Mannich entre a triptamina e a secologanina,
com subsequente rearranjo dos componentes iriddides. Estes alcaldides sdo frequentemente
encontrados em diversos géneros das familias Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae das

Gentianales, sendo o tipo Iboga restrito para a Apocynaceae (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).
5.1.2. Analise fitoquimica quantitativa

Os resultados da andlise fitoquimica quantitativa dos extractos de T. elegans para fendis totais,
flavondides totais, alcaldides, carbohidratos e lipidos estdo resumidos na Tabela 9.

Compostos fendlicos

O teor de fendis totais em todos os extractos variou de 21,091 + 0,196 a 43,002 £ 0,327 mgeAG/g
do extracto seco. O EBPM exibiu a menor quantidade de fendis totais em compara¢do com 0s
demais extractos e 0 EBSM exibiu a maior quantidade. O teor de fendis totais em todos 0s extractos
diminuiu na seguinte ordem: EBSM > EBCV > EBCM > EBPM.

O teor de flavonoides totais em todos os extractos variou de 9,609 £ 0,290 a 26,521 + 2,027
mgER/g do extracto seco. O EBPM exibiu a menor quantidade de flavondides totais em
comparacdo com os demais extractos e 0 EBCV exibiu a maior quantidade. O teor de flavonoides
em todos o0s extractos decresceu na seguinte ordem: EBCV > EBSM > EBCM > EBPM.

Os compostos fendlicos sdo principalmente encontrados na casca de frutos e nas sementes. A
maioria das sementes contém grande quantidade de 6leos polinsaturados e antioxidantes fenolicos
necessarios para proteger os acidos gordos poliinsaturados do 6leo contra a autooxidacdo até a
proxima safra. Durante o processamento das sementes oleaginosas, antioxidantes menos polares

sdo co-extraidos com o Gleo, enquanto antioxidantes mais polares insollveis no solvente de
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extraccdo permanecem. Essa € a razdo mais presumivel do facto de haver muita quantidade de

fenois totais nas sementes (Harborne e Williams, 2000; Oksana et al., 2012).

Os flavondides s&o os principais responsaveis pela proteccao das plantas contra a luz ultravioleta.
Assim, a casca verde apresentou o maior teor de flavondides totais presumivelmente porque é mais
propensa a radiacéo ultravioleta em comparacdo com a polpa e as sementes (Harborne e Williams,
2000). A razdo de a casca verde conter maior teor de flavondides em comparacdo com a casca
madura deve-se a proteccao do processo de frutificacdo. A frutificacdo refere-se ao estado em que
uma planta é capaz de florescer, produzir frutos e também leva-los & maturidade. O fruto maduro
ndo precisa mais de proteccdo rigorosa outrora prestada durante o processo de frutificacdo, por

isso alguns flavonoides protectores podem ser metabolizados (Nelson e Cox, 2014).
Alcaldides

O teor de alcaldides totais em todos os extractos variou de 13,214 + 1,337 a 27,592 + 1,590 mgEE/g
do extracto seco. O EBCM exibiu a menor quantidade de alcal6ides em comparagcdo com os demais
extractos e o EBCV exibiu a maior quantidade. O teor de alcaldides em todos os extractos
decresceu na seguinte ordem: EBCV > EBSM > EBCM.

Acredita-se que o sabor amargo dos alcaldides actua como um impedimento alimentar aos
mamiferos, insectos e microorganismos, pois muitas vezes estdo concentrados em partes da planta
vulneraveis a ataques (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008). Podemos associar 0 maior teor de
alcal6ides na casca verde e nas sementes devido a maior necessidade de proteccao até a maturidade
no caso da casca verde e protec¢do da continuidade da espécie no caso das sementes (Marinho et
al., 2016; Naidoo et al., 2021; Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Lipidos

O teor de lipidos em todos os extractos variou de 251,012 + 4,839 a 429,442 + 1,856 mgEQOS/g do
extracto seco. O EBPM exibiu a menor quantidade de lipidos em comparagdo com os demais
extractos e 0 EBSM exibiu a maior quantidade. O teor de lipidos em todos os extractos decresceu
na seguinte ordem: EBSM > EBCM > EBCV > EBPM.
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As sementes dos frutos sdo compostas por agua, proteinas, carbohidratos, lipidos, cinzas, fibras e
minerais. A composicdo quimica das sementes é determinada por factores genéticos, ambientais e
agronomicos e varia de acordo com a espécie (origem boténica). Os lipidos representam uma
parcela significativa da composic¢do quimica das sementes de frutos. Descobriu-se que o teor de
6leo das sementes de frutos variade 1,1 a 1,9% (em sementes de abacate) para 78,9% (em sementes
de lim&o) enquanto na maioria das sementes de frutos, o teor de éleo é proximo de um terco do
seu peso seco (Alves et al., 2020). O 6leo é uma forma concentrada de energia e as sementes
precisam de reservas de energia para germinar e crescer nas primeiras fases de desenvolvimento,
antes que possam produzir sua prépria energia por meio da fotossintese, sendo essa uma das razdes

para o acimulo de quantidades significativas de 6leo nas sementes (Nelson e Cox, 2014).
Carbohidratos

O teor de carbohidratos em todos os extractos variou de 831,759 + 3,275 a 185,454 + 2,500
mgEA/g do extracto seco. O EBCM exibiu a menor quantidade de carbohidratos em comparacao
com os demais extractos e 0 EBPM exibiu a maior quantidade. O teor de lipidos em todos os
extractos decresceu na seguinte ordem: EBPM > EBCV > EBSM > EBCM. Os carbohidratos séo
as biomoléculas mais abundantes e exercem muitas fun¢Ges no organismo dos seres vivos, como
armazenamento e transporte de energia (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008). Com isso, conclui-
se que o EBPM é uma boa fonte de energia e, julgando pelos resultados da analise fitoquimica
qualitativa, ndo representa riscos a salde porque ndo possui alcaldides, taninos, saponinas nem
glicésidos cardiacos, que sdo factores antinutricionais dos alimentos (Harborne e Williams, 2000;
Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

5.2. Correlacao de Pearson

De acordo com as correlagdes de Pearson que sdo mostradas na tabela 15 observou-se uma
distingdo das mesmas pela sua magnitude (fortes e fracas). Mukaka (2012) afirma que existe uma
escala de valores absolutos para o coeficiente de correlagéo de Pearson, em que, se o valor de r
estiver entre 0,00 — 0,19 a correlacdo é muito fraca, entre 0,20 — 0,39 é fraca, entre 0,40 — 0,59 é

moderada, entre 0,60 — 0,79 é forte e entre 0,80 — 1,0 € muito forte.
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5.3. Actividade antioxidante in vitro

Os resultados da actividade antioxidante in vitro dos extractos brutos e das frac¢Ges alcaloidicas
de T. elegans estdo resumidos nas tabelas 10 a 14. Apds a aplicacdo do teste de Tukey a 95% de
nivel de confianga, a actividade antioxidante entre os extractos brutos e as fraccGes alcaloidicas

foi significativamente diferente nos trés métodos.
5.3.1. Método de eliminac&o do radical DPPH

Os resultados da actividade antioxidante pelo método de DPPH encontram-se na tabela 10. O
EBCM apresentou a percentagem de inibicdo (ICso) mais baixa e 0 EBCV apresentou 1Cso mais
elevado. Os valores de 1Cso nos extractos brutos aumentaram na seguinte ordem: EBCV < EBPM
<EBSM< EBCM. Isso significa que a actividade antioxidante diminuiu na seguinte ordem: EBCV
> EBPM > EBSM > EBCM. Esta tendéncia é divergente a tendéncia do teor de fenois totais e
também a dos flavondides, mas convergente a tendéncia do teor de alcal6ides, no caso do EBCV,
EBCMe EBSM. Isso gerou a necessidade de verificar se os alcal6ides presentes nesses extractos
possuem poder antioxidante, por isso fez-se extraccao acido-base para isolar os alcaldides e validar
0 seu poder antioxidante. No estudo, todas as fraccBes alcaloidicas apresentaram actividade
antioxidante mais elevada em comparacdo com a do EBPM, EBSMe EBCM, ficando apenas atras
da actividade antioxidante do EBCV. A FACV e a FACM apresentaram valores de ICso
semelhantes e ligeiramente maiores que o valor da FASM. As figuras Al, A2 e A3, em conjunto
com a tabela 15, mostram a correlagdo entre a actividade antioxidante pelo método de DPPH e os
teores de fendis totais, flavonoides totais e alcaldides, respectivamente. Nessas figuras, pode-se
ver que a correlacdo com o teor de fenois totais € moderada, com o teor de flavondides totais é

fraca, contrariamente ao que acontece com o teor de alcaldides, onde a correlacdo é muito forte.
5.3.2. Método de poder de reducéo do ido ferrico (FRAP)

Os resultados da actividade antioxidante pelo método de poder de reducdo do ido férrico
encontram-se nas tabelas 11 e 12. Assim como no método de DPPH, o EBCV apresentou a maior
actividade antioxidante e 0 EBC M a menor, em termos de M equivalentes de Fe?*. Os valores de
UM equivalentes de Fe?* nos extractos brutos aumentaram na seguinte ordem: EBCM < EBSM <
EBPM < EBCV. Esses valores reflectem a ordem decrescente da actividade antioxidante obtida
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pelo método de DPPH, que é: EBCV > EBPM > EBSM > EBCM. As fraccdes alcaloidicas de
EBCV, EBCM e EBSM apresentaram valores de pM equivalentes de Fe?* semelhantes entre si e
superiores aos valores obtidos nos extractos brutos. As figuras A4, A5 e A6, em conjunto com a
tabela 15, mostram a correlacdo entre a actividade antioxidante pelo método de FRAP e os teores
de fenais totais, flavonoides totais e alcaloides, respectivamente. Nessas figuras, pode-se ver que
a correlacdo com o teor de fendis totais e flavonoides totais é fraca, contrariamente ao que acontece

com o teor de alcalGides, onde a correlacdo € muito forte.
5.3.3. Método de reducao do &cido fosfomolibdico

Os resultados da actividade antioxidante pelo método de poder de reducédo do acido fosfomolibdico
encontram-se nas tabelas 13 e 14. Contrariamente aos resultados dos dois métodos anteriores, neste
método o EBSM apresentou a maior actividade antioxidante e o EBCM a menor, em termos de
pg/mL equivalentes de acido ascdrbico. Os valores de pg/mL equivalentes de &cido ascérbico nos
extractos brutos aumentaram na seguinte ordem: EBCM < EBCV < EBPM < EBSM. Esses valores
reflectem a seguinte ordem decrescente da actividade antioxidante: EBSM > EBPM > EBCV >
EBCM. As fracgdes alcaloidicas de EBCV e EBCM apresentaram valores de pg/mL equivalentes
de &cido ascorbico semelhantes entre si e ligeiramente maiores ao valor da FASM. As figuras A7,
A8 e A9, em conjunto com a tabela 15, mostram a correlacdo entre a actividade antioxidante pelo
método de &cido fosfomolibdico e os teores de fendis totais, flavonoides totais e alcaloides,
respectivamente. Nessas figuras, pode-se ver que a correlacdo com o teor de fendis totais é
moderada, com o teor de flavondides totais € muito fraca e com o teor de alcaldides é fraca.

Os compostos fendlicos sdo considerados 0s mais importantes antioxidantes de materiais vegetais.
Constituem um dos principais grupos de compostos que actuam como antioxidantes primarios. A
actividade antioxidante dos compostos fendlicos baseia-se na sua capacidade de doar &tomos de
hidrogénio aos radicais livres. Eles possuem propriedades estruturais ideais para eliminacéo de
radicais livres. Diferentes relatos séo encontrados na literatura, segundo os quais alguns autores
sugeriram correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos, e outros ndo
encontraram tal correlagdo. A falta de correlagéo forte entre o teor de fenois totais e flavonoides
totais e a actividade antioxidante confirma que eles ndo séo os Unicos contribuintes na actividade

antioxidante (Sulaiman et al., 2011). De facto, no método de DPPH e no método de poder de
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reducdo do ido férrico, observou-se uma correlacdo muito forte entre o teor de alcaldides e a
actividade antioxidante. A forte correlagéo entre o teor de alcaldides com a actividade antioxidante
sugere uma influéncia muito mais forte dos alcaldides em relacdo aos compostos fenolicos na
actividade pelos dois métodos, revelando a importancia farmacoldgica dos alcaldides do fruto de
T. elegans. Essa sugestdo é reforcada pelo facto de as frac¢bes alcaloidicas apresentarem maior

actividade antioxidante em relacdo aos extractos brutos pelo método FRAP.

Nicola e colaboradores (2013) investigaram a actividade antioxidante da fraccao alcaloidica e do
extracto etandlico das folhas e caule de T. catharinensis pelo método de DPPH e encontraram um
ICso igual a 37,18 pg/mL para a fraccdo alcaloidica e 74,69 ug/mL para o extracto etanolico. Esses

resultados confirmam a natureza antioxidante dos alcaldides encontrados nesse género.

No método de poder de reducdo do &cido fosfomolibdico, a falta de correlacdo da actividade
antioxidante com o teor de fendis totais, flavondides totais e alcaldides confirma que eles ndo séo
0s Unicos contribuintes na actividade antioxidante por esse método. Prieto e colaboradores (1999)
afirmam que o método de poder de reducdo do acido fosfomolibdico é sensivel a antioxidantes
lipofilicos e hidrofilicos e permite avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura complexa
de compostos. Isso justifica a razao da falta de correlagdo, porque o método € sensivel a uma gama
de antioxidantes de diferentes naturezas, dando pouco destaque a classes singulares.

O tipo e a quantidade de compostos fenolicos e a presenca de antioxidantes nao fendlicos também
podem contribuir para a actividade antioxidante dos extractos. Antioxidantes nao-fendlicos, como
vitamina C, vitamina E e beta-caroteno também podem ser responsaveis pela actividade
antioxidante (Sulaiman et al., 2011).

A actividade antioxidante de T. elegans no geral ainda ndo foi muito investigada. O Unico estudo
reportado foi feito por Pallant e Steenkamp (2008), onde avaliaram a actividade antioxidante do
extracto aquoso da raiz de T. elegans usando o método de eliminacdo do radical anido ABTS. O
extracto apresentou actividade antioxidante fraca, com valor de capacidade antioxidante
equivalente de Trolox de 0,07 mg/mL.

Dos alcaloides identificados, alguns ja foram investigados sobre a actividade antioxidante. A
vindolinina apresentou actividade antioxidante com I1Csg de 165,5 uM pelo método de DPPH
(Macakova et al., 2019) e a voacangina, na concentragdo de 1 mg/mL, pelo método de DPPH,

apresentou percentagem de inibigcdo de 78% (Marinho et al., 2016).
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

6.1. Conclusdes

Os resultados da andlise fitoquimica qualitativa permitem concluir que os extractos brutos de todas
as partes do fruto contém fendis e flavondides. A casca verde, a casca madura, as sementes
maduras e a polpa madura contém lignanas. A casca verde, a casca madura, a polpa verde e a polpa
madura contém triterpendides e esteroides, enquanto que as sementes maduras contém somente
esterdides. A casca verde, a casca madura, as sementes maduras e a polpa verde contém alcaldides
e saponinas. As antraquinonas, acetogeninas, cumarinas e os iridoides ndo foram detectados. A

maioria dos metabolitos presentes foram identificados na fraccéo cloroformica.

Os resultados da analise fitoquimica quantitativa permitem concluir que o extracto bruto das
sementes maduras contém maior teor de fenois e de lipidos, o extracto bruto da casca verde contém
maior teor de flavonoides e de alcalbides e o0 extracto bruto da polpa madura contém maior teor de

carbohidratos.

Os resultados da avaliacdo da actividade antioxidante pelos métodos de reducdo de radical DPPH,
reducdo do acido fosfomolibdico e reducdo de ido férrico permitem concluir que o extracto bruto
da casca verde possui maior actividade antioxidante quanto a reducdo do DPPH e do ido férrico e
0 extracto bruto das sementes maduras possui maior actividade antioxidante quanto a reducéo do
acido fosfomolibdico. As frac¢oes alcaloidicas possuem maior actividade antioxidante em relacédo

aos extractos brutos quanto a reducdo do acido fosfomolibdico e do ido férrico.

Na correlacdo entre os teores de fenois totais, flavonoides totais e alcaldides com a actividade
antioxidante pelos 3 métodos, conclui-se que existe uma correlacdo muito forte entre o teor de
alcal6ides e o poder de reducdo do DPPH e do ido férrico. Esse facto permite concluir também que
a participacdo dos alcaldides na actividade antioxidante dos extractos brutos pelos 2 métodos é

muito importante. Nos outros casos a correlagdo, em média, é fraca.

Julgando pelos resultados, conclui-se que todas as partes do fruto de T. elegans apresentam
propriedades antioxidantes, podendo oferecer protec¢do contra radicais livres, além de ser uma

importante e promissora fonte de antioxidantes naturais.
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6.2. Recomendacoes

Recomenda-se:

O estudo da actividade antimicrobiana das fraccGes alcaloidicas de extractos

hidrometandlicos brutos da casca verde, casca madura, polpa madura e sementes maduras

do fruto de T. elegans;

= O estudo fitoquimico do latex e do 6leo das sementes de T. elegans;

= A obtencéo dos extractos e fraccOes de T. elegans usando outros solventes ou técnicas de
extracgéo;

= O estudo toxicoldégico que forneca um embasamento cientifico para o uso seguro dos

extractos desta espécie.
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ANEXOS

Anexo A: correlagdo entre fendis totais, flavondides totais, alcaloides e

actividade antioxidante

I. Método de DPPH
Fenois totais

Tabela Al: Correlacdo entre actividade a antioxidante e o teor de fendis totais nos extractos brutos
pelo método de DPPH

Extracto Fendis totais (MgEAG/Q) 1Cs0
EBCV 38,468 56,743
EBCM 25,125 112,481
EBPM 21,091 80,561
EBSM 43,002 83,791
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Figura Al: gréfico de correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de fenois totais nos
extractos brutos pelo método de DPPH

Flavondides totais

Tabela A2: Correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de flavondides totais nos extractos
brutos pelo metodo de DPPH

Extracto Flavonoides totais I1Cso
(mgER/Q)
EBCV 26,521 56,743
EBCM 18,208 112,481
EBPM 9,609 80,561
EBSM 24,640 83,791
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Figura A2: grafico de correlagdo entre a actividade antioxidante e o teor de flavonoides totais nos
extractos brutos pelo método de DPPH

Alcalbides

Tabela A3: Correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de alcal6ides nos extractos brutos
pelo método de DPPH

Extracto Alcalbides (mgEE/qQ) 1Cs0
EBCV 27,592 56,743
EBCM 13,214 112,481
EBSM 23,129 83,791
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Figura A3: grafico de correlagdo entre a actividade antioxidante e o teor de alcaldides nos
extractos brutos pelo método de DPPH



Método FRAP
Fendis totais

Tabela A4: Correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de fenadis totais nos extractos brutos
pelo método FRAP

Extracto (140 pg/mL) Fendis totais (MgEAG/g) UM equivalentes de Fe*
EBCV 38,468 71,083
EBCM 25,125 29,355
EBPM 21,091 60,167
EBSM 43,002 53,187
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Figura A4: gréfico de correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de fenois totais nos
extractos brutos pelo método FRAP

Flavondides totais

Tabela A5: Correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de flavondides totais nos extractos
brutos pelo método FRAP

Extracto (140 pg/mL) Flavonadides totais UM equivalentes de Fe?*
(mgER/g)
EBCV 26,521 71,083
EBCM 18,208 29,355
EBPM 9,609 60,167
EBSM 24,640 53,187
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Figura A5: grafico de correlagdo entre a actividade antioxidante e o teor de flavonoides totais nos
extractos brutos pelo método FRAP

Alcalbides

Tabela A6: Correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de alcal6ides nos extractos brutos
pelo método FRAP

Extracto (140 pg/mL) Alcaloides (mgEE/qQ) UM equivalentes de Fe?*
EBCV 27,592 71,083
EBCM 13,214 29,355
EBSM 23,129 53,187
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Figura A6: grafico de correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de alcaldides nos
extractos brutos pelo método FRAP



Il.  Maétodo de Acido Fosfomolibdico
Fendis totais

Tabela A7: Correlagdo entre a actividade antioxidante e o teor de fendis totais nos extractos brutos
pelo método de acido fosfomolibdico

Extracto (140 pg/mL) Fendis totais (MgEAG/Q) Hg/mL equivalentes de AA
EBCV 38,468 6,684
EBCM 25,125 5,308
EBPM 21,091 10,138
EBSM 43,002 16,069
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Figura A7: gréfico de correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de fenois totais nos
extractos brutos pelo método de &cido fosfomolibdico

Flavondides totais

Tabela A8: Correlacéo entre a actividade antioxidante e o teor de flavondides totais nos extractos
brutos pelo método de acido fosfomolibdico

Extracto (140 pg/mL) Flavonoides totais ug/mL equivalentes de acido
(mgER/Q) ascorbico
EBCV 26,521 6,684
EBCM 18,208 5,308
EBPM 9,609 10,138
EBSM 24,64 16,069




=
(00]

:E 16 y = 0.0746x + 8.0771
@14 R2 =0.0141
812
& 10
S s
>
S 6
|
E 4
> 2

0

0 5 10 15 20 25 30

Teor de flavondides totais (MgER/q)

Figura A8: grafico de correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de flavondides totais nos
extractos brutos pelo método de &cido fosfomolibdico

Alcalbides

Tabela A9: Correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de alcal6ides nos extractos brutos
pelo método de acido fosfomolibdico

Extracto (140 pg/mL) Alcaléides (mgEE/qg) Hg/mL equivalentes de AA
EBCV 27,592 6,684
EBCM 13,214 5,308
EBSM 23,129 16,069
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Figura A9: grafico de grafico de correlacdo entre a actividade antioxidante e o teor de alcaldides
nos extractos brutos pelo método de acido fosfomolibdico



Anexo B: andlise fitoquimica quantitativa

Fendis totais

Tabela B1: Resultados da absorvancia do padrdo acido galico para a determinacéo de fendis totais
Réplicas  pg/mL  Absorvancia Média DP CV (%)
1 0,1468
1 0,1467 0,1468 5,8x10° 0,04
0,1468
0,2618
2 0,2620 0,2618  2x10* 0,08
0,2616
0,3509
3 0,3510 0,3509  1x10* 0,03
0,3508
0,4556
5 0,4554 0,4556 1,5x10* 0,03
0,4557
0,7890
10 0,7900 0,7890  1x103 0,13
0,7880

W NPFPOWDNPEFPWDNRERPOWODNPREPWDN

Tabela B2: Resultados da absorvancia dos brancos dos extractos brutos para a determinacao de
fendis totais

Branco Absorvancia Media DP CV (%)
EBCV 0,1234 0,1234 0,1233 0,1234  5,09x10° 0,04
EBCM  0,0669 0,0670 0,0668 0,0669 1x10° 0,15
EBPM  0,0562 0,0563 0,0562 0,0562  5,09x10° 0,09
EBSM  0,0750 0,0740 0,0750 0,0747  5,09x10* 0,68
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Figura B1: grafico da curva de calibracdo do padréo acido galico para o EBCV
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Figura B2: grafico da curva de calibracdo do padréo acido galico parao EBCM
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Tabela B3: Resultados da determinacéo do teor de fendis totais nos extractos brutos
Amostras Absorvancia Meédia DP mg de AG mgEAG/g Meédia DP CcVv

(%)
EBCV
1 0,2478 0,0192 38,498
2 0,2483 0,2477  6,56x10* 0,0193 38,645 38,468 0,191 0,26
3 0,2470 0,0191 38,262
EBCM
1 0,1868 0,0127 25,303
2 0,1855 0,1862 6,51x10* 0,0125 24936 25,125 0,183 0,35
3 0,1862 0,0126 25,134
EBPM
1 0,1679 0,0104 20,867
2 0,1690 0,1687 7x10* 0,0106 21,175 21,091 0,196 0,41
3 0,1692 0,0106 21,231
EBSM
1 0,2514 0,0215 43,011
2 0,2525 0,2514  1,15x103 0,0217 43,324 43,002 0,327 0,46
3 0,2502 0,0213 42,670

Flavondides totais

Tabela B4: Resultados da absorvancia do padrdo rutina para a determinacao de flavondides totais
Réplicas pg/mL  Absorvancia Média DP CV (%)

1 0,0779

1 0,0658 0,0779 0,007 9,12
0,0783
0,1290

2 0,1321 0,1321 0,006 4,76
0,1411
0,1892

5 0,1965 0,1892 0,008 4,18
0,1807
0,3489

10 0,3170 0,3170 0,017 5,06
0,3453
0,6389

20 0,6412 0,6409 0,001 0,20
0,6409
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Tabela B5: Resultados da absorvancia dos brancos dos extractos brutos para a determinacao de
flavonoides totais

Branco Absorvancia Media DP CV (%)
EBCV 0,0006 0,0006 0,0006 0,0006 0 0,00
EBCM  0,0534 0,0544 0,0526 0,0535 0,0009 1,69
EBPM  0,0013 0,0013 0,0014  0,0013  5,8x10° 4,33
EBSM  0,0030 0,0031 0,0030 0,0030  5,8x10° 1,90
0.7
= 06 y =0.0303x + 0.0388
g ' R2=0.9902
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Figura B5: grafico da curva de calibracdo do padréo rutina para o EBCV
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Tabela B6: Resultados da determinacéo do teor de flavonoéides totais nos extractos brutos

Amostra Absorvancia Meédia DP mgER mgER/g Média DP CV (%)
EBCV
1 0,3351 0,0978 24,447
2 0,3614 0,3602 0,025 0,1065 26,617 26,521 2,027 7,64
3 0,3842 0,1140 28,498
EBCM
1 0,2548 0,0685 17,115
2 0,2828 0,2676 0,014 0,0780 19,512 18,208 1,213 6,66
3 0,2651 0,0720 17,997
EBPM
1 0,1563 0,0385 9,637
2 0,1523 0,156 0,004 0,0372 9,307 9,609 0,290 3,01
3 0,1593 0,0395 9,884
EBSM
1 0,3298 0,0960 23,993
2 0,3256 0,3277 0,017 0,0946 23,647 24,640 1,430 5,80
3 0,3575 0,1051 26,279




Alcaléides

Tabela B7: Resultados da absorvancia do padrdo estricnina para a determinacéo de alcaloides

Réplicas

pg/mL

Absorvancia Média

DP

CV (%)

1

0,2725
0,2765
0,2784

0,2758

0,0030

1,09

10

0,4381
0,4380
0,4379

0,4380

1x10*

0,02

15

0,5564
0,5578
0,5598

0,5580

0,0017

0,31

20

0,6412
0,6424
0,6427

0,6421

0,0008

0,12

25

0,7383
0,7388
0,7369

0,7380

0,0010

0,13

30

0,9132
0,9115
0,9113

0,9120

0,0010

0,11

W NP WPNPEFPIWONPOLONPEPOWONPEPONDNPERPWDN

35

1,0211
1,0219
1,0169

1,0120

0,0027

0,26

Tabela B8: Resultados da absorvancia dos brancos dos extractos brutos para a determinacao de

alcaldides
Branco Absorvancia Media DP CV (%)
EBCV 0,0009 0,0010 0,0010 0,0009 5,8x10° 5,97
EBCM  -0,0049 -0,0068 -0,0057  -0,0058 9,5x10* 16,45
EBSM  0,0048 0,0055 0,0047 0,0050 4,3x10* 8,72
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Tabela B9: Resultados da determinacéo do teor de alcal6ides nos extractos brutos

Amostra Absorvancia Meédia DP mgEE mgEE/g Média DP CV (%)
EBCV
1 0,8130 0,2642 26,416
2 0,8276 0,8446 0,0428 0,2696 26,959 27,592 1,590 5,76
3 0,8933 0,2940 29,401
EBCM
1 0,4157 0,1171 11,707
2 0,4846 0,4564 0,0361 0,1426 14,259 13,214 1,337 0,10
3 0,4688 0,1367 13,674
EBSM
1 0,7083 0,2254 22,545
2 0,7395 0,724  0,0156 0,2371 23,709 23,129 0,582 0,02

3 0,7241 0,2313 23,134




Lipidos

Tabela B10: Resultados da absorvancia do padrdo 6leo de soja para a determinacédo de lipidos
Réplicas  pg/mL  Absorvancia Média DP CV (%)

1 0,0003

0 0,0003 0,0003 0 0
0,0003
0,0946

12,5 0,0957 0,0957 0,0011 1,15
0,0968
0,1875

25 0,1887 0,1885 0,0009 0,49
0,1893
0,3668

50 0,3650 0,3660  0,0009 0,25
0,3661
0,5538

75 0,5546 0,5545 0,0007 0,12
0,5551
0,6832

100 0,6819 0,6820 0,0012 0,17
0,6809
0,9983

150 0,9994 0,9993 0,0010 0,10
1,0002
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Figura B12: gréfico da curva de calibracdo do padrdo 6leo de soja



Tabela B11: Resultados da determinacéo do teor de lipidos nas amostras secas

Amostra Absorvancia Meédia DP mgEOS mgEOS/g Média DP CV (%)

Casca

verde
1 0,6040 27,191 271,906

2 0,6031 0,6023 0,0022 27,149 271,487 271,114 1,030 0,38
3 0,5998 26,995 269,950

Casca

madura
1 0,6233 28,089 280,893

2 0,6254 0,6245 0,0011 28,187 281,871 281,436 0,498 0,18
3 0,6247 28,155 281,545

Polpa

madura
1 0,5711 25,659 256,585

2 0,5524 0,5591 0,0104 24,788 247,877 251,013 4,839 1,93
3 0,5539 24,858 248,576

Sementes

maduras
1 0,9399 42,832 428,325

2 0,9401 0,9423 0,004 42,842 428,418 429,442 1,856 0,43
3 0,9469 43,158 431,584

Carbohidratos

Tabela B12: Resultados da absorvancia do padrdo amido para a determinacéo de carbohidratos
Réplicas pg/mL  Absorvancia Media DP CV (%)

1 0,0967

10 00977 00979 00013 1,34
0,0993
0,2111

20 02101 02111 00010 047
0,2121
0,4452

40 0,4438 04444 00007 0,17
0,4441
0,7853

70 0,7842 07844 0,0008 0,10
0,7837
1,0102

100 1,0091  1,0091 00010 0,10
1,0081
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Tabela B13: Resultados da absorvancia dos brancos dos extractos brutos para a determinacao do
teor de carbohidratos

Branco Absorvancia Media DP CV (%)
EBCV 0,0968 0,0981 0,0995 0,0981 0,0014 1,38
EBCM  0,0703 0,0702 0,0699 0,0701 0,0002 0,30
EBPM  0,0275 0,0274 0,0272 0,0274 0,0002 0,56
EBSM  0,0304 0,0306 0,0311 0,0307 0,0004 1,17
1.2
y =0.0099x + 0.0462
e 1 R2=0.9879
c
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Figura B13: gréafico da curva de calibracdo do padrdo amido para o EBCV
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Tabela B14: Resultados da determinacéo do teor de carbohidratos nos extractos brutos

Amostra Absorvancia Meédia DP mgEA mgEA/g Média DP CV (%)

EBCV
1 0,5443 0,2516 457,392
2 0,5402 0,5433 0,0027 0,2495 453,627 456,474 2,516 0,55
3 0,5454 0,2521 458,402

EBCM
1 0,2365 0,1005 182,727
2 0,2401 0,2395 0,0027 0,1023 186,000 185,455 2,500 1,35
3 0,2419 0,1032 187,636

EBPM
1 0,9481 0,4554 827,986
2 0,9547 0,9523 0,0037 0,4586 833,868 831,759 3,275 0,39
3 0,9542 0,4584 833,422

EBSM
1 0,5173 0,2436 442,870
2 0,5165 0,5143 0,0045 0,2432 442,157 440,196 4,029 0,91
3 0,5091 0,2396 435,561

Anexo C: actividade antioxidante
I.  Método de descoloracao do radical DPPH
L Abs.da solucgao controle — Abs. da amostra
% de Inibicio = x 100

Padréo (acido ascorbico)

Abs. da solucio controle

Absorvancia da solucdo controle (517 nm) = 0,6736

Tabela C1: Resultados da actividade antioxidante do acido ascorbico pelo método de DPPH

Inibicdo (Réplicas)

1 2 3

pg/mL — — — — CVv
Absorvancia % Absorvancia % Absorvancia % Média (%)

(%)
1 0,5599 16,9 0,5495 18,4 0,5601 16,8 17,4 0,900 5,18
2 0,4362 35,2 0,4442 34,1 0,4359 35,3 34,9 0,699 2,00
3 0,3107 53,9 0,3098 54,0 0,3135 53,5 53,8 0,286 0,53
5 0,0821 87,8 0,0839 87,5 0,0804 88,1 87,8 0,260 0,30
10 0,0631 90,6 0,0634 90,6 0,0659 90,2 90,5 0,228 0,25
1Cso 3,3 3,3 3,3 3,3 0,011 0,33
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Figura C1: gréafico da curva de inibi¢do do padréo &cido ascorbico pelo método de DPPH

Amostras

i.  Absorvancia da solucdo controle para extractos brutos = 0,3706

ii.  Absorvancia da solucédo controle para fraccédo alcaloidica = 0,9580
Casca verde
+ Extracto bruto

Tabela C2: Resultados da actividade antioxidante de EBCV pelo método de DPPH

Inibicdo (Réplicas)

pHg/mL _ 1 _ 2 _ 3 — DP cv
Absorvancia % Absorvancia % Absorvancia % Média (%)
(%)

10 0,3375 8,9 0,3366 9,2 0,3367 9,1 9,1 0,133 1,467

60 0,1211 67,3 0,1140 69,2 0,1141 69,2 68,6 1,098 1,602

100 0,0699 81,1 0,0719 80,6 0,0694 81,3 81,0 0,357 0,441

140 0,0343 90,7 0,0354 90,4 0,0345 90,7 90,6 0,158 0,174

200 0,0277 92,5 0,0228 93,8 0,0288 92,2 929 0,862 0,928

I1Cso 57,7 56,5 56,1 56,7 0,833 15
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Figura C2: gréafico da curva de inibicdo de EBCV pelo método de DPPH
+ Fraccao alcaloidica

Tabela C3: Resultados da actividade antioxidante de FACV pelo método de DPPH

Inibicdo (Réplicas)

pg/mL _ 1 _ 2 _ 3 — DP Ccv
Absorvancia % Absorvancia % Absorvancia % Média (%)
(%)

5 0,8479 11,5 0,8475 11,5 0,8449 11,8 116 0170 1,46
30 0,7084 26,1 0,7071 26,2 0,7091 26,0 26,1 01106 041
50 0,6304 34,2 0,6296 34,3 0,6292 34,3 343 0,064 0,19
70 0,4824 49,6 0,4832 49,6 0,4837 49,5 49,6 0,068 0,14
100 0,3741 60,9 0,3718 61,2 0,3726 61,1 611 0122 0,20
I1Cso 76,5 76,3 76,5 76,4 0,104 0,14
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Casca madura
+ Extracto bruto

Tabela C4: Resultados da actividade antioxidante de FACV pelo método de DPPH

Inibicéo (Réplicas)

1 2 3
pg/mL __ —_ —_ — DP Ccv
Absorvancia % Absorvancia % Absorvancia % Média (%)
(%)

10 0,3037 18,0 0,3024 18,4 0,2967 19,9 18,8 1,005 5,35
60 0,2147 42,1 0,2115 42,9 0,2216 40,2 417 1,393 334
100 0,1865 49,7 0,1762 52,4 0,1798 51,5 51,2 1411 2,75
140 0,1483 60,0 0,1490 59,8 0,1492 59,7 59,8 0,128 0,21
200 0,1284 65,3 0,1259 66,0 0,1261 66,0 658 0375 057

I1Cso 114,3 110,6 112,6 1125 1,841 1,64
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Figura C4: gréafico da curva de inibicdo de EBCM pelo método DPPH
+ Fraccao alcaloidica

Tabela C5: Resultados da actividade antioxidante de FACV pelo método de DPPH

Inibicdo (Réplicas)

pg/mL _ 1 _ 2 _ 3 — DP Ccv
Absorvancia % Absorvancia % Absorvancia % Média (%)
(%)

5 0,8517 111 0,8411 12,2 0,8434 12,0 11,8 0,582 4,95
30 0,6999 26,9 0,7096 25,9 0,7045 26,5 26,4 0506 1091
50 0,6152 358 0,6149 358 0,6215 351 356 0389 1,09
70 0,4765 50,3 0,4772 50,2 0,4718 50,7 50,4 0,307 0,61
100 0,3771 60,6 0,3801 60,3 0,3783 60,5 605 0,158 0,26
I1Cso 75,7 76,2 75,9 759 0265 0,35
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Figura C5: grafico da curva de inibicdo de FACM pelo método DPPH

Polpa madura

+ Extracto bruto

Tabela C6: Resultados da actividade antioxidante de FACV pelo método de DPPH

120

Inibicéo (Réplicas)

1

2

3

Hg/mL P — — T cv

Absorvancia % Absorvancia % Absorvancia % Média (%)

(%0)

10 0,2750 25,8 0,2883 22,2 0,2799 24,5 241 1815 751
60 0,1865 49,7 0,1793 51,6 0,1803 51,3 50,9 1,053 2,07
100 0,1503 59,4 0,1417 61,8 0,1397 62,3 612 1520 248
140 0,1222 67,0 0,1216 67,2 0,1214 67,2 671 01112 0,17
200 0,0990 73,3 0,0986 73,4 0,1037 72,0 729 0,765 1,05
I1Cso 81,2 81,4 79,1 80,6 1280 16
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Sementes maduras
+ Extracto bruto

Tabela C7: Resultados da actividade antioxidante de EBSM pelo método de DPPH

Inibicéo (Réplicas)

Hg/mL - 1 < 2 < 3 T cv

Absorvancia % Absorvancia % Absorvancia % Média (%)

(%0)

10 0,3432 74 0,3428 75 0,3418 7,8 75 0195 2,58
60 0,1698 54,2 0,1701 51 0,1736 53,1 538 0570 1,06
100 0,1373 62,9 0,1404 62,1 0,1399 62,2 62,4 0449 0,72
140 0,0900 75,7 0,0898 75,8 0,0871 76,5 76,0 0437 057
200 0,0587 84,2 0,0575 84,5 0,0498 86,6 851 1,303 153
I1Cso 83,8 84,1 83,5 838 0309 0,37

AA



Figura C7: gréafico da curva de inibicdo de EBSM pelo método de DPPH
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Tabela C8: Resultados da actividade antioxidante de FASM pelo método de DPPH

50

100

150

png/mL do EBSM

200

250

Inibicdo (Réplicas)

pg/mL _ 1 _ 2 _ 3 — DP Ccv
Absorvancia % Absorvancia % Absorvancia % Média (%)
(%0)

5 0,8177 14,6 0,8164 14,8 0,8180 14,6 14,7 0,089 0,60
30 0,6290 34,3 0,6294 34,3 0,6305 34,19 343 0081 024
50 0,5876 38,7 0,5861 38,8 0,5856 38,9 388 0109 0,28
70 0,4982 48,0 0,4999 47,8 0,4988 47,9 47,9 0,090 0,19
100 0,3848 59,8 0,3845 59,9 0,3838 59,9 59,9 0,054 0,09
I1Cso 75,1 75,1 75,0 750 0,076 0,10

BB
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Figura C8: grafico da curva de inibicdo de FASM pelo método de DPPH

Il.  Método de poder de reducéo do ido férrico (FRAP)

Padréo (sulfato Ferroso)

120

Tabela C9: Resultados das absorvancias do padréo sulfato ferroso pelo método de FRAP

UM de Fe?*

Absorvancia do padréao
(595 nm)

Média

DP

CV (%)

0,1555
0,1575
0,1554

0,1561

0,001

0,76

10

0,2693
0,2560
0,2608

0,2620

0,007

2,57

15

0,3448
0,3598
0,3586

0,3544

0,008

2,35

25

0,5730
0,4946
0,5279

0,5318

0,039

7,40

50

1,0190
1,0532
1,0334

1,0352

0,017

1,66

75

1,5351
1,5218
1,5605

1,5391

0,020

1,28

CC
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Figura C9: gréafico da curva de calibracdo do Sulfato Ferroso pelo método de FRAP
Amostras
Casca verde

+ Extracto bruto

Tabela C10: Resultados da actividade antioxidante de EBCV pelo método de FRAP
pg/mL do  Absorvancia Média DP pMeq. Média DP CV (%)

EBCV (595 nm) de Fe?*
0,4746 21,750

10 0,4889 0,4809 0,0073 22,465 22,065 0,365 1,65
0,4792 21,980
0,9285 44,445

60 0,9476 0,9354 0,0106 45,400 44,790 0,530 1,18
0,9301 44,525
1,2606 61,050

100 1,2387 1,2480 0,0113 59,955 60,418 0,567 0,94
1,2446 60,250
1,5270 74,370

140 1,4274 14613 0,0569 69,390 71,083 2,847 4,00
1,4294 69,490
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Figura C10: grafico da curva dose-resposta de EBCV pelo método de FRAP

+ Fraccdo alcaloidica

Tabela C11: Resultados da actividade antioxidante de FACV pelo método de FRAP

pg/mL do  Absorvancia  Média DP MMeg. Média DP CV (%)
FACV (595 nm) de Fe?*
0,3452 15,280

5 0,3458 0,3450 0,0009 15,310 15,272 0,0431 0,28
0,3441 15,225
1,0407 50,055

30 1,0410 1,0408 0,0002 50,070 50,058 0,0104 0,02
1,0406 50,050
1,5097 73,505

50 1,5092 15095 0,0003 73,480 73,495 10,0132 0,02
1,5096 73,500
1,7697 86,505

70 1,7682 1,7684 0,0012 86,430 86,442 10,0584 0,07
1,7674 86,390
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Figura C11: grafico da curva dose-resposta de FACV pelo método de FRAP

Casca madura

+ Extracto bruto

Tabela C12: Resultados da actividade antioxidante de EBCM pelo método de FRAP

pg/mL de  Absorvancia Média DP MMeg. Média DP CV (%)
EBCM (595 nm) de Fe?*
0,1767 6,855

10 0,1892 0,1850 0,007 7,480 7270 0,359 4,94
0,1891 7,475
0,4351 19,775

60 0,4305 0,4335 0,003 19,545 19,697 0,131 0,67
0,4350 19,770
0,5493 25,485

100 0,5676 0,5559 0,010 26,400 25,815 0,508 1,97
0,5508 25,560
0,6053 28,285

140 0,6382 0,6267 0,019 29,930 29,355 0,928 3,16
0,6366 29,850
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Figura C12: grafico da curva dose-resposta de EBC M pelo método de FRAP

+ Fraccdo alcaloidica

Tabela C13: Resultados da actividade antioxidante de FACM pelo método de FRAP

pg/mL de  Absorvancia  Média DP MMeg. Média DP CV (%)
FACM (595 nm) de Fe?*
0,3573 15,885

5 0,3452 0,3501 0,006 15,280 15,525 0,319 2,05
0,3478 15,410
1,0543 50,735

30 1,0520 1,0555 0,004 50,620 50,793 0,209 0,41
1,0601 51,025
1,4948 72,760

50 1,5093 1,5069 0,011 73,485 73,365 0,555 0,76
1,5166 73,850
1,7754 86,790

70 1,8081 1,7978 0,019 88,425 87,908 0,969 1,10
1,8098 88,510
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Figura C13: grafico da curva dose-resposta de FAC M pelo método de FRAP

Polpa madura

+ Extracto bruto

Tabela C14: Resultados da actividade antioxidante de EBP M pelo método de FRAP

pg/mL de  Absorvancia  Média DP MMeg. Média DP CV (%)

EBPM (595 nm) de Fe?*
0,5544 25,740

10 0,4745 0,4805 0,0711 21,745 22,043 3,557 16,14
0,4125 18,645
0,9493 45,485

60 0,8653 0,9111 0,0425 41,285 43573 2,125 4,88
0,9186 43,950
1,0152 48,780

100 1,0243 1,0216 0,0056 49,235 49,100 0,278 0,57
1,0253 49,285
1,2176 58,900

140 1,2379 1,2429 10,0282 59,915 60,167 1,409 2,34
1,2733 61,685
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Figura C14: grafico da curva dose-resposta de EBP M pelo método de FRAP
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Tabela C15: Resultados da actividade antioxidante de EBSM pelo método de FRAP

50

100

pg/mL do EBPM

150

pg/mL de  Absorvancia  Média DP MMeg. Média DP CV (%)

EBSM (595 nm) de Fe?*
0,3487 15,455

10 0,3513 0,3525 0,005 15,585 15,647 0,229 1,46
0,3576 15,900
0,5134 23,690

60 0,5108 0,5112 0,002 23,560 23,580 0,101 0,43
0,5094 23,490
0,9612 46,080

100 0,9567 0,9559 0,006 45,855 45815 0,287 0,63
0,9498 45,510
1,1006 53,050

140 1,0996 1,1033 0,006 53,000 53,187 0,281 0,53
1,1098 53,510




Figura C15: grafico da curva dose-resposta de EBSM pelo método de FRAP
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Tabela C16: Resultados da actividade antioxidante de FASM pelo método de FRAP

50

100

png/mL de EBSM

150

pg/mL de  Absorvancia  Média DP MMeg. Média DP CV (%)
FASM (595 nm) de Fe?*
0,3390 14,970

5 0,3387 0,3382 0,0011 14,955 14,932 0,054 0,36
0,3370 14,870
1,0700 51,520

30 1,0705 1,0703 0,0003 51,545 51,535 0,013 0,03
1,0704 51,540
1,4968 72,860

50 1,4963 1,4968 0,0006 72,835 72,862 0,028 0,04
1,4974 72,890
1,8123 88,635

70 1,8106 1,8114 0,0009 88,550 88,588 0,043 0,05
1,8112 88,580
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Figura C16: grafico da curva dose-resposta de FAS M pelo método de FRAP

I1l.  Método de acido fosfomolibdico

Padréo (acido ascorbico)

Tabela C17: Resultados das absorvancias do padrdo acido ascorbico pelo método de Acido
Fosfomolibdico
pg/mL de Acido  Absorvancia do padréo Media DP CV (%)
Ascérbico (695 nm)

0,0013

0 0,0012 0,0033 6x10° 1,75
0,0013
0,0228

1 0,0217 0,0224 0,0006 2,72
0,0227
0,0398

2 0,0403 0,0389 0,0020 5,01
0,0367
0,0607

3 0,0632 0,0611 0,0019 3,09
0,0595
0,1918

5 0,1936 0,1904 0,0040 2,07
0,1860
0,4137

12,5 0,4151 0,4116 0,0048 1,18
0,4061
0,8249

25 0,8322 0,8226 0,0108 1,32
0,8109
1,5726

50 15714 1,5741 0,0037 0,24
1,5784
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Figura C17: grafico da curva de calibracdo do é&cido ascoOrbico pelo método de &cido

fosfomolibdico

Amostras

Casca verde

4+ Extracto bruto

Tabela C18: Resultados da actividade antioxidante de EBCV pelo método de acido

fosfomolibdico

pg/mL de  Absorvancia  Média DP Hg/mLeq. Media DP  CV (%)
EBCV (695 nm) de AA
0,0845 2,730

10 0,0839 0,0853 0,0020 2,712 2,757 0,062 2,26
0,0876 2,828
0,1497 4,774

60 0,1423 0,1463 0,0037 4,542 4,667 0,117 2,50
0,1468 4,683
0,1779 5,658

100 0,1689 0,1740 0,0046 5,376 5,536 0,145 2,61
0,1752 5,574
0,2101 6,668

140 0,2111 0,2106  0,0005 6,699 6,684 0,016 0,24
0,2107 6,687
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Figura C18: grafico da curva dose-resposta de EBCV pelo método de acido fosfomolibdico

+ Fraccdo alcaloidica

Tabela C19: Resultados da actividade antioxidante de FACV pelo método de 4cido

fosfomolibdico

pg/mL de  Absorvancia  Média DP Mg/mLeqg. Meédia DP  CV (%)
FACV (695 nm) de AA
0,0885 2,856

5 0,0886 0,0888 0,0004 2,859 2,864 0,012 0,41
0,0892 2,878
0,3210 10,144

30 0,3216 0,3219 0,0011 10,163 10,172 0,034 0,33
0,3231 10,210
0,5157 16,248

50 0,5175 0,5175 0,0018 16,304 16,303 0,055 0,34
0,5192 16,357
0,6097 19,194

70 0,6112 0,6109 0,0010 19,241 19,231 0,033 0,17
0,6117 19,257
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Figura C19: grafico da curva dose-resposta de FACV pelo método de acido fosfomolibdico

Casca madura

+ Extracto bruto

Tabela C20: Resultados da actividade antioxidante de EBCM pelo método de &cido

fosfomolibdico

pg/mL de  Absorvancia  Média DP Mg/mLeqg. Meédia DP  CV (%)
EBCM (695 nm) de AA
0,0962 3,097

10 0,1021 0,0980 0,004 3,282 3,152 0,112 3,54
0,0957 3,082
0,1392 4,445

60 0,1425 0,1423 0,003 4,549 4542 0,094 2,07
0,1452 4,633
0,1591 5,069

100 0,1609 0,1554 0,008 5,125 4,954 0,250 5,04
0,1463 4,668
0,1718 5,467

140 0,1635 0,1667 0,004 5,207 5308 0,139 2,62
0,1649 5,251
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Figura C20: grafico da curva dose-resposta de EBCM pelo método de acido fosfomolibdico
+ Fraccao alcaloidica
Tabela C21: Resultados da actividade antioxidante de FACM pelo método de &cido

fosfomolibdico
pHg/mL de  Absorvancia  Média DP Mg/mLeq. Média DP  CV (%)

FACM (695 nm) de AA
0,1002 3,223

5 0,0929 00947 0,048 2,994 30512 0,151 4,95
0,0911 2,937
0,3151 9,959

30 0,3213 0,3203 0,0047 10,154 10,121 0,148 147
0,3244 10,251
0,5223 16,455

50 0,5238 05236 0,012 16502 16,494 0,037 0,22
0,5246 16,527
0,6112 19,241

70 0,5996 06052 0,058 18,878 19,053 0,182 0,96
0,6048 19,041
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Figura C21: grafico da curva dose-resposta de FACM pelo método de &cido fosfomolibdico

Polpa madura

+ Extracto bruto

Tabela C22: Resultados da actividade antioxidante de EBPM pelo método de &cido

fosfomolibdico

pg/mL de  Absorvancia  Média DP Mg/mLeqg. Meédia DP  CV (%)
FACM (695 nm) de AA
0,0998 3,210

10 0,1046 0,1004 0,004 3,361 3,228 0,125 3,87
0,0967 3,113
0,1699 5,408

60 0,1688 0,1689 0,001 5,373 5375 0,031 0,58
0,1679 5,345
0,2354 7,461

100 0,2398 0,2379 0,002 7,599 7,540 0,071 0,95
0,2386 7,561
0,3197 10,103

140 0,3179 0,3208 0,004 10,047 10,138 0,112 1,11
0,3248 10,263
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Figura C22: grafico da curva dose-resposta de EBP M pelo método de acido fosfomolibdico

Sementes maduras

4+ Extracto bruto

Tabela C23: Resultados da actividade antioxidante de EBSM pelo método de &cido

fosfomolibdico

Hg/mL de  Absorvancia  Média DP Mg/mLeq. Média DP  CV (%)
EBSM (695 nm) de AA
0,0998 3,210

10 0,0970 0,0986 0,001 3,122 3,171 0,045 1,41
0,0989 3,182
0,2748 8,696

60 0,2619 0,2654 0,008 8,292 8,402 0,257 3,06
0,2596 8,219
0,3958 12,489

100 0,3794 0,3845 0,010 11,975 12,134 0,308 2,54
0,3782 11,937
0,5039 15,878

140 0,5125 0,5100 0,005 16,147 16,069 0,166 1,04
0,5136 16,182
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Figura C23: grafico da curva dose-resposta de EBSM pelo método de acido fosfomolibdico
+ Fraccao alcaloidica
Tabela C24: Resultados da actividade antioxidante de FASM pelo método de acido

fosfomolibdico
pg/mL de  Absorvancia  Média DP pg/mLeq. Média DP  CV (%)

FASM (695 nm) de AA
0,0912 2,940

5 0,0919 0,0918  0,0006 2,962 2,960 0,019 0,64
0,0924 2,978
0,2785 8,812

30 0,2812 0,2797 0,0014 8,897 8,849 0,043 0,49
0,2793 8,837
0,4297 13,552

50 0,4305 0,4305 0,0008 13577 13577 0,025 0,18
0,4313 13,602
0,5673 17,865

70 0,5584 05618 0,0048 17,586 17,692 0,151 0,86
0,5596 17,624
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Figura C24: grafico da curva dose-resposta de FASM pelo método de acido fosfomolibdico
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