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Resumo

Esta tese teve como enfoque o estudo de plantas componentes da dieta de dois
cervideos ameacados de extingdo no pais, os veados campeiros (Ozotoceros
bezoarticus L. 1758) e os cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus Iliger 1815),
repertoriadas em um levantamento realizado na Reserva Particular do Patriménio
Natural (RPPN)-SESC Pantanal, situada no Mato Grosso.

Das 21 plantas (dicotiledoneas e monocotiledoneas), seis delas sdo utilizadas
no pais como forrageiras e 14 pertencem a géneros com espécies medicinais. Uma
Unica espécie apresenta uso ornamental.

As espécies vegetais Andira cuyabensis (Fabaceae), Cecropia pachystachya
(Cecropiaceae), Desmodium distortum (Fabaceae), Lippia alba (Verbenaceae),
Phyllanthus amarus (Euphorbiaceae), Polygonum acuminatum (Polygonaceae) e
Vernonia scabra (Asteraceae) possuem uma importdncia na medicina popular
brasileira, para o tratamento de processos inflamatoérios, de uma maneira geral.

Com o objetivo de investigar eventuais efeitos benéficos para aqueles cervideos
no consumo dessas plantas, os extratos aquosos obtidos das partes vegetais coletadas
na RPPN foram avaliadas quanto a atividade antioxidante frente ao radical livre 1,1-
difenil-2-picril-hidrazil (DPPH). Destacaram-se os extratos de Andira cuyabensis,
Cecropia pachystachya, Ludwigia nervosa, Phyllanthus amarus, Polygonum
acuminatum, Sebastiania corniculata e Rynchanthera novemnervia que apresentaram
uma importante atividade antioxidante. Os teores de taninos nos extratos dessas sete
plantas foram avaliados e os valores observados ndao permitem correlaciona-los, de
maneira direta, com a atividade antioxidante.

A graminea Brachiaria humidicola (Poaceae) foi selecionada para um estudo
fitoquimico mais aprofundado, por se tratar da planta mais disponivel nos habitats
freqientados pelos cervideos na regido delimitada para estudo na RPPN-SESC
Pantanal.

As caracteristicas dos infusos de diferentes partidas de B. humidicola (Poaceae)
- coletadas em estacbes secas e Umidas - avaliadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia mostraram a presenca de acido galico e acido ferulico, duas substancias
fendlicas antioxidante.

Os extratos de B. humidicola mostraram atividades antioxidantes moderadas,
compativeis com aquelas relatadas para outras gramineas. Adicionalmente, foi
evidenciada, em trabalhos prévios, a atividade antiinflamatéria e analgésica para o
extrato desta planta. Com base nestes dados, ndo €& possivel correlacionar,
diretamente, a atividade antioxidante com a atividade antiinflamatoria.

Neste trabalho, foi isolado o flavondide kaempferitrina (kaempferol-3-0O-a-
ramnosideo-7-O-a-ramnosideo) do infuso de B. humidicola. Este é o primeiro relato
para esta classe de substancia no género Brachiaria e na familia Poaceae. Este
flavondide também mostrou atividade antioxidante frente ao radical DPPH.

O uso continuo de plantas medicinais pelos cervos-do-pantanal e veados-
campeiros pode ser considerado benéfico a salde destes animais.

Palavras-chave: cervideos, Pantanal, plantas da dieta, etnomedicina, CLAE, atividade
antioxidante, taninos, fendis, Brachiaria humidicola, acido galico, &acido ferulico,
flavondides, kaempferitrina, atividade analgésica e antiinflamatoria.
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Abstract

The present investigation is an approach to the study of plants which are part
of the diet of two deer threatened with extinction in Brazil, the pampas deer
(Ozotoceros bezoarticus L. 1758) and the marsh deer (Blastocerus dichotomus Illger
1815), as recorded in a recent survey conducted in a private forest reserve in the
state of Mato Grosso (Reserva Particular de Patrimonio Natural - RPPN- SESC
Pantanal).

Of the 21 species investigated (dicotyledons and monocotyledons), six are used
as pasture and 14 belong to genera traditionally used in medicine. Only one is used as
an ornamental.

The species Andira cuyabensis (Fabaceae), Cecropia pachystachya
(Cecropiaceae), Desmodium distortum (Fabaceae), Lippia alba (Verbenaceae),
Phyllanthus amarus (Euphorbiaceae), Polygonum acuminatum (Polygonaceae), and
Vernonia scabra (Asteraceae) are used by the Brazilian population as medicinal in
inflammatory processes in general.

With the objective of investigating possible beneficial effects for the deer which
consume these plants, the aqueous extracts obtained from the collected parts at RPPN
were examined as to their antioxidant activity towards the 1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl radical (DPPH). Outstanding were the extracts of Andira cuyabensis, Cecropia
pachystachya, Ludwigia nervosa, Phyllanthus amarus, Polygonum acuminatum,
Sebastiania corniculata, and Rhynchathera novemnervia, which showed the best
antioxidant activity. The tannin content of the extracts of these seven plants was
evaluated; the observed values could not be directly correlated with the antioxidant
activity.

The grass Brachiaria humidicola (Poaceae), being the most readily available
plant in the habitats frequented by the mentioned deer within the boundaries of the
area destined for study in RPPN-SESC Pantanal, was selected for a more detailed
phytochemical investigation.

The characteristics of different infusions of B. humidicola - collected in dry and
wet seasons - examined by HPLC - showed the presence of gallic acid and ferulic acid,
two phenolic antioxidant substances.

The extracts of B. humidicola showed moderate antioxidant activity, compatible
with that reported for other grasses. Moreover, previous investigations had shown
anti-inflammatory and analgesic activity for the extract of this plant. It was not
possible to correlate directly these the two activities on hand of these data.

From the infusions of B. humidicola the flavonoid kaempferitrin (kaempferol-3-
0-a-rhamnoside-7-0-a-rhamnoside) was isolated in this investigation. This is the first
report of this class of substance in the genus Brachiaria and in the family Poaceae.
This flavonoid also showed antioxidant activity towards the DPPH radical.

The continuous consumption of medicinal plants by pampas deer and marsh
deer could be beneficial to the health of these animals.

Key words: cervine, deer, Pantanal, diet plants, ethnomedicine, HPLC, antioxidant

activity, tannins, phenols, Brachiaria humidicola, gallic acid, ferulic acid, flavonoids,
kaempferitrin, antinociceptive and anti-inflammatory activity.
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Apresentacao

Esta tese possui um enfoque interdisciplinar e pretende contribuir com o
conhecimento sobre os potenciais efeitos benéficos de metabdlitos secundarios
presentes nas plantas consumidas por veados-campeiros (Ozotoceros bezoarticus L.
1758) e dos cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus Illger 1815) na RPPN

(Reserva Particular do Patriménio Natural do SESC) no Pantanal (MT).

Os resultados deste estudo estdo organizados em partes: uma introducdo

geral, trés capitulos, um anexo e as conclusées finais.

Inicialmente encontram-se as informacbdes gerais sobre o Pantanal e sua
biodiversidade. Depois, um breve historico sobre os cervideos, um inventario de
plantas consumidas pelos veados-campeiros e cervos-do-pantanal na RPPN-SESC

Pantanal e por fim, o objetivo do estudo.

O capitulo I foi dedicado ao estudo da aplicacdo das plantas componentes da
dieta dos cervideos na etnomedicina e etnoveterinaria no Brasil, tendo como base

relatos publicados em livros e artigos.

No capitulo II sdao apresentados e discutidos os resultados das analises dos
extratos das plantas da dieta por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Também se encontram os resultados da
triagem dos extratos em ensaio antioxidante e da avaliagdo do conteldo fendlico dos

extratos que mostraram um melhor perfil antioxidante.

No capitulo III estdo apresentados os resultados obtidos no estudo da
graminea Brachiaria humidicola, um dos itens da dieta dos cervideos, com reconhecida

importancia na pecuaria do pais.

Cada capitulo é encerrado com as conclusGes, seguidas das referéncias
bibliograficas. As figuras, graficos, tabelas e legendas encontram-se no decorrer dos
seus respectivos textos. No final deste trabalho de tese se encontram as conclusdes

finais.
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Objetivos

Levando-se em consideracao o enfoque interdisciplinar deste trabalho de tese,

os objetivos foram:

1. Avaliar a relevancia das diferentes plantas da dieta dos cervideos com relagdo a

um potencial efeito benéfico para a saude dos animais.

2. Investigar a presenca de substancias fendlicas nas plantas da dieta daqueles

animais.

3. Avaliar um possivel efeito benéfico destes metabolitos para os animais quanto

a atividade antioxidante.

4, Estudar a composicdo quimica da graminea Brachiaria humidicola com enfoque

em substancia fendlicas e avaliar a atividade antioxidante.



Habitos Alimentares de
Cervideos na Reserva Particular
do Patrimonio Natural (RPPN)
-SESC Pantanal e

Coleta de Plantas
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Introducéao Geral

1.0- O PANTANAL

O Pantanal mato-grossense é a maior planicie de inundacgdo continua do planeta,
coberta por vegetacdo predominantemente aberta. Este ecossistema é formado por
terrenos em grande parte arenosos, cobertos de diferentes fisionomias devido a

variedade de microrrelevos e regimes de inundacdo (Silva & Abdon, 1998).

Constitui um dos mais importantes bergos da natureza do Brasil. Fica localizado
na bacia hidrografica do Rio Paraguai, a segunda maior do pais, apds a bacia do rio
Amazonas. Em sua area, reline o ecossistema Cerrado e Chaco e parte das campos
Amazobnica e Atlantica, que garantem ao local biodiversidade fantastica (Silva &
Abdon, 1998).

A riqueza da regido é um recurso natural imenso, sendo a base da criagdo de
gado (pastagens nativas) e da alimentacdo de animais silvestres, além de constituir
um banco genético de espécies forrageiras, medicinais, apicolas, madeireiras e

ornamentais a serem racionalmente exploradas (Santos et al., 2003).

Nos ultimos anos, houve desmatamentos de areas de cordilheiras (corddes
arenosos naturais, nao inundaveis e cobertos por cerrado) para implantacao de
pastagens cultivadas com espécies africanas, geralmente Brachiaria decumbens, B.
humidicola e/ou B. brizantha. Recentemente, com a aquisicao de terras por grupos de
empresarios, areas de campo nativo também estdo sendo utilizadas para plantio

dessas espécies (Santos et al., 2003).



Introducéao Geral

1.1- A Reserva Particular do Patrimdénio Natural (RPPN)- SESC

Pantanal e o Estudo de sua Biodiversidade

Em 1996, o Servico Social do Comércio (SESC) iniciou a compra de antigas
fazendas de gado desativadas, entre os rios Cuiaba e Sao Lourenco, no municipio de
Bardo de Melgaco (Mato Grosso). Seu interesse era formar a Estancia Ecoldgica SESC
Pantanal que, em 1997, foi reconhecida como Reserva Particular do Patrimonio
Natural (RPPN) (SESC Pantanal, 2004).

Desde entdo, sintonizado na crescente preocupacdao da sociedade com a
qualidade de vida em sua mais ampla acepgdo, o SESC passa a integrar a tematica
ambiental ao conjunto de seus programas e atividades. Desta forma, exorta e
posiciona o Brasil para o esforco nacional em defesa do meio ambiente (SESC
Pantanal, 2004).

O municipio de Bardo de Melgago é uma cidade portuaria as margens dos rios
Cuiaba e Sdo Lourencgo, onde hoje se localiza a RPPN (figura 1) e situa-se em uma das

subdivisdes delimitadas no Pantanal, conhecido como Pantanal de Bardao de Melgaco.

A Reserva Particular do Patrimonio Natural do SESC possui 106.664 mil
hectares e sua area é administrada segundo o Plano de Manejo elaborado pela ONG
Funatura. Sua paisagem predominante é o cerrado, seguido de campo amazobnica e
chaco, apresentando rica fauna e flora, inclusive espécies animais ameacgadas, como a
arara-azul, o tamandua-bandeira, a ariranha, a onga, o veado-campeiro e o cervo-do-
pantanal. Sua criacdo aumentou em um terco a area preservada do Pantanal do Mato
Grosso (SESC Pantanal, 2004).

Na tentativa de melhor executar o manejo adequado da RPPN, o SESC foi
buscar parcerias com pesquisadores de universidades e outras instituicdes. Assim, a
Reserva conta com sete Postos de Protecdo Ambiental e acomodacdo para
pesquisadores (SESC Pantanal, 2004).



Introducéo Geral

Figura 1: Localizagdo da RPPN-SESC Pantanal no Mato Grosso
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As pesquisas patrocinadas pelo SESC estdo buscando informagdes nao sé para
obter os conhecimentos indispensaveis para a gestdo ambiental da reserva, mas
também para possibilitar projetos de desenvolvimento sustentavel nos municipios do

entorno: Barao de Melgaco e Poconé.

Os varios trabalhos desenvolvidos focalizam diferentes temas de pesquisa na
area da ecologia, biologia da flora e da fauna da Reserva, e clima, em parceria com

Universidades e outras Instituicoes.
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No ano de 2001 foi criada uma parceria entre o SESC, o Museu Nacional da

UFRJ e o Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN-UFRJ), visando conhecer os
habitos alimentares dos veados-campeiros (Ozotoceros bezoarticus L. 1758) e dos

cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus Iliger 1815).

Os cervideos Ozotoceros bezoarticus sao cacados ha milhares de anos por sua
carne e por seu chifre (utilizado como troféu). Atualmente, muitas espécies foram
domesticadas para o aproveitamento de ambos (carne e chifre). Algumas tém sido
introduzidas para caca em numerosos paises fora de seus habitats originais, causando

um impacto negativo nas espécies nativas (Manco, 2005).

Com a finalidade de conhecer os habitos alimentares dos cervideos, foi
aprovado pelo SESC o projeto intitulado “PERFIL QUIMICO E POSSIVEIS IMPLICACOES
DE SUBSTANCIAS POTENCIALMENTE ENVOLVIDAS NA SELECAO E MECANISMO DE
DEFESA NAS RELAC@ES UNGULADO-PLANTA NA RPPN-SESC PANTANAL”, de autoria
dos professores Dra. Sonia Soares Costa (Laboratério de Produtos Naturais, NPPN/
UFRJ) e Dr. Luiz Flamarion Barbosa de Oliveira (Secao de Mastozoologia, Museu
Nacional/ UFRJ).

Para a realizacao do projeto foi delimitada uma regiao de 6.661,233 ha na RPPN,

no entorno da estrada que liga os Postos N.S* do Carmo e S&o Luiz (figura 2).

A cobertura do solo na RPPN-SESC é bastante diversificada. Pode-se observar
vegetagbes do tipo cambarazal, mata, arbustiva, campo para pastagem, porém na
area escolhida para estudo, como se pode observar na figura 2, a vegetacdo

predominante é a de campo com murundus.
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Figura 2: Mapa da RPPN-SESC Pantanal
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Mango, 2004.

A primeira etapa do projeto consistiu na observagdo da atividade de
forrageamento dos animais na regido de estudo. As plantas utilizadas na alimentacao
dos cervos-do-pantanal e veados-campeiros foram repertoriadas pelos bidlogos Aniela
Moretti Mango, na ocasido mestranda no Museu Nacional, e José Luis Passos Cordeiro,
doutorando no Centro de Ecologia -Laboratorio de Geoprocessamento (UFRGS), ambos

sob a orientacao do Prof. Luiz F. B. Oliveira.

Em uma segunda etapa, foi feita a classificacdo botanica das espécies vegetais
pelas Dras. Solange Zaniolo e Raquel Negrelle (Laboratério Oikos, Departamento de

Botanica da Universidade Federal do Parand, UFPR).

A parte quimica deste trabalho, realizada no Nucleo de Pesquisas de Produtos
Naturais e o estudo farmacoldgico de uma das plantas da dieta realizado pela entdo
aluna de mestrado Fabiola Ribeiro Martins, sob a orientacdo da Prof. Patricia Dias
Fernandes (Instituto de Ciéncias Biomédicas, UFRJ), constituem a terceira etapa do

projeto.

Ainda com relagdo a parte quimica, é importante acrescentar que as analises

de dosagem de fendis totais e taninos foram realizadas com a supervisdo da Profa.
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Gilda Guimardes Leitdo (NPPN, UFR]) e colaboracdo do graduando Tarcizio José dos

Santos Filho (Curso de Farmacia, UFR]). Na realizacdo dos ensaios antioxidantes
contamos com a colaboracdo da equipe da professora Ana Luiza Palhares Miranda

(Lassbio, Faculdade de Farmacia, UFRJ).
1.2 - Cervideos:

Os cervideos sao mamiferos ruminantes que pertencem a ordem Artiodactyla,

subordem Ruminantia, Infra-ordem Pecora e familia Cervidae (Duarte, 1997).

Nas figuras 3 e 4 estao representados um veado-campeiro e um cervo-do-

pantanal, respectivamente, em atividade de forrageamento.

Figura 3: Foto do veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus)

Foto cedida pelo Prof. L. F. B. Oliveira

11



Introducao Geral

Figura 4: Foto do cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus)

A familia Cervidae é composta por 16 géneros e 43 espécies viventes. Os
representantes desta familia sdo amplamente distribuidos, mas estdo ausentes na
Africa sub-sahariana, Antartica, Austrdlia e Nova Zeldndia. Nessas duas ultimas

regioes estao presentes por introducao (Mango, 2004).

O veado macho destaca-se da fémea por possuir geralmente chifres em forma
de galhos e por ser também de maior tamanho. Sao animais dificeis de serem vistos
na natureza, principalmente dentro do campo, pois evitam bastante o homem. Quase
todas as espécies estdo ameacadas de extingdo, uma vez que seus habitats estdo
diminuindo e sao muito cacados (Mango, 2004). No Brasil, pode-se encontrar 8
espécies (tabela 1), sendo que as espécies do género Mazama sao muito semelhantes
entre si (Duarte, 1997).

12
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Tabela 1: Espécies de cervideos encontradas no Brasil

Espécie Nome Popular
Blastocerus dichotomus Cervo-do-pantanal
Ozotoceros berzoaticus Veado-campeiro, Rabo-branco.
Odocoileus virginianus Veado-galheiro

Mazama gouazoubira Veado-catingueiro, Veado-pardo.
Mazama americana Veado-mateiro
Mazama nana Veado-borord-do-sul, Pororoca.
Mazama bororo Boror6-de-Sao Paulo
Mazama rondoni Veado-roxo, Foboca.

Duarte, 1997.

Os cervideos ocupam habitats variados, incluindo campos, regiées pantanosas,
savanas, regibes aridas e montanhas. S3o grazers (pastadores) ou browsers

(consumidores de monocotiledoneas e folhas de dicotiledéneas) (Mango, 2004).

Em geral, 10% da producao de plantas terrestres sdo consumidos por
herbivoros. Os mamiferos ungulados representam um grupo variado de herbivoros, no

qual se incluem os veados-campeiros e os cervos-do-pantanal.

E um relato na literatura foi verificado a presenca de diferentes familias de
plantas na composicdao relativa (%) da dieta dos cervos-do-pantanal, durante os
periodos Umido e seco, no Pantanal (Duarte, 1997). Esse estudo foi baseado em
informagdes obtidas da observagdao direta dos cervideos em atividade de

forrageamento, além da andlise de material fecal dos mesmos (tabela 2).
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Tabela 2: Familias de plantas consumidas por cervos-do-pantanal nos periodos Umido

e seco no Pantanal

Familia Periodo Umido Periodo Seco
(percentual) (percentual)

Monocotileddoneas

Alismataceae 9,45 8,38
Cyperaceae 5,68 5,55
Maranthaceae 8,64 7,11
Poaceae 25,73 23,84
Pontederiaceae 11,46 13,30
Dicotiledéneas
Acanthaceae 1,03 1,64
Apocynaceae 0,08 0,00
Chrysobalanaceae 0,52 1,55
Leguminosae 12,04 10,18
Limnocharitaceae 4,74 4,45
Nymphaeceae 12,22 13,42
Onagraceae 5,75 7,92
Total 100,00 100,00

Duarte (1997)

De acordo com a tabela 2, pode-se observar que fazem parte da dieta desses
animais 5 familias de monocotiledoneas e 7 de dicotiledoneas, sendo que as
monocotiledoneas possuem um papel mais representativo na dieta. Dentre estas, as
gramineas, presentes mais abundantemente na alimentacdo desses animais,

independente da estacdo do ano.

Este mesmo autor relata que em Ibera (Argentina) foram repertoriados alguns
componentes da dieta dos cervos-do-pantanal. Dentre as espécies consumidas estdo
as monocotiledéneas Hydrocotyle verticullata, Luziola peruvina, Pontederia cordata,
pertencentes a familia Poaceae, e as dicotiledoneas, Ludwigia peruviana
(Onagraceae), Ludwigia serica, Mikania micrantha (Asteraceae) e Thalia geniculata

(Marantaceae).

Em um estudo realizado por Silva & Mauro (2002), no Pantanal (periodo seco),
observa-se que fazem parte da dieta dos cervos-do-pantanal principalmente as
leguminosas arbustivas, como as espécies Aeschynomene sp e Discolobium

pulchellum, além de aquaticas, como a espécie Nymphaea sp. Esses mesmos autores
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relatam que a dieta dos veados-campeiros &, basicamente, constituida por gramineas

de pequeno porte.

As observagdes de Batzli (1994) mostraram que a interagdo dos mamiferos
herbivoros com as plantas utilizadas em sua alimentacdo ocorre através do

direcionamento pela quantidade e qualidade de planta consumida.

O valor nutritivo, a capacidade digestiva, o sistema anti-herbivoria de defesa
das plantas e a sua variagdao sazonal influenciam a selecdo dos itens da dieta dos
herbivoros. Ou seja, os animais selecionam as espécies vegetais com base na
interacao entre a estrutura das plantas e a qualidade foliar (Santos et al., 2003). O
conjunto dessas informacdes auxilia os pesquisadores na investigagdo e no
entendimento deste assunto. Entretanto, muito deve ainda ser feito nesta direcao
(Engle, 2002).

Pesquisas sobre os habitos alimentares de chipanzés mostraram que o uso da
espécie Vernonia amygdalina poderia estar associado aos possiveis efeitos de seus

componentes como agentes antiparasitarios (Koshimizu et al., 1994).

Huffman (2003) relata que espécies vegetais utilizadas por chimpanzés e gorilas
como agentes antiparasitarios também s3o consumidas por elefantes na Africa
(espécie Entada schefferi), por lobos na América do Sul (espécie Solanum lycocarpon),

e dentre outros, rinocerontes na Asia (espécie Ceriops candoleana).

O cultivo de plantas surgiu ha mais ou menos 10 mil anos e junto com a
agricultura veio a domesticacao de animais. Dessa forma, os seres humanos passaram

a ter mais opgoes para obtencdo de carne, couro, leite, etc.

A utilizacdo empirica das plantas pelo homem na busca de alivio para seus
problemas de salde é tdo antiga quanto a humanidade. O efeito terapéutico
comprovado de algumas dessas plantas vem contribuindo para intensificacdo dos
estudos de carater interdisciplinar, visando o conhecimento da natureza quimica das

substéncias ativas e da sua atuagdo em diferentes modelos de ensaios bioldgicos.

O homem também utiliza plantas para tratar doencas de animais domeésticos,
principalmente em comunidades rurais. Alguns agentes patoldgicos (bactérias, fungos
e, entre outros, os virus) que podem provocar doencas nos seres humanos, também
ocasionam grandes prejuizos a pecuaria, pois além de afetarem a produtividade do
rebanho (custos devidos aos tratamentos veterindrios), retardam o crescimento do

animal podendo leva-lo a morte (Byavu et al., 2000).
15
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A gastroenterite aguda (GEA), por exemplo, causada por virus (adenovirus,

rotavirus e reovirus) e bactérias, € uma doenca que acomete homens e animais,
constituindo um importante problema sanitéario a nivel mundial nos paises
subdesenvolvidos, onde atinge um indice de 30 a 40% de contaminagdes por estes
agentes (Claver, 2000).

Segundo Lans et al. (2001), as plantas contém substdncias quimicas que
podem explicar seu uso com sucesso na etnomedicina e na etnoveterinaria. Algumas
destas substdncias podem influenciar o sistema imune, melhorando a defesa do
organismo, ou ainda, agir diretamente contra agentes causadores de doencas

parasitarias e infecciosas.
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2.0 PLANTAS DA DIETA DE CERVIDEOS NA RPPN-SESC PANTANAL

Foram coletadas 21 plantas de diversas familias, apos a observacdo direta das
atividades de forrageamento de cervos-do-pantanal e veados-campeiros, durante

diferentes estadas na RPPN.

O Centro-Oeste brasileiro apresenta clima caracterizado por invernos secos
(estacdo seca) e verbes chuvosos (estacdao Umida) (Mango, 2004). Assim, as plantas
foram coletadas nas estagbes: seca (junho) e Umida (dezembro). A tabela 3 mostra as
espécies consumidas por esses cervideos, a parte do vegetal consumida, a data de

coleta de cada espécie vegetal e seu respectivo nimero de exsicata.

Dentre as plantas consumidas pelos cervideos, a espécie Brachiaria humidicola
foi a escolhida para um estudo fitoquimico mais aprofundado, pois esta graminea esta
presente nos habitats selecionados pelos cervos-do-pantanal e veados-campeiros,
tanto na estagdo seca quanto na umida. Isto leva a crer que esta graminea possua

uma importancia significativa na alimentacdo desses animais.

Tabela 3: Plantas que compdem a dieta de veados-campeiros (Ozotoceros

bezoarticus) e cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) na RPPN-SESC Pantanal

Espécie vegetal Parte do vegetal consumida Data de coleta/ Exsicata

Dicotiled6nea

O. bezoarticus

B. dichotomus

Andira cuyabensis Bth. (Fabaceae)

Cecropia pachystachya Trec.
(Cecropiaceae)

Desmodium distortum (Aubl.) J. F.

Macbr. (Fabaceae)

Discolobium pulchellum Benth.
(Fabaceae)

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown.
(Verbenaceae)

Ludwigia nervosa (Poir.) Hara
(Onagraceae)

Melochia villosa (Mill.) Faw et R.

(Sterculiacae)

Mimosa debilis H&B.ex. Willd.
(Mimosaceae)

Mimosa xanthocentra Mart.
(Mimosaceae)

Frutos

Folhas

n.o.

n.o.

Partes aéreas

Folhas

Caules, folhas e
raizes

Raizes, folhas e
frutos

Raizes e frutos
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n.o.

Folhas jovens

Folhas jovens e
raizes

Caule, folhas
jovens e raizes

Partes aéreas

Folhas

Caules, folhas
e raizes

n.o.

Raizes e frutos

Jun/2002; UPCB 48067
Jun/2002, HNUP 2076

Dez/2001, UPCB 48065

Jun/2002, UPCB 48069

Jun/2002, UPCB 48064

Dec/2001

Dez/2001, UPCB 47445

Dez/2001, UPCB 47549

Dez/2001, UPCB 48062
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Pavonia angustifolia Bth.
(Malvaceae)

Phyllanthus amarus Schum. et
Thon. (Euphorbiaceae)

Polygonum acuminatum H.B.K.
(Polygonaceae)

Sabicea aspera Aubl. (Rubiaceae)

Sebastiania corniculata (Vahl) Pax.
(Euphorbiaceae)

Sida santaremensis Mont.
(Malvaceae)

Rynchanthera novemnervia DC.
(Melastomataceae)

Vernonia scabra Pers. (Asteraceae)

Monocotiledéneas

Axonopus purpusii (Mez) Chase
(Poaceae)

Brachiaria humidicola (Rend.)
Schweich

(= B. dictyoneura) (Poaceae)
Brachiaria sp (Poaceae)

Oryza latifolia Desv. (Poaceae)

n.o.

Partes aéreas

n.o.

Caule, folhas e
flores

n.o.

n.o.

n.o.

O. bezoarticus

Caules, folhas e
inflorescéncias.

Partes aéreas

Partes aéreas

n.o.

Caule, folhas e
flores

n.o.

Caule e folhas

Raizes e folhas
jovens

n.o.

Caule, folhas,
raizes e flores

Folhas e flores

Caules, raizes e
folhas jovens

B. dichotomus

n.o.

Partes aéreas

n.o.
Folhas

Jun/2002, UPCB 48070

Dez/2001, UPCB 48068

Jun/2002, UPCB 48071

Jun/2002, UPCB 48066

Dez/2001

Jun/2002, UPCB 48060

Jun/2002, UPCB 49264

Jun/2002, UPCB 46141

Jun/2002, UPCB 48072

Dez/2001, UPCB 48061

Dez/2001
Jun/2002, UPCB 46145

Obs.: A cor cinza claro indica que estas espécies vegetais estdo em processo de identificagdo botanica. A

simbologia n.o. - nao observado
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2.1 Fontes Vegetais e sua Importancia para a Saude

As plantas tém sido uma fonte de substancias farmacologicamente ativas para
o homem desde tempos antigos (Girre, 2001). Uma parcela consideravel dos
medicamentos atuais contém substancias de origem natural ou proveniente de

modificacdo estrutural (semi-sintéticas).

Uma das estratégias mais utilizadas na pesquisa de novas substancias bioativas
de origem vegetal potencialmente Uteis na obtencdo de farmacos, consiste em
selecionar para estudo plantas empregadas na medicina popular por uma determinada
comunidade (critérios de etnobotanica/etnomedicina) (Huffman, 2003; Kamath et al.
2004; Awika & Rooney, 2004). Esta abordagem certamente aumenta a probabilidade

do isolamento de substancias bioativas e com maior margem de seguranca.

Em geral, estas substancias fazem parte do sistema de defesa das plantas e sdo
conhecidas como metabdlitos secundarios. Pertencem a diversas classes quimicas e
sdao provenientes de diferentes vias biossintéticas. Dentre elas, podem ser citados
alcaldides, terpenos taninos, cumarinas, estilbenos, ésteres de acidos cinamicos e
flavondides. A grande maioria contém em suas estruturas pelo menos um nucleo

fendlico.

O efeito benéfico dessas plantas aos seres humanos e animais que delas fazem
uso pode se manifestar de varias maneiras, aumentando a resisténcia as infecgoes

virdticas e/ou bacterianas, funcionando como antiinflamatérios ou ainda como

analgésicos (Moure et al., 2001).

Na presente tese, as substancias fendlicas sdao alvo de interesse, pois tais
substancias fazem parte do mecanismo de protecdo da planta ao ataque de
predadores contra a herbivoria. Muitos desses metabdlitos possuem uma gama
variada de atividades bildégicas, como por exemplo: contra infecgoes provocadas por

bactérias, fungos e virus.
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3.0- ACAO ANTIOXIDANTE

(AQAO REDUTORA DE RADICAIS LIVRES)

O oxigénio € o elemento mais abundante da biosfera. O oxigénio molecular
corresponde atualmente a cerca de 20% do ar atmosférico, sendo sua principal fonte
o processo fotossintético. As oxidacOes bioldgicas realizadas através do oxigénio
molecular representam a principal fonte de energia utilizada pela grande maioria de

plantas e animais.

Tanto através da produgdo bioldgica de oxigénio pelo processo fotossintético
como através da utilizacgdo do mesmo pela respiragdo mitocondrial em plantas e
animais, as reacbes bioquimicas se desenvolvem de tal maneira que geram produtos

secundarios, na ordem de 2% dos produtos finais (H,0 e CO,).

Estes intermediarios da reducdo parcial de oxigénio sdo conhecidos como
espécies reativas do oxigénio (ERO) e sdo mais reativos do que o oxigénio molecular
(Yunes & Calixto, 2001). Estas ERO sdo: radical dnion superdxido (0,7); perdxido de
hidrogénio (H,0,); ion hidroxila ((OH) e o radical peroxil (ROO").

Segundo Huang et al. (2005), quimicamente os antioxidantes podem ser
conceituados como substédncias capazes de retardarem a oxidacdao de outras. Essas

reagdes quimicas podem ocorrer de duas formas:
1) Transferéncia de hidrogénio

Este método esta baseado em uma reagcdo competitiva, se utiliza um gerador

de radicais livres sintético e uma molécula com capacidade antioxidante;
2) Tranferéncia de elétrons

Este método envolve reagbes de oxi-reducdo, se utiliza uma matriz (padréo)

gue monitora a reacao e indica o final da mesma.

Essas reagbGes ocorrem em 4 etapas distintas. A primeira etapa (iniciagdo) é
aquela que se observa a formacdo do radical oxigenado (peroxil- ROO®), seguida
da transferéncia de hidrogénio do substrato (SH) para este radical. A etapa de
propagacao consiste na reacao do substrato oxigenado e radicalar (SOQO®) com
outras moléculas de substrato no meio, e tém-se como resultado um substrato

radicalar.
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A terceira etapa consiste na reacdo do substrato oxigenado e radicalar (SOO0®)
com a espécie considerada com antioxidante (AH). A espécie antioxidante devera
doar hidrogénio para a espécie radicalar SOO*, o radical formado (A®) devera ser
mais estavel do que a espécie SOO°. Para finalizar, as moléculas restantes de SOO*
reagirdo entre si, obtendo-se como produto substancias ndo radicalares (esquema
1).

Esquema 1: Etapas das reacGes quimicas entre um substrato (SH) e uma substancia
antioxidante (AH)

Iniciacéo R* +0, —» ROC"

ROO® +sH —>» ROOH +S°*

Propagacéo Se+0, 3 o lox
soo® + sy —» SOOH +3°
Inibicéo
SO0® + AH —» SOOH +A*
Término

° e 5 Produtos néo
SO0 + S00 radicalares

SO0"+A* — 5 Produtos ndo
radicalares

Os efeitos deletérios associados a constante formacdao dos radicais livres
oriundas da presenca e utilizacdo do oxigénio nos tecidos podem vir a formar o que se
chama de estresse oxidativo. Assim, entende-se que o estresse oxidativo pode ser
causado por um aumento na geracdo de radicais livres oxigenados ou diminuicao das
defesas antioxidantes, inclusive para o sistema imunoldgico. O acumulo de espécies
reativas de oxigénio causa danos a estrutura das biomoléculas de DNA, lipidios,

carboidratos e proteinas, além de outros componentes celulares (Pietta, 2000).

As plantas, ao longo do tempo evolutivo, bem como os organismos animais,
foram dotados de distintas defesas antioxidantes (DA) para compensar esses efeitos
deletérios (Yunes & Calixto, 2001). Dentro da fisiologia das plantas, as suas DA podem
ser afetadas por inUmeros fatores, tais como intensa iluminacdo, deficiéncia mineral,

vento, seca, oscilacbes de temperatura e dentre outros, a sazonalidade. Segundo
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Yunes & Calixto (2001), as plantas assemelham-se aos animais quanto as suas DA,

por exemplo, face ao consumo de O, e seu decréscimo durante o envelhecimento.

Nos ultimos anos, tem sido despertado um grande interesse para o papel de
espécies reativas do oxigénio (ERQO) na etiologia de varias doencas (Halliwell, 1987).
Segundo Halvorsen et al. (2002), existe um consenso geral, no qual foi implementado
gue as doencas degenerativas, crénicas (como o cancer), coronarianas, além da
obesidade, diabetes, hipertensdo, catarata, inflamacbes e infeccbes, podem ser

ocasionadas pelo estresse oxidativo.

Os componentes bioativos de plantas utilizadas na medicina tradicional ou
ainda na alimentagdo, podem estar protegendo os individuos contra doencas em que o

mecanismo de estresse oxidativo esteja implicado (Aruoma, 2004).

Para reduzir o risco do desenvolvimento desses problemas de saulde,
recomenda-se uma dieta rica em vegetais e frutas, tendo em vista que as espécies
vegetais possuem substancias capazes de seqliestrar radicais livres e assim, atuarem

como antioxidantes (Halvorsen et al., 2002).

Estudos anteriores mostram que, de fato, dietas ricas em frutas e vegetais
protegem seres humanos contra doencas cardiovasculares e outras patologias.
Substancias fendlicas, como flavondides e fenilpropandides, presentes nesses
alimentos, podem exercer um papel protetor importante. Os flavondides que ocorrem
na forma livre ou glicosilada, contém hidroxilas fendlicas capazes de reduzir radicais

oxidantes (Rice-Evans et al., 1996).

Ainda segundo Rice-Evans et al. (1996), os antioxidantes vegetais sao de
origem muito variada. Mas indubitavelmente, os flavondides constituem o grupo mais
representativo encontrado, com elevada diversidade de formas. Além dos flavondides,
outras substancias fendlicas, como os ésteres fendlicos (Bors & Michel, 1999) e
taninos (Yokozawa et al., 1998), além da vitamina C, vitamina E e uma a variedade de
mais de mil tipos de carotendides descritos em plantas também chama a atencgdo
(Aruoma, 2004).

Além destes, também existem os terpendides, cumarinas, saponinas,
curcuminas, dentre outros que apresentam esta atividade (Manach et al., 1999; Chen
& Ho, 1997; Rice-Evans et al., 1996).
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As propriedades antioxidantes dos flavondides tém atraido atencdo para a area
da nutricao preventiva, pois eles protegem os constituintes alimentares contra o dano
oxidativo e podem também contribuir para a prevencdo de importantes patologias,
como doencas cardiovasculares, envelhecimento, canceres e outros (Yunes & Calixto,
2001).

Em uma pesquisa realizada por Amié et al. (2003), 29 flavondides foram
avaliados quanto a sua capacidade seqlestradora de radicais livres. Destes, 16
apresentaram alta atividade. Segundo esses mesmos autores, para que uma
substéncia seja considerada ativa como sequliestrador de radicais livres, é necessario

que possua esqueleto semelhante ao do catecol (figura 5).
Figura 5: Estrutura do catecol

OH
OH

A literatura relata que o uso de antioxidantes sintéticos tem trazido pontos
negativos para a salde e algumas restrigoes tém sido observadas para sua utilizagdo.
Sendo assim, a busca de antioxidantes naturais tem sido incrementada (Koleva et al.,
2002).

Alguns estudos tém privilegiado a importédncia dos antioxidantes na dieta
humana, porém pouco tem sido feito com relacdo a dieta de animais, sobretudo os de

vida silvestre. Entretanto, alguns esforcos tém sido feitos nesta diregao.

Segundo um estudo realizado por Slifka et al. (1999), observou-se um acumulo
diferenciado entre animais silvestres quanto ao nivel de carotendides no plasma
sanguineo. Neste mesmo trabalho, os cervideos pastadores examinados mostraram
baixa ou nenhuma concentracdo de carotendides, apesar da ingestdo desses

nutrientes na dieta.

A investigagao do impacto de antioxidantes na redugao do estresse oxidativo e
conseqlientemente as implicacbes para prevencao de doencas é o enfoque principal

deste trabalho de tese.
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4.0- ATUACAO DE RADICAIS LIVRES OXIDANTES EM PROCESSOS

INFLAMATORIOS

Nos processos inflamatoérios o estresse oxidativo causado pelos radicais livres
se encontram aumentados. Tendo em vista esse aspecto, existe uma busca intensa
por subtancias que possuam a capacidade de atuarem como redutoras das espécies

radicalares geradas no organismo.

De acordo com Middelton & Kandaswami (1992), algumas substancias de
origem fendlica sdo capazes de atuar como antioxidantes e tém importante papel
como antiinflamatorias. Considerando-se que em processos inflamatorios ocorre uma
producdo excessiva de radicais oxidantes, tornou-se relevante neste estudo a
avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos das plantas consumidas pelos cervos-

do-pantanal e veados-campeiros na RPPN.

A reacdo de oxidacdo é influenciada pela temperatura, luz, ar, propriedades
fisicas e quimicas dos agentes envolvidos, ou ainda, dos iniciadores da oxidagdo, que
podem gerar efeitos deletérios ao organismo, promovendo um acumulo de radicais
livres e, conseqiientemente, um estado de inflamacdo mais exacerbado (Koleva et al.,
2002).

A dor é um componente importante dos processos inflamatorios. A percepgdo
da dor, envolve a participagdo de mecanismos periféricos através da excitagdo de

fibras aferentes nociceptivas ou mecanismos centrais.

A percepgao da dor inflamatéria periférica € formado por tecidos que podem ser
ativados por estimulos térmicos, mecéanicos, elétricos ou quimicos, relacionados a

danos tissulares causando a resposta inflamatéria (Vanderlinde, 1999).

O desenvolvimento de novas drogas permitird a obtencdo de analgésicos sem
os resultados centrais dos agentes opidides ou efeitos como o da depressao
respiratéria, da dependéncia, da disforia, das nauseas e da sedacdo (Vanderlinde,
1999).
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1.0- BENEFICIOS DE UMA DIETA RICA EM VEGETAIS E FRUTAS

Os metabdlitos secundarios presentes nos alimentos vegetais na dieta humana
previnem doencas e estimulam o bem estar. Desta forma, continuos esforcos tém
sido feitos em todo o mundo por pesquisadores com o intuito de estudar as
influéncias das composicGes quimicas das frutas e vegetais (Kris-Etherton et al.,
2002, Singh et al., 2002).

O efeito protetor contra varias doencas tem sido atribuido a um largo e
extenso grupo de substancias antioxidantes, como a vitamina C, p-caroteno e outros
carotenodides, seguidos de flavonodides e fenilpropandides (Rice-Evans et al., 1996;
Scalbert & Williamson, 2000).

Pouco se sabe sobre os possiveis efeitos benéficos de metabdlitos ndo
nutricionais ingeridos na dieta. Assim, sdo minimos os dados que permitem avaliar a
influéncia da composicdo quimica das plantas ingeridas na dieta de animais sobre a

salide dos mesmos (Cousins & Huffman, 2002).

Sdo raros os dados sobre a composicao da dieta de cervos-do-pantanal e
veados-campeiros, especialmente os que habitam o Pantanal do Mato Grosso (Tomas
& Salis, 2000).

A relacdo das espécies vegetais consumidas por esses animais esta
apresentada na tabela 3, na Introducao Geral deste trabalho. Foram inventariadas 21
espécies vegetais como parte da dieta de cervos-do-pantanal e veados-campeiros.
Integram a dieta 13 familias de plantas que sdo agrupadas em monocotiledoneas e
dicotiledoneas (figura 1). As 21 plantas pertencentes a dieta desses animais,

pertencem a 19 géneros botéanicos diferentes.
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Figura 1: Percentual das monocotiledoneas e das dicotileddneas presentes na dieta

@ Monocotileddneas

B Dicotiled6neas

201 %

799 %

A tabela abaixo mostra a principal forma de vida dessas plantas e, além disso,

0s nomes populares mais comumente empregados.

Tabela 1: Caracteristica botanica e nome popular das espécies vegetais pertencentes

a dieta dos cervos-do-pantanal e veados-campeiros

Espécie vegetal/

Géneros

Nome Popular

Forma de Vida

Referéncia

Dicotiledénea

Andira

A. cuyabensis
Cecropia

C. pachystachya
Desmodium
D. distortum
Discolobium
D. pulchellum
Lippia

L. alba
Ludwigia

L. nervosa
Melochia

M. villosa
Mimosa

M. debilis

M. xanthocentra

Angelim

Embauba

Carrapicho

Cortica

Erva-cidreira

Cruz-de-malta

Guanchuma

Dormideira

Dorme-dorme

31

Arborea

Arbdrea

Arbustiva

Arbustiva

Subarbustiva

Subarbustiva

Herbacea ou sub-lenhosa

Subarbustiva

Subarbustiva

Corréa, 1984.

Lorenzi, 2000

Lorenzi, 2000

Pott & Pott, 2000.

Lorenzi, 2000

Lorenzi, 2000

Lorenzi, 2000.

Lorenzi, 2000.
Lorenzi, 2000
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Pavonia

P. angustifélia Malva Subarbustiva Lorenzi, 2000.
Phyllanthus

P. amarus Quebra-pedra Herbacea Lorenzi, 2000
Polygonum

P. acuminatum Erva-de-bicho-peluda Herbacea Lorenzi, 2000.
Sabicea

S. aspera Sabicea Arbustiva Pott & Pott, 1994.

Sebastiania

S. corniculata Guanchuma-de-chifre Subarbustiva Lorenzi, 2000.
Sida

S. santaremensis Guanchuma-amarela Subarbustiva Lorenzi, 2000
Rynchanthera

R. novemnervia Sdo-jodozinho Arbustiva Corréa, 1984.
Vernonia

V. scabra Assapeixe Arbustiva sedosa Lorenzi, 2000.

Monocotileddneas

Axonopus

A. purpusii Capim Herbacea Lorenzi, 2000.
Brachiaria

B. humidicola Braquiaria Herbacea Lorenzi, 2000.
Brachiaria sp Braquiaria Herbacea Lorenzi, 2000.
Oryza

0. latifolia Trevo Herbacea Lorenzi, 2000.

7

A area escolhida para estudo na RPPN-SESC é formada por um mosaico
vegetal, o que permite perceber a existéncia de uma relativa diversidade para a forma
de vida dessas plantas, que podem ser arboreas, herbaceas, arbustivas ou

subarbustivas.

Espécies da familia Poaceae (quatro espécies) foram as mais representativas,
seguidas da familia Fabaceae (trés espécies). As familias Euphorbiaceae, Malvaceae e
Mimosaceae contribuem, cada uma, com duas espécies. As familias Asteraceae,
Cecropiaceae, Melastomaceae, Onagraceae, Rubiaceae, Sterculiaceae e Verbenaceae
contribuem apenas com uma espécie. Assim, a familia Poaceae é aquela que possui a
maior contribuicdo (19,1%). Em seguida, se encontra a familia Fabaceae (14,3%) e a
terceira posicdo ocupada pelas familias Euphorbiaceae, Malvaceae e Mimosaceae, que

possuem uma contribuicdo em torno de 9,5%.
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As espécies vegetais pertencentes as familias Asteraceae, Cecropiaceae,
Melastomaceae, Onagraceae, Polygonaceae, Rubiaceae, Sterculiaceae e Verbenaceae

sao aquelas que apresentam menor contribuicao (4,5%) (figura 2).

Figura 2: Riqueza de espécies nas familias de fontes vegetais pertencentes a dieta

30,0%

20,0% 19,1%

14,3%

9,5% 9,5% 9,5%

4,5% 4,5% 4,5% 4,5% 4,5% 4,5% 4,5% 4,5%
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2.0- Uso NA MEDICINA POPULAR BRASILEIRA

Esta tese enfoca as propriedades etnomedicinais de plantas componentes da
dieta dos veados-campeiros e dos cervos-do-pantanal. Para o levantamento
bibliografico foram utilizados como fontes livros que relatassem o uso dos itens da

dieta no Brasil:

1. O Dicionario das plantas Uteis do Brasil e das exoéticas cultivadas (Corréa,
1984);

2. O livro Medicinal Plants of Brazil escrito pelos Drs. Mors, Rizzini & Pereira
(2000);

3. Dois livros sobre as espécies vegetais do Pantanal escritos por Pott & Pott,
1994 (Plantas do Pantanal) e Pott & Pott, 2000 (Plantas aquaticas do

Pantanal);
4. O livro Plantas medicinais na Amazonia, de autoria de Dr. Berg, 1993;
5. O livro escrito por Martins, Castro & Dias, intitulado Plantas Medicinais, 1995.

Além destes, também foram utilizados artigos e uma apresentacdo em

simpdsio neste levantamento:
6. Cerrado: espécies vegetais Uteis (Almeida et al., 1998);

7. A review of the plants of the genus Phyllanthus: their chemistry, pharmacology

and therapeutic potential (Calixto et al., 1998);

8. Levantamento etnobotanico de plantas medicinais no dominio do cerrado na

regidao do Alto Rio Grande-Minas Gerais (Rodrigues & Carvalho, 2001);

9. O género Phyllanthus L. (Euphorbiaceae) na Chapada Diamantina, Bahia, Brasil
(Torres et al., 2003);

10.0 género Phyllanthus L. (Phyllantheae - Euphorbiaceae Juss.) no bioma
Caatinga do estado de Pernambuco - Brasil (Silva & Sales, 2004);

11. A etnoboténica da Morraria Momoso do Pantanal de Mato Grosso (Schwenk &
Silva, 1998).
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Surpreendentemente, a maioria das plantas consumidas por esses cervideos
pertence a géneros que possuem numerosas espécies vegetais utilizadas na medicina
popular no Brasil, contra infeccdes e sintomas inflamatérios, segundo informacoes
relatadas por Branch & Silva, 1983; Corréa, 1984; Berg, 1993; Pott & Pott, 1994;
Martins et al., 1995; Almeida et al., 1998; Calixto et al., 1998; Schwenk & Silva,
1998; Mors et al., 2000; Pott & Pott, 2000; Rodrigues & Carvalho, 2001; Torres et al.,
2003 e Silva & Sales, 2004. Estes dados estdo descritos na tabela 2.

Dos 19 géneros botanicos pertencentes a dieta de cervos-do-pantanal e

veados-campeiros, existem 13 com uso na medicina popular brasileira.

O género Andira contribui com 17 espécies vegetais e possui 35 usos
medicinais. As espécies deste género possuem citacdes para o emprego contra
parasitas e vermes, em sua grande maioria (Almeida et al., 1998; Corréa, 1984; Mors
et al., 2000 e Pott & Pott, 1994).

Para o género Cecropia sdao observadas apenas cinco espécies vegetais
medicinais, porém apresentam cerca de 25 usos na medicina popular. Além disto,
verifica-se que essas espécies possuem um leque de usos medicinais bastante amplo.
(Berg, 1993; Branch & Silva, 1983; Corréa, 1984; Martins et al., 1995; Mors et al.,
2000; Pott & Pott, 1994 e Rodrigues & Carvalho, 2001).

Sao observados sete espécies medicinais para o género Desmodium e um total
de 16 indicagGes medicinais. As espécies deste género possuem maior emprego contra
doencas genitais (Corréa, 1984; Mors et al., 2000; Pott & Pott, 1994 e Rodrigues &
Carvalho, 2001).
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O género Lippia contribui com um total de 11 espécies e 31 utilizagdes, de uma
maneira geral. As espécies deste género sao comumente utilizadas na medicina
popular brasileira como purgativa, vomitivo, emenagoga, tOnica, adstringente,
antidiabética, laxativa, depurativa, emoliente e ainda contra amenorréia,
dismenorréia, difteria, doencas respiratérias, hemorroidas e picada de cobras (Branch
& Silva, 1983; Corréa, 1984; Martins et al., 1995; Mors et al., 2000 e Pott & Pott,
1994).

Para o género Ludwigia €& observado o mesmo numero de espécies
contribuintes do género Desmodium (sete espécies). A grande maioria das indicagoes
populares para as espécies de Ludwigia esta relacionada a doengas de pele (Mors et
al., 2000 e Pott & Pott, 2000).

O género Mimosa é aquele que possui 0 maior nimero de espécies com uso na
medicina popular (23 espécies) e o maior niumero de utilizagbes (63). Todavia, o
maior nimero de usos esta ligado as doengas respiratérias e as atividades purgativa,
vomitivo, emenagoga, tonica, adstringente, antidiabética, laxativa, depurativa,
emoliente, amenorréica, dismenorréica, diftérica e contra o veneno da picada de
cobras (Corréa, 1984 e Mors et al., 2000).

Uma Unica espécie foi repertoriada para o género Pavonia. A espécie em
questdo é utilizada na etnomedicina para tratamento de doencas respiratdrias
(Rodrigues & Carvalho, 2001).

O género Phyllanthus possui 15 espécies vegetais utilizadas na etnomedicina,
com um uso total bastante expressivo (54). Indubitavelmente, essas espécies
possuem maior contribuicdo contra os problemas urindrios (Branch & Silva, 1983;
Corréa, 1984; Martins et al., 1995; Mors et al., 2000; Pott & Pott, 1994; Silva & Sales,
2004; Calixto et al., 1998 e Torres et al., 2003).

O género Polygonum possui 10 espécies vegetais utilizadas na etnomedicina. A
variedade de utilizacdo dessas espécies é bastante expressiva. Os relatos totalizam
cerca de 63 usos. Isso indica que esse género é o mais representativo em termos de
usos das espécies vegetais, pois se pode notar que sdo cerca de seis empregos
diferentes na medicina popular brasileira para cada planta relatada. A maior indicacao
de tais espécies se da contra parasitas e vermes (Corréa, 1984; Martins et al., 1995;
Mors et al., 2000 e Pott & Pott, 2000).
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O género Sabicea possui duas espécies utilizadas na medicina popular. A
utilizacdo tem destaque contra diarréias e infeccGes genitais (Almeida et al., 1998; e
Rodrigues & Carvalho, 2001).

Com relacdo ao género Sebastiania foram verificados trés espécies com
emprego principalmente contra infeccGes genitais e doencas de pele (Corréa, 1984 e
Mors et al., 2000).

Os géneros Sida e Vernonia contribuem com 11 e 8 espécies medicinais,
respectivamente. As espécies destes géneros sdao mais utilizadas contra doengas
respiratérias (Corréa, 1984; Martins et al., 1995; Mors et al., 2000; Pott & Pott, 1994
e Rodrigues & Carvalho, 2001).

As aplicacOes terapéuticas na medicina popular no Brasil para as plantas da
dieta de cervos-do-pantanal e dos veados-campeiros na RPPN-SESC Pantanal estdo

detalhadas na tabela 2.

Foram utilizadas letras para designar os tipos de utilizacdo na etnomedicina.
Tem-se entdao para infecgdes genitais (IG), problemas urinarios (PU), doencas
respiratérias (DR), reumatismo e contusées (R/C), doencas de pele (DP), hemorragia
e hemoptise (H/H), dor e febre (D/F), diarréia (D), problemas gastricos (P/G),
hepatite (H), parasitas e vermes (P/V), hemorrdidas (HM), outros usos (OU) e nimero

de usos e espécies (NU).

Os outros usos (OU) correspondem aos efeitos purgativos, vomitivo,
emenagogo, tonico, adstringente, antidiabético, depurativo e emoliente. Além disso,
algumas espécies vegetais podem ser utilizadas contra amenorréia, dismenorréia,

difteria e em casos de picada de cobras.
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Tabela 2: Uso etnomedicinal de espécies vegetais dos géneros botanicos da dieta de

cervos-do-pantanal e veados-campeiros na Reserva Particular do Patrimoénio Natural

(RPPN/ SESC-Pantanal)

GENERO/ ESPECIE  IG PU DR R/C DP H/H D/F D P/G H P/V

HM

ou

NU

Andira

. amazonum - - - -
. anthelmia - - - -
. anthelmintica - - - -

. araroba - - - -

O o a —+~ A
1
1
1
1
1
QO o -

. aubletti - - - -
. cuyabensis - - - - - - - - h - d, h.
. fraxinifolia - - - -
. humilis - - - -

. inermis - - - -

- I ~h —h
1
1
1
1
1
o
o
e

. legalis - - - -
. paniculata - - - - - - - - - - d
. parvifolia - - - - - - - - - - d
. retusa - - - - - - - c f - d, f
. spectabilis - - - - - d - -

. spinulosa - - - - - - - - - -

. stipulacea - - - - - - - - -

> >» > > > > > > >» >» >» >» > > > > >

. vermifuga - - - - f - - - d - d, f

Cecropia

QO a a

A= = = N N W W WDNDNWWNR&

C. hololeuca d, f d, f d, f - - - - d, f - - -
. leucocoma - - - - - - - - c, f. - -
. pachystachya h, i. h, i. h,i - h - - h - - -
. palmata b, f. f e - b, f b, f - b, f. - - -

O O 0 0

. peltata - d d - d - - d - - d

Desmodium

. axillare d, f - - - - - - - _ _ _
. adscendens - i,]. i - - - - i i - -
. barbatum d, h. h - - - - - - - - -
. distortum - - - - - - - - - - -
. incanum d,i - - - - - - - - _ _
. triflorum d,f - d - d - - - - - -

O O 0O O O U O

. uncinatum - - - - i - - - - - _
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1G

PU

DR R/C DP H/H D/F

D

P/G

H

ou

NU

Lippia

L
L
L
L
L
L.
L
L
L
L
L

. alba

. asperifolia
. citriodora
. gratissima

. lupulina

lycioides

. macrophylla

. microphylla

. montevidendis
. pseudo-thea

. sidoides

e, h

a o -h

Q o

c,d, e f, h
d
d
f

Ludwigia

| Y Y N e S

. helmintorrhiza
. lagunae

. leptocarpa

. longifolia

. peruviana

. repens

. suffruticosa

f,g f, g

-~ O ua «u

W R = R = =W

[y
[y

Mimosa

=T 2 2 L L

. adherens

. alba

. barbadetiman

. bimucronata

caesalpiniaefolia

T 2222 EEX

. cavenia

. cochliocarpos
. colubrina

. entada

. guyanensis

invisa

lebbeck

. macroloba

. malacocentra

niopo

. pectinata
. pellita

. pendula
. pudica

. pulcherrima

a o 1

Q a 1

1 QO o a 1

Q o

N O B =

A Ul W HEH W NN W ONDM P O =
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GENERO/ESPECIE  IG PU DR R/C DP H/H D/F D P/G H P/V HM ou NU
Mimosa
M. unguiscati d - - - d - d - d - - - -
M. velloziana f - - f f - - - - - - - f
M. verrucosa - - - - - - - - - - - - f
69
Pavonia
P. hastata - - i - - - - - - - - - - 1
1

Phyllanthus

. acidus - - d - - - - - - - - -
. acutifolius - d, f. - - - - - - - d - -

. amarus - h, k, I, m. - - - - - | - | - - k, |
. caroliniensis - | - - - - - | - | - - |

. conami - d, f - - - - - - - - d, f - d, f
. corcovadensis - d, | - - - - - - | - - |

. diffusus - f - - - - - - _ d, f _ _ _

AN A WD P WDN

. fraternus - I - - - - - | - | - - |
. niruri Il ¢ def,h|,m | - d - dyef. | d, e. dfl f - dyef, . 10
. nobilis - - - - - - - - - - - - d, f.

. orbiculatus - h, j - - - - - - - - - - -

. sellowianus - f, - - - - - | - | - - |

. tenellus - f, I, m - - - - - | - | - - |

W © U U U U U U U U U U U U T

1
1
4
. stipulatus - | - - - - - | - | - - | 4
4
4

. urinaria - | - - - - - | - | - - |

Polygonum

P. acetosaefolium d - - - - - - - - - - - d 2
P. acre d d, e. - d,e. d,e. - d,e. d, e. d, e. - d,e. d,e. d, e. 10
P. acuminatum - f, g. - d,f,g g - g d,f,g g - d,f,gd f,g d,gq.

P. arborescens d - - - - - - d - - - - d

P. hispidum - g - - g - - - g - g - -

P.

hydropiperoides g f, g f,g g - g g g - g g g 10

P. meissnerianum - g - - g - - - - - g g - 4
P. punctatum f, g f, g - f,g f, g - f,g f,g f, g _ f,g f, g g 10
P. spectabile f, g g g g f, g - g g g - f,g f, g - 10
P. stypticum - - - - - - - - - - - - d 1

63

Sabicea

S. amazonensis - - - - - - - c - - - - -

S. cana i - - - - - - - - - - - i
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GENERO/ESPECIE IG PU DR R/C DP H/H D/F D P/G H P/V HM ou NU

Sebastiania

S. klotzschiana f - - - - - - - - - - - -
S. macrocarpa f - - - df - - - - - - - d, f.

S. pontamophila f - - - f - - - - - - - £

N W W =

Sida

S. acuta - - - - - - d, f. - d, f - - d, f -

. americana - - d - - - - - - - - - -

wn

. angustifolia - - - - - - - - d, f - - - -
. carpinifolia - - - - - - - - - - - - f
. erecta - - - - - - - - - - - - d
. hirta - - d - - - - - - - - - -
. macrodon d, f - - - df - - - f - - - _
. micrantha - - d f. - - - - - - - - - -
. purpurascens - - - - - - - - - - - -

. rhombea - d, f d - df - - d, f - - - -

. rhombifolia - - d - - - f - - - - - d, f

w u nu n n n no noon
W Ul B, B W R R R R W

N
—

Vernonia

. barbata - - i - - - - - - - - - -
. condensada - e - - - - e e h - - -

. ferruginea h a, h,i. h - - - - - - - - - a, h,i.
. missionis - - - i - - - - - - - - -

. polyanthes - - e, h. - - e i - - - - - -

. rotundifolia d - - - - - - - - - - - -

. scabra - - h - - - - - - - - - d, h.

H N P W~ M

\Y
\%
\Y
\Y
\%
\%
\Y
\Y

. scorpioides - - - - d - - - - - - - -

-
[e]

Obs. IG (infecgbes genitais); PU (problemas urindrios); DR (doencas respiratorias); R/C (reumatismo/contusdes); DP
(doengas de pele); H/H (hemorragia/hemoptise); D/F (dor/febre); D(diarréia); P/G (problemas gastricos); H (hepatite);
P/V (parasitas/vermes); HM (hemorrdidas); OU (outros usos); NU (nimero de usos/espécies). Espécies que compde a dieta
de cervos-do-pantanal e de veados-campeiros. Outros usos: purgativo, vomitivo, emenagogo, tbnico, adstringente,
antidiabético, depurativo, emoliente, amenorréico, dismenorréico, diftérico e em casos de picada de cobras.(a) Almeida et
al., 1998; (b) Berg, 1993; (c) Branch & Silva, 1983; (d) Corréa, 1984; (e) Martins et al., 1995; (f) Mors et al., 2000; (g)
Pott & Pott, 2000; (h) Pott & Pott, 1994; (i) Rodrigues & Carvalho, 2001; (j) Schwenk & Silva, 1998; (k) Silva & Sales,
2004; (I) Calixto et al., 1998; (m) Torres et al., 2003.

As plantas pertencentes aos géneros Axonopus, Brachiaria, Discolobium,
Melochia e Oryza parecem ter uso principalmente como forrageiras (Allem & Valls,
1987). Nenhuma utilizacdo medicinal foi encontrada para esses géneros na literatura
citada. O género Rynchanthera possui espécies utilizadas como ornamentais devido a

beleza de suas flores (Corréa, 1984).

41



Capitulo 11
A figura 3 mostra o percentual das aplicagbes medicinais de plantas

pertencentes aos géneros da dieta de cervos-do-pantanal e veados-campeiros na
RPPN-SESC Pantanal.

Figura 3: Aplicacdes na etnomedicina de plantas pertencentes aos géneros da dieta

de cervos-do-pantanal e veados-campeiros na RPPN-SESC Pantanal.

Outros usos
18,0%

Hemorréida
2,0%

Parasitas/Vermes
8,0%

Hepatite

0,
3.0% Problemas

gastricos Hemorragial/
9,0% hemoptise Infeccdes de pele,
2,0% genital, urinaria e

respiratéria; diarréia;
febre/ dor e
reumatismo
58,0%

Obs.: Almeida et al., 1998; Berg, 1993; Branch & Silva, 1983; Corréa, 1984; Martins et al., 1995; Mors et al., 2000; Pott &
Pott, 2000; Pott & Pott, 1994; Rodrigues & Carvalho, 2001; Schwenk & Silva, 1998; Silva & Sales, 2004; Calixto et al.,

1998; Torres et al., 2003.

Verifica-se, em termos quantitativos, que o maior nimero de usos medicinais
dessas plantas esta relacionado a problemas de pele, genitais, urinarios, pulmonares,
febre e dor, reumatismo etc. Estes usos perfazem 58,0%. Nota-se que cerca de
18,0% estdo relacionados as atividades purgativa, vomitivo, emenagoga, tonica,
adstringente, antidiabética, laxativa, depurativa, emoliente, amenorréica,

dismenorréica, diftérica e antipeconhenta.

42



Capitulo 11

Os usos relacionados aos problemas gastricos e contra os parasitas intestinais
contribuem com 9,0% e 8,0%, respectivamente. Apenas 3,0% dos usos medicinais
estdo relacionados a hepatite. E finalizando, em menor percentual, estdo as atividades

contra hemorragias/hemoptises (2,0%) e hemorrdidas (2,0%).

A figura 4 mostra a contribuicdo, em percentagem, dos géneros da dieta dos
cervos-do-pantanal e dos veados-campeiros na RPPN-SESC Pantanal quanto ao uso

na etnomedicina.

Figura 4: Contribuicdo na etnomedicina dos géneros pertencentes a dieta dos cervos-

do-pantanal e dos veados-campeiros na RPPN-SESC Pantanal.
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O género Mimosa (23 espécies) é o mais representativo quanto ao nimero de
espécies utilizadas na etnomedicina (20,0%). Seguido dos géneros Andira (17

espécies) e Phyllanthus (15 espécies), com percentuais de 13,9% e 13,0%.

Os géneros Sida e Lippia (11 espécies) contribuem igualmente com 9,6%. Os
géneros Polygonum (10 espécies) e Vernonia (oito espécies) contribuem com 9,0% e

7,0%, respectivamente.
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Minoritariamente, observam-se o0s géneros Desmodium e Ludwigia (sete
espécies cada um) com 6,1% e Cecropia (cinco espécies) com 4,3%. Verificam-se
ainda os géneros Sabicea e Sebastiania com duas e 3 espécies, respectivamente,
correspondendo a 2,6% e 1,7%. E por fim, com uma contribuicdo inferior a 1,0%, o

género Pavonia, representado por uma Unica espécie.

Os numeros mais altos de aplicagcbes na etnomedicina foram atribuidos aos
géneros Mimosa (69), Polygonum (63), Phyllanthus (54), Andira (35), Lippia (31) e
Cecropia (25), seguidos de Sida (21), Vernonia (18), Desmodium (16), Ludwigia (11),
Sebastiania (7), Sabiceae (3) e Pavonia (1) (figura 5).

Levando-se em consideracao o nimero de espécies vegetais medicinais para
cada género e o numero de usos etnomedicinais, o género Polygonum pode ser
considerado como um dos mais importante para a dieta dos cervos-do-pantanal e dos

veados-campeiros.

Figura 5: Representatividade dos géneros botanicos da dieta dos cervideos e os

numeros de espécies com uso na etnomedicina no Brasil

80 [0 Total de usos na etnomedicina
69

= Espécies com uso na etnomedicina

| &
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As espécies de Polygonum (10 espécies/63 usos) possuem um amplo uso em
etnomedicina (Corréa, 1984; Martins et al., 1995; Mors et al., 2000; Pott & Pott,
2000). O mesmo pode ser observado para os géneros Cecropia (cinco espécies/25
usos) e Phyllanthus (15 espécies/54 usos). Ou seja, esses géneros também possuem
importancia marcada na etnoveterinaria, com cerca de cinco e 4 utilizacdes

respectivamente para cada espécie desses géneros.

Os outros géneros Lippia (trés usos por cada espécie), Andira, Desmodium,
Ludwigia, Sabicea, Sebastiania, Sida e Vernonia (dois usos por cada espécie), e
Pavonia (um uso por cada espécie), contribuem minoritariamente quanto ao uso por

espécie no levantamento realizado na etnoveterinaria brasileira.

Como foi dito anteriormente existem 13 géneros medicinais na dieta dos
cervos-do-pantanal e veados-campeiros na RPPN-SESC Pantanal. Entretanto, apenas

sete plantas consumidas por estes animais sdao espécies medicinais.

A tabela 3 mostra as propriedades etnomedicinais das sete plantas consumidas

por cervos-do-pantanal e veados-campeiros RPPN-SESC Pantanal.

45



Capitulo 11

Tabela 3: Espécies vegetais pertencentes a dieta de cervos-do-pantanal e veados-

campeiros na RPPN-SESC Pantanal com utilizagdo na medicina popular brasileira

Espécies

Uso na Etnomedicina®

Andira cuyabensis

Cecropia pachystachya

Desmodium distortum

Lippia alba

Phyllanthus amarus

Polygonum acuminatum

Vernonia scabra

Vermifugo, ¢, digestivo *

Diurético, bronco dilatador ¢, antitussigeno 9, antiasmatico, contra
doengas coronarianas, cicatrizantes, antierisipela, contra doengas
oculares, antidiabético, antidiarréico, antileucorréico €,

antiblenorragico ¢
Cicatrizante de picada de cobra €

Sudorifero ¢ ¢, antiespasmddico >“9, estomaquico % ¢, emenagogo
bd sedativo, antiinsdnia, antiasmatico ¢, carminativo, digestivo ¢,
estimulante da menstruagdo, laxativo, analgésico intestinal,

estimulante do sistema circulatério, anti-reumatico ¢

Eliminador de pedras nos rins & ® "1 diurético’!, antidcido-urico ¢,
antiinfecgdo urinaria ™', abortivo ", antiinfeccdo intestinal,

antidiabéticos e anti-hepatite B*

Antiparasitario, antidisentérico, antiartrite’®f, anti-hemorréida®®f,

adstringente, estimulante de apetite”, refrigerante, antileucorréico,
antigonorréico, contra problemas de Ulcera, antierisipela,

cicatrizante, febrifugo.

Antitussigeno, antigripal ¢, estimulante, contra doencas oculares ® ¢

Calixto et al., 1998; "Corréa, 1984; “Martins et al., 1995; Mors et al., 2000; °Pott & Pott, 1994;

fPott & Pott, 2000; °Rodrigues & Carvalho, 2001; "Silva & Sales, 2004; ‘Torres et al., 2003.

A tabela acima indica que um tergo das 21 plantas da dieta dos cervos-do-

pantanal e veados-campeiros na RPPN-SESC Pantanal é utilizado na medicina popular

brasileira (sete espécies vegetais). Entretanto, 28,6% das plantas da dieta pertencem a

géneros empregados na etnoveterinaria brasileira.
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Observa-se que outros animais, além dos primatas ndo humanos, agem de
maneira seletiva com relagdo aos alimentos, similar aquela observada para humanos.
Um exemplo disso estd no suprimento de uma dieta baseada em plantas pelos
primatas (ndao humanos), apresentando sucesso direcionado para o isolamento de

substancias antimalariais de chimpanzés (Krief et al., 2004).

No momento, os estudos sobre a automedicacdo de animais sdo quase que
exclusivamente limitados a gorilas e chimpanzés (Cousins & Huffman, 2002; Huffman,
2003), mas, poderiam ser extremamente vantajosos para outros animais, em especial,
cervos-do-pantanal e veados-campeiros. Entretanto, no projeto “PERFIL QUIMICO E
POSSIVEIS IMPLICACOES DE SUBSTANCIAS POTENCIALMENTE ENVOLVIDAS NA
SELECAO E MECANISMO DE DEFESA NAS RELA(;CN)ES UNGULADO-PLANTA NA RPPN-
SESC PANTANAL”, ndo foi avaliado o critério de selecdao das espécies vegetais. Sendo
assim, nao existem dados que nos permitam sugerir um uso intencional dessas plantas

medicinais por parte dos veados-campeiros e cervos-do-pantanal.
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3.0- CONCLUSOES

O conhecimento sobre os habitos alimentares dos veados-campeiros

(Ozotoceros bezoarticus) e dos cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) nos

conduziu a avaliar o potencial efeito benéfico dos itens da dieta. Os resultados obtidos

acima baseados no levantamento realizado na literatura nos permitem concluir:

1.

2.

4.

A partir das 21 plantas repertoriadas, seis plantas sao utilizadas como
forrageira e 14 plantas pertencem a géneros com espécies medicinais. Além

disto, foi observado que uma Unica espécie apresenta uso ornamental.

As 21 plantas coletadas perfazem um total de 13 familias e 19 géneros de
plantas, sendo que destes, existem 13 géneros com usos medicinais no

Brasil.

Das 14 plantas pertencentes a géneros com espécies medicinais, sete
plantas da dieta sdo espécies medicinais (53,8%) e 6 sdo plantas

pertencentes a géneros botanicos medicinais (46,2%) no Brasil.

As espécies vegetais Andira cuyabensis (Fabaceae), Cecropia pachystachya
(Cecropiaceae), Desmodium  distortum (Fabaceae), Lippia alba
(Verbenaceae), Phyllanthus amarus (Euphorbiaceae), Polygonum
acuminatum (Polygonaceae) e Vernonia scabra (Asteraceae) possuem uma
importancia na medicina popular no Brasil e podem estar contribuindo

beneficamente para a salide desses animais na RPPN-SESC Pantanal.
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1.0- PREPARACAO DOS EXTRATOS DAS PLANTAS DA DIETA

Segundo Labadie et al. (1989), um dos pré-requisitos na pesquisa de plantas
utilizadas na medicina tradicional é observar o modo de preparacdo que contenha os
constituintes ativos, assim como as condicdes de sua biodisponibilidade.
Consideracdoes sobre o material coletado (parte da planta), sua conservacdo, pré-
tratamento, método de extracdo e dosagem devem ser avaliadas a fim de se

comprovar o uso terapéutico dessas preparagdes medicinais de uso popular.

Dependendo do solvente utilizado (aquoso ou orgénico) pode-se extrair
substancias de diferentes classes quimicas. Por esta razdo a atividade bioldgica
também varia com o tipo de extrato (Simodes et al., 1999). Neste trabalho optou-se

por um processo de extracdo aquoso por duas razdes:

1- A populacdo emprega, geralmente, as plantas medicinais sob forma de chas e

decoctos;
2- As plantas sdo digeridas pelos cervideos em meio aquoso.

Desta forma, as espécies vegetais da dieta dos veados-campeiros e dos
cervos-do-pantanal foram submetidas ao processo de extragao por decocgao 10%
(p/v) em aquecimento por 10 minutos em agua fervente (Simdes et al., 1999). A
opcao por este método se deve também ao fato de que durante a fervura as células
vegetais se rompem gerando maior massa de extrato. O esquema 1 sumariza o

processo de extracdo realizado.

A espécie Axonopus purpusii (Poaceae) ndo foi estudada, pois ndo havia massa

vegetal suficiente.

Na tabela 1 sdo mostrados os rendimentos obtidos nas extracdes por decocgao

partindo de 100 g de planta seca.
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Esquema 1: Processo de decocgao das plantas da dieta

[ Planta Seca }

v’ Trituracao

Planta Seca
Triturada

v Decocgdo 10% (p\v);
v Filtracao por 3 vezes em papel de filtro

[ Decocto }

v Liofilizacao

Decocto
Liofilizado
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Tabela 1: Parte vegetal utilizada e o rendimento dos extratos das plantas da dieta de
cervideos na RPPN-SESC Pantanal

Espécies Vegetais Parte Utilizada-Rendimento
dos Extratos (26)

Dicotiledbneas

Andira cuyabensis Folhas - 7,0

Cecropia pachystachya Folhas - 13,4

Desmodium distortum Folhas e caule - 14,1
Discolobium pulchellum Folhas e caule - 12,5
Lippia alba Folhas e caule - 9,9
Ludwigia nervosa Folhas e caule - 15,2
Melochia villosa Folhas e caule - 6,2
Mimosa debilis Folhas e caule - 4,6
Mimosa xanthocentra Folhas e caule - 9,3
Pavonia angustifolia Folhas e caule - 2,8
Phyllanthus amarus Folhas, flores e caule - 11,3
Polygonum acuminatum Folhas e caule - 4,3
Sabicea aspera Folhas, flores e caule - 9,3
Sebastiania corniculata Folhas e caule - 16,6

Sida santaremensis Folhas, flores e caule - 5,3
Rynchanthera novemnervia Folhas - 7,2

Vernonia scabra Folhas - 15,0

Monocotiledbneas

Brachiaria humidicola Folhas e caule - 4,4
Brachiaria sp Folhas e caule - 5,8
Oryza latifolia Folhas e caule - 11,5

De acordo com os dados mostrados na tabela acima, as plantas fornecem

extratos com diferentes rendimentos.

Para o grupo das plantas dicotiledoneas, as extragdes a partir de folhas e
caules mostraram o maior rendimento, sendo que, para a planta Sebastiania
corniculata observou-se o maior rendimento (16,6%). O menor rendimento foi

observado na extragdo da espécie Pavonia angustifolia (2,8%).
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Os rendimentos das folhas de Vernonia scabra (15,0%) e Cecropia
pachystachya (13,4%) também foram representativos, o que corresponde a metade
daqueles observados para Andira cuyabensis e Rynchanthera novemnervia. Ja os
rendimentos de Andira cuyabensis e Rynchanthera novemnervia foram cerca de 50%

menores.

Quanto maior o rendimento, maior sera a concentracdo das substancias
polares, fendlicas (alvo de estudo nesta tese) ou ndo, contidas nestes extratos

aquosos.
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2.0- ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS LIVRES

(ATIVIDADE ANTIOXIDANTE OU ATIVIDADE REDUTORA):

A atividade antioxidante ou seqliestradora de radicais livres € uma agdo
redutora. Existem diferentes métodos que podem estar avaliando a capacidade
seqliestradora de radicais livres de extratos de plantas, fragbes enriquecidas em

determinados metabdlitos ou ainda, substéncias puras.

Para ilustar serdao apresentados trés métodos de avaliagdo da atividade

seqlestradora de radicais livres usados rotineiramente em laboratério:
1. BHCT =clareador do B-caroteno;
2. HS-GC = cromatografia em fase gasosa estatica de “headspace” ;
3. DPPH = 1,1-difenil-2-picril-hidrazil.

Segundo Koleva et al. (2002), no teste chamado de clareador do B-caroteno
(BCBT), a substancia é considerada como bom antioxidante quando ocorre diminuigao
da coloracdo amarela intensa do p-caroteno. Este método é utilizado em ensaios
antioxidantes para diferentes substdncias (Von Gadow et al., 1997; Abdalla et al.,
1999).

O método de cromatografia em fase gasosa estatica de “headspace” (HS-GC)
também ¢é utilizado para ensaios antioxidantes (Koleva et al., 2002). Essa técnica
consiste em quantificar as substancias volateis formadas durante a decomposicdo do
peroxido. Essa técnica é utilizada para diferentes tipos de substancias (Abdalla et al.,
1999; Abdalla & Roozen, 1999; Roeding-Penman & Gordon, 1998);

O método de DPPH detecta o seqtiestro de radicais livres, ou seja, a capacidade
de reducdo do radical livre por parte de uma determinada substancia ou substrato e é
independente da polaridade do substrato (Koleva et al., 2002). A tabela 2 sumariza as

comparagoes entre os 3 métodos apresentados acima.
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Tabela 2: Comparagoes entre os métodos de DPPH, HS-GC e BCBT.

Vantagens

DPPH

Limitacoes

Muito rapido, sensivel, simples, reprodutivel,

Ndo especifica a espécie seqliestradora de

reagentes comuns, amostra independe da radicais livres.
polaridade das amostras e ndo ha
necessidade de tratamento prévio das
amostras.
HS-GC
Sensivel, especifico e reprodutivel. Lento, requer instrumentos especificos e
oxidagdo preliminar das amostras antes da
analise cromatogriéfica.
BCBT

Relativamente rapido, sensivel, ndo requer
equipamento especial, reagentes comuns,
ndo requer tratamento prévio das amostras.

Depende da polaridade da amostra, a
reprodutibilidade depende das variaveis
experimentais, as propriedades quimicas e
fisicas dos componentes podem afetar a
atividade antioxidante.

Koleva et al., 2002. DPPH = 1,1-difenil-2-picril-hidrazil; HS-GC = cromatografia em fase gasosa estatica de

“headspace” e o BHCT =clareador do B-caroteno.
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2.1- Ensaios Antioxidantes

2.1.1-Descricao da Técnica:

Neste trabalho de tese o método de DPPH foi o utilizado. Essa técnica consiste
em adicionar 1ml do extrato (aquoso), em concentracdes que variam de 0,1 - 1000
pug/ml. A este serd adicionado 1 ml de uma solugdo etanodlica de DPPH (0,1 mM). A

reacdo se processara em 1h a temperatura ambiente.

Imediatamente, a absorcdo do DPPH sera verificada em 515 nm em um

espectrofotébmetro UV-Vis (os experimentos foram realizados em triplicata).

A atividade sequestradora de radicais livres de cada extrato sera expressa pela
relacdo da absorcdo de DPPH, baseado na solucdo de DPPH ausente do extrato
(controle negativo) e uma solugdo de um padrao de substancia aromatica (controle
positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT). Posteriormente, serad calculado o
percentual seqliestrador de radicais livres (PS%) e expresso como descrito por Tait et
al., 1996.

Na figura 1 pode-se observar uma representacdo da reacao entre o DPPH e a

amostra de interesse, que no caso esta representado por um flavondide.

Figura 1: Reacdo entre o DPPH e a amostra de interesse

© %Noz O,N NO,
° + .
°N‘I\T FIOH .Nﬁ| + FIO®

Flavonoi
DPPH (roxo) avonoide DPPH (amarelo)

Flavonoide
(radical)

Amié et al., 2003

Segundo Huang et al. (2005), as reagdes com o DPPH envolvem a transferéncia
de hidrogénio. Entretanto, esses mesmos autores relatam que um fator determinante
para a velocidade de reacdao consiste na transferéncia de elétrons para o DPPH. A
abstracdo do atomo de hidrogénio do gupo FIOH pelo DPPH, provém de uma reacao
secundaria, pois ocorre muito lentamente em solventes protonados como o metanol e

etanol.
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2.1.2- Atividade Antioxidante dos Extratos de Plantas da Dieta:

A tabela abaixo mostra os resultados dos decoctos das plantas da dieta
submetidas aos ensaios antioxidantes em trés concentracdes distintas. Vale ressaltar
gue os testes foram realizados em triplicata e aqui estdo apresentadas as médias

aritiméticas.

Tabela 3: Atividade antioxidante dos extratos das espécies vegetais da dieta e do
padrao fenolico 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT)

Espécies Vegetais Concentracdes

1000 pg/ml (%) 100 ug/ml (20) 10 pg/ml (20)

Andira cuyabensis 92,3 58,8 48,7
Brachiaria sp 72,0 72,9 0,0
Cecropia pachystachya 94,6 67,3 49,7
Desmodium distortum 69,7 43,1 0,0
Discolobium pulchellum 68,6 66,7 0,0
Lippia alba 84,6 69,4 0,0
Ludwigia nervosa 95,4 95,9 56,5
Melochia villosa 74,3 75,0 0,0
Mimosa debilis 80,9 83,9 0,0
Mimosa xanthocentra 80,5 81,4 0,0
Oryza latifolia 87,1 73,4 6,6
Pavonia angustifolia 85,0 68,9 0,0
Phyllanthus amarus 95,9 96,0 68,0
Polygonum acuminatum 92,3 58,8 48,7
Rynchanthera novemnervia 95,7 77,5 75,5
Sabicea aspera 86,2 70,0 11,2
Sebastiania corniculata 95,4 96,5 65,3
Sida santaremensis 74,5 74,3 0,0
Vernonia scabra 80,4 65,0 18,1

Padrao fendlico: 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT)

BHT 100,0 52,1 43,6

Obs.: As espécies vegetais marcadas com a cor azul sdo as mais ativas.

Os valores observados para Brachiaria humidicola serdao apresentados e

discutidos no capitulo III.
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Pode-se notar que todos os decoctos das plantas acima listadas possuem

atividade seqliestradora de radicais livres nas duas concentracdes mais elevadas
(1000 e 100 pg/ml).

A espécie vegetal Desmodium distortum foi a Unica que apresentou atividade

seqlestradora de radicais livres menor do que o padrao BHT na concentracdo de 100

ug/mil.

Apenas os decoctos das espécies Andira cuyabensis, Cecropia pachystachya,
Ludwigia nervosa, Phyllanthus amarus, Polygonum acuminatum, Rynchanthera
novemnervia e Sebastiania corniculata (7 espécies), apresentaram atividade
significativa (> 40%) na concentragao mais baixa (10 pg/ml). Desta forma, essas
espécies foram avaliadas em duas outras concentragdes mais baixas (1 pg/ml e 0,1
ug/ml), a fim de se avaliar o perfil seqiestrador de radicais livres desses extratos
(tabela 4).

Tabela 4: Atividade antioxidante dos 7 extratos mais ativos das espécies vegetais da

dieta comparadas com o padrao fendlico BHT

Concentracgoes

Espécies Vegetais
1000 pg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/Z/ml 0,1 pg/mli

(%0) (%0) (%0) (%06) (%)
Andira cuyabensis 92,3 58,8 48,7 48,7 44,0
Cecropia pachystachya 94,6 67,3 49,7 53,7 47,6
Ludwigia nervosa 95,4 95,9 56,5 56,5 52,5
Phyllanthus amarus 95,9 96,5 68,0 62,7 59,2
Polygonum acuminatum 92,3 96,0 48,7 55,7 44,0
Rynchanthera novemnervia 95,7 77,5 75,5 51,3 47,5
Sebastiania corniculata 95,4 75,5 65,3 56,5 56,7
BHT 100,0 52,1 43,6 32,6 21,0

Obs.: BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol]

Todos os extratos permanecem ativos na concentragao mais baixa (0,1 pg/ml)
e todos possuem melhor atividade, que o padrao BHT nas concentragdes de 100 a 0,1
pg/ml. A figura abaixo mostra que a resposta é concentracdo dependente para os

extratos quanto a sua capacidade seqiestradora de radicais livres.
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Figura 2: Relagdo dose dependente mais ativos comparados com o padrao 2,6-di-
(tert-butil)-4-metilfenol (BHT)
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A comparacdo dos sete extratos revela que estes podem ser separados em

grupos de acordo com as semelhancgas observadas:

1. grupo I — extratos com melhor atividade (Polygonum acuminatum, Phyllanthus

amarus e Ludwigia nervosa);

grupo II — extratos com atividade pouco menos pronunciada do que o grupo I

na concentracao de 100 pg/ml (Rynchanthera novemnervia e Sebastiania

corniculata);

grupo III —» extratos muito semelhantes entre si em todas as concentragdes

testadas (Cecropia pachystachya e Andira cuyabensis) e mostram atividade

ligeiramente inferior ao grupo II a partir da concentragcao de 100 ug/ml.

O teste seqliestrador de radicais livres pelo DPPH mostrou que cerca de 35%

dos extratos de plantas (7 espécies vegetais) mantém uma significante atividade

antioxidante na menor diluicao (0,1 pg/mil).

62




Capitulo 111

Quatro das sete plantas que exibem alta atividade seqliestradora de radicais
livres pertencem a géneros com reconhecida utilizacdo na medicina popular no Brasil
(capitulo I): Andira, Cecropia, Phyllanthus e Polygonum. As quatro espécies Andira
cuyabensis, Cecropia pachystachya, Phyllanthus amarus e Polygonum acuminatum sdo

utilizadas na medicina popular no Brasil (tabela 5).

Tabela 5: Propriedades etnomedicinais das espécies vegetais com importancia
reconhecida na medicina popular brasileira e que apresentam alta atividade como

seqliestradoras de radicais livres

Espécies Uso na Etnomedicina®
Andira cuyabensis Vermifugo, ¢, digestivo ®
Cecropia pachystachya Diurético, antitussigeno ¢ 9, antiasmatico, contra doengas

coronarianas, cicatrizantes, antierisipela, contra doencas oculares,
antidiabético, antidiarréico, antileucorréico ¢, antiblenorragico ¢

Phyllanthus amarus Eliminador de pedras nos rins "', diurético’ ', antidcido-urico ¢,
antiinfecgad urinaria ™', abortivo ", antiinfeccad intestinal,
antidiabético e anti-hepatite B*

olygonum acuminatum ntiparasitario, antidisentérico, antiartrite’®', anti-hemorroéida®°",
Polyg t Ant t tidisent tiartrite’®", anti-h da>df

adstringente, estimulante de apetite, refrigerante, antileucorréica
4, antigonorréico, antiulcera, antierisipela, cicatrizante, febrifuga.

Obs.: 2Calixto et al., 1998; "Corréa, 1984; “Martins et al., 1995; “Mors et al., 2000; °Pott & Pott,
1994; "Pott & Pott, 2000; 9Rodrigues & Carvalho, 2001; "Silva & Sales, 2004; Torres et al., 2003
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2.2- Purificacao dos Extratos mais Ativos por meio de

Particbes com Solventes Organicos

Os extratos aquosos das espécies vegetais mais ativas no ensaio antioxidante
foram submetidos ao processo de precipitacdo com etanol. Este € um procedimento
comum adotado pela equipe da Dra. SOnia Soares Costa, com o objetivo de separar as
moléculas de maior peso molecular (macromoléculas) daquelas de menor peso

molecular (Schmourlo, 2005).

O precipitado (PPT) encerra as macromoléculas, como as proteinas, os taninos
e os polissacarideos. As moléculas de menor peso molecular, tais como os flavondides
e os acidos fendlicos, permanecem no sobrenadante (S) e sdao as de interesse nesta

tese.

Uma aliquota dos extratos foi separada para realizacdo deste processo. A
amostra foi solubilizada em volume conhecido de agua. Em seguida, foi adicionado

igual volume de etanol (ETOH).

Essas misturas foram deixadas em repouso em dgeladeira por 48 horas e
posteriormente, centrifugadas em teperatura ambiente e separados os sobrenadantes
dos precipitados. Estes foram colocados em banho-maria (50° C) para evaporagao do

etanol residual.

O esquema 2 mostra o processo de fracionamento inicial do decocto. A tabela
6 sumariza os rendimentos desta técnica aplicada aos extratos com maior atividade

antioxidante.

Esquema 2: Fracionamento dos extratos

Extrato em
Solugdo aquosa

v Adicao de EtOH (1:1; v/v)

Ensaio
Antioxidante

Precipitado SOBRENADANTE

l

Esquema 3
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Tabela 6: Rendimento do processo de precipitacao dos extratos com maior atividade
antioxidante

Extratos AqQuosos Massa (mg) Precipitado (PPT) Sobrenadante (S)

Rendimento (%6) Rendimento (20)

Andira cuyabensis 350,7 7,3 92,7
Cecropia pachystachya 249,9 15,5 84,5
Ludwigia nervosa 1084,7 12,6 87,4
Phyllanthus amarus 480,8 13,8 86,2
Polygonum acuminatum 994,6 37,4 62,6
Rynchanthera novemnervia 505,4 35,6 64,4
Sebastiania corniculata 664,4 24,4 75,6

Obs.: Os rendimentos foram todos aproximados

Pode-se observar pelos rendimentos acima que o extrato da espécie Andira
cuyabensis é aquele que apresenta menor concentracdo das macromoléculas, pois

possui 0 menor percentual de precipitado (7,3%).

Os extratos das espécies Polygonum acuminatum, Rynchanthera novemnervia
e Sebastiania corniculata foram o0s que apresentaram maior quantidade de
micromoléculas no sobrenadante. Enquanto, que os extratos de Cecropia
pachystachya, Ludwigia nervosa e Phyllanthus amarus possuem rendimento em torno

de 80% para o sobrenadante.

Aliquotas dos sobrenadantes das espécies vegetais foram avaliadas no ensaio
de atividade antioxidante e posteriormente foram submetidas ao processo de particao
com solventes organicos em ordem crescente de polaridade (esquema 3) (Simodes et
al., 1999):
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Esquema 3: Particdo dos sobrenadantes dos extratos com maior atividade

antioxidante

{ Sobrenadante }

v Extracdo com AcOEt

Ensaio e N
Antioxidante racao
SF1
(Fragdo em { Aquosa }
AcOEt)

v Extragdo com BuOH

Ensaio
Antioxidante

Ensaio

SF2 Antioxidante SF3
(Fragdo em (Fragdo Aquosa)
BuOH)

v Acetato de Etila (AcOEt) —» extracdo das substancias de polaridade mediana
(por ex. flavondides, cumarinas) existentes no sobrenadante (S). As fracGes
em acetato de etila obtidas foram codificadas SF1;

v Alcool butilico (BuOH) — extracdo das substdncias mais polares (por ex.
flavondides glicosilados) existentes no sobrenadante (S). As fragdes em
butanol obtidas foram codificadas SF2;

v As fracOes aquosas resultantes das particdes (chamada de Fragao Aquosa 3;
SF3) encerram as substancias muito polares, que nao foram extraidas por
nenhum dos dois solventes organicos utilizados. Apds a retirada dos solventes

residuais por evaporagao, as fragdes aquosas foram liofilizadas.

As fracOes organicas foram, primeiramente, secas com sulfato de sddio

(Na,S0,) para retirada da agua residual das partigoes e filtradas em algodéo.

As fracOes foram evaporadas até a completa secura, ressuspensas em agua e

posteriormente liofilizadas para quantificacdo e o rendimento da particdo (tabela 7).
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Tabela 7: Rendimento do processo de particao

Extratos Aquosos Sobrenadante (S)

(mg)
Andira cuyabensis 305,7
Cecropia pachystachya 190,3
Ludwigia nervosa 826,8
Phyllanthus amarus 414,3
Polygonum acuminatum 575,4
Rynchanthera novemnervia 305,7
Sebastiania corniculata 430,5

SF1
(mg)
16,1
1,6
170,2
36,4
1,6
24,1
17,9

SF2
(mg)
48,8
19,3
175,8
61,0
14,6
39,1
38,5

SF3
(mg)
121,3
47,4
428,7
198,4
47,4
246,9
108,9

Rendimento
(%0)
92,3
96,6
93,7
95,2

100,0
95,6
91,8

Obs.: Massa (mg) SF1- Acetato de Etila (AcOEt); Massa (mg) SF2- Alcool butilico (Butanol - BuOH); Massa (mg) SF3-

fragBes aquosas resultantes das partigdes

Os processos de particao para todas as plantas mostraram bons rendimentos.

Todas as etapas das particdes dos extratos mais ativos foram acompanhadas por

Cromatografia em Camada Delgada (CCD).
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3.0- CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

DE EXTRATOS E FRACOES (PARTICOES)

A cromatografia € um processo fisico-quimico de separacdao dos componentes
de uma mistura de substancias, no qual o fluxo do solvente promove a separagao dos

componentes da mistura num meio poroso.

Esta distribuicdo se da entre duas fases que estdo em contato intimo, onde
uma delas permanece estacionaria e a outra se move através da mesma. Através da
relacdo gerada entre fase estacionaria/substdncias/fase modvel consegue-se uma

separacao mais efetiva dos componentes da mistura.

Existem diversas modalidades de cromatografia, tais como: particdo, troca

ionica, filtracdo molecular e adsorcdo (Simdes et al., 1999).

Neste trabalho foi utilizada a técnica de cromatografia por adsorcao. Placas
cromatograficas de silica gel 60 Fys4 em Al, espessura 0,2 mm da MERCK (20X20).
Foram cortadas na medida de 5 cm de comprimento e as aplicacdes das amostras
feitas a aproximadamente 0,7 cm acima da borda do inferior da placa e cerca de 0,5
cm de disténcia das bordas laterais. A técnica de CCD foi usada para avaliagdo das

substancias fenodlicas constituintes dos extratos em comparacdo com padroes.

As substancias pertencentes a um extrato podem ser visualizadas por CCD
diretamente, através de luz ultravioleta (UV) e exposicdo de vapores de amoénia, ou
através de reagentes cromogénicos. Assim, para a deteccdo dos flavondides podem
ser utilizados os reagentes gerais para fendis, como cloreto férrico, vanilina, sulfato

cérico e outros em meio acido (Simdes et al., 1999).

O sistema de solvente utilizado para eluicdo cromatografica por CCD foi BAW
(8:1:1) (n-butanol/acido acético glacial/agua destilada), como reveladores foram
utilizados a luz ultravioleta (UV) (254 e 332 nm) e como revelador quimico o sulfato

cérico.

Todas as amostras de decoctos foram aplicadas na concentracdo de 6 mg/mi
(p/v) e os padrées com esqueleto fendlico nas concentragdes de 1 mg/ml. Todas as
amostras foram aplicadas com volume de 20 pl (m= 120 ng) (cromatogramas nao

apresentados).
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Foram utilizados quatro padrdes fendlicos nessas analises. Os fatores de referéncia

(R¢) estdo indicados abaixo, assim como, a coloragdo observada sob a luz UV e apds

revelacdo com sulfato cérico para cada substancia:

1) -acido gdlico (padrdo Vetec): este é um acido fenodlico que faz parte do

metabolismo de estresse de plantas (R 0,86; UV= azul; cinza);

2) -2"-O-B-glucosilvitexina (Laboratério NPPN): trata-se de uma flavona

glicosilada (Rf 0,56; UV= roxa; amarela);

3) —quercetina (doacao do Prof. Nuno A. Pereira, Depto. de farmacologia-UFRJ):

esta substancia é um flavonol (R 0,89; UV= roxa; amarela);

4) -rutina (doagdao UFRRJ): trata-se um flavonol diglicosilado na posicdao 3 da

quercetina (R 0,58; UV= amarela fluorescente; amarela).

Estes padrbes foram utilizados para direcionar as analises por CCD, uma vez que

esses representam substdncias comumente presentes nas plantas.

O-rutinosideo

Na tentativa de se avaliar o perfil cromatografico da espécie A. cuyabensis, 0
extrato (decocto), o sobrenadante e as fragdes (SF1; SF2 e SF3) foram submetidos a

Cromatografia em Camada Delgada (figura 3).
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Figura 3: Cromatograma em camada delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fragoes de Andira cuyabensis apds revelagdao com sulfato cérico.

> R: 0,93

»R: 0,74

AC ACS ACSF1 ACSF2 ACSF3

Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicagdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s» em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: solucdo de sulfato cérico; AC (decocto); ACS (sobrenadante); ACSF1 (fragdo

em acetato de etila); ACF2 (fragdo em butanol) e ACSF3 (fragdo aquosa).

No sistema de solventes utilizado verifica-se que a concentracdo de substancias
fendlicas no extrato bruto é muito baixa, porém € possivel observar uma mancha
caracteristica para flavondides, cujo R; estd em torno de 0,58 e a revelacdo sob luz UV

apresenta coloragdao amarela.

O local de aplicacdo da amostra (Rf= 0) apresentou coloracdo amarela,

indicando a presencga de substancias fenodlicas muito polares.

Esta mancha majoritaria observada em AC (Rf 0,58) pode representar um
conjunto de substancias. Este fato indica que esta mancha pode ter sido desmembrada
em outras, visto o que foi observado na fracdo ACSF1 (fracdo em acetato de etila).
Pode-se notar que na fracdo ACSF1 (fracdo em acetato de etila) existem duas manchas
compativeis para flavondides (R; 0,74 e R¢ 0,93), entretanto, nenhuma mancha
caracteristica para essa classe de substancias foi verificada para ACSF2 (fragdo em

butanol).

Na fracdo ACSF3 (fragdao aquosa) ndo se observou nenhuma mancha compativel

com flavonoides de Rs mais alto. A mancha de R; zero foi concentrada nesta fracao.

O mesmo procedimento adotado acima foi realizado em C. pachystachya, para
avaliacdo do perfil cromatografico da espécie. O extrato (decocto), o sobrenadante e
as fracdes (CPSF1; CPSF2 e CPSF3) foram submetidas a CCD (figura 4).
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Figura 4: Cromatograma em camada delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fragoes de Cecropia pachystachya apods revelagao com sulfato cérico.
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Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicagdo de 20 pl; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s4 em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: solucdo de sulfato cérico; CP (decocto); CPS (sobrenadante); CPSF1 (fragdo

em acetato de etila); CPSF2 (fragdo em butanol) e CPSF3 (fracdao aquosa).

No sistema de solventes utilizado verifica-se que a concentragcdo de substancias
fendlicas é muito baixa no extrato da planta (CP), porém é possivel observar duas
manchas caracteristicas para substancias fendlicas na fracdo em acetato de etila
(CPSF1) e cujos R; estdo em torno de 0,8 e 0,95, que sob revelacdo de luz UV

apresentam coloragao azul.

Pode-se notar que a mancha amarela (R: zero) apods revelagdo com sulfato
cérico, que se encontra tanto no extrato (CP) quanto no sobrenadante (CPS), esta
presente na fracdo CPSF3 (fracdo aquosa), o que indica a existéncia de substancias

muito polares.

Nas fracbes CPSF2 (fracdo butandlica) e CPSF1 (fracdo em acetato de etila) ndo
sdao observadas manchas Rf zero, o que significa que o processo de particao foi

eficiente na separagdo das substancias muito polares.

As amostras de decocto, sobrenadante e das fracdes (LNSF1; LNSF2 e LNSF3)

da espécie Ludwigia nervosa foram submetidas a CCD (figura 5).
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Figura 5: Cromatograma em camada delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fracoes de Ludwigia nervosa apds revelacdo com sulfato cérico.
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Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicacdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s, em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: solucdo de sulfato cérico; LN (decocto); LNS (sobrenadante); LNSF1 (fragdo

em acetato de etila); LNSF2 (fragdo em butanol) e LNSF3 (fragdo aquosa).

Para o decocto de L. nervosa (LN) no sistema de solventes utilizado, observa-se
um arraste ligeiramente amarelado, entretanto sdao detectadas duas manchas
majoritarias (R 0,32 e 0,74, ambas apresentam cor roxa, quando reveladas sob luz
UV). A fracdo LNS apresentou uma substdncia com caracteristicas fendlicas com

mesmo R; 0,32, que o observado no extrato.

As fracdes LNSF2 (butandlica) e LNF3 (aquosa) ndo apresentaram manchas
caracteristicas para flavondides, entretanto, foi possivel observar uma mancha
compativel com flavonoides ndo glicosilados para a fragdo em acetato de etila (LNSF1)

e cujo R¢ estd em torno de 0,96 e sob revelagdo da luz UV apresenta coloracdo azul.

O perfil cromatografico do extrato (decocto-PA), o sobrenadante (PAS) e as
fragoes (PASF1; PASF2 e PASF3) da espécie P. amarus também foram avaliados por
CCD (figura 6).
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Figura 6: Cromatograma em camada delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fragoes de Phyllanthus amarus apos revelagdao com sulfato cérico.
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Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicacdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s, em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: solugcdo de sulfato cérico; PA (decocto); PAS (sobrenadante); PASF1 (fragdo

em acetato de etila); PASF2 (fracdo em butanol) e PASF3 (fragdo aquosa).

No sistema de solventes utilizado, verifica-se que existem trés (R 0,30; 0,78 e
0,89, as trés manchas apresentam coloracdo roxa, quando reveladas sob luz UV)
manchas majoritarias caracteristicas de substancias fendlicas na amostra referente ao
decocto (PA).

Observam-se duas manchas caracteristicas para flavondides (R¢ 0,30 € 0,78) no
sobrenadante (PAS). A fracdo em acetato de etila (PASF1) apresenta uma mancha com
mesmo R¢ (0,78) daquela observada para o decocto e para o sobrenadante. Nesta
mesma fracao existe uma outra mancha (Rf 0,96, sob luz UV apresenta coloragao azul),

com caracteristicas apolares (possivelmente flavondides nado glicosilados).

Para a fracdo butandlica (PASF2) nota-se uma substancia com mancha
caracteristica de flavondéides com R; (0,78), igual ao observado nas amostras do

decocto (PA), no sobrenadante (PAS) e na fracdo em acetato de etila (PASF1).

A figura abaixo mostra o perfil em CCD do decocto da espécie Polygonum
acuminatum. Pode-se notar que os flavondides presentes em P. acuminatum sdo
minoritarios. Entretanto, verifica-se duas manchas majoritarias e caracteristicas para
essa classe de substancias na fragdo em acetato de etila (POSF1). Estas manchas sob

revelacdo de luz UV apresentam coloracdo roxa.

Esse fato indica que o processo de particdo foi eficiente, tendo sido

concentrados na fracdo em acetato de etila (POSF1) os flavondides de P. acuminatum.
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Nenhuma mancha para flavonoides foi observada no sobrenadante ou nas fragoes

butanodlica (POSF2) e aquosa (POSF3).

Figura 7: Cromatograma em camada delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fragdes de Polygonum acuminatum apos revelagdo com sulfato cérico.

R¢ 0,95
- R¢ 0,71

7 N/ N\
1

~ /,‘\ -

vy

PO POS POSF1 POSF2 POSF3

Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicagdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s» em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: solugdo de sulfato cérico; PO (decocto); POS (sobrenadante); POSF1 (fracdo
em acetato de etila); POSF2 (fragdo em butanol) e POSF3 (fragdo aquosa).

A figura 8 mostra que existem 2 manchas majoritarias caracteristicas para
flavondides no extrato da espécie Rynchanthera novemnervia (RN). Uma delas possui
Rf 0,44 (apresenta coloracdo amarela quando revelada sob luz UV). Esta mancha pode
ser observada no decocto (RN), no sobrenadante (RNS) e na fracdo butandlica
(RNSF2). Este fato indica que o butanol foi capaz de extrair um flavondide bastante
polar do sobrenadante sem deixar tragos desta substéancia na fracdao aquosa final
(RNSF3).

O processo de particao foi efetivo, pois se pode verificar por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) que existe uma mancha com caracteristicas para flavonéides,
cujo R;esta em torno de 0,80 (se observa coloracdao azul quando revelada sob luz UV)
na fracdo em acetato de etila (RNSF1). Este fato significa que esta substancia
aparentemente inexistente no decocto (RN) foi concentrada na fragdo em acetato de
etila (RNSF1).

Nenhuma mancha correspondente a flavondides foi detectada na fracdo aquosa
(RNSF3).
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Figura 8: Cromatograma em camada delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fragdes de Rynchanthera novemnervia apds revelacdo com sulfato cérico.
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Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicagdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s, em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: solucdo de sulfato cérico; RN (decocto); RNS (sobrenadante); RNSF1 (fracdo

em acetato de etila); RNSF2 (fracdo em butanol) e RNSF3 (fragdo aquosa).

Na figura 9, pode-se avaliar o perfil de Sebastiania corniculata com base no
cromatograma. Esta espécie também se mostra pobre em flavondide, tendo sido
observada apenas uma mancha com caracteristicas para flavondides (R 0,75 quando
revelada sob luz UV e se observa coloracdo roxa). Verifica-se que este valor de R; esta

presente no sobrenadante (SCS).

Na fracdo em acetato de etila (SCSF1) observa-se a existéncia de uma mancha
majoritaria (R; 0,86) caracteristica de substancias fendlicas e se observa coloragado

azul, quando revelada sob luz UV.
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Figura 9: Cromatograma em camada delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fragoes de Sebastiania corniculata ap0s revelagdao com sulfato cérico.
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Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicagdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,ss em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: solugdo de sulfato cérico; SC (decocto); SCS (sobrenadante); SCSF1 (fragdo
em acetato de etila); SCSF2 (fracdo em butanol) e SCSF3 (fragdo aquosa).

Observa-se que todos os cromatogramas em CCD para os extratos brutos das
plantas apresentados acima existe uma mancha na origem (R zero), esta mancha
indica que existem substancias muito polares.

Quando o processo de particao foi realizado, no sobrenadante verifica-se a
auséncia, ou ainda, uma mancha menos concentrada na origem (R; zero). Este fato &
marcante principalmente para Andira cuyabensis, Ludwigia nervosa, Phyllanthus

amarus e Polygonum acuminatum.
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4.0- ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS PARTICOES DOS EXTRATOS MAIS
ATIVOS DAS PLANTAS FRENTE AO RADICAL LIVRE

1,1-DIFENIL-2-PICRIL-HIDRAZIL (DPPH).

O sobrenadante e as fragbes SF1 (fracdo em acetato de etila); SF2 (fracdo em
alcool butilico) e SF3 (fragGes aquosas resultantes das particbes) dos extratos das
espécies vegetais Andira cuyabensis, Cecropia pachystachya, Ludwigia nervosa,
Phyllanthus amarus, Polygonum acuminatum, Sebastiania corniculata e Rynchanthera

novemnervia foram submetidos aos ensaios antioxidantes frente ao radical DPPH.
A tabela 8 mostra o percentual de atividade antioxidante do sobrenadante.

Tabela 8: Atividade antioxidante dos sobrenadantes dos extratos mais ativos das

plantas, obtidos apds precipitagdo etandlica e do padrao fendlico BHT.

Atividade Antioxidante (20)

Espécies Vegetais Concentracfes

1000 pg/ml 100 ug/ml 10 ug/ml 1 pgZ/ml 0,1 ug/ml

A. cuyabensis 89,8 74,0 49,8 18,8 17,5
C. pachystachya 87,6 74,5 41,1 17,1 16,8
L. nervosa 90,3 76,8 76,1 31,6 13,9
P. acuminatum 86,9 77,1 37,8 14,5 13,5
P. amarus 90,3 89,3 81,9 34,6 25,6
R. novemnervia 91,9 85,1 82,7 27,3 18,2
S. corniculata 90,9 90,0 70,7 25,2 14,8
BHT 100,0 52,1 43,6 32,6 21,0

Obs.: A cor azul indica que o sobrenadante dos extratos da espécies P. amarus, R. novemnervia e S.

corniculata sdo os mais ativos. BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol]

Pode-se verificar que os sobrenadantes dos extratos das espécies vegetais A.
cuyabensis, C. pachystachya, L. nervosa, P. amarus, P. acuminatum, S. corniculata e
R. novemnervia mantiveram a atividade antioxidante evidenciada para os extratos

brutos, embora em percentuais de atividade mais baixos.

Os sobrenadantes dos extratos das espécies P. amarus, R. novemnervia € S.
corniculata sdo os mais ativos. Esses sobrenadantes permanecem muito ativos

(maiores ou iguais a 70,0%) até a concentragdo de 10 ug/ml.
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Apenas o sobrenadante da espécie P. amarus permaneceu ativo na

concentragdo mais baixa (0,1ug/ml) e préximo ao observado para o padrao BHT (2,6-
di-(tert-butil)-4-metilfenol). A figura 10 mostra a curva de atividade para as espécies

testadas em distintas concentragdes.

Figura 10: Atividade antioxidante do sobrenadante dos extratos mais ativos das

plantas e do padrdo fendlico BHT
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Obs.: BHT (2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol)

Os extratos e suas particoes das sete planta mais ativas também foram
avaliados quanto a capacidade seqliestradora de radicais livres por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), utilizando amostras na concentracdao de 6 mg/ml (aplicacao de
120 pg).

Seguindo o procedimento utilizado por Cavin et al. (1998), o decocto, o
sobrenadante e as fracbes do processo de particao das espécies vegetais mais ativas
foram submetidas a revelagcdo com DPPH. Este procedimento foi realizados apds todas
as amostras dos extratos e fracbes das plantas mais ativas serem avaliados por

Cromatografia em Camada Delgada e reveladas com sulfato cérico.

O sulfato cérico revela em amarelo as substéancias fendlicas (Simdes et al.,
1999). Ja o DPPH revela em amarelo qualquer substancia capaz de reduzi-lo (Cavin et
al., 1998). Portanto, para esta revelacdo as manchas sdo mais numerosas e até mais

intensas com o DPPH.
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Nesta metodologia as amostras foram avaliadas apenas de forma qualitativa

quanto ao perfil antioxidante por CCD. Esse processo consiste em borrifar os
cromatogramas com a solugdao de 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e apds 10
minutos de espera, para que a placa seque a temperatura ambiente, observam-se
manchas amarelas que correspondem as substancias capazes de seqliestrar os
radicais livres (figura 11) (Cavin et al., 1998). O fundo lilds corresponde a superficie

onde o DPPH permaneceu intacto.

Figura 11: Cromatografia em Camada Delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fracOes de Andira cuyabensis reveladas com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

AC ACS ACSF1 ACSF2  ACSF3

Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicacdo de 20 pl; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s4 em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).; AC (decocto); ACS (sobrenadante); ACSF1
(fragcdo em acetato de etila); ACF2 (fragdo em butanol) e ACSF3 (fragdo aquosa).

Verifica-se que o decocto possui atividade antioxidante, representada pelo
arraste amarelo. Este fato indica que existe um conjunto de substéncias que podem
estar atuando como redutoras dos radicais livres. O sobrenadante e as fracdes ACSF2 e

ACSF3 possuem coloracao menos intensa, o que indica que sdo menos ativas.

Os flavondides observados na fracdo ACSF1 (figura 3) parecem ser os
responsaveis pela atividade observada nesta fragdo. ACSF1 apresentou melhor
atividade na concentracdo mais baixa avaliada (10 pg/ml) do que o decocto e o
sobrenadante de A. cuyabensis. Esse fato indica que a particdo efetuada para essa

espécie concentrou as substancias ativas na fracdo em acetato de etila (ACSF1).

A figura 12 mostra a atividade antioxidante frente ao DPPH (in vitro) das
fracoes ACSF1 (fracdo em acetato de etila), ACSF2 (fragdo em alcool butilico) e ACSF3

(fracdo aquosa resultante das particdes) do extrato da espécie vegetal A. cuyabensis.
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Figura 12: Atividade antioxidante das fracdes de Andira cuyabensis
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Obs: ACSF1 (fracdo em acetato de etila); ACSF2 (fragdo em alcool butilico); ACSF3 (fragdo aquosa
resultante das partigdes) e BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol].

A figura acima mostra que todas as fragdes de A. cuyabensis sdo ativas, porém
ACSF1 (fracdo em acetato de etila) foi aquela que apresentou melhor perfil de
atividade, seguida pelas fracdes butandlica (ACSF2) e aquosa (ACSF3) quando
comparada com padrdo BHT (2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol).

0O mesmo procedimento adotado para a espécie A. cuyabensis foi realizado com
o extrato de C. pachystachya. A CCD foi revelada com solucdo de 1,1-difenil-2-picril-
hidrazil (DPPH) e observou-se manchas amarelas que correspondem as substancias

capazes de sequestrar os radicais livres (figura 13).

80



Capitulo 111

Figura 13: Cromatografia em Camada Delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fracOes de Cecropia pachystachya reveladas com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

CP CPS CPSF1 CPSF2  CPSF3

Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicagdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s» em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).; CP (decocto); CPS (sobrenadante); CPSF1
(fragcdo em acetato de etila); CPSF2 (fragdo em butanol) e CPSF3 (fragdo aquosa).

O cromatograma exposto acima mostra que sdo varias as substancias que
podem estar atuando como seqliestradoras de radicais livres tanto no decocto (CP),
guanto no sobrenadante (CPS). Este fato é evidenciado pelo arraste observado em

ambas as amostras.

Como essa técnica é apenas qualitativa, a particao do sobrenadante foi eficiente
no que se refere a separagdo das substancias por polaridade e além disto, nota-se que

todas as fragdes sao ativas neste modelo.

A figura 14 mostra o percentual de atividade antioxidante frente ao DPPH (in
vitro)das fracdes CPSF1 (fracdo em acetato de etila), CPSF2 (fracdo em alcool butilico)
e CPSF3 (fragdo aquosa resultante das particbes) do extrato da espécie vegetal C.

pachystachya.
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Figura 14: Atividade antioxidante das fracdes de Cecropia pachystachya

Atividade Antioxidante das fragGes de Cecropia pachystachya
0 CPSF1 O CPSF2
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100,0
i 92,5 92,4 T 91,3
100 926 89 @ CPSF3 O BHT
89,5
- - -
80 - 72,2
T
60 - 52,2
- 43,6 436
T 36,1 T
40 4
-
20 -
0 ‘ ‘
1000 ug/ul 100 ug/ul 10 ug/ul

Obs: CPSF1 (fragdo em acetato de etila); CPSF2 (fragdo em alcool butilico); CPSF3 (fragdo aquosa resultante
das partigdes) e BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol].

A figura acima mostra que mesmo na concentragcao mais baixa (10 pg/ml), as
amostras testadas possuem atividade seqiestradora de radicais livres quando

comparadas ao padrao fendlico BHT.

Nota-se que todas as fracdes de C. pachystachya foram ativas, ou seja, nao
existem diferencas significativas para as fragoes CPSF1, CPSF2 e CPSF3. Porém a
fracdo aquosa (CPSF3) foi aquela que apresentou melhor atividade na concentragao

mais baixa. Isto indica que as substancias mais ativas devem ser muito polares.

A placa de CCD do extrato e das fragdes de Ludwigia nervosa foi revelada com
solucdo de 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) (figura 15).

Verifica-se a existéncia de um arraste amarelo em todas as amostras: decocto
(LN), sobrenadante (LNS), fracdo em acetato de etila (LNSF1), fracdo butandlica
(LNSF2) e a fracdo aquosa (LNSF3). Estes arrastes correspondem as substéncias que

sao capazes de seqlestrar os radicais livres (figura 15).
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Figura 15: Cromatografia em Camada Delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fragdes de Ludwigia nervosa revelada com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicacdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s, em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH); LN (decocto); LNS (sobrenadante); LNSF1
(fracdo em acetato de etila); LNSF2 (fracdo em butanol) e LNSF3 (fracdo aquosa).

Na figura 16 observa-se o perfil de atividade antioxidante frente ao DPPH (in
vitro) das fragdes LNSF1 (fracdo em acetato de etila), LNSF2 (fragcdo em alcool
butilico) e LNSF3 (fracdo aquosa resultante das particdes) do extrato da espécie

vegetal L. nervosa.
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Figura 16: Atividade antioxidante das fracdes de Ludwigia nervosa

Atividade Antioxidante das fracdes de Ludwigia nervosa
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Obs: LNSF1 (fracdo em acetato de etila); LNSF2 (fracdo em alcool butilico); LNSF3 (fracdo aquosa
resultante das partigdes) e BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol].

Pode-se observar que na concentracdo mais alta (1000 pg/ml), todas as fragdes
de L. nervosa possuem atividade antioxidante muito préximas do padrdo. Entretanto,
nas outras duas concentragdes (100 e 10 ug/ml), as fragdes (LNSF1, LNSF2 e LNSF3)

s3o mais ativas do que o padrao BHT (2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol).

Nota-se que todas as fracbes de L. nervosa foram ativas, porém a fracdo em
acetato de etila (LNSF1) foi aquela que apresentou melhor atividade na concentragao

mais baixa (10 pg/ml).

Estes resultados s3do coerentes com aqueles observados para os ensaios
realizados em CCD e revelados com DPPH (figura 15). Todas as amostras apresentam
um arraste, o que indica que todas as amostras possuem acgao redutora dos radicais

livres.

Os perfis observados para as amostras de L. nervosa sdao semelhantes ao
observado para as amostras provenientes de P. amarus. Pode-se notar que o decocto
(PA), o sobrenadante (PAS) e todas as fracOes: em acetato de etila (PASF1), fracdo em

butanol (PASF2), a aquosa (PASF3), apresentam atividade antioxidante.

Para todas essas amostras foram observadas as existéncias de arraste em CCD

revelada com DPPH (figura 17). O arraste ndao permite detectar o Rf de uma Unica
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substancia, mas sim, que existem substadncias capazes de estarem atuando como

seqliestradoras de radicais livres.

Figura 17: Cromatografia em Camada Delgada do extrato (decocto), sobrenadante e
fragdes de Phyllanthus amarus reveladas com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicacdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s, em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH); PA (decocto); PAS (sobrenadante); PASF1
(fragcdo em acetato de etila); PASF2 (fragdo em butanol) e PASF3 (fragdo aquosa).

Na figura 18 observa-se o percentual de atividade antioxidante frente ao DPPH
(in vitro) das fragdes PASF1 (fracdo em acetato de etila), PASF2 (fracdo em alcool
butilico) e PASF3 (fracdo aquosa resultante das particdes) do extrato da espécie

vegetal P. amarus.
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Figura 18: Atividade antioxidante das fracdes de Phyllanthus amarus

Atividade Antioxidante das fracdes de Phyllanthus amarus
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Obs: PASF1 (fracdo em acetato de etila); PASF2 (fracdo em alcool butilico); PASF3 (fracdo aquosa
resultante das partigdes) e BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol].

Todas as fragdes de P. amarus (PASF1, PASF2 e PASF3) na concentracdo de 100
ug/ml possuem atividade antioxidante maiores do que o padrao BHT (2,6-di-(tert-
butil)-4-metilfenol).

Nota-se que todas as fragGes de P. amarus foram ativas, porém a fragdo em
acetato de etila (PASF1) foi aquela que se manteve ativa em torno de 90% na

concentracdo mais baixa (10 pg/ml).

A espécie P. acuminatum apresenta também atividade antioxidante para o
decocto (PO), o sobrenadante (POS) e todas as fracdes: em acetato de etila (POSF1),
fracdo em butanol (POSF2) e a aquosa (POSF3).

Diferentemente ao observado para as outras espécies anteriormente
apresentadas, P. acuminatum mostra que a atividade seqliestradora de radicais livres

parece estar mais evidente na fragdao em acetato de etila (POSF1) (figura 19).

Dessa forma, conclui-se que o processo de particido foi efetivo por ter
concentrado as substancias mais ativas na fracdo em acetato de etila (POSF1). Ou
seja, esta é a fracdo que apresenta maior concentragao de substdncias com capacidade

seqliestradoras de radicais livres.
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Para as fragdes POSF2 (fracdo butanodlica) e POSF3 (fragdo aquosa) observa-se

apenas algumas manchas referentes as substancias que atuam como atioxidante.

Figura 19: Cromatografia em Camada Delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fragOes de Polygonum acuminatum reveladas com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicagdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s, em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH); PO (decocto); POS (sobrenadante); POSF1
(fracdo em acetato de etila); POSF2 (fragdo em butanol) e POSF3 (fragdo aquosa).

A figura 20 mostra a atividade seqliestradora de radicais livres da espécie P.
acuminatum frente ao DPPH (in vitro). Todas as fracoes (POSF1, POSF2 e POSF3) na
concentragao de 100 pg/ml possuem atividade antioxidante maiores do que o padrao
BHT (2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol). Além disto, pode-se observar que a fracdo em
acetato de etila (POSF1) é aquela que apresenta maior percentual de atividade

seqlestrante de radicais livres.

A fracdo butandlica (POSF2) também apresenta atividade, porém inferior aquela
observada para a fracdo em acetato de etila. Todavia, a fracdo aquosa apresenta

apenas atividade nas duas concentragdes mais altas (1000 pug/ml e 100 ug/mil).

Estes resultados corroboram com o perfil qualitativo observado anteriormente

para os ensaios em CCD revelados com DPPH (figura 19).
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Figura 20: Atividade antioxidante das fragdes de Polygonum acuminatum

Atividade Antioxidante das fragdes de Polygonum acuminatum
120 4
100,0 0 POSF1L 0O POSF2 O POSF3 OBHT
100 4 92,7 93 il 94,8
-
- 81,2
T
80 1 68,7 67.2
| 52,2
60 50,1
= T 43,6
T
40 46,0
20
53
0 ‘ ‘
1000 ug/ul 100 ug/ul 10 ug/ul

Obs: POSF1 (fracdo em acetato de etila); POSF2 (fragdo em alcool butilico); POSF3 (fragdo aquosa
resultante das partigdes) e BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol].

Para a espécie R. novemnervia foi possivel observar que o decocto (RN), o
sobrenadante (RNS) e a fracdo em acetato de etila (RNSF1) apresentaram atividade

mais pronunciada como seqliestradores de radicais livres (figura 21).

Os perfis das trés amostras citadas acima sdo muito semelhantes entre si.
Assim, supOe-se que o processo de particdo (uso de solventes organicos de polaridade
crescente) permitiu que a separacao das substdncias responsaveis pela atividade
antioxidante avaliada no decocto (RN) fossem concentradas na fracdo em acetato de
etila (RNSF1).

As fragOes butandlica (RNSF2) e aquosa (RNSF3) mostraram atividade

seqliestradora de radicais livres menos pronunciada.
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Figura 21: Cromatografia em Camada Delgada do extrato (decocto), sobrenadante e
fragdes de Rynchanthera novemnervia reveladas com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH).

RN RNS RNSF1 RNSF2 RNSF3
Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicagdo de 20 ul; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s, em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH); RN (decocto); RNS (sobrenadante); RNSF1
(fracdo em acetato de etila); RNSF2 (fracdo em butanol) e RNSF3 (fragdo aquosa).

Pode-se notar que a atividade antioxidante de R. novemnervia frente ao DPPH
(in vitro) esta presente em todas as fracGes da espécie (figura 22). O mesmo perfil
observado anteriormente para P. acuminatum é verificado para esta espécie. Ou seja,
na segunda concentracao (100 ug/ml) as fracdes sao mais ativas do que a atividade
antioxidante do padrdo BHT (2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol).

A fracdo em acetato de etila (RNSF1) foi aquela que apresentou maior
atividade, segquida da fracdao butandlica (RNSF2) e posteriormente, a fracdo aquosa
(RNSF3).

Esse fato indica que o processo de particao privilegiou que as substancias de
menor polaridade fossem concentradas na fragcdo em acetato de etila (RNSF1). Esta é
a fracdo mais ativa e este fato corrobora com os resultados obtidos anteriormente
(figura 21). Além disso, observa-se que na concentracao mais baixa (10 ug/ml) da

fracdo aquosa (RNSF3), houve perda de atividade.
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Figura 22: Atividade antioxidante das fragdes de Rynchanthera novemnervia

Atividade Antioxidante das fragGes de Rynchanthera novemnervia
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Obs: RNSF1 (fracdo em acetato de etila); RNSF2 (fracdo em alcool butilico); RNSF3 (fracdo aquosa
resultante das particdes) e BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol].

A espécie S. corniculata apresenta atividade antioxidante tanto no decocto
(SC) como no sobrenadante (SCS) e nas fragcbes em acetato de etila (SCSF1), em
butanol (SCSF2) e na aquosa (SCSF3) (figura 23).
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Figura 23: Cromatografia em Camada Delgada do extrato (decocto), sobrenadante e

fracOes de Sebastiania corniculata reveladas com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

- L} i ' 1 ¥ 0 i L

SC SCS SCSF1 SCSF2  SCSF3

Obs.: C= 6 mg/ml; Aplicacdo de 20 pl; Cromatofolhas de silica gel 60 F,s4 em Al, espessura 0,2 mm da
MERCK (20X20); sistema de solvente BAW (3:1:1) butanol (3 ml); acido acético glacial (1 ml) e agua
destilada (1 ml); Revelador: 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH); SC (decocto); SCS (sobrenadante); SCSF1
(fracdo em acetato de etila); SCSF2 (fragdao em butanol) e SCSF3 (fracdo aquosa).

Na figura acima, se pode verificar a existéncia de arraste intenso no decocto
(SC) e no sobrenadante (SCS) em toda placa, o que mostra que sao varias as

substancias que podem estar contribuindo como antioxidantes.

As fracoes de S. corniculata possuem atividade seqliestradora de radicais livres
frente ao DPPH (in vitro) em todas as concentracdes (figura 24). Entretanto, a
concentracdo de 100 pg/ml é aquela que possui atividade antioxidante mais alta do
gue o padrao BHT para todas as fracdes (SCSF1, SCSF2 e SCSF3) da planta.

Para as fracdes acetato de etila (SCSF1), butandlica (SCSF2) e aquosa
(SCSF3), se observa que existem zonas de arraste. A particdo proporcionou a
separacdo das substancias por polaridade, ou seja, agrupou-as com caracteristicas

semelhantes.

O perfil de atividade observado para a espécie Sebastiania corniculata é
semelhante ao verificado anteriormente para a espécie Rynchanthera novemnervia
(figura 22).

A fracao em acetato de etila (SCSF1) foi aquela que apresentou maior
atividade, seguida da fragdo butandlica (SCSF2), que na concentragdo mais baixa (10
ug/ml) nota-se que a atividade cai pela metade (45,9%). Posteriormente, tem-se a

fracdo aquosa (SCSF3).
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Esse fato indica que o processo de particdo privilegiou que as substancias mais

ativas fossem concentradas na fracdo em acetato de etila (SCSF1) (figura 24).

Figura 24: Atividade antioxidante das fragdes de Sebastiania corniculata

Atividade Antioxidante das fracdes de Sebastiania corniculata
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Obs: SCSF1 (fracdo em acetato de etila); SCSF2 (fragdo em alcool butilico); SCSF3 (fracdo aquosa
resultante das particdes) e BHT [2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol].

Os radicais livres do oxigénio (RLO) sdo espécies oxidantes em inumeros
processos patolégicos como as inflamagbes (Blake et al., 1987; Rice-Evans & Diplock,
1993; Young & Woodside, 2001). A busca de novos agentes com esta finalidade faz
com que novas pesquisas sejam realizadas. Partindo deste principio, algumas plantas
utilizadas na medicina popular contra infecgdes e inflamagdes inibem a producdo de
importantes mediadores inflamatorios e podem estar agindo como antioxidantes (Fang
& Liu, 2002).

Sabe-se que substancias fendlicas possuem habilidade sequestradora de radicais
livres, como os flavondides ou outros derivados de fenilpropandides. Estas substancias
sao largamente encontradas no reino vegetal e reequilibram o balanco de radicais
livres do oxigénio (Pietta, 2000; Fang & Liu, 2002).

Alguns esforcos nesta direcao tém mostrado, por exemplo, que o extrato de P.
amarus possui efeito protetor do contra os prejuizos da radiacao nas células e que nas
inflamacdes gastricas tem recentemente sido estudado (Raphael et al., 2002; Kiemer
et al., 2003; Raphael & Kuttan, 2003; Kumar & Kuttan, 2004).
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Os resultados aqui apresentados em conjunto com os ja existentes demonstram

que a atividade antioxidante de C. pachystachya justifica seu uso na medicina popular

Paraguaia (Velazquez et al., 2003).

Nenhum relato foi observado para a atividade antioxidante ou antiinflamatéria
para as espécies Andira cuyabensis, Ludwigia nervosa, Polygonum acuminatum,

Rynchanthera novemnervia e Sebastiania corniculata.

A atividade antioxidante aliada a atividade antimicrobiana foi reportada para
duas espécies do género Polygonum (Ip et al., 1997; Chen et al., 1999; Ryu et al.,
2002; Yildirim et al., 2003).

Considerando-se especificamente as sete plantas mais ativas com melhor
potencial antioxidante presentes neste estudo: Andira cuyabensis, Cecropia
pachystachya, Ludwigia nervosa, Phyllanthus amarus, Polygonum acuminatum,
Rynchanthera novemnervia e Sebastiania corniculata. A ocorréncia de flavondides foi
descrita para P. amarus (Calixto et al., 1998). Existem relatos sobre a presenca de
flavondides em espécies do género Andira (Kraft et al., 2000), Ludwigia (Averett et al.,
1990), Polygonum (Peng et al., 2003) e Sebastiania (Penna et al., 2001).

Outros fenilpropandides, como estilbenos glicosidicos, sdo conhecidos por
apresentarem uma importante atividade antioxidante para a espécie Polygonum

multiflorum (Ryu et al., 2002).

Um efeito benéfico como a atividade antiinflamatoria foi relatada para duas das
sete espécies reportadas na medicina popular: Cecropia pachystachya (Hikawczuk et
al., 1998) e Phyllanthus amarus (Kiemer et al., 2003; Raphael & Kuttan, 2003). As
correntes pesquisas avaliam o efeito antioxidante das substancias na dieta humana
(Kris-Etherton et al., 2002; Singh et al., 2002; Go et al., 2003), porém alguns esforcos
para um melhor entendimento sobre os metabdlitos ndo nutricionais na dieta de

animais silvestres tém sido feitos.

Alguns resultados interessantes tém sido publicados nesta drea, como estudos
sobre o metabolismo de carotendides e a vitamina A como agentes antioxidante para
animais silvestres (Slifka et al., 1999). Algumas atencdes também tém sido focadas

sobre o retinol e ésteres (Ghebremeskel & Williams, 1988; Flurer & Schweigert 1990).

93



Capitulo 111
A partir da observagdo de primatas se alimentando de espécies vegetais, foi

verificado que uma substancia antimalarial foi isolada (Krief et al., 2004). Outros
trabalhos também relatam o uso de espécies vegetais pelos chimpanzés e gorilas
(Cousins & Huffman, 2002; Huffman, 2003).

Segundo Kaur & Kapoor (2002), os antioxidantes naturais comumente
encontrados em fontes vegetais sao o acido ascorbico (vitamina C), os carotendides, os
fendis simples, os flavonodides, além dos polifendis, como taninos galicos e taninos

condensados.

Mediante ao exposto acima e com a finalidade de se tentar avaliar qual classe
de substancias fendlicas que poderia estar atuando beneficamente, os extratos das

plantas mais ativas foram submetidos a analise e dosagem de taninos e fendis totais.
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5.0- ANALISE E DOSAGEM DE TANINOS E FENOIS TOTAIS DOS EXTRATOS DAS

PLANTAS DA DIETA COM MAIOR ATIVIDADE ANTIOXIDANTE:

As analises de taninos e fendis totais foram realizadas sob a supervisao da

Professora Gilda Leitdo.

Apenas os extratos das espécies que apresentaram atividade seqliestradora de
radicais livres na concentragao mais baixa (0,1ug/ml) foram submetidas a este ensaio,
além de Brachiaria humidicola que foi a espécie escolhida para um estudo fitoquimico

mais aprofundado (capitulo III).

Alguns alimentos possuem uma adstringéncia decorrente da presenga natural
dos taninos e além disto, existe uma grande variedade de taninos. Os taninos sdo
substancias fendlicas classificadas em condensados (proantocianidinas) ou

hidrolisaveis (taninos galicos) (figura 25) (Agostini-Costa, 2003):
1. Taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acido galico;

2. Taninos condensados sdao polimeros de flavondides, cujos mondmeros sao

unidos por ligagao carbono-carbono.

Figura 25: Exemplo de estrutura de um tanino galico e de um tanino condensado

Tanino Galico ou Hldrollsavel Tanino Condensado
epicatequina-(4p = 8)-catequina
OH
HO
HO ~ [E

1 2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose

OH

OH

Simdes et al., 1999
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O processo de extracdo dos taninos e fendis utilizados neste estudo esta

mostrado no esquema a seguir.

Esquema 4: Esquema do processo de extracdo de taninos e fendis totais utilizados

neste estudo

Decocto

v Extracdo Acetona/Agua (7:3)

Fracao
(acetona/agua)
N32WO4. 2H20, H3PO4, N32CO3
H2504 e KOH
BuOH:HCI
Taninos Galicos Taninos Condensados Fendis Totais
(520 nm) (540 nm) (760 nm)
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5.1.- Método para Dosagem de Taninos Galicos

Estas anadlises foram baseadas no método utilizado por Moreira (2000). Este
método consiste na dosagem de taninos galicos partindo-se de uma amostra seca. A
amostra seca (500 mg) foi extraida com 4 X 5 ml de solugdo de acetona/ agua (7:3).
As porgoes foram unidas em baldo volumétrico e o volume completado para 25 ml
(Moreira, 2000).

ApOs essa etapa, deu-se inicio a fase da hidrdlise, que consiste em tomar 1ml
do extrato em um tubo de vidro com rosca e adicionar 5 ml de acido sulfurico (H,SO0,)
1M. Em seguida, o ar foi expulso do tubo pela passagem de uma corrente de
nitrogénio e o tubo vedado. Procedeu-se o aquecimento em banho-maria a 95°C por
24 horas (Moreira, 2000).

A segunda etapa consistiu em retirar o tubo do aquecimento e aguardar o
resfriamento do mesmo. O conteldo do tubo foi transferido para um baldo de 10 ml e
completado o volume. Uma aliquota de 1 ml foi transferida para um baldo de 10 ml.
ApOs a adicdo de 1,5 ml de solucdo de rodanina, aguardou-se por um periodo de 5
min Antes da adicdo de 3 ml de hidréoxido de potassio (KOH) 0,5M. O volume foi
completado com agua. As amostras positivas desenvolveram coloragao vermelha-
rosea. As amostras foram feitas em triplicata. O branco foi preparado adicionando-se
1 ml do hidrolizado a 3 ml de KOH 0,5 M (Moreira, 2000).

As absorbancias das amostras foram lidas a 520 nm apds 5-10 minutos. A

cubeta de referéncia continha apenas agua (Moreira, 2000).

O &cido galico foi utilizado como padrdo. Dessa forma as solugbes foram
preparadas em metanol (MeOH), nas seguintes concentragdes finais: 0,025; 0,05;

0,1; 0,2; 0,4 mg/ml. A figura 26 mostra a curva-padrao (Moreira, 2000).
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Figura 26: Curva-padrao para dosagem de taninos galicos
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5.2- Método para Dosagem de Taninos Condensados:

Este método se baseia no principio de oxirredugdo e vem sendo

extensivamente empregado na determinacdo quantitativa de taninos.

A amostra seca (500 mg) foi extraida com 4 X 5 ml de solugdo de acetona/
agua (7:3). As porcoes foram unidas em baldo volumétrico e o volume completado
para 25 ml (Moreira, 2000).

A etapa seguinte, consistiu em tomar 1 ml do extrato e transferir para tubo de
vidro com rosca. Adicionou-se 4 ml de solugdo de butanol (BuOH) em acido cloridrico
(HCl) 5%. Procedeu-se o aquecimento em banho-maria a 95°C por 2 horas (Moreira,
2000).

As amostras positivas desenvolveram coloracdo vermelha ou violacea. O branco
foi preparado adicionando-se 4 ml de solucao de HCI (5%) em butanol a 1 ml da

amostra (Moreira, 2000).

As absorbéancias das amostras foram lidas a 540 nm apds 5-10 minutos. A
cubeta de referéncia continha solugcdo acida de butanol (Moreira, 2000). A figura 27

mostra a curva-padrao para dosagem de taninos condensados.
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Figura 27: Curva-padrao para dosagem de taninos condensados
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5.3- Método para Dosagem de Fendis Totais:

A amostra seca (500 mg) foi extraida com 4 X 5 ml de solugdo de acetona/
agua (7:3). As porgoes foram unidas em baldo volumétrico e o volume completado
para 25 ml (Moreira, 2000).

Inicialmente foram preparadas as solugdes de Folin-Denis e carbonato de sddio

seguindo o protocolo:

1. Para o preparo da solucdo de Folin-Denis adicionou-se 100 g de tungstato de
sodio (Na,W0,4.2H,0), 20 g de acido fosfomolibdico e 50 ml de acido fosférico
(HsPO4) em 750 ml de agua destilada. Esta foi submetido ao refluxo por 2
horas. A solucdo foi resfriada e diluida a 1000ml de agua destilada (Moreira,
2000);

2. Para o preparo da solucdo de carbonato de sddio adicionou-se 35 g de
carbonato de sédio (Na,COs) anidro em 100 ml de agua destilada. Este foi
dissolvido a 70-80 °C e deixado em repouso por 12 horas. A solucao saturada
foi semeada com um cristal de carbonato de sédio hidratado e por fim foi
filtrada em 13 de vidro (Moreira, 2000).
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A etapa seguinte consistiu na reacao do regente de Folin-Denis com os extratos
das amostras. Para isto, foi tranferido 0,5 ml de extrato preparado em baldo
volumétrico de 10 ml, adicionou-se 0,5 ml de reagente de Folin-Denis e 3 ml de agua

destilada. A solucgado ficou em repouso por 1 hora (Moreira, 2000).

Posteriormente foi adicionado 1ml da solucdo de carbonato de calcio saturada.
As amostras positivas desenvolveram coloracdo azul intensa. Completou-se o volume
com agua destilada e procedeu-se com leitura em espectrofotdmetro a 760 nm. A

agua destilada foi utilizada como referéncia (Moreira, 2000).

Segundo Moreira (2000), a curva-padrdao para esse ensaio foi baseada no
preparo das solugbes aquosas contendo acido tanico nas seguintes concentragdes
finais 20,8; 10,4; 8,32; 5,2; 2,6 ug/ml (figura 28).

Figura 28: Curva-padrao do acido tanico
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A tabela abaixo sumariza os resultados obtidos das analises de taninos

condensados, fendis totais e taninos galicos.
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Tabela 9: Dados obtidos nas analises de taninos condensados, fendis totais e taninos

galicos dos extratos das sete espécies mais ativas.

Espécies Taninos Condensados (26) Taninos Galicos (%) Fendis Totais (26)
A. cuyabensis 43,8 Ndo detectados 12,5
C. pachystachya 5,7 N&o detectados 10,4
L. nervosa 5,5 3,4 22,6
P. amarus 8,5 2,1 26,1
P. acuminatum 4,1 N&o detectados 6,5
R. novemnervia 1,0 N&o detectados 14,5
S. corniculata 1,1 1,1 15,8

Os resultados acima expostos mostram que o decocto da espécie A. cuyabensis
€ aquele que possui a maior concentracdo de taninos condensados. As espécies L.
nervosa e P. amarus sdo as que apresentam maior concentracdo em termos de fenodis

totais 22,6% e 26,1%, respectivamente.

De acordo com um trabalho realizado por Kaur & Kapoor (2002), algumas
espécies vegetais (monocotiledéneas e dicotiledoneas) foram avaliadas quanto ao teor
de fendis totais e a concentracdo dos mesmos varia de 6,8 a 40%. Este fato indica
que as 7 espécies pertencentes a dieta possuem teores semelhantes aos observados

naquele trabalho.

O tipo de extragdo pode ser um fator limitante para a observacdao do contetdo
fendlico das plantas (Agostini-Costa et al., 2003). Talvez, este fato possa ter
influenciado na deteccdo dos taninos galicos nas espécies A. cuyabensis, C.
Pachystachya, P. acuminatum e R. novemnervia, além do baixo teor encontrado para

os extratos das plantas L. nervosa, P. amarus e S. corniculata.

Correntemente, utiliza-se o parametro in vitro para determinar da atividade
antioxidante de uma espécie vegetal e com base neste dado, prever eventuais efeitos
benéficos para a saude (Akiwa & Rooney, 2004). Esses mesmos autores relatam que
algumas espécies podem apresentar uma forte correlacdo entre a atividade

antioxidante e o conteudo fendlico.
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Dessa forma, foi feita uma correlagdo entre os teores de fendis totais (figura
29a) e taninos condensados (figura 29b), uma vez que estes estao presentes em nos

decoctos das sete plantas com a atividade antioxidante observada na concentragao
mais alta (1000 ug/ml).

Figura 29a: Correlacdo entre a atividade antioxidante e o teor de fendis totais
observadas para os extratos das sete plantas mais ativas
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A figura acima mostra que ndo existe uma correlagdo direta entre o contetdo

fendlico e a atividade antioxidante dos extratos das plantas mais ativas neste modelo.

Deveria se observar uma linha de tendéncia com R? préximo de um, para que
se pudesse ter um relagao direta entre o contelddo fendlico e a atividade antioxidante.

Aqui verifica-se que R? estd proximo de 0,5.

Figura 29b: Correlacdao entre a atividade antioxidante e o teor de taninos

condensados observadas para extratos das sete plantas mais ativas
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A mesma observacgdo verificada acima € ressaltada nesta correlacdo. Ou seja,

nao existe uma correlacdo direta entre o teor de taninos condensados e a atividade

antioxidante dos extratos das plantas mais ativas neste modelo.

A linha de tendéncia para a correlagdo do teor de taninos condensados e a
atividade antioxidante parece ser menos evidente (R? 0,3713) do que a observada
para os fendis totais (R? 0,5164).

Cerca de 51,64% dos fendis totais € dependente da atividade antioxidante, e
cerca de 37,13% dos taninos condensados é dependente da atividade antioxidante

observada.

De acordo com um estudo realizado por Zielinski & Kozlowka (2000), nenhuma
correlacdo entre a atividade antioxidante e o conteldo fendlico de extratos aquosos de
diferentes plantas foi observado. Esse mesmo fato foi relatado por Kahkonen et al.
(1999) e Maillard & Berset (1995). Isso indica que podem existir outras substancias,

além das fendlicas que podem estar agindo como seqliestradoras de radicais livres.

Por outro lado verifica-se que existem trabalhos na literatura que mostram uma
relacdo direta entre o conteldo fendlico e a atividade antioxidante. E provavel que a
estrutura quimica das substancias fendlicas presentes no extrato possa estar afetando

esta relacdao (Moure et al., 2001).

Segundo estes mesmo autores, os polifendis poliméricos sdo antioxidantes mais
potentes do que os fendlicos monoméricos. Isto significa que os taninos condensados e

galicos (hidrolisaveis) possuem maior habilidade antioxidante.

E possivel também que a atividade antioxidante observada para os 7 decoctos
mais ativos possa estar relacionada com inUmeras substancias, além das fendlicas

presentes nos extratos.
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6.0- AVALIACAO DOS EXTRATOS MAIS ATIVOS POR

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em fase inversa desempenha
um papel central na separacdo de misturas complexas de flavondides. Estudos do
tempo de retencdo em diferentes suportes e eluentes tém sido aperfeicoados e

tabelados, a fim de se obter condicGes 6timas de analise (Skerget et al., 2005).
As analises de CLAE neste estudo foram realizadas em dois aparelhos:

1. Shumadzu, modelo LC-I0T e a deteccdo feita nos comprimentos de onda fixos
de 254 nm e 332 nm (detector modelo SPD-10A).

2. Shumadzu, modelo LC-I0AD e a deteccao feita nos comprimentos de onda fixos
de 254 nm e 332 nm (detector modelo SPM-10A).

Em ambos os aparelhos, a coluna utilizada foi uma RP-18 da marca Touzart et
Matignon (ref. 186311255 n© de série 9807059, particula de 5 p e didmetro de 100 A).
O sistema de solvente foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica
usando fluxo de 1 ml/min

Os decoctos foram preparados na concentracdao de 6 mg/ml (p/v) e os padroes
com esqueleto fendlico nas concentracbes de 1 mg/ml. Todas as amostras foram
aplicadas com volume de 20 pl.

Foram utilizados quatro marcadores quimicos (padrdes fendlicos) nessas analises:
1. acido galico (padrao Vetec) (figura 30);
2. 2"-0O-B-glucosilvitexina (Laboratério NPPN) (figura 31);

3. quercetina (doagdao do Pro. Nuno A. Pereira, Depto. de farmacologia-UFRJ)
(figura 32);

4. rutina (doacdo UFRRJ) (figura 33).

Estes padroes foram utilizados para direcionar as analises por CLAE, uma vez que

esses representam substancias comumente presentes nas plantas.
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Figura 30: Cromatograma do padrdo acido galico (t. 3,6 min).
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Obs.: c= 1mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n°© de série 9807059, particula de 5 u e didametro de 100
R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando
fluxo de 1 ml/min

Figura 31: Cromatograma da flavona padrao 2”-O-B-glucosilvitexina (t. 19,1 min)
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Obs.: c= 1mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n° de série 9807059, particula de 5 p e didmetro de 100
R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando
fluxo de 1 ml/min
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Figura 32:

Cromatograma do padrdao flavonol quercetina (t; 31,4 min).
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Obs.: c= 1mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em

comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-

18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n° de série 9807059, particula de 5 p e didametro de 100

R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando
fluxo de 1 ml/min

Figura 33: Cromatograma do padrao flavonol glicosilado rutina (t. 25,2
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Obs.: c= 1mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgao foi feita em
comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n° de série 9807059, particula de 5 p e didmetro de 100

R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando
fluxo de 1 ml/min
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Todos os extratos das plantas da dieta (20 decoctos) foram submetidos as
analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Porém, aqui serao
apresentados apenas os cromatogramas dos extratos das plantas mais ativos (Andira
cuyabensis, Cecropia pachystachya, Ludwigia nervosa, Phyllanthus amarus,
Polygonum acuminatum, Sebastiania corniculata e Rynchanthera novemnervia) no

modelo antioxidante.

Neste estudo todos os valores de area (%) inferiores a 1 foram excluidos. Estes

expressam a concentracdo de determinada substancia no extrato.

O perfil cromatografico dos sete extratos mais ativos no ensaio de atividade
antioxidante (Andira cuyabensis, Cecropia pachystachya, Ludwigia nervosa,
Phyllanthus amarus, Polygonum acuminatum, Sebastiania corniculata e Rynchanthera

novemnervia) foi avaliado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os cromatogramas dos decoctos foram comparados com os padrdes de
fendlicos descritos anteriormente (item 6.0). A tabela 10 sumariza os valores de
tempo de retencao (R;) observados para esses padrdes de acordo com o sistema de

solventes utilizado.

Tabela 10: Tempo de migracao (R;) dos padroes fendlicos utilizados

Padrdes Fendlicos Tempo de Retencao (T,)
1 Acido galico 3,6 min
2 2"-0O-B-glucosilvitexina 19,1 min
3 Quercetina 34,1 min
4 Rutina 25,2 min

Obs.: c= 1mg/ml; Injegdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em comprimento de
onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-18 da marca Touzart et Matignon
(ref. 186311255 n° de série 9807059, particula de 5 u e didmetro de 100 R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq
(0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluigdo isocratica usando fluxo de 1 ml/min

A figura 34 mostra o cromatograma do extrato de Andira cuyabensis
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Figura 34: Cromatograma do extrato de Andira cuyabensis
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n°© de série 9807059, particula de 5 u e didametro de 100
R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando

fluxo de 1 ml/min

O cromatograma do extrato da espécie vegetal A. cuyabensis possui 3 picos com
tempos de retencdo (T.) semelhantes ao observado para acido gdlico; 2"-O-B-
glucosilvitexina e rutina. Estes picos apresentam os percentuais de area 6,2%; 1,4% e

1,0%, respectivamente.

A figura 35 mostra o cromatograma do extrato de Cecropia pachystachya.
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Figura 35: Cromatograma do extrato de Cecropia pachystachya
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c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em

comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-

18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n° de série 9807059, particula de 5 p e didametro de 100

R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando

fluxo de 1 ml/min

Pode-se notar que o cromatograma do extrato da espécie C. pachystachya

possui 2 picos com tempos de retencdo (T,) referentes ao observado para os padrdes

(acido galico e quercetina). Estes picos representam os percentuais de area 3,3% e

1,0%, respectivamente.

A figura 36 mostra o cromatograma do extrato de Ludwigia nervosa. O extrato

desta planta parece possuir apenas 1 pico semelhante a um dos padrdes utilizados

(acido galico) e o percentual de area é de 6,9%.
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Figura 36: Cromatograma do extrato de Ludwigia nervosa
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em

comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n°© de série 9807059, particula de 5 u e didametro de 100
R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando

fluxo de 1 ml/min

Outro pico importante foi observado para esse decocto (42,7 minutos e
percentual de area em 8,1%), porém este pico ndo corresponde a nenhum dos

padrdes selecionados.

Um perfil semelhante ao extrato de L. nervosa é observado para o extrato da
espécie Phyllanthus amarus (figura 37), porém o pico préximo de 43 minutos possui
menor intensidade (1,1%). Além deste, o cromatograma possui picos referentes ao
acido galico (7,9%) e a 2"-O-B-glucosilvitexina (3,8%).
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Figura 37: Cromatograma do extrato de Phyllanthus amarus.
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n°© de série 9807059, particula de 5 u e didametro de 100
R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando

fluxo de 1 ml/min

O cromatograma do decocto da espécie Polygonum acuminatum mostrou a
presenca de 3 picos com mesmo tempo de retencdo (T,) dos padrdes fendlicos: acido
galico, 2"-O-p-glucosilvitexina e a quercetina. Estes picos possuem os seguintes

percentuais de area 7,5%; 3,6% e 1,0%, respectivamente (figura 38).
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Figura 38: Cromatograma do extrato de Polygonum acuminatum.
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n© de série 9807059, particula de 5 u e didmetro de 100
R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando

fluxo de 1 ml/min

No cromatograma do decocto da espécie Rynchanthera novemnervia foram
observados 2 picos semelhantes aos padrdoes fendlicos acido galico e 2"-O-B-
glucosilvitexina, cujo percentuais de area estdo em torno de 25,2% e 4,1% (figura
39).

A regido que compreende o cromatograma entre 10 e 60 minutos é muito
pobre. Entretanto, o pico em 18,9 min, que ¢é referente a flavona 2"-O-p-
glucosilvitexina, foi listado em percentual de area de 4,1% . Esta substancia ndao é
perceptivel no cromatograma apresentado devido ao &cido galico estar muito
concentrado. Isto faz com que pico semelhante a flavona 2"”-O-B-glucosilvitexina se

apresente diluido (18,9 min).

De todas as sete espécies avaliadas quanto ao perfil cromatografico por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), R. novemnervia foi aquela que

apresentou o acido galico em maior concentracgao (25,2%) (figura 39).
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A observacdo acima indica que talvez o acido galico (3,6 min) ndo seja a Unica
substancia responsavel pela atividade antioxidante, uma vez que as sete fontes

vegetais apresentaram habilidade sequestradora de radicais livres muito semelhante.

Figura 39: Cromatograma do extrato de Rynchanthera novemnervia
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecao de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgao foi feita em
comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n° de série 9807059, particula de 5 p e didmetro de 100
R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando

fluxo de 1 ml/min

O cromatograma do extrato da espécie Sebastiania corniculata possui 2 picos
semelhantes aqueles observados com os padroes de substancias fendlicas (acido
galico e 2"-O-B-glucosilvitexina), com percentuais de area préximos a 7,8% e 3,8%,

respectivamente (figura 40).

Além desses sinais, o cromatograma do decocto mostrou um sinal importante
em torno de 43 minutos (1,1%), semelhante aquele observado para L. nervosa e P.

amarus.
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Figura 40: Cromatograma do extrato de Sebastiania corniculata
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 332 nm e 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-
18 da marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n°© de série 9807059, particula de 5 u e didmetro de 100
R). O sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55 M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando
fluxo de 1 ml/min

Todos os cromatogramas obtidos para os extratos das vinte plantas mostraram
sinal tempo de retencdo igual ou similar proximo daquele observado para o acido
galico (t- 3,6 min).

Sete extratos de plantas apresentaram picos com tempo de retengao similar ao

da flavona C-gicosilada (2”-O-B-glucosilvitexina; t; 19,1 minutos) (tabela 11).
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Tabela 11: Picos com tempo de retencdo (t; 19,1 min) e os respectivos percentuais

de area observados nos cromatogramas dos extratos de planta.

Extrato de Planta Tempo de Retencao Percentual de Area
(minutos) (%0)
Andira cuyabensis 18,7 1,4
Desmodium distortum 19,1 1,2
Mimosa debilis 19,6 8,4
Phyllanthus amarus 19,3 3,8
Polygonum acuminatum 19,6 3,6
Sabicea aspera 18,9 1,0
Sebastiania corniculata 19,6 6,2

A espécie Mimosa debilis foi aquela que apresentou a maior concentragdo de
acido galico (8,4), porém, para Sabicea aspera se observa o menor percentual de area
(1,2%).

Foram observados seis decoctos das planta com tempo de retengao parecido
com aquele observado para a flavonol quercetina (t. 31,4 min). A tabela abaixo

sumariza estes dados.

Tabela 12: Picos com tempo de retencdo (t; 31,4 min) e os respectivos percentuais de

area observados nos cromatogramas dos extratos de planta.

Extrato de Planta Tempo de Retencéao Percentual de Area
(minutos) (%0)
Cecropia pachystachya 31,1 1,0
Desmodium distortum 31,1 1,0
Oryza latifolia 31,0 1,6
Polygonum acuminatum 31,8 1,6
Sida santaremensis 31,5 51
Vernonia scabra 31,4 5,7

No extrato de Andira cuyabensis foi verificada a existéncia de um pico (24,8
min e 1,0% de area) com tempo de retencdo muito similar aquele observado para o

flavonol glicosilado rutina (t. 25,2 min).

Os cromatogramas dos extratos Andira cuyabensis, Desmodium distortum e
Polygonum acuminatum foram os Unicos que apresentaram picos com tempos de

retengdo semelhantes a pelo menos trés dos quatro marcadores utilizados.
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A figura abaixo mostra o qudo representativo foram os marcadores quimicos

(padrGes) utilizados nesta analise.

Figura 41: Ocorréncia de picos com tempo de retengao igual ou semelhante aos dos

padrdes nos decoctos das plantas pertencentes a dieta dos cervideos
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Pode-se notar que o acido galico (20 extratos de plantas) é o mais
representativo, seguido de 2”-O-B-glucosilvitexina (7 extratos de plantas), quercetina

(6 extratos de plantas) e minoritariamente a rutina (1 extrato de planta).

116



Capitulo 111

7.0- CONCLUSOES:

O estresse oxidativo € um fator contribuinte para as desordens degenerativas
que promovem as doengas cronicas. Assim, substancias presentes nas plantas
consumidas pelos cervideos e capazes de reduzir os radicais livres formados durante
esse processo estariam, em tese, beneficiando a salde destes animais. Desta forma

pode-se concluir que:

1. Cerca de 35% dos extratos aquosos (decocto) das plantas pertencentes a dieta
dos cervideos apresentaram atividade antioxidante. As plantas mais ativas
foram Andira cuyabensis, Cecropia pachystachya, Ludwigia nervosa,
Phyllanthus amarus, Polygonum acuminatum, Sebastiania corniculata e

Rynchanthera novemnervia.

2. A purificacdo dos extratos privilegiou a atividade antioxidante na fracdao em
acetato de etila para Andira cuyabensis (ACSF1). A mesma fracao apresentou
alta atividade para as espécies Ludwigia nervosa (LNSF1), Phyllanthus amarus
(PASF1), Polygonum acuminatum (POSF1), Rynchanthera novemnervia
(RNSF1) e Sebastiania corniculata (SCSF1).

3. Para a espécie Cecropia pachystachya, a atividade mais pronunciada foi

observada na fracao aquosa (CPSF3).

4. O teor de taninos nos extratos das sete plantas foi avaliado e ndao se pode

correlaciona-los de maneira direta com a atividade antioxidante.

5. O consumo continuo dessas espécies com atividade antioxidante pode estar

beneficiando os cervideos na prevencao das doencas.
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1.0- A IMPORTANCIA ECONOMICA DA FAMILIA POACEAE:

As monocotiledoneas constituem cerca de 100 familias de plantas reunidas de

acordo com seu grau de desenvolvimento. (Harborne & Williams, 1994).

As monocotiledoneas sdao consideradas inferiores quando comparadas ao grupo
das dicotiledoneas, porém apresentam certa relagdo com alguns dos representantes

deste segundo grupo (Harborne & Williams, 1994).

As monocotiledoneas sdo tipicamente herbaceas em seu habitat. Um exemplo é
a familia Poaceae, economicamente a mais importante de todas, com mais de 8000
espécies (Harborne & Williams, 1994). Esta é uma das maiores familias de
angiospermas e seus representantes encontram-se espalhados por todo o mundo
(Joly, 1993).

Um grande numero de representantes da familia Poaceae fornece forragem
para o gado, tais como o quicuio (Brachiaria humidicola), capim-gordura (Melinis
minutiflora) e os graos de uma das variedades de capim adlai, pertencente ao género

Coix, sdo utilizados para alimentacao de animais (Joly, 1993).

Dentre os géneros cultivados dos quais se aproveitam os graos para a
alimentacdo humana, destacam-se: Milho (Zea), Cevado (Hordeum), Centeio (Secale),
Aveia (Avena), Arroz (Oryza) e Sorgo (Sorghum). Além deste uso, as inflorescéncias
de sorgo (Sorghum) sao empregadas na fabricacdo de vassouras amarelas. O alpiste
(género Phalaris) é empregado na alimentacdo de passaros, com o nome de panico.

Uma espécie do género Setaria é comercializada com a mesma finalidade (Joly, 1993).

A cana-de-agUcar (género Saccharum) é extensamente cultivada fornecendo
além do acucar, cachaca, rum, alcool etilico e outros produtos industriais. A fabricagdo
de bebidas, como cerveja, uisque, entre outros, se baseia no uso de grdos de varios

representantes da familia Poaceae (Joly, 1993).

As inflorescéncias de certos membros pertencentes aos géneros Briza e
Gynerium, conhecidos como capim-pluma, sdo empregados na ornamentacdo, quando
secos. Varias gramineas fornecem material para tecelagem, como o bambu e a

taquara e em menor escala, os colmos de arroz (Joly, 1993). As folhas de uma espécie
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do género Cymbopogon (capim-cidrdo ou capim-limao) sdo utilizadas para preparar

um cha conhecido como cha de erva-cidreira (Joly, 1993).

Na zona rural o sapé (género Imperata) e o capim-guacu (género Paspalum)

fornecem material para a cobertura de ranchos e casas modestas (Joly, 1993).

As espécies da familia Poaceae constituem a principal fonte de alimentacdo de
muitos herbivoros (Chevalier et al., 2001).

Os relatos apresentados acima mostram que as gramineas possuem grande
importancia em diversos setores da economia que percorrem desde a pecuaria até a

ornamentacgdo, tornando assim relevante o estudo de espécies desta familia.
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2.0 - A FAMILIA POACEAE NO BRASIL:

Segundo Lorenzi (2000), no Brasil todas as espécies de Poaceae possuem
aspectos ecoldgicos marcantes na agricultura. A maioria dessas espécies sao utilizadas

como forrageiras, ocasionalmente como ornamentais e ainda na medicina popular.

De acordo com levantamento realizado no livro Plantas Daninhas no Brasil
(Lorenzi, 2000), verifica-se que cerca de 54% das plantas pertencentes a familia
Poaceae no Brasil sdo utilizadas como forrageiras; 34% delas possuem
exclusivamente aspectos ecoldgicos; apenas 7% dessas espécies sdo utilizadas na

medicina popular e 5% encontram uso como ornamentais (figura 1).

Figura 1: Uso mais freqliente de espécies representantes da familia Poaceae no Brasil

Espécies vegetais de Poaceae no Brasil

7%, 5%

Bl Forragem

O Aspectos ecoldgicos
B! Medicina popular
O« Ornamental

340/0 540/0

O género que mais contribui como forrageiro no Brasil é o Paspalum (8
espécies), seguido do género Brachiaria (7 espécies). O género mais infestante é o
Echinochloa (4 espécies). Os géneros Andropogon, Coix, Eleusine, Eragrotis, Imperata
e Melinis sdo aqueles que contribuem com uso na medicina popular. Os géneros Coix,

Eragrotis e Setaria sao os utilizados como ornamentais (Lorenzi, 2000).
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3.0 - FORRAGEIRAS PARA PASTAGEM

As espécies de monocotiledGneas forrageiras diferem acentuadamente entre si.
A caracteristica intrinseca das forrageiras é o resultado de sua interagdo com o meio
(solo, clima e animal) (Vilela, 1998).

O sucesso da exploragdo pecuaria tem como ponto basico a adequada formacao
de pastagens. Uma das decisbes a ser tomada neste contexto, se refere a escolha da
espécie forrageira que, por sua vez, esta ligada a uma série de varidveis do meio. As

principais caracteristicas relacionadas com o meio sdo (Vilela, 1998; Rao et al., 1998):
» Adaptabilidade aos diferentes tipos de solo;
> Tolerancia a diferentes graus de encharcamento do solo;
> Resposta a fertilizagdo;
» Tolerancia a baixo indice pluviométrico;
» Tolerancia as pragas e doengas;
> Potencial e distribuicdo de producao de forragem ao longo do ano;
> Palatabilidade alta para as diferentes espécies e categorias de animais.

Portanto, o que se busca é reunir estas caracteristicas em uma so espécie
forrageira. Como dificilmente conseguir-se-a reunir estas caracteristicas em uma so
espécie, recomenda-se diversifica-las no sentido de que as deficiéncias de uma, sejam
suprimidas por outra (Vilela, 1998). Segundo Vilela 1998, as espécies do género
Brachiaria sao aquelas que mais se adequam a exploragdo pecudria por apresentarem

um melhor perfil caracteristico relacionado com o meio.

De acordo com um trabalho realizado por Mango (2004) na Reserva Particular do
Patrimb6nio Natural (RPPN-SESC), a espécie vegetal Brachiaria humidicola esta
presente nos habitats selecionados por veados-campeiros tanto na estagdo Umida
quanto na estacao seca. Segundo Mancgo (2004), os campos com murundus com o
capim quicuio (B. humidicola) foram os preferidos no periodo Umido pelos cervos-do-

pantanal e veados-campeiros na RPPN-SESC.

Desta forma, a espécie Brachiaria humidicola foi a planta da dieta dos cervideos

selecionada para estudo fitoquimico mais aprofundado.

128



Capitulo 111
4.0- ESTUDOS ANTERIORES DE PLANTAS DA FAMILIA POACEAE:

Algumas espécies da familia Poaceae tém sido alvo de estudo de grupos de
pesquisas em todo o mundo. Desta forma, existem relatos sobre atividades contra
infeccdes e diarréias (Byavu et al., 2000), como antiinflamatérias, como antioxidantes
(Bouaziz et al., 2001), como protetoras contra raios ultravioletas (Schimitz-Hoerner &
Weissenbock, 2003; Rozema et al., 2001). Além destas, existem evidéncias de

comportamento alelopatico para esta familia (Sanchez-Moreiras et al., 2004).

Algumas espécies da familia Poaceae sdo utilizadas pela populagdo como
antiinflamatoérias. Como exemplos, podem ser citados Cenchrus ciliaris (Light et al.,
2002; Lorenzi & Matos, 2002), Eleusine indica (Lorenzi & Matos, 2002) e Hyparrhenia
hirta (Bouaziz et al., 2001).

Plantas da familia Poaceae vém sendo utilizadas também na etnoveterinaria em
varias localidades do mundo, desde a Europa até o Oriente Médio (Pieroni et al., 2004;
Abbas et al., 2002; Leporatti & Corradi, 2001). A tabela abaixo mostra o uso destas

espécies e o modo de preparacdo das plantas, bem como a parte utilizada.

Tabela 1: Espécies de Poaceae utilizadas em etnoveterinaria

Espécie Vegetal

Uso

Modo de
Preparacao

Referéncia

Agropyron repens

Arundo donax

Avena fatua

Avena sativa

Cymbopogon
schoenanthus

Cynodon dactylon

Echinachloa crus-galli

Eleusine corocana

Elytrigia repens

Anti-séptico

Diurético
Nutracéutico

Contra infertilidade

Contra infertilidade e anti-
mastitico

Antiinflamatério e
nutracéutico

Anti-colicativo e laxante

Suplemento alimentar
Diurético e antiinfeccdo
urinario

Suplemento alimentar
Reconstrutor

Antiinflamatério e
antidiarréico.

Antiinflamatorio,
129

Decocgdo das raizes

Expressao das
partes aéreas

Ingestdo dos frutos

Expressao das
sementes

Decoccao das folhas

Decocgado das folhas
e rizomas

Decocgao dos frutos

Expressao da
grama

Maceragao dos

Viegi et al., 2003

Leporatti & Corradi,
2001

Pieroni et al., 2004

Viegi et al., 2003
Manganelli et al., 2001

Pieroni et al., 2004

Abbas et al., 2002

Viegi et al., 2003

Leporatti & Corradi,
2001

Viegi et al., 2003
Manganelli et al., 2001
Byavu et al., 2000

Leporatti & Corradi,
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(Agroyrum repens)

Horderum vulgare

Phragmites australis

Sanccharum
officinarum

Secale cerale

Sorghum bicolor

Zea mays

antiinfeccdo urinaria,
eliminador de pedra nos
rins e laxante.

Nutracéutico

Contra problemas
gastrintestinais

Retentor de placenta
Antidiarréico

Contra problemas
gastrintestinais

Antidiarréico
Para banho do animal

Contra problemas
gastrintestinais

Anti-séptico
Antiinflamatdrio
Anti-séptico

Diurético

Lactante e nutracéutico

rizomas

Expressao das
sementes

Decocgao dos frutos

Ingestdo das partes
aéreas

Decocgado dos frutos

Expressdo da capim

Decocgao dos
estigmas

Expressao das
sementes

2001

Pieroni et al., 2004

Viegi et al., 2003

Lans & Brown, 1998
Manganelli et al., 2001
Viegi et al., 2003

Manganelli et al., 2001

Lans et al., 2001

Viegi et al., 2003

Manganelli et al., 2001
Byavu et al., 2000
Viegi et al., 2003

Leporatti & Corradi,
2001

Pieroni et al., 2004

Dados da literatura mostram que a familia Poaceae também vem sendo

estudada sob o ponto de vista fitoquimico. Desta forma algumas contribuigoes

importantes podem ser observadas.

Sdo varios os relatos sobre o isolamento e a identificacdo de saponinas
(Trojanowska et al., 2000), esterdides (Savchenko et al., 1998; Sacchetti et al.,2004)
e alcaldides (Zhalolov et al.,2000; 20022,2002° e 2003), dentre outros.
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4.1- Flavondides isolados de espécies da familia Poaceae:

Neste trabalho, o enfoque é dado a classe dos flavondides, razdo pela qual foi
realizado um levantamento exaustivo sobre estes metabdlitos secundarios em Poaceae
(anexo I). Foram verificadas a exiténcia 110 tipos flavonas e flavondis presentes na

familia Poaceae.

Os flavonodides representam um dos grupos de metabdlitos fendlicos mais
importantes e diversificados dentre as substdncias de origem vegetal, amplamente
distribuidos no reino vegetal (Simdes et al., 1999). A figura abaixo mostra o esqueleto

basico dos flavondides.

Figura 2: Esqueleto basico dos flavondides

O

De acordo com um estudo realizado por Martinez (1985), se observa o seguinte

perfil de flavondides destectados na familia Poaceae:
1. 90-100% correspondem as flavonas O-glicosiladas;
2. 60-100% dos flavondides sdo C-glicosil flavonas ou flavonas 3’-5'-O-metiladas;
3. 10% correspondem aos flavondis O-glicosilados.

As familias de monocotiledoneas Poaceae e Ciperaceae sdo as Unicas que
biossintetizam majoritariamente flavonas C-glicosiladas e, sobretudo, o esqueleto da

tricina com freqiéncia (Martinez, 1985; Harborne & Williams, 1994).

Segundo Harborne & Williams (1994), outros esqueletos para este grupo de
substancias podem ser observados, tais como as antocianinas, detectadas em Zea
mays (sementes) e no género Sorghum, isoflavondides em Festuca argentinae dentre

outros, flavanonas para Oryza sativa.

Com base no levantamento bibliografico realizado sobre a ocorréncia e a

caracterizagdo de flavonas e flavondis (glicosilados ou ndo glicosilados e esterificados
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ou ndo esterificados) para a familia Poaceae, foi montada uma tabela que se encontra

anexada a este trabalho (anexo 1).

As flavonas e flavonois (glicosilados ou ndo) sdo os grupos mais abundantes na
classe dos flavondides. Foram observados 9 tipos de agliconas diferentes: apigenina,
crisoeriol, isoscoparina, isowertisina, isowertiajaponina, kaempferol, luteolina,
quercetina e tricina. A aglicona mais comum foi a apigenina (221 relatos), seguida de

luteolina (179 relatos) e tricina (142 relatos) (figura 3).

Figura 3: Agliconas presentes em espécies da familia Poaceae e o numero de relatos

existentes na literatura no periodo de 1964 a 2005.
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O género que possui 0 maior numero de espécies avaliadas quanto a
caracterizagdo de flavonoides é o Muhlenbergia (30 espécies vegetais), seguido do
género Avena (21 espécies) (anexo I). O elevado numero de relatos para os dois

géneros se deve, provavelmente, a alta relevancia econémica que ambos apresentam.
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4.2- OUTROS FENOLICOS ISOLADOS DE ESPECIES DA FAMILIA POACEAE:

Outros fendlicos como os estilbenos e o acido p-cumarico foram isolados das
espécies Festuca versuta (Harborne & Williams, 1994) e Oryza sativa (Kato et al.,

1977) e dos géneros Lolium, Horderum, Poa e Stipa (Powell et al., 1994).

Estas substancias sdo consideradas como metabdlitos de estresse da planta e
existem relatos sobre a atividade antioxidante relacionada a essa classe de derivados

fenodlicos (Powell et al., 1994).

Outros fendlicos, como os acidos clorogénico, caféico, p-cumarico, ferulico,
hidroxicinamico, cumarico, cuclurbico e jasmoOnico também foram relatados
(Lichtenthaler & Schweiger, 1998; Lam et al., 1994; Tachibana et al., 1992; Dathe et
al., 1991; Matouscheck & Sthal-Biskup, 1991). Além destes, acidos fendlicos
glicosilados também ocorrem em Poaceae (Oikawa et al., 2001; Cambier et al., 2001;
Weiland et al., 1998; Colantes et al., 1998; Gianoli & Niemeyer, 1998).

O acido ferulico foi isolado do género Brachiaria. Para esta substancia foram
relatadas, dentre outras, as atividades antiinflamatérias (Ozaki, 1992) e antioxidante
(Graf, 1992).
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5.0- AsPECTOS DE Brachiaria humidicola E A SUA APLICACAO NA

PECUARIA:

O género Brachiaria compreende cerca de 100 espécies. Este género é bastante
diversificado nas savanas e no sul da Africa, e distribuido em regidoes pantropicais
(Wenzl et al., 2000).

No Brasil esse género esta representado por 7 espécies: Brachiaria brizantha,
B. decumbens, B. humidicola, B. mutica, B. plantaginea, B. ruziziensis e B.

subqguadripara (Lorenzi, 2000).

Algumas gramineas forrageiras possuem substéancias toxicas capazes de
provocar efeitos que variam de problemas neuroldgicos até as reagdes de

fotossensibilizagdao (Cheeke, 1995).

A espécie Brachiaria decumbens & uma planta fotossensibilizante, ou seja,
produz lesGes no tecido dos animais através da interacdo da radiagdo solar com
saponinas esteroidais presentes. Esta interacao gera, por sua vez, um aumento da
concentracdo dos radicais livres formados no tecido, provocando lesdes (Cheek, 1995;
Tokarnia et al., 2002).

A espécie B. humidicola é uma das forrageiras tropicais utilizadas para
alimentagdo de gado nas areas de cerrado do Brasil Central onde, constitui uma boa

opcao forrageira, além das pastagens nativas (Santos et al., 2003).

B. humidicola € utilizada como forrageira, pois possui boa palatabilidade (Rueda
et al., 2003). O teor de proteina seca esta em torno de 7%. Cerca de 10-20 ton

ms/ha/ano de B. humidicola sao comercializados.

Trata-se de uma graminea perene, procedente do continente africano, onde
ocorre em areas relativamente Umidas. Adaptada as condicbes de clima e solo de
cerrado, vegeta bem em regides de solos fracos e de elevada acidez, propagando-se

facilmente por sementes e mudas (Rueda et al., 2003; Oliveira et al., 2004).

Esta espécie possui como caracteristicas de baixa a média fertilidade e seu
crescimento é ereto e estonifero, com altura maxima de 1 m. Possui alta tolerancia a
seca e média ao frio e as cigarrinhas de pastagem (Rueda et al., 2002; Oliveira et al.,

2004). A figura 4 mostra a espécie B. humidicola.
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Figura 4: Foto de Brachiaria humidicola

(Lorenzi, 2000).

A alimentacdo do gado de corte nos trdpicos é sustentada pelas forrageiras
nativas. A principal atividade econémica do Pantanal esta calcada na pecuaria de corte
e a alimentacdo do rebanho baseia-se exclusivamente em pastagem nativa. Nos
ultimos tempos houve a introducdo de gramineas exéticas, principalmente braquiarias,
como alternativa para melhorar a disponibilidade e a qualidade das pastagens
utilizadas (Crispin, 2002).

As braquidrias sdao os capins mais plantados no pais, sendo utilizados para todas
as fases do animal. Adaptam-se as mais variadas condicdes de solo e clima, ocupando
espaco cada vez maior em todo o territdério brasileiro, devido ao fato de
proporcionarem producOes satisfatérias de forragem (Soares Filho, 1994). No
Pantanal, a B. humidicola vém ocupando areas de pastagens nativas que, geralmente,

apresentam espécies com baixa producdo em proteina bruta.

Nesta regido alguns estudos realizados com B. humidicola indicam que é uma
graminea promissora para a formacdao de pastagens e, além disso, cobre o solo com

eficiéncia (Mango, 2004).

Ao avaliar o valor nutritivo de B. humidicola com trés idades de formacgdo (até 2
anos, 5-10 anos e superior a 10 anos), expressa pelo teor de proteina bruta,
macronutrientes (calcio, fdsforo, magnésio, sddio, potassio) e micronutrientes
(manganés, ferro, zinco, e cobre), no periodo de novembro de 1996 a novembro de
1997, observou-se que de acordo com a idade de formagdo, os teores de proteina

bruta mostraram diferenca (P<0,05). Os maiores teores foram encontrados nas

135



Capitulo 111

pastagens até dois anos e maiores que 10 anos. Esses teores ndo atendem o minimo

recomendado para herbivoria (Crispim, 2002).

Os trabalhos na literatura mostram que B. humidicola é uma espécie de interesse
econOmico na pecuaria e que esforcos tém sido feitos na tentativa de se estimar o

valor nutritivo da planta em fungdo da variagao sazonal.

A literatura mostra um relato interessante sobre a atividade de B. humidicola
sobre bactérias nitrificantes do solo (Ishikawa et al., 2003). Os autores comparam
esta atividade entre 3 espécies da familia Poaceae (Melinis minutiflora, B. humidicola e

B. decumbens).

A espécie B. humidicola foi aquela que reduziu consideravelmente os niveis de
bactérias nitrificantes. Segundo aqueles autores esta agdo pode estar relacionada as
substéncias presentes nas raizes da planta. Além disso, também foi verificado como
consequiéncia, que ocorreu uma diminuicdo da emissdao de oOxidos de nitrogénio na

atmosfera nos experimentos realizados por Ishikawa et al., 2003.
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6.0-ESTUDOS QUIMICOS ANTERIORES DE ESPECIES DO GENERO

Brachiaria

Todavia, nao foi observada na literatura (levantamento 1973-2005) qualquer

informacgao sobre estudos dos metabdlitos secundarios da espécie B. humidicola.

O conhecimento da composicdo quimica de B. humidicola podera contribuir para
a producdo de hibridos desta espécie a fim de se obter uma planta com maior valor
nutritivo. Uma maior concentracdo de macronutrientes e micronutrientes,
conseqientemente, acarretara um menor gasto na compra de racdes utilizadas para

suprir a deficiéncia dos nutrientes.

Praticamente ndo existem relatos no que se refere a fitoquimica das espécies
do género Brachiaria. Um desses relatos descreve o acido 4-hidréxi-3-metoxicindmico
(acido ferulico) presente nas raizes de Brachiaria decumbens e B. ruziziensis (Wenzel
et al., 2000) (figura 5).

Figura 5: Estrutura do acido ferulico

OH

HO
OCH3

Para uma outra espécie do género, B. decumbens, existe um relato sobre o
isolamento e identificacdo de saponinas fotossensibilizadoras a partir do extrato em

diclorometano das partes aéreas (Pires et al., 2002).

Essas substancias foram caracterizadas com base nos dados de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de Ressonancia Magnética Nuclear de
Carbono (RMN !3C), além das técnicas combinadas de correlagdes de !H-IH,

heterocorrelacdes (*H-3C) e espectrometria de massas.
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Lignanas e carboidratos também foram relatados em Brachiaria decumbens

(Guggenberger et al., 1995). Essa mesma espécie foi avaliada quanto a existéncia de
taninos condensados (Lopez et al., 2004).

Nenhum relato sobre o isolamento ou a deteccdo de flavondides a partir de
espécies do género Brachiaria foi observado no levantamento realizado, o que torna
inédito um estudo nesse sentido.
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7.0- EXTRACAO DE B. humidicola

Ndo existem relatos de utilizacdo de B. humidicola na medicina popular. Tendo
como alvo a avaliacdo do conteldo fendlico em B. humidicola, optou-se por uma
extracdo aquosa que permite a obtencdo de acidos fendlicos, flavondides e outras

substéancias fendlicas sollveis em agua.

As partes aéreas de B. humidicola foram submetidas ao método de extragdo
por infusdo 10% (p/v), pois esse método de extracdo foi aquele para o qual se
observou a melhor atividade farmacoldégica em estudos anteriores (esquema 1)
(Martins, 2003).

A planta foi coletada na RPPN-SESC Pantanal em épocas distintas do ano, que
correspondem aos periodos secos e Umidos no Pantanal. Os rendimentos das
extracoes estdo mostrados na Tabela 2. Estes foram calculados tendo como base em

100 g de planta seca.

Esquema 1: Método de extragdo por infusdo de Brachiaria humidicola

{ Planta Seca }

v’ Trituragao
Planta Seca
Triturada

v Infusdo 10% (p\v);
v Filtragao

{ Extrato }

v’ Liofilizagédo

Extrato
Liofilizado
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Tabela 2: Rendimentos das extragbes das diferentes partidas de Brachiaria

humidicola coletadas na RPPN-SESC Pantanal

Brachiaria humidicola (BH) Coleta Extrato (%6) por 100 g
de planta seca
BH1 Dezembro de 2000 (periodo Umido) 4,1
BH2 Junho de 2001 (periodo seco) 4,4
BH3 Dezembro de 2001 (periodo Umido) 4.4
BH4 Junho de 2002 (periodo seco) 7.2
BH5 Fevereiro de 2003 (periodo umido) 7.4

Os infusos de B. humidicola foram avaliados quanto ao perfil quimico por meio
de:

» Cromatografia em Camada Delgada (CCD);
» Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os cromatogramas (CCD), ap6s visualizacdo sob luz Ultravioleta (254 e 332
nm), foram revelados com sulfato cérico. Flavondides ou compostos que apresentem

esqueleto semelhante coram na cor amarela com o sulfato cérico (Ce,S0,).

Na figura 6 estda representado o cromatograma onde foram assinalados os
fatores de referéncia (R¢) de cada substéncia ou grupo de substancias presentes nos

infusos de B. humidicola.
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Figura 6: Cromatograma em Camada Delgada (CCD) dos infusos de Brachiaria

humidicola apds revelacao com solugdo de sulfato cérico

i’. \'n » R¢ 0,64
& o L B % > R0,58
Rf0,55 4+ \ \ I ] ,\—I ,\ —.'/ '/' \.I f
«—1 - - » R:0,42
ReO,44 - - > R:0,39
Y @ €
1 2 3 4 5

Obs.: DimensGes da placa: 10 X 10 cm; Corrida: 8,0 cm; Sistema de solventes BAW (3:1:1); 1 —
Brachiaria humidicola coletada em dezembro de 2000 (BH1); 2 — Brachiaria humidicola coletada junho de
2001 (BH2); 3 — Brachiaria humidicola coletada dezembro de 2001 (BH3); 4 — Brachiaria humidicola
coletada junho de 2002 (BH4) e 5 — Brachiaria humidicola coletada fevereiro de 2003 (BH5).

O cromatograma de B. humidicola sugere a presenca de substéncias fendlicas.

Todas as manchas possuem coloragao azul quando reveladas sob luz UV.

Este fato pode indicar que B. humidicola possui substancias fendlicas.
Entretanto, as analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia mostram que os

infusos possuem baixo teor de flavondides com base nos padrdes utilizados.

A utilizacdo do reagente de Dragendorff, especifico para substancias
nitrogenadas, sobretudo os alcaldides (Simdes et al., 1999), ndo revelou mancha

alaranjada caracteristica desta classe.
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Todos os infusos de B. humidicola foram avaliados por Cromatografia de Alta
Eficiéncia. Assim, os cromatogramas se encontram distribuidos: BH1 (figura 7), BH2
(figura 8), BH3 (figura 9), BH4 (figura 10) e BH5 (figura 11).

Todos os cromatogramas apresentam os picos majoritarios 1 e 2. Os picos 1 e
2 foram atribuidos as seguintes substancias fendlicas: acido ferulico (figura 5 e figura

14) e acido galico (figura 12 e figura 13), respectivamente.

Figura 7: Cromatograma do infuso de Brachiaria humidicola (amostra BH1- coletada

em dezembro/2000) obtido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-18 da
marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n° de série 9807059, particula de 5 1 e didmetro de 100 &). O
sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5: 62,5), eluigdo isocratica usando fluxo de 1
ml/min.
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Figura 8: Cromatograma do infuso de Brachiaria humidicola (amostra BH2-coletada

em junho/2001) obtido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia .

Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-18 da
marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n® de série 9807059, particula de 5 1 e didmetro de 100 &). O
sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando fluxo de 1

ml/min.
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Figura 9: Cromatograma do infuso de Brachiaria humidicola (amostra BH3- coletada

em dezembro/2001) obtido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia .
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em

comprimento de onda fixo de 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-18 da
marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n® de série 9807059, particula de 5 1 e didmetro de 100 &). O

sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando fluxo de 1
ml/min.
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Figura 10: Cromatograma do infuso de Brachiaria humidicola (amostra BH4-coletada
em junho/2002) obtido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-18 da
marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n® de série 9807059, particula de 5 1 e didmetro de 100 &). O
sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando fluxo de 1
ml/min.
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Figura 11: Cromatograma do infuso de Brachiaria humidicola (amostra BH5-coletada

em fevereiro/2003) obtido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Obs.: c= 6mg/ml; Injecao de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgao foi feita em
comprimento de onda fixo de 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-18 da
marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n® de série 9807059, particula de 5 u e didmetro de 100 A). O
sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando fluxo de 1

ml/min.

Com base nos cromatogramas, todos os infusos de B. humidicola (BH1, BH2,
BH3, BH4 e BH5) sdo semelhantes entre si, porém BH4 (junho de 2002) e BH5
(fevereiro de 2003) parecem ser mais ricos em metabdlitos, ou seja, possuem maior

numero de picos detectaveis no comprimento de onda utilizado.

De acordo com Cardoso et al. (1977), efeitos sazonais ndo sdo observados no
teor de alguns metais, como o selénio, em plantagdes de B. humidicola. Entretanto, o
mesmo ndo ocorre com relacdo aos metabdlitos primarios, como aminoacidos e
proteinas, que na estagdo Umida parecem possuir uma maior concentragao do que na
estacdo seca. Desta forma, é razoavel supor que os metabdlitos secundarios também

estejam sujeitos a variacdo sazonal.

Recentemente, em um trabalho realizado por Ruenda et al. (2002), em trés
fazendas no Rio Branco (Acre), observou-se que o indice pluviométrico alterou os
metabolitos biossintetizados por espécies de Brachiaria (B. decumbens e B.brizantha).

Quanto maior o indice pluviométrico, maior a biomassa acumulada, no que se refere
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aos sais minerais, de calcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg), potassio (K) e ao

elemento nitrogénio (N).

Esses dados nos levam a acreditar que as diferencas observadas no perfil
cromatografico de infusos de Brachiaria humidicola por CLAE em diferentes épocas do
ano ndo estdo associadas apenas ao periodo seco ou Umido no Pantanal, mas também
ao indice pluviométrico que pode estar aumentando a producdo dos metabdlitos

primarios e secundarios da planta e, conseqliientemente, sua biomassa.

O pico numero 1 em todos os cromatogramas, provavelmente, se refere ao
acido galico, uma vez que o padrdo do mesmo (figura 12) possui tempo de retencao
semelhante ao observado para esse acido (tabela 3). Tendo em vista que outros
acidos fendlicos foram detectados em outras espécies de Poaceae (Oikawa et al.,
2001; Cambier et al., 2001), pode-se supor que a planta contenha esse acido ou outro

com perfil semelhante de hidroxilagdo (figura 3).

O percentual de area do acido galico ndo foi descrito para cada um dos infusos
de B. humidicola, por nao terem sido feitas as co-cromatografias dos mesmos, pois na

ocasiao existiam dificuldades de acesso ao equipamento.

Figura 12: Estrutura do acido galico

COOH

HO OH
OH
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Tabela 3: Comparacdo entre os tempos de retencdo observados para o pico 1 nos

cromatogramas e o tempo de retencgdo do acido galico

Amostras

Tempo de Retencéo (min.).

BH1
BH2
BH3
BH4
BH5

Acido Gélico

3,9
3,8
3,8
3,9
3,8
3,6

Obs.: Brachiaria humidicola coletada em dezembro de 2000 (BH1); junho de 2001 (BH2); dezembro de
2001 (BH3); junho de 2002 (BH4) e fevereiro de 2003 (BH5)

Figura 13: Cromatograma do padrao de acido galico (procedéncia Vetec) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Obs.: c= 1mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em

comprimento de onda fixo de 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-18 da
marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n® de série 9807059, particula de 5 u e didmetro de 100 &). O
sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando fluxo de 1

ml/min.

Outro acido fendlico descrito anteriormente para o género Brachiaria € o acido

ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico) (Wenzel et al., 2000). Segundo estes

autores a producdo do acido ferulico (figura 3) depende da proporgao de moléculas de

chiguimato formadas que, em condicGes favoraveis, podem divergir da rota principal e

serem direcionadas para sintese de aromaticos nitrogenados que serdo convertidos

em acidos quinicos e seus derivados.
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Capitulo 111
Wenzel et al. (2000) ainda mostram que a supressao de nitrogénio ou fosforo

induz o acumulo do acido ferdlico nas raizes de Brachiaria ruziziensis, enquanto a
supressdo de outros nutrientes como potassio, enxofre, calcio, magnésio e aluminio
nao possuem qualquer efeito nesse sentido. Isto indica que apenas nitrogénio e

fosforo estdo relacionados a concentragao do acido ferulico encontrado na planta.

A Figura 14 mostra o cromatograma do acido ferdlico nas mesmas condicbes
empregadas nas analises precedentes. O tempo de retencdo para este padrdo é de
11,6 minutos. A co-cromatografia (cromatogramas ndo mostrados) mostra a
existéncia dessa substdncia em todos os infusos de B. humidicola (pico 2), em

percentagens diferenciadas, conforme observado na tabela 4.

Tabela 4: Comparacdao entre os tempos de retengdo do pico 2 observados nos

cromatogramas dos infusos de B. humidicola e o tempo de retencdo do acido ferulico

Amostras Tempo de Retengédo (minutos) Percentual de Area (96)
BH1 11,8 10,9
BH2 12,0 10,8
BH3 12,0 10,4
BH4 12,1 7,0
BH5 12,1 6,9
Acido Ferulico 11,6 99,9

Obs.: Brachiaria humidicola coletada em dezembro de 2000 (BH1); junho de 2001 (BH2); dezembro de
2001 (BH3); junho de 2002 (BH4) e fevereiro de 2003 (BH5).

As analise co-cromatograficas das amostras foram realizadas com a mistura de
20 ul de cada solugdo (m= 120 pg) dos infusos de Brachiaria humidicola [coletada em
dezembro de 2000 (BH1), junho de 2001 (BH2), dezembro de 2001 (BH3), junho de
2002 (BH4) e fevereiro de 2003 (BH5)] e de 20 ul do padrdo de &cido ferulico (m= 20

ug).

ApoOs a injecdo das solugdes assim preparadas foi possivel verificar que as
percentagens de area dos picos relacionados na tabela 4 foram todas acrescidas e

encontram-se na faixa de 81 a 89% de acido ferulico.
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Figura 14: Cromatograma do padrdao de acido ferulico (procedéncia Vetec) por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Obs.: c= 1mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 254 nm (detector modelo SPD-10"). A coluna utilizada foi uma RP-18 da
marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n® de série 9807059, particula de 5 1 e didmetro de 100 &). O
sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando fluxo de 1
ml/min.

Pode-se notar que o acido ferulico € mais intenso nos infusos de Brachiaria
humidicola (tabela 5) preparados com partidas de plantas coletadas em dezembro de
2000 (BH1), junho de 2001 (BH2) e dezembro de 2001 (BH3).

As plantas coletadas em junho de 2002 (BH4) e fevereiro de 2003 (BH5)
possuem menor concentracao do acido ferulico. Entretanto, BH4 e BH5 sdo os infusos
que possuem maior biomassa e cromatogramas (figuras 10 e 11) mais ricos em

metabolitos nas condicbes utilizadas.

Segundo Lichtenthaler & Schweiger (1998), o acido ferulico € a substancia que
possui a maior fluorescéncia (azul) na familia Poaceae. Este fato foi evidenciado em
espécies como Zea mays, Triticum aestivum e Avena sativa. Smith & Harris (2001)
também observaram a existéncia dessa substancia em membros da familia Poaceae.
Este fato, também foi evidenciado neste trabalho de tese para a espécie B.

humidicola.
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Segundo Ou & Kwok (2004), o acido ferulico € uma substdncia abundante em

plantas. Seus beneficios a salide justificam a adicdo deste acido em alimentos.

Nos Ultimos anos, verifica-se um aumento do namero de trabalhos sobre as
funcdes fisioldgicas do acido ferulico. Muitas aplicagées do acido ferulico na industria

de alimentos vém sendo descobertas (Ou & Kwok, 2004).

O &cido ferulico pode atuar como antioxidante (Ou & Kwok, 2004; Graf, 1992),
na prevencdao contra trombose e arterosclerose, como agente antimicrobiano,
antiinflamatoério (Ou & Kwok, 2004; Ozaki, 1992) e anticancer.

Tendo em vista que a atividade antioxidante estd relacionada principalmente
aos flavondides e além destes, aos acidos fendlicos e aos taninos, estes ultimos
também foram avaliados. Assim, foram quantificados os teores de taninos galicos,

taninos condensados e fenois totais.

Nenhum dos infusos [dezembro de 2000 (BH1), junho de 2001 (BH2),
dezembro de 2001 (BH3), junho de 2002 (BH4) e fevereiro de 2003 (BH5)] de

Brachiaria humidicola apresentou teor de taninos condensados ou taninos galicos.

Neste estudo realizado de acordo com Moreira (2000), os ensaios para
quantificar o teor de fendis totais, taninos condensados e taninos galicos foram feitos
em triplicata. Os ensaios nesta etapa seguiram o mesmo protocolo descrito no capitulo

II. A tabela abaixo mostra os valores obtidos para o teor de fendis totais da planta.
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Tabela 5: Teor de fendis totais nos infusos de Brachiaria humidicola

Amostras Teor de Fendis Totais (20) Teor de Fendis Totais (mg/ml)
BH1 0,35 3,50
BH2 0,35 3,62
BH3 0,34 3,39
BH4 0,42 4,25
BH5 0,43 4,33

Obs.: Brachiaria humidicola coletada em dezembro de 2000 (BH1); junho de 2001 (BH2); dezembro de
2001 (BH3); junho de 2002 (BH4) e fevereiro de 2003 (BH5).

Como podem ser observados, todos os infusos de Brachiaria humidicola
possuem baixo teor de fenodis totais quando comparados com outras espécies de
Poaceae (Dicko et al., 2002; Kamath et al., 2004).

Segundo Agostini-Costa et al. (2003), o tipo de extracdo (aquosa ou organica)
pode ser um fator limitante para a observacdo do contelddo fendlico das plantas.
Todavia, de acordo com um trabalho realizado por Kahkonen et al. (1999),
quatro espécies da familia Poaceae (Avena sativa, Hordeum vulgare, Secale cereale e
Triticum aestivum) submetidas a avaliagdo quanto ao conteldo fendlico mostraram

valores muito proximos daqueles verificados para B. humidicola.

De acordo com a metodologia utilizada por Kahkonen et al. (1999), as plantas
foram inicialmente submetidas a extracdo com metanol e neste trabalho de tese, as
amostras de B. humidicola foram submetidas a extracdo aquosa. Assim, & plausivel

supor que os membros da familia Poaceae possuem baixo teor fendlico.

De acordo com o observado na tabela 5, os infusos BH4 e BH5 possuem maior
teor de fendis totais do que os infusos preparados a partir de outras partidas da
planta. Isto se deve provavelmente a maior concentracdo de metabdlitos existentes
nestas duas partidas de planta: junho de 2002 (BH4) e fevereiro de 2003 (BH5)
(figuras 11 e 12).

Segundo Adom & Liu (2002), existe uma correlagdo direta do conteudo fendlico
com a atividade antioxidante de espécies vegetais utilizadas na dieta humana, como
milho, aveia e dentre outras, o arroz. Similarmente, Velioglu et al. (1998)
encontraram uma significante relagcao entre os fendis totais e a atividade antioxidante

de espécies vegetais de Poaceae.
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Com base nessa correlagdo, é possivel prever para os infusos de BH4 (coleta

em junho de 2002) e BH5 (coleta em fevereiro de 2003) uma maior atividade
antioxidante do que para os infusos BH1 (coleta em dezembro de 2000), BH2 (coleta
em junho de 2001) e BH3 (coleta em dezembro de 2001).

Mediante o exposto acima, os infusos da espécie vegetal foram avaliados
quanto as atividades antioxidantes e farmacoldgica (atividades analgésicas e

antiinflamatdrias).

Inicialmente serdo apresentados e discutidos os resultados dos ensaios de
atividade antioxidante dos infusos de Brachiaria humidicola (Tabela 6). Estes testes

foram realizados como descrito no capitulo anterior.

Foi utilizado como padrdo de substancia seqliestradora de radicais livres, o 2,6-
di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT).

Tabela 6: Resultados dos ensaios da atividade redutora de extratos de Brachiaria

humidicola frente ao radical DPPH

Amostras 1000 pg/Zul 100 pg/ypul 10 pg/ul 1 pg/Zul
BH1 71,1% 25,9% 5,3% 0,0%
BH2 65,1% 16,5% 14,6% 4,5%
BH3 58,1% 46,4%, 3,3% 0,0%
BH4 91,6% 35,9% 3,5% 2,7%
BH5 91,9% 44,3% 8,0% 4,1%
BHT 100,0% 52,1% 43,6% 32,6%

Obs.: Brachiaria humidicola coletada em dezembro de 2000 (BH1); junho de 2001 (BH2); dezembro de
2001 (BH3); junho de 2002 (BH4); fevereiro de 2003 (BH5) e BHT (2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol).

Todos os extratos foram ativos na concentracdo mais alta (1000 ng), porém
conforme esperado, os infusos BH4 (coleta em junho de 2002) e BH5 (coleta em
fevereiro de 2003) mostraram os melhores resultados nessa concentragdo, em torno
de 90% de reducdo do DPPH.

Pode-se notar também que na concentracdo de 100 pg/ul, a atividade de todos
os infusos de Brachiaria humidicola caiu bastante e BH2 (coletada em junho de 2001)
praticamente perdeu a atividade. Para as outras duas concentracdes pode-se

verificar a perda de atividade.
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A substancia fendlica utilizada como padrdo, 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol,
apresentou atividade sequestradora de radicais livres maior do que os infusos da
planta (BH1, BH2, BH3, BH4 e BH5) em todas as concentracbes avaliadas e,

sobretudo nas concentragdes mais baixas (10 pg/ml e 1 pg/ml, respectivamente).

A figura abaixo mostra a curva observada para atividade sequestradora de
radicais livres para os infusos mais ativos (BH4 e BH5) comparados com padrao

utilizado.

Figura 15: Atividades sequestradoras do radical DPPH dos infusos mais ativos de B.
humidicola (BH4 e BH5) comparadas ao padrao 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT)
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Obs.: Brachiaria humidicola coletada em junho de 2002 (BH4); fevereiro de 2003 (BH5) e BHT (2,6-di-(tert-
butil)-4-metilfenol).

Na concentracdao mais alta, os infusos BH4 e BH5 possuem atividade préxima a
observada para BHT (100,0%).

Na concentracao de 100 pg/ml, verifica-se que BH5 permanece com a mesma

relacdo, quando comparado com o padrao.

Como podem ser observados, os dois infusos (BH4 e BH5) perdem a atividade

seqliestradora de radicais livres nas concentragdes mais baixas (10 ug/ml e 1ug/ml).
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Tendo em vista que o estresse oxidativo pode estar relacionado com processos
inflamatérios, o infuso de Brachiaria humidicola foi submetido aos ensaios

antiinflamatérios.

Este estudo foi realizado pela aluna Fabiola Ribeiro Martins, em seu trabalho de
tese de mestrado, sob a orientacdo da professora Patricia Fernandes, do Depto. de
Farmacologia (ICB/UFR]). Somente BH1 (coleta em dezembro de 2000) foi avaliado
nos ensaios antiinflamatoérios e analgésicos, pois na ocasido da realizacdo dos testes,

dispinhamos apenas deste extrato.

O extrato de B. humidicola (BH1) foi avaliado quanto a sua capacidade
analgésica utilizando os modelos de contorgées abdominais por acido acético, retirada
de cauda e no teste da formalina. Nos ensaios de analgesia foram utilizados como

controle positivo a dipirona e a morfina.

Nos dois primeiros ensaios, BH1 apresentou significativa atividade analgésica
periférica comparada com analgésicos padroes. O terceiro teste apresentou atividade

somente na fase 2, onde a dor é de origem inflamatoria.

A atividade antiinflamatdria foi confirmada no ensaio do edema de pata
induzido por carragenina, onde BH1 apresentou maior percentual de inibicao (60%),

no tempo de 1 hora.

Desta forma pode-se observar que o infuso de Brachiaria humidicola (BH1),
apresentou atividade analgésica periférica. Além disso, também foi ativo no modelo de

inflamacao (2° fase do modelo da formalina e no edema de pata).
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7.1- Fracionamento Quimico:

Como a massa do extrato BH1 era insuficiente para o fracionamento quimico, a
fim de se isolar a substancia ou pelo menos um conjunto de substancias responsaveis
por essas atividades (antioxidante, antiinflamatoéria e analgésica), optou-se pela unido

de todos os infusos da espécie vegetal.

Assim, os infusos de Brachiaria humidicola foram unidos [coletada em
dezembro de 2000 (BH1), coleta em junho de 2001 (BH2), coleta em dezembro de
2001 (BH3) e coleta em junho de 2002 (BH4)], uma vez que massa seca obtida dos
infusos foi insuficiente para um estudo fitoquimico. Desta forma, a unido dos extratos

da planta foi codificada como BH-C (massa total de 171,19).

Inicialmente uma avaliagdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
e por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de BH-C (unido dos extratos de B.
humidicola) foi realizada, com o objetivo de se observar o perfil quimico da planta,

através das duas técnicas mencionadas acima.

O perfil de BH-C por CLAE foi semelhante ao observado para BH1 (coletado em
dezembro de 2000), BH2 (coletada em junho de 2001; BH3 (coletada em dezembro
de 2001 e BH4 (coletada em junho de 2002). Isso pode ser evidenciado na figura
16)).

156



Capitulo 111

Figura 16: Cromatograma de BH-C (unido dos extratos de Brachiaria humidicola) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

BH-C -40
Vol
ts Vol
ts
-20
-0
‘ [ (] ‘ I ‘ [ ’ I I I ’ ’ I I I I ’
0 10 20 30 40 50 60
Minutes

Obs.: c= 1mg/ml; Injecdo de 20ul; Aparelho da marca Shumadzu, modelo LC-I0T. A detecgdo foi feita em
comprimento de onda fixo de 254 nm (detector modelo SPD-10%). A coluna utilizada foi uma RP-18 da
marca Touzart et Matignon (ref. 186311255 n® de série 9807059, particula de 5 u e didmetro de 100 A). O
sistema de solvente utilizado foi MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5: 62,5), eluicdo isocratica usando fluxo de 1

ml/min. 1 — 3,4 minutos (acido galico — 3,6 minutos) e 2 — 11,5 minutos (&cido ferdlico — 11,6 minutos).

Os picos numerados 1 e 2 referem-se ao acido galico (figuras 13 e 14) e ao

acido ferulico (figuras 3 e 14), respectivamente.
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7.2- Extracao e Isolamento:

A unido dos infusos (plantas coletadas nas estacbes Umida e seca) das partes
aéreas Brachiaria humidicola (2,60 kg) 10% (p/v) foi chamada de BH-C. O infuso (BH-
C) foi liofilizado.

BH-C (massa= 171,06 g) foi ressuspenso em agua e precipitado com etanol
(1:1), com o objetivo de separar as macromoléculas (proteinas, saponinas entre
outras) das moléculas de interesse (substancias fendlicas) (Schmourlo, 2005). A parte

soluvel (sobrenadante) foi codificada como BH-CS (145,19 g) (esquema 3).

Esquema 3: Precipitacao de BH-C

BH-C
(m= 171,06 g)

v’ Precipitacdo (1:1) agua/etanol;
v Filtracao

v Evaporagao do solvente (etanol);
v Liofilizacao.

BH-CPPT BH-CS
(m= 25,87 g) (m= 145,19 g)
Esquema 4

Uma porgao de BH-CS (96,00 g; 66,12% do extrato inicial) foi ressuspensa em
agua e cromatografada em uma coluna de fase inversa RP-2 (8,5 x 5,0 cm) com
gradiente agua/metanol. Duas fragdes foram obtidas: fracdo aquosa (A) e fracgdo
metandlica (B).

Para a fracao aquosa (A) obteve-se uma massa de 76,15 g (H,0- 1,67 |) e para
a fracdo metandlica (B), uma massa de 16,28 g (H,O:MeOH 7:3-12,70 ). O

rendimento para essa cromatografia foi de 95,61%.
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A fracdo metanodlica (16,28 g) (B) foi purificada e originou uma fragdo

flavonoidica, apos cromatografia em RP-2 (8,5 x 3,0 cm): B1 (7,77 g; H,0-0.300 I). O

rendimento deste processo foi de 100% (esquema 4).

Esquema 4: Fracionamento de BH-CS (sobrenadante)

BH-C
(m= 96,00 g)

v RP-2 (8,5 x 5,0 cm);
v Gradiente (dgua:metanol).

v H,O (1,67 1) v' H,O0/MeOH (7:3 - 12,70 1)
Fracao Aquosa A Fracdo Metandlica
(m= 76,15 g) (B)
(m= 16,28 g)

v RP-2 (8,5 x 3,0 cm);
v Gradiente (agua/metanol).

Fragdo Flavonoidica (B1)
(H,0-0,300 1)

(m= 7,77 g)

Esquema 5

A fracgdo flavonoidica (B1) foi submetida a extragcdo sob refluxo por 2 horas. O

rendimento dessa extracao foi de 94,36% (esquema 5). Utilizaram-se como solventes:
1. Acetato de etila (AcOEt) - 650 ml, que originou a fragdo BIA (m= 0,48 mg);
2. Etanol (EtOH) - 650 ml, que originou a fracao B1B (m= 3,57 g);

3. A fracdo insolluvel B1I (m= 3,14 g).
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Esquema 5: Extracao sob refluxo

AcOEt - 650 ml (BIA - 0,48 mq) Fracdo insoluvel (B1I - 3,14 g)

EtOH- 650 ml (B1B - 3,57 g)

A fracdo etandlica (B1B-3,57 g) foi cromatografada em uma coluna RP-2
(9,5x3,5 cm). Esta cromatografia originou as seguintes fracdes: fracao aquosa (C),
m= 1,84 g (H;0, 3,10 |) e a fragdo metandlica (D), m= 1,73 g (MeOH, 1,05 1). O
rendimento desta cromatografia foi de 100% (esquema 6).
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Esquema 6: Fracionamento de B1B (fragdao em etanol)

B1B
(m= 3,57 g)

v  RP-2 (9,5x3,5 cm);
v Gradiente (agua:metanol).

v
v 1,0 (3,10 1) MeOH (1,3 1)
Fragao Aquosa C Fracao Metandlica (D)
(m=1,89) (m=1,79)
Esquema 7

A fracao D (1,73 mg) foi cromatografada em uma coluna RP-2 (26,0x2,0 cm) e
originou quatro subfracdes (D1, D2, D3 e D4). D2 foi a fragdo enriquecida em
flavondides. Este rendimento estd em torno de 97%. D2 (685,40 mg) foi
cromatografada em uma coluna RP-2 (38,5x1,0 cm) que originou cinco sub-fracdes
(E, F, G, H, I) e rendimento de 93,73% (esquema 7).
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Esquema 7: Fracionamento da fragdo metandlica (D)

Fracao
Metanodlica
(D)
(m= 1,73 g)

v' RP-2 (26,0x2,0 cm);
v’ Gradiente (daua:metanol).

| 0.07 ml de H-0 1,32 | de H,0/MeOH (7:3) 0,35 | de H,0/MeOH (5:5) 2,00 | de MeOH
D4
D1 D3
= 840,2
(m= 10,1 mg) (m= 790,0 mg) (m ma)
(m= 705,6 mg

v’ Aliquota de 685, 40 mg;
v/ RP-2 (38,5x1,0 cm);
v’ Gradiente (agua/metanol).

E (0,3 1) F (0,15 1) G (0,44 1) H (0,36 1) 1(0,46 1)

[H,0/MeOH [H,0/MeOH [H,0/MeOH [H,0/MeOH MeOH
(9:1)] (8:2)] (8:2)] (5:5)] (m= 0,0 mg)
(m= 39,2 mg) (m= 66,5 mg) (m= 0,4 mg) (m= 0,1 mg)

l

Esquema 8

A sub-fracdo G (400,0 mg) foi cromatografada em coluna Sephadex LH-20

(24,0x1,0 cm) e eluida com etanol. Essa cromatografia originou quatro conjuntos (L,

M, N, O) (rendimento de 92,7%).
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Esquema 8: Fracionamento da subfracao G

Subfracdo G
(m= 400,0 mg)

v' Sephadex LH-20 (24,0x1,0 cm);
v Solvente (Etanol-0,17 I)

y M N = 1401 9
(m= 3,1 mg) (m= 114,0 mg (m= 100,6 mg) (m= 141,9 mg)
Esquema 9

O conjunto O (141,9 mg) precipitou em agua (esquema 8). Esse precipitado
contém o flavonodide majoritario de Brachiaria humidicola. Este foi tratado com agua

(esquema 9) e originou a substancia codificada como 1 (kaempferol-3-O-a-L-
ramnopiranosil-7-0O-a-L-ramnopiranosideo).
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Esquema 9: Obtencgao do flavondide

Subfracdo O

(m= 0,14 g)

v’ Lavagem com H,0 (0,01 I)

Flavonoide 1
(m= 0,08 g)

1

Caracterizagdo Quimica

7.2.1- Caracteristicas Fisicas:

A substancia foi isolada com massa de 7,8 mg, sob a forma de pé amorfo, de
cor amarelo-palido. Essa substéncia possui ponto de fusdo 186 - 187 ©°C; *[a]p -
238,4° (c= 2 mg/ml; MeOH). Essas caracteristicas sdao semelhantes a substancia

isolada por Moreno et al., 2002.

Em cromatografia em camada delgada o flavondide 1 apresenta Rf 0,84 (BAW
3:1:1) e Rf 0,50 (CH,Cl,/MeOH/H,0-7:3:0,5) (figura 17). Este flavondide também foi
avaliado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (figura ndo apresentada). O
cromatograma apresenta base alargada, o que indica que a substancia ndo esta
totalmente pura. No sistema de solventes utilizado, MeOH-aq (0,55M): AcOH (32,5:
62,5), eluicdo isocratica usando fluxo de 1 ml/min, o flavondide 1 apresenta tempo de

retengdo de 46,36 min e percentual de area de 94,4%.
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Figura 17: Cromatografia em camada delgada (CCD) do flavondide 1

f }—'_> Flavonéide 1 [
| (Rf 0,84- BAW 3:1:1)
/

1 Flavondide 1 (R;0,50) €— £
| (CH,Cl/MeOH/H,0-7:3:0,5)

Essa substancia foi submetida a espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear de 'H e de 13C e os dados estdo listados abaixo:

» RMN'H (DMSO-d¢, ppm): H-6 (6,46; d; J 2,1= Hz), H-8 (6,78; d; J= 2,1 Hz);
H-2', 6' (7,78; d; J= 8,8 Hz), H-3', 5' (6,91; d; J= 9,1 Hz) (espectro 1), 3-O-
ramnopiranosil: H-1" (5,30; d; J= 1,3 Hz), H-2" (4,00; br s), H-3" (3,50), H-4"
(3,12), H-5" (3,12), H-6" (0,80; d; J= 5,5 Hz), 7-O-ramnopiranosil: H-1"
(5,55; br s), H-2"" (3,85; d; J= 3,0 Hz), H-3" (3,63; m), H-4"™ (3,32; dd; J=
9,3 Hz), H-5" (3,50), C-6" (1,15; d; J= 6,1 Hz) (figuras 18 e 19).

» RMN!C (DMSO-dg, ppm): C-2 (158,3), C-3 (135,1), C-4 (178,4), C-5 (161,5),
C-6 (100,0), C-7 (162,2), C-8 (95,2), C-9 (156,6), C-10 (106,3), C-1' (120,9),
c-2', 6' (131,2), C-3', 5' (116,0), C-4' (160,7) (espectro 3), 3-O-
ramnopiranosil: C-1" (102,4), C-2" (70,6), C-3" (70,8), C-4" (71,6), C-5"
(71,2), C-6" (18,0), 7-O-ramnopiranosil: C-1"" (99,0), C-2" (70,3), C-3"
(70,6), C-4" (72,1), C-5" (70,9), C-6"' (18,4) (figuras 20 e 21).
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7.2.2- RMN !H para o flavondide 1:

Inicialmente, foi analisado o espectro de RMN 'H do flavondide 1 obtido em
DMSO-dg (400 MHZz).

Em 12,60 ppm esta situado um sinal simples, o qual indica a presenca de um
hidrogénio de fungao hidroxila na posicdo 5 da aglicona, em ligacdo de hidrogénio com
a carbonila em 4. O sinal duplo observado na regiao de 6,46 ppm (d; J 2,1= Hz)
corresponde ao H-6 que acopla com o sinal em 6,78 ppm (d; J= 2,08 Hz) referente ao
H-8 (figuras 18 e 19).

Para o anel B, foram observados sinais em 7,78 ppm (d, J= 8,8 Hz) e 6,91 ppm
(d, J= 9,1 Hz). O sinal situado em 7,78 ppm corresponde ao H-2', 6' que acopla
apenas com o sinal em 6,91 ppm (H-3', 5'). Os sinais para os hidrogénios anoméricos
das moléculas de acgucar, ligados a aglicona, estdao situados em 5,30 e 5,55 ppm
(figuras 18 e 19).

De acordo com estes dados parciais, pode-se afirmar que o flavondide 1 é um
flavondide dissubstituido no anel A e monossubstituido na posicdo 4’ do anel B (figuras
20 e 21).

As moléculas de acucar ligadas na aglicona sdo carboidratos desoxigenados na
posicao 5, provavelmente ramnoses. Este fato pode ser evidenciado pelos sinais H-6"
(0,8; d; J= 5,5 Hz) e H-6"" (1,15; d; J= 6,1 Hz).

7.2.3- RMN !3C para o flavondide 1:

O espectro de RMN !3C, realizado em DMSO-dg, mostrou 27 sinais. O numero
de sinais corrobora nossa proposta inicial de um flavondide diglicosilado. Quinze
destes sinais sdo referentes a parte aglicona e doze outros referentes as duas

moléculas de aglcar (duas hexoses) (figuras 21 e 22).

O sinal mais desprotegido do RMN !3C corresponde ao C-4 (carbonila) situado
em 178,5 ppm. Em seguida, esta listado o carbono do anel A ligado a hidroxila. O sinal
em 161,5 ppm corresponde ao C-5 (figura 20).

Em 160,7 ppm situa-se o sinal referente ao C-4'. O deslocamento do C-3, que
se encontra glicosilado, sofre o efeito de blindagem, sendo deslocado para 135,1 ppm.

O sinal para o C-10, por sua vez, esta situado em 106,3 ppm (figura 20).
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O carbono 8 esta ligado a um hidrogénio e aparece na regido de 95,2 ppm. Os
outros C-H da aglicona sao os referentes aos C-2'-6’, C-3'-5'. Estes carbonos estao
situados em 131,2 e 116,0, respectivamente. E possivel observar que ndo ha inversdo
destes sinais no espectro de DEPT 135 confirmando estes dados (espectros nao

apresentados).

Com os dados de RMN '3C e de DEPT 135 foi possivel corroborar a proposta da
aglicona kaempferol diglicosilada nas posicdes 3 e 7. Os dados obtidos também

permitem prever que as unidades de acglcar sejam duas ramnoses.

Assim supde-se que essa substancia seja o flavonodide 3,7-diramnosideo de
kaempferol. Esse flavondide foi isolado pela primeira vez no género Lotoideae, a partir

da espécie Lotus corniculatus (Harborne et al., 1971).

Os dados de RMN3C (Moreno et al., 2002) corroboram com o flavondide 1
isolado a partir de Brachiaria humidicola (tabela 7). Para esta substancia ndao foram

observados sinais, mesmo que minoritarios, para outros flavondides.

Outros flavondides foram detectados a partir do infuso de B. humidicola,
entretanto. Essas outras 4 substancias foram isoladas em massa muito minoritaria
(com massa em torno de 1,5 mg), o que dificultou a analise completa das mesmas
com os equipamentos disponiveis no momento. Assim ndo se pode verificar o

esqueleto dessas substancias.
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Tabela 7: Dados de RMN*3C (DMSO-d¢) para o flavondide 1 comparados com dados

da literatura

Carbonos ¢ kaempferol-3,7-0O-a-di-ramnopiranosideo Flavonoide 1
C-2 156,1 158,3
C-3 134,5 135,1
C-4 177,9 178,5
C-5 160,9 161,2
C-6 99,5 100,0
c-7 161,7 162,2
C-8 94,6 95,1
C-9 157,8 156,6
C-10 105,8 106,3
c-1 120,3 120,9
c-2' 130,7 131,2
Cc-3' 115,4 116,0
c-4' 160,2 160,7
C-5' 115,4 116,0
c-6' 130,7 131,2

3-O-ramnopiranosideo
c-1" 101,8 102,4
c-2" 70,3 70,6
c-3" 70,7 70,8
c-4" 71,6 71,6
c-5" 70,1 71,2
c-6" 17,5 18,0

7-O-ramnopiranosideo
c-1" 98,4 99,0
c-2" 70,1 70,3
c-3" 70,2 70,6
c-4™ 71,6 72,1
c-5" 69,8 70,9
c-6" 17,9 18,4

Obs.: #Moreno et al., 2002
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Figura 18: Dados de RMN 'H para a aglicona do flavondide 1 (Kaempferol 3,7-a-di-

ramnosideo)

a8 . , mE HEB S8
Eﬁ R= unidade de aclcar g- @3 @ g
i YU
| | \r 1/
H-&
\ (6,46 di 7 2,1= Hz)
H-z', &'
| (7781 di 7= 8,8 Hz)
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Figura 19: Dados de RMN 'H para as unidades de carboidratos do flavondide 1

(Kaempferol 3,7-a-di-ramnosideo)
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Figura 20: Dados de RMN 3C para o flavondide 1 (Kaempferol 3,7-a-di-ramnosideo)

Solvente
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Figura 21: Dados de RMN !3C para a unidade de carboidratos do flavondide 1

(Kaempferol 3,7-a-di-ramnosideo)

——py C-3"eC-2

> co 3

c-2m

Os agUcares da substancia foram identificados (RMN *H e 13C) e suas posicdes
marcadas na aglicona com base nos dados de correlacdes de COSY 'H-'H e

heterocorrelagdes de 3C-'H (espectros ndo apresentados).

A substancia codificada como flavondide 1, trata-se do kaempferol-3-O-a-
ramnosideo-7-0-a-ramnosideo, conhecido como kaempferitrina. Este é o primeiro

relato para esta substancia em um membro da familia Poaceae.

Em um trabalho anterior, este flavondide foi descrito na literatura como
hipotensivo (Gohar & Elmazar, 1997). Além disto, foram observados a atividade da

kaempferitrina como hipoglicémica e com potencial antioxidante (Sousa et al., 2004).
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7.3-Atividade Antioxidante de Kaempferitrina Isolada de

Brachiaria humidicola:

O flavonodide foi submetido ao teste antioxidante, a fim de se avaliar se a
atividade seqliestradora de radicais livres dos infusos de B. humidicola esta

relacionada kaempferitrina.

Seguindo o0 mesmo protocolo apresentado no capitulo II, esse flavondide

apresentou seguinte perfil de atividade antioxidante (tabela 8).

Tabela 8: Perfil de atividade do flavondide kaempferol-3-O-oa-ramnosideo-7-0-a-

ramnosideo
Concentracao Atividade Antioxidante (26)

1000 pg/mi 97,03
700 pg/ml 95,86
500 pg/ml 93,74
300 pg/ml 80,59
100 pg/ml 61,51
10 pg/mi 49,63

1 pg/ml 46,87
0,7 png/ml 7,32
0,5 ng/ml 1,17
0,3 pg/ml 0,85

De acordo com a tabela acima, pode-se notar que kaempferitrina possui
atividade sequestradora de radicais livres. Entretanto, observa-se que essa atividade

praticamente desaparece nas concentragdes igual ou inferior a 0,7 ug/ml.

Este flavondide apresenta concentracdo dose-dependente e atividade muito
semelhante ao padrao 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT) (figura 22).
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Figura 22: Perfil de atividade do flavondide kaempferol-3-O-a-ramnosideo-7-0O-a.-
ramnosideo (kaempferitrina-FBH1) comparado ao padrdo 2,6-di-(tert-butil)-4-
metilfenol (BHT).

Atividade Antioxidante
120 4
100 O Flavonéide 1 ©BHT
97,0
100 4 - T
80 |
61,5
| T 52,2
&0 49,6
T - 43,6 46,9
_ -
401 32,6
T
20 |
0 ; .
1000 ug/ul 100 ug/ul 10 ug/ul 1ug/ul

Como se pode observar kaempferitrina mostra atividade sequestradora de
radicais livres em todas as concentragdes. Entretanto, na concentracao mais baixa (1
ng/ml), observou-se que este flavondide possui atividade ligeiramente mais acentuada
do que o padrao 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT).

Este fato indica que embora as duas substancias possuam esqueleto fendlico,
ou seja, ambas sdo substancias aromaticas, o flavondide FBH1 (kaempferitrina) possui

melhor atividade seqliestradora de radicais livres.

Verifica-se que até a concentracdo de 1 ug/ml a substancia pura kaempferitrina
possui atividade seqliestradora de radicais livres. Porém, ICsq da substancia estd em
torno de 10,85 pg/ml (figura 27).

Na concentragcdo de 10,85 nug/ml o flavondide kaempferitrina é capaz de

sequestrar 50% do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) presente em solugao.
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Figura 23: ICs, do flavondide kaempferol-3-O-a-ramnosideo-7-0-o-ramnosideo

(kaempferitrina-flavondide 1)
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Esta substancia anteriormente estudada quanto a capacidade seqiestradora de

radicais livres (Souza et al., 2004) mostra valores semelhantes ao observado neste

trabalho.

Estes mesmos autores relatam que kaempferitrina possui atividade
antiinflamatodria, o que em tese, pode estar contribuindo para a atividade observada

no extrato bruto de B. humidicola (BH1).

175



Capitulo 111

8.0- CONCLUSOES

A familia Poaceae constitui uma familia de plantas que possui grande interesse
tanto na pecudria quanto na agricultura e conseqlientemente, para a economia. Isso
justifica o nimero de trabalhos observados para as espécies dessa familia. Como

conclusoes deste trabalho pode-se ressaltar:

1. O perfil quimico dos infusos das diferentes partidas de Brachiaria humidicola
(BH1, BH2, BH3, BH4 e BH5) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) no sistema de solventes utilizado, mostra a presenga das substéncias
fendlicas: acido galico e acido ferulico. Este ultimo ja havia sido relatado para

espécies do género Brachiaria.

2. Os infusos desta planta (BH1, BH2, BH3, BH4 e BH5) apresentaram atividade

antioxidante semelhante a outros extratos aquosos de espécies de Poaceae.

3. O extrato (infuso) de B. humidicola (BH1), apresentou atividade analgésica em
dois ensaios: contorgbes abdominais e no teste da retirada da cauda. Além

disso, também foi ativo no modelo de inflamacdo.

4. O isolamento de kaempferitrina (kaempferol-3-0O-oa-ramnosideo-7-0-a-
ramnosideo) a partir do infuso de B. humidicola, constitui o primeiro relato de

flavondides para o género Brachiaria e para a familia Poaceae.

5. A atividade antioxidante ou sequiestradora de radicais livres, observada para a
substancia, mostra que o flavondide contribui para a atividade apresentada nos
extratos e que esta atividade mostra-se mais pronunciada na substancia

isolada.

6. A espécie vegetal, além do valor nutritivo, pode estar contribuindo
beneficamente para os animais que a consomem, ou seja, aqueles em que B.

humidicola faca parte da dieta.
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Anexo 1: Flavonas e flavondis isolados a partir da familia Poaceae

Flavonoide

Espécie vegetal

Referéncia

Diidroflavonoéis
Diidroquervetina
Taxifolina

Flavonois

Kaempferol

Quercetina

Flavonoéis Glicosilados

Kaempferol-3-glicopiranosideo

Kaempferol-3-rutinosideo

Quercetina-3-glicopiranosideo

Quercetina-3,7-0-diglicopiranosideo
Quercetina-3-0O-ramnoxilopiranosideo

Quercetina-3-0O-ramnoxilopiranosideo

Flavonas

Apigenina

Oryza sativa

Sorghum sp

Oryza sativa

Oryza sativa

Briza media

Cathestecum prostatum
Milium effusum

Milium effusum

Briza australis

Briza elatior

Briza media

Cathestecum prostatum
Milium effusum
Muhlenbergia cripiseta
Muhlenbergia cualensis
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Cathestecum prostatum
Muhlenbergia argentea
Muhlenbergia cripiseta
Muhlenbergia cualensis
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia durangensis
Muhlenbergia eriophylla
Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata

Milium effusum

Muhlenbergia annua
Muhlenbergia ciliata

Muhlenbergia confusa

Padmavati et al.,1997

Gujer et al., 1986

Padmavati et al., 1997

Padmavati et al., 1997

Williams & Murray, 1972
Crawford & Lankow, 1972
Moulton & Whittle, 1989
Moulton & Whittle, 1989

Williams & Murray, 1972

Crawford & Lankow, 1972
Moulton & Whittle, 1989

Herrera & Bain, 1991

Crawford & Lankow, 1972

Herrera & Bain, 1991

Moulton & Whittle, 1989

Peterson & Rieseberg, 1987
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Tricina

Luteolina

Muhlenbergia eludens
Muhlenbergia fragilis
Muhlenbergia pectinata
Muhlenbergia ramulosa
Muhlenbergia sherpherdi
Muhlenbergia sinuosa
Muhlenbergia tenella
Muhlenbergia tenuissima
Muhlenbergia texana
Deschampsia antartica
Eleusine africana
Eleusine corocana
Eleusine indica

Eleusine tristachya
Hyparrenia hirta
Muhlenbergia annua
Muhlenbergia ciliata
Muhlenbergia confusa
Muhlenbergia cripiseta
Muhlenbergia eludens
Muhlenbergia fragilis
Muhlenbergia pectinata
Muhlenbergia pusilla
Muhlenbergia ramulosa
Muhlenbergia sherpherdi
Muhlenbergia sinuosa
Muhlenbergia tenella
Muhlenbergia tenuissima
Muhlenbergia texana
Muhlenbergia vag x pus
Cymbopogon citratus
Hyparrenia hirta
Muhlenbergia annua
Muhlenbergia ciliata
Muhlenbergia confusa
Muhlenbergia eludens
Muhlenbergia fragilis
Muhlenbergia pectinata
Muhlenbergia pusilla
Muhlenbergia ramulosa
Muhlenbergia sherpherdi

Muhlenbergia tenella

Herrera & Bain, 1991

Peterson & Rieseberg, 1987

Webby & Markaham, 1994
Hilu et al., 1978

Bouzaiz et al., 2001

Peterson & Rieseberg, 1987

Herrera & Bain, 1991

Peterson & Rieseberg, 1987

Matouschek & Stahl-Biskup, 1991
Bouzaiz et al., 2001

Peterson & Rieseberg, 1987
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Flavonas Glicosiladas

Apigenina-C-arabinosideo

Apigenina-C-glicosideo

Apigenina-C-ramnosideo

Apigenina-6-C-glicopiranosideo (isovitexina)

Muhlenbergia tenuissima

Muhlenbergia vag x pus

Triticum dicoccum

Avena sterilis
Avena strigosa
Avena sativa
Avena brevis
Avena byzantina
Avena fatua
Avena nuda

Triticum dicoccum

Triticum monococcum

Triticum polonicum
Dactylis glomerata
Avena sativa
Avena abyssinica
Avena agaridiana
Avena atlantica
Avena barbata
Avena canariensis
Avena clauda
Avena damascena
Avena eriantha
Avena fatua
Avena hirtula
Avena hispanica
Avena hybrida
Avena longiglumis
Avena lusitanica
Avena maroccana
Avena muphyi
Avena nuda
Avena occidentalis
Avena sativa
Avena sterilis
Avena strigosa
Avena vaviloviana
Avena ventricosa
Avena wiestii
Briza australis

Briza calontheca

Harbone & Hall, 1964

Harbone & Hall, 1964

Saleh et al., 1988
Saleh et al., 1988

Harbone & Hall, 1964

Harbone & Hall, 1964
Saleh et al., 1988
Saleh et al., 1988

Williams & Murray, 1972
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Apigenina-6-C-glicopiranosideo-2"-arabinosideo
(isovitexina-2"-arabinosideo)

Briza elatior

Briza humilis

Briza media

Briza minor
Eleusine africana
Eleusine corocana
Eleusine indica
Eleusine minutiflora
Eleusine tristachya
Hyparrenia hirta
Muhlenbergia sp

Avena abyssinica

Avena agaridiana

Avena atlantica

Avena barbata

Avena canariensis

Avena clauda

Avena damascena

Avena eriantha

Avena fatua

Avena hirtula

Avena hispanica

Avena hybrida

Avena longiglumis

Avena lusitanica

Avena macrostachya

Avena maroccana

Avena muphyi

Avena nuda

Avena occidentalis

Avena sativa

Hilu et al., 1978

Bouzaiz et al., 2001
Peterson & Riesberg, 1987
Saleh et al., 1988

Saleh et al., 1988; Chopin et al., 1977

188



Anexo |

Apigenina-6-C-glicopiranosideo-4'-glicosideo
(isovitexina-4'-glicosideo)

Apigenina-6-C-glicopiranosideo-2"-0-B-[6-O-E-feruloil-

glicosideo]

(isovitexina-2"-0-B-[6-0-E-feruloil-glicosideo])

Apigenina-6-C-glicopiranosideo-2"-0-B-[6-O-E-

coumaroil-glicosideo]

(isovitexina-2"-0-B-[6-0-E-coumaroil-glicosideo])

Apigenina-6-C-glicopiranosideo-8-C-arabinosideo

(shaftosideo)

Apigenina-6,8-C-diglicopiranosideo
(violantina ou vicenina)

Apigenina-8-C-glicopiranosideo (vitexina)

Avena sterilis

Avena strigosa

Avena vaviloviana

Avena ventricosa

Avena wiestii

Briza australis

Briza elatior

Briza media

Oryza sativa

Oryza sativa

Hyparrenia hirta

Eleusine indica

Elusine minultiflora

Hyparrenia hirta

Avena atlantica
Avena barbata
Avena clauda
Avena damascena
Avena hirtula
Avena hybrida
Avena longiglumis
Avena lusitanica
Avena maroccana
Avena murphyi
Avena occidentalis
Avena sativa
Avena sterillis
Avena wiestii
Briza australis
Briza calontheca
Briza elatior

Briza humilis
Briza media

Briza minor

Saleh et al., 1988

Williams & Murray, 1972

Markham et al., 1998

Markham et al., 1998

Bouzaiz et al., 2001

Melo et al., 2005

Hilu et al., 1978

Bouzaiz et al., 2001

Saleh et al., 1988

Williams & Murray, 1972
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Apigenina-8-C-glicopiranosil-2"-arabinopiranosideo
(vitexina-2"-arabinopiranosideo)

Briza palaepilifera
Briza subaristata
Briza uniolae
Eleusine africana
Eleusine coracana

Eleusine indica

Eleusine tristachya

Hyparrenia hirta

Muhlenbergia argentea
Muhlenbergia cualensis
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia quadridentata

Muhlenbergia virescens

Setaria italica

Avena abyssinica

Avena agaridiana

Avena atlantica

Avena canariensis

Avena clauda

Avena damascena

Avena eriantha

Avena fatua

Avena hirtula

Avena hispanica

Avena hybrida

Avena longiglumis

Avena lusitanica

Avena macrostachya

Hilu et al., 1978

Hilu et al., 1978; Melo et al.,
2005

Bouzaiz et al., 2001

Herrera & Bain, 1991

Gluchoff-Fiasson & Jay, 1987
Saleh et al., 1988
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Apigenina-8-C-glicopiranosil-2"-ramnopiranosideo
(vitexina-2"-ramnopiranosideo)

Apigenina-8-C-glicopiranosil-2"-0-glicopiranosideo
(vitexina-2"-O-glicopiranosideo)

Apigenina-8-C-glicopiranosil-2"-O-xilopiranosideo
(vitexina-2"-O-xilopiranosideo)

Apigenina-8-C-glicopiranosil-X"-O-pentosideo
(vitexina-2"-O-pentosideo)

Apigenina-8-C-glicopiranosil-2"-0-hexosideo
(vitexina-2"-O-hexosideo)

Apigenina-8-C-glicopiranosil-2"-0O-pentosideo acilado
(vitexina-2"-O-pentosideo acilado)

Apigenina-8-C-glicopiranosil-X"-O-(E)-feruloil-2"-
xilopiranosideo
(vitexina-X"-O-(E)-feruloil-2"-xilopiranosideo)

Apigenina-8-C-glicopiranosil-X"-O-(E)-feruloil-2"-
glicopiranosideo
(vitexina-X"-0-(E)-feruloil-2"-glicopiranosideo)
Apigenina-8-C-glicopiranosil-X"-O-(E)-sinapoil-2"-
xilopiranosideo
(vitexina-X"-O-(E)-sinapoil-2"-xilopiranosideo)

Apigenina-8-C-glicopiranosil-4'-glicopiranosideo
(vitexina-4'-glicopiranosideo)

Apigenina-7-C-glicosideo

Avena marocana

Avena murphyi

Avena nuda

Avena occidentalis

Avena sativa

Avena sterillis

Avena strigosa

Avena vaviloviana

Avena ventricosa

Avena wiestii

Avena sativa

Setaria italica

Setaria italica

Setaria italica

Setaria italica

Setaria italica

Setaria italica

Setaria italica

Setaria italica

Briza australis

Briza elatior

Briza media

Muhlenbergia cripiseta

Muhlenbergia cualensis

Muhlenbergia curvula

Muhlenbergia durangensis

Muhlenbergia eriophylla

Chopin et al., 1977

Gluchoff-Fiasson et al., 1990

Gluchoff-Fiasson et al., 1990

Gluchoff-Fiasson et al., 1990

Gluchoff-Fiasson et al., 1990

Gluchoff-Fiasson et al., 1990

Gluchoff-Fiasson et al., 1990

Gluchoff-Fiasson et al., 1990

Gluchoff-Fiasson et al., 1990

Williams & Murray, 1972

Herrera & Bain, 1991
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Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia jonesii
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Apigenina-7-0-glicosideo Hordeum vulgare Blume & McClure, 1978
Muhlenbergia crispiseta Herrera & Bain, 1991
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia durangensis
Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Apigenina-7-0-arabinosideo Muhlenbergia argentea Herrera & Bain, 1991
Muhlenbergia crispiseta
Muhlenbergia cualensis
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia durangensis
Muhlenbergia eriophylla
Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia jonesii
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Apigenina-7-0-diarabinosideo Muhlenbergia argentea Herrera & Bain, 1991
Muhlenbergia crispiseta
Muhlenbergia eriophylla
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens

Apigenina-7-0-glicosideo-6-C-glicosideo (saponarina) Eleusine africana Hilu et al., 1978
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Crisoeriol-7-O-glicosideo

Isoscoparina-2"-0-B-[6-0-E-p-coumaroil-glicosideo]

Isowertisina

Isowertisina-2"-ramnosideo

Isowertisina-2"-O-B-arabinosideo
Isowertiajaponina
Isowertiajaponina-2"-O-B-arabinosideo
Luteolina-3'-metil-éter

Luteolina-6-arabinosideo

Luteolina-6-diarabinosideo

Luteolina-6-glicosideo

Eleusine corocana
Eleusine indica

Hordeum vulgare

Triticum monococcum

Triticum polonicum

Hyparrenia hirta
Muhlenbergia cripiseta
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata
Setaria italica

Setaria italica

Oryza sativa
Deschampsia antartica
Avena agaridiana

Avena damascena

Avena hirtula

Avena lusitanica

Avena sativa

Avena wiestii
Deschampsia antartica
Deschampsia antartica
Deschampsia antartica
Hyparrenia vulgare
Muhlenbergia cualensis
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia eriophylla
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Muhlenbergia cualensis
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia durangensis
Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia jonesii
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia argentea
Muhlenbergia cripiseta
Muhlenbergia eriophylla
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia michisensis

Muhlenbergia peruviana

Carlin & McClure, 1973; Saunders &
McClure, 1976; Blume & McClure, 1978

Harbone & Hall, 1964

Bouzaiz et al., 2001

Herrera & Bain, 1991

Gluchoff-Fiasson & Jay, 1987

Markaham et al., 1998
Webby & Markaham, 1994

Saleh et al., 1988

Saleh et al., 1988; Chopin et al., 1977
Saleh et al., 1988
Webby & Markaham, 1994
Webby & Markaham, 1994
Webby & Markaham, 1994
Blume & McClure, 1978

Herrera & Bain, 1991

Herrera & Bain, 1991

Herrera & Bain, 1991
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Luteolina-6-diglicosideo Muhlenbergia argentea Herrera & Bain, 1991
Luteolina-6-galactosideo Muhlenbergia cripiseta Herrera & Bain, 1991
Muhlenbergia eriophylla
Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia jonesii
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Luteolina-6-digalactosideo Muhlenbergia argentea Herrera & Bain, 1991

Muhlenbergia peruviana

Luteolina-6-xilosideo Muhlenbergia durangensis Herrera & Bain, 1991
Luteolina-7-galactosideo Muhlenbergia filiculmis Herrera & Bain, 1991
Luteolina-8-galactosideo Muhlenbergia argentea Herrera & Bain, 1991

Muhlenbergia durangensis
Luteolina-8-glicosideo Muhlenbergia eriophylla Herrera & Bain, 1991
Muhlenbergia jonesii

Muhlenbergia michisensis

Luteolina-C-glicosideo Dactylis glomerata Harbone & Hall, 1964
Hyparrenia hirta Bouzaiz et al., 2001
Triticum dicoccum Harbone & Hall, 1964

Luteolina-C-diglicosideo Dactylis glomerata Harbone & Hall, 1964

Luteolina-C-ramnosideo Triticum dicoccum Harbone & Hall, 1964

Luteolina-6-C-glicosideo (isoorientina) Briza media Williams & Murray, 1972
Briza minor

Briza palaepilifera

Briza paoemorpha

Briza subaristata

Briza uniolae

Cymbopogon citratus Matouschek & Stahl-Biskup, 1991
Eleusine africana Hilu et al., 1978
Eleusine corocana

Eleusine minutiflora

Eleusine tristachya

Hyparrenia hirta Bouzaiz et al., 2001

Muhlenbergia crispiseta Peterson & Rieseberg, 1987
Luteolina-6-C-glicosideo-7-O-ramnosideo Hyparrenia hirta Bouzaiz et al., 2001
(isoorientina-7-0O-ramnosideo)
Luteolina-6-C-glicosideo-4'-glicosideo Briza media Williams & Murray, 1972
(isoorientina-4'-glicosideo ou lutonarina)

Hordeum vulgare Carlin & McClure, 1973; Saunders &

McClure, 1976; Blume & McClure, 1978

Luteolina-6-C-glicosideo-4'-glicosideo-3'-metil-éter Carlin & McClure, 1973; Saunders &
(lutonarina-3'-metil-éter ) McClure, 1976; Blume & McClure, 1978
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Luteolina-6-C-glicosideo-2"-O-arabinosideo
(isoorientina-2"-O-arabinosideo)
Luteolina-6-C-glicosideo-2"-0-B-[6-0O-E-p-coumaroil-
glicosideo]
(isoorientina-2"-0-B-[6-0-E-p-coumaroil-glicosideo])
Luteolina-6-C-glicosideo-2"-0-B-[6-0O-E-p-feruloil-
glicosideo]
(isoorientina-2"-0-B-[6-0-E-p-feruloil-glicosideo])

Luteolina-6-C-glicosilada-O-ramnosideo
(isoorientina-O-ramnosideo)

Luteolina-6-C-glicosilada-O-triglicosideo

(isoorientina-O-triglicosideo)

Luteolina-6-C-galactosideo

Luteolina-6-C-digalactosideo

Cymbopogon citratus Matouschek & Stahl-Biskup, 1991

Oryza sativa Markham et al., 1998

Markham et al., 1998

Saccharum barberi Williams & Harbone, 1974

Saccharum edule

Saccharum officinarum

Saccharum robustum

Saccharum sinense

Saccharum spontaneum

Saccharum barberi Williams & Harbone, 1974

Saccharum edule

Saccharum officinarum

Saccharum robustum

Saccharum sinense

Saccharum spontaneum

Muhlenbergia annua Peterson & Rieseberg, 1987

Muhlenbergia ciliata

Muhlenbergia confusa
Muhlenbergia eludens
Muhlenbergia fragilis
Muhlenbergia pectinata
Muhlenbergia ramulosa
Muhlenbergia sherpherdi
Muhlenbergia sinuosa
Muhlenbergia tenella
Muhlenbergia tenuissima
Muhlenbergia texana
Muhlenbergia vag x pus
Muhlenbergia eludens Peterson & Rieseberg, 1987
Muhlenbergia fragilis

Muhlenbergia pectinata
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Luteolina-6,8-C-diglicosideo (lucenina)

Luteolina-8-C-glicosilada (orientina)

Luteolina-8-C-glicosideo-2"-0-B-arabinosideo
(orientina-2"-0-B-arabinosideo )

Luteolina-8-C-glicosideo-4'-glicosideo
(orientina-4'-glicosideo)

Luteolina-8-C-glicosideo-2"-0O-glicosideo
(orientina-2"-0-glicosideo)

Luteolina-8-C-glicosideo-2"-O-xilosideo
(orientina-2"-0-xilosideo)

Luteolina-8-C-glicosideo-6"-0-(E)-feruloil-2"-O-
glicosideo (orientina-6"-0-(E)-
feruloil-2"-0-glicosideo)

Luteolina-8-C-glicosideo-6"-0-(E)-feruloil-2"-O-
xilosideo (orientina-6"-0-
(E)-feruloil-2"-O-xilosideo)

Luteolina-8-C-glicosilada-x"-O-pentosideo
(orientina-x"-O-pentosideo)

Luteolina-8-C-glicosilada-x"-O-hexosideo
(orientina-x"-0O-hexosideo)

Luteolina-8-C-glicosilada-x"-O-pentosil-acilado
(orientina-x"-O-pentosil-acilado)

Muhlenbergia pusilla
Muhlenbergia ramulosa
Muhlenbergia sherpherdi
Muhlenbergia sinuosa
Muhlenbergia tenuissima
Muhlenbergia tenella
Eleusine compressa
Eleusine minutiflora
Briza australis

Briza elatior

Briza erecta

Briza media

Briza minor

Briza palaepilifera
Briza paoemorpha
Briza uniolae
Deschampsia antartica
Eleusine africana
Eleusine corocana
Eleusine indica
Eleusine minutiflora
Eleusine tristachya
Hyparrenia hirta
Setaria italica

Deschampsia antartica

Briza media

Setaria italica

Muhlenbergia annua

Muhlenbergia ciliata

Hilu et al., 1978

Williams & Murray, 1972

Webby & Markaham, 1994

Hilu et al., 1978

Bouzaiz et al., 2001

Gluchoff-Fiasson & Jay,

1987

Webby & Markaham, 1994

Williams & Murray, 1972

Gluchoff-Fiasson & Jay,

Gluchoff-Fiasson & Jay,

Gluchoff-Fiasson & Jay,

Gluchoff-Fiasson & Jay,

Gluchoff-Fiasson & Jay,

Gluchoff-Fiasson & Jay,

Gluchoff-Fiasson & Jay,

1987

1987

1987

1987

1987

1987

1987

Peterson & Rieseberg, 1987
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Luteolina-5-0-glicosideo

Luteolina-6-O-arabinosideo

Luteolina-7-0O-galactosideo

Luteolina-7-0-digalactosideo

Muhlenbergia confusa
Muhlenbergia crispiseta
Muhlenbergia argentea
Muhlenbergia crispiseta
Muhlenbergia cualensis
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia durangensis
Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia jonesii
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Muhlenbergia argentea
Muhlenbergia annua
Muhlenbergia ciliata
Muhlenbergia argentea
Muhlenbergia confusa
Muhlenbergia crispiseta
Muhlenbergia cualensis
Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia durangensis
Muhlenbergia eludens
Muhlenbergia fragilis
Muhlenbergia pectinata
Muhlenbergia pusilla
Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Muhlenbergia ramulosa
Muhlenbergia sherpherdi
Muhlenbergia sinuosa
Muhlenbergia tenella
Muhlenbergia vag x pus
Muhlenbergia crispiseta
Muhlenbergia eludens
Muhlenbergia fragilis
Muhlenbergia pectinata
Muhlenbergia pusilla
Muhlenbergia ramulosa

Muhlenbergia sherpherdi

Herrera & Bain, 1991

Herrera & Bain, 1991

Peterson & Rieseberg, 1987

Herrera & Bain, 1991

Peterson & Rieseberg, 1987

Herrera & Bain, 1991

Peterson & Rieseberg, 1987

Herrera & Bain, 1991

Peterson & Rieseberg, 1987

Peterson & Rieseberg, 1987
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Luteolina-7-0-B-glicosideo
Luteolina-7-0-diglicosideo
Luteolina-7-0-B-neoespirosideo

Luteolina-7-0O-ramnoglicosideo

Luteolina-7-0O-xilosideo

Tricina glicosilada

Tricina-5-glicosideo

Muhlenbergia sinuosa
Muhlenbergia tenella

Muhlenbergia tenella

Muhlenbergia vag x pus

Cymbopogon citratus
Muhlenbergia flaviseta
Setaria italica
Cymbopogon citratus
Hyparrenia hirta
Muhlenbergia jonesii

Muhlenbergia montana

Muhlenbergia quadridentata

Muhlenbergia annua
Muhlenbergia ciliata

Muhlenbergia confusa

Muhlenbergia crispiseta

Muhlenbergia eludens

Muhlenbergia fragilis

Muhlenbergia pectinata
Muhlenbergia ramulosa

Muhlenbergia sherpherdi

Muhlenbergia sinuosa
Muhlenbergia texana
Avena abyssinica
Avena agaridiana
Avena canariensis
Avena hispanica
Avena longiglumis
Avena macrostachya
Avena nuda

Avena sativa

Avena strigosa
Avena vaviloviana
Briza australis

Briza elatior

Briza erecta

Briza humilis

Briza media

Briza minor

Briza palaepilifera
Briza uniolae

Hyparrenia hirta

Matouschek & Stahl-Biskup, 1991
Herrera & Bain, 1991
Gluchoff-Fiasson et al., 1990
Matouschek & Stahl-Biskup, 1991
Bouzaiz et al., 2001

Herrera & Bain, 1991

Peterson & Rieseberg, 1987

Herrera & Bain, 1991

Peterson & Rieseberg, 1987

Saleh et al., 1988

Williams & Murray, 1972

Bouzaiz et al., 2001
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Tricina-5-diglicosideo

Tricina-7-glicosideo

Tricina-7-glicosideo-bissulfato

Muhlenbergia argentea Herrera & Bain, 1991
Saccharum barberi Williams & Harbone, 1974
Saccharum edule

Saccharum officinarum

Saccharum robustum

Saccharum sinense

Saccharum spontaneum

Triticum dicoccum
Triticum dicoccum

Avena abyssinica

Harbone & Hall, 1964
Harbone & Hall, 1964
Saleh et al., 1988

Avena barbata

Avena canariensis

Avena fatua

Avena hirtula

Avena hispanica

Avena hybrida

Avena longiglumis

Avena lusitanica

Avena nuda

Avena occidentalis

Avena sativa

Avena strigosa

Avena vaviloviana

Avena wiestii

Briza australis Williams & Murray, 1972
Briza elatior

Briza erecta

Briza media

Briza minor

Briza palaepilifera

Briza paoemorpha

Briza uniolae

Hyparrenia hirta Bouzaiz et al., 2001
Muhlenbergia argentea Herrera & Bain, 1991
Muhlenbergia argentea

Saccharum barberi Williams & Harbone, 1974
Saccharum edule

Saccharum officinarum

Saccharum robustum

Saccharum robustum

Saccharum sinense

Saccharum spontaneum
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Tricina-7-diglicosideo

Tricina-7-neoesperidosideo

Tricina-O-glicosideo
Tricina-7-0O--ramnoglicosideo

Tricina-7-0-glucuronideo

Tricina-7-0-glicosideo
Tricina-7-0O-diglicosideo

Tricina-5-O-xilosideo

Tricina-5-0O-glicosideo

Avena hybrida Saleh et al., 1988
Avena sterillis

Saccharum barberi Williams & Harbone, 1974
Saccharum edule

Saccharum officinarum

Saccharum robustum

Saccharum sinense

Saccharum spontaneum

Saccharum barberi Williams & Harbone, 1974
Saccharum edule

Saccharum officinarum

Saccharum robustum

Saccharum sinense

Saccharum spontaneum

Dactylis glomerata Harbone & Hall, 1964
Hyparrenia hirta Bouzaiz et al., 2001

Muhlenbergia crispiseta Herrera & Bain, 1991
Muhlenbergia cualensis Herrera & Bain, 1991

Muhlenbergia curvula
Muhlenbergia durangensis
Muhlenbergia eriophylla
Muhlenbergia filiculmis
Muhlenbergia flaviseta
Muhlenbergia jonesii
Muhlenbergia michisensis
Muhlenbergia montana
Muhlenbergia peruviana
Muhlenbergia quadridentata

Muhlenbergia virescens

Setaria italica Gluchoff-Fiasson & Jay, 1987
Setaria italica Gluchoff-Fiasson & Jay, 1987
Muhlenbergia crispiseta Herrera & Bain, 1991

Muhlenbergia peruviana

Muhlenbergia cualensis Herrera & Bain, 1991
Muhlenbergia curvula

Muhlenbergia durangensis

Muhlenbergia eriophylla

Muhlenbergia filiculmis

Muhlenbergia flaviseta

Muhlenbergia jonesii

Muhlenbergia michisensis

Muhlenbergia montana
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Muhlenbergia quadridentata
Muhlenbergia virescens
Tricina-4'-O-(treo-B-guaiacilglicerol) éter Hyparrenia hirta

Tricina-4'-O-(eritro-B-guaiacilglicerol) éter

Tricina-4'-O-(treo-B-guaiacilglicerol) éter-7-0-B-
glicosideo
Tricina-4'-O-(eritro-B-guaiacilglicerol) éter-7-0-B-
glicosideo

Bouzaiz et al., 2002
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Conclusdes Finais

Os resultados obtidos nos permitem concluir:

5.

Das 21 plantas com reconhecida importdncia para a dieta dos cervos-do-
pantanal e veados campeiros na RPPN-SESC Pantanal, seis plantas sao
utilizadas como forrageiras e quatorze pertencem a géneros com espécies
medicinais. Destas Ultimas, sete plantas sdo medicinais. Uma das espécies

vegetais da dieta é considerada ornamental.

As espécies vegetais Andira cuyabensis (Fabaceae), Cecropia pachystachya
(Cecropiaceae), Desmodium  distortum (Fabaceae), Lippia alba
(Verbenaceae), Phyllanthus amarus (Euphorbiaceae), Polygonum
acuminatum (Polygonaceae) e Vernonia scabra (Asteraceae) possuem uma
importancia na medicina popular no Brasil no combate a diferentes

afeccoes.

Cerca de 35% dos extratos aquosos das 20 plantas avaliadas apresentaram
importante atividade antioxidante. As plantas mais ativas foram Andira
cuyabensis, Cecropia pachystachya, Ludwigia nervosa, Phyllanthus amarus,
Polygonum acuminatum, Sebastiania corniculata e Rynchanthera
novemnervia. Destas, quatro plantas sao de uso reconhecido na medicina

popular;

Os teores de taninos nos extratos mais ativos das sete plantas acima
listadas foram avaliados e ndo se pode correlaciona-los de maneira direta
com a atividade antioxidante. Assim, a atividade antioxidante observada

esta relacionada também a outras classes quimicas.

O perfil quimico dos infusos das diferentes partidas de Brachiaria
humidicola (BH1, BH2, BH3, BH4 e BH5) por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia no sistema de solventes utilizado mostrou a presenca de acido
galico e acido ferulico, duas substancias fendlicas. O acido ferulico ja havia

sido relatado para espécies do género Brachiaria.
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Conclusdes Finais

10.

11.

12.

13.

Os infusos BH1, BH2, BH3, BH4 e BH5 apresentaram atividade antioxidante

moderada, semelhante a outros extratos aquosos de espécies de Poaceae.

O isolamento de kaempferitrina (kaempferol-3-O-a-ramnosideo-7-0-a-
ramnosideo) a partir do infuso de B. humidicola constitui o primeiro relato
de flavondides para o género Brachiaria e para a familia Poaceae. O
isolamento desta substdncia possui importancia quimiotaxondémica a

medida que os flavondides O-glicosideos sdo menos comuns em gramineas.

A atividade antioxidante observada para a kaempferitrina é superior

aquelas verificadas para os extratos de B. humidicola.

O consumo continuo das plantas medicinais com bom perfil de atividade
antioxidante pode estar beneficiando a salde dos cervideos na prevencao

de doengas.
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