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Resumo
A utilizacdo de plantas no tratamento de ferimentos e enfermidades é tdo antiga que nao
se sabe desde quando se iniciou, perdurando-se até os dias atuais com grande
aplicabilidade. Com a quantidade quase imensuravel de plantas existentes, muitas delas
acabam tendo uma caréncia no ambito de pesquisa, como no caso da Persea major
conhecida popularmente por “Pau de Andrade”. A P. major é uma planta medicinal
pertencente a familia Lauraceae, nativa do sul do Brasil, corriqueiramente suas cascas
sdo utilizadas por meio de infusdo tanto na administracdo oral quando no uso tépico em
lesbes cutdneas e disturbios gastricos, para uso humano e especialmente no meio
veterinario, destacando por sua propriedade cicatrizante. No presente estudo o
propdsito foi a realizar a quantificacdo de fendis totais da P. major por meio do método
de Folin—Ciocalteau modificado, nos extratos aquoso e etandlico, nas concentragdes 10,
1 e 0,1 ug.mL™ Mostrando superior o0 método com o extrato etandlico (181,66 + 0,18",
117,84 + 0,20%, 32,54 + 0,129 respectivamente as concentragdes testadas. Foi realizada
a determinacéo da atividade antioxidante sobre ABTS™". Demonstrando surpreendentes
resultados, na avaliacdo constata-se que, na maior concentracdo dos extratos aquoso e
etanolico apresentam significativa capacidade de reduzir o radical formado, proximo de
uma efetividade de 100% de inibi¢do. Além da quantificacdo de fendis e avaliacdo da
atividade antioxidante, foi realizada a analise da atividade citotoxica do extrato da P.
major sobre hemécias, nas concentracdes, nas concentragdes 10, 1 e 0,1 ug.mL™ das
solucdes de P. major obtidas por infusdo aquosa e maceracao alcodlica, sendo obtido
baixissimo percentual de hemélise, em algumas concentra¢cdes chegam a 0%, mostrando-
se pouco toxica. Desta maneira ampliamos a o0 conhecimento da P. major possibilitando
melhor utilizacdo e modos de utilizacdo desta planta com tantas qualidades.
Palavras-chave: Produtos naturais, compostos fendlicos, atividade antioxidante,

hemolise
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1. Introducéo

O uso de plantas medicinais como forma de tratamento para desordens é relatado
desde as antigas civilizagGes até os dias atuais. O acumulo do conhecimento sobre as
propriedades terapéuticas naturais vem sendo passado ao longo das geracgdes,
principalmente por meio do conhecimento popular, o qual se tornou a base para a

pesquisa em produtos naturais™?.

Na atualidade, as plantas medicinais tém servido direta ou indiretamente como
subsidios para compor a terapia moderna, que é composta por uma vasta gama de
produtos, com variados mecanismo de acBes especificas sobre diversos receptores

diferentes, fato que representou grande impacto na satide mundial **.

No contexto do uso de plantas medicinais, grande interesse tem surgido em torno
da planta Persea major, popularmente conhecida como “Pau de Andrade” ou
abacateiro-do-mato. A P. major, ¢ uma planta medicinal pertencente a familia
Lauraceae, nativa do sul do Brasil, cuja aplicagdo é frequente. Compreende uma arvore
de grande porte, podendo chegar a 25 metros de altura °. P. major é uma espécie nativa
da América do Sul, sendo encontrada em regides tropicais e subtropicais®. No Brasil sua
distribuicdo abrange o nordeste, sudeste e sul, com dominios no serrado e mata

atlantica’.

Habitualmente na regido Sul do Brasil, as cascas da P. major tem sido
empregadas por meio de infusdo, tanto para administracdo oral, quanto topica, pelos
populares em lesBes, inflamagfes cutaneas e distarbios gastricos, para uso humano e

especialmente no meio veterinario®®.

A principal indicacdo terapéutica da P. major é sua propriedade cicatrizante,
além dessa sua atividade, ela apresenta atributos significativos nas atividades

antibacterianas, antissépticas, antif(ingicas e até mesmo analgésicas®.

As cascas da P. major diferenciam-se das demais, por causa de forma de
distribuicdo dos seus tecidos esclerenquimaticos, pela presenca de células oleiferas e
mucilaginosas. Sao encontradas caracteristicas na estrutura da casca desta espécie que
manifestam gigantesca importancia no reconhecimento da mesma, servindo também

como forma de parametros no controle de qualidade®.



Em relacdo a sua composicdo fitoquimica, sdo apontados a presenca de
metabdlitos secundarios como taninos, esterdides, mucilagens e alcaldides os quais
apresentam varias propriedades. Atividade bactericida, efeito gastroprotetor, efeitos
cicatrizantes, acdo analgésica e antiedematogénica, sdo alguns referidos ao extrato feito

com sua casca®.

Metabolitos secundarios como flavondides, taninos e antraquinonas pertencem
ao grupo dos polifendis, sendo caracterizados por reagdes particulares de cada grupo™.
Os compostos fendlicos ou polifendis sdo substancias que dispdem de um ndcleo fenol
em sua estrutura quimica, pois possuem no minimo um anel aromatico com um ou mais
grupos hidroxilas. S&o substancias redutoras e, o que significa que se oxidam
facilmente. Substancias oxidantes sdo utilizadas para a caracterizacdo dos polifenois,
sendo distinguido pela presenca e/ou desenvolvimento de coloracBGes especificas,
conforme o método adotado ****.

Atualmente se aceita que os compostos fenolicos sdo todos aqueles que contém
um ou mais anéis aromaticos e sdo em sua maioria derivados do metabolismo do acido
xiquimico e/ou da via do acetato. Entre os compostos fendélicos, os acidos fendlicos,
cumarinas, flavonoides, taninos e quinonas salientam-se por suas atividades
farmacoldgicas''. Os taninos apresentam atividades fungicida, bacteriostatica e
antiviral, por meio de inibi¢do enzimatica, sendo utilizados em casos de Ulcera gastrica;
possui também atividade antioxidante, sendo aplicados em casos de doencas

degenerativas'®*2.

Ha uma caréncia nos estudos relacionados a identificacdo, composi¢do quimica e
potencial toxicologico e seguranca terapéutica da P. major, e suas formas de
administracdo. Dessa forma o presente trabalho tem por objetivo quantificacdo de
compostos fenolicos, comprovar as atividades bioldgicas, pela anélise de atividade
antioxidante sobre o radical ABTS, e a seguranca na utilizagdo do extrato das cascas da
P. major pela avaliacdo do potencial citotoxico das cascas de P. major, sob duas formas

de extracdo aquosa e alcodlica em células normais sob um modelo de hemolise.

Justifica-se este trabalho como uma ferramenta na caracterizagcdo da
espécie do ponto de vista de atividade e constituintes, bem como a seguranca na sua
utilizacéo, visto que além da utilizagdo topica, ha também o uso frequente interno, com



reduzidas publicacdes sobre essa planta que apresenta uma utilizacdo bem regional.

2. Meétodos

A amostra de P. major foram obtidas por meio de compra em uma farmécia de
fitoterapicos da cidade de Guarapuava - PR, 0s demais reagentes, vidrarias e
equipamentos utilizados foram disponibilizados pelo Centro Universitario Uniguairaca.

Os testes ocorreram nos laboratoérios da instituicao.

2.1 Preparo das amostras de P. major

Para 0s ensaios de quantificacdo de fendis totais, avaliacdo da atividade
antioxidante e atividade citotoxica sobre hemacias, a amostra obtida, foi pesada em duas
aliquotas para a extragcdo dos compostos ativos.

Foram pesadas duas amostras de 2,59 e uma foi submetida a infusdo com agua
fervente (25mL), permanecendo em infusdo tampada por 15 minutos, enquanto que a
outra aliquota, obtida da mesma amostra, foi pesada , 2,5g, e foi submetida a maceragédo
em alcool 70% por 15 minutos (25mL) (LU et al., 2011). Em seguida as solucdes foram
filtrados por algodao, originando a solucdo mée dos diferentes extratores. A partir da
solucdo mae procederam-se diluicdes sucessivas com agua destilada ou tampéo fosfato
salina (PBS) 10 mmol.L™ e 15 mmol.L™ NaCl, conforme ensaio. Os resultados foram
expressos em pg.mL’ e mg.mL™ baseando-se nos volumes utilizados para as
preparacdo das solucdes testadas. Ambas as solugOes (extrato aquoso e extrato
etanolico) foram preparados e calculadas para ficar em trés concentracGes diferentes (10,

1e0,1ug/mL).

2.2 Quantificacao de fenois totais

A quantificacdo de fenois totais da P. major, foi determinada pelo método de
Folin—Ciocalteau modificado, compreendendo na reducdo do &cido fofomolibdico-
fosofotingstico pelas hidroxilas fendlicas em meio alcalino. As solucdes na
concentracdo de 10, 1 e 0,1 ug/mL, foi acrescentada a solugédo de Folin-Ciocalteau;
sendo a reacgdo iniciada pelo acréscimo de uma solucdo de carbonato de sodio (7,5%
p/v). Posteriormente a mistura foi incubada a 37° C por 15min e determinada a

absorbancia em 680 nm. Utilizou-se como padréo o 4cido gélico™.



2.3 Atividade da P. major sobre 0 ABTS™
Foi determinada a atividade antioxidante sobre ABTS™ . O ABTS™ é um

radical catidnico que pode ser gerado por reacdo quimica, eletroquimica ou enzimética a
partir de uma solugdo de ABTS. Quando o ABTS é oxidado pelo persulfato de potéssio,
ocorre a formagdo do ABTS™. A atividade antioxidante dos extratos de P. major pode
ser mensurada quantitativamente pela reducéo da absorbancia, devido o ABTS™ receber
um elétron de um agente antioxidante para se estabilizar. Inicialmente uma mistura
aquosa de ABTS (7 mmol.L™) e persulfato de potassio (2,45 mmol.L™?) foi incubada a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 12 horas. A solucdo formada de ABTS™
foi diluida em PBS 10 mmol.L™, pH 7,4 a uma absorbancia de 0,70 (734 nm). Ent&o as
amostras (nas [ ] de 10, 1 e 0,1 ug/mL). dos extratos de P. major, obtidas por diferentes
extratos foram incubadas com o ABTS™ por 30 minutos a temperatura ambiente, e em
seguida, foi observada a reducido do ABTS™ pelo extrato da planta. A porcetagem de

inibicdo de ABTS™" foi calculada segundo a a equagio (Eq. (1))™.

(%) Inibicdo ABTS™ = Abs controle — Abs Teste ~ x100% (Eq. (1))
Abs controle

4.4 Atividade citotoxica sobre hemacias.
Diferentes concentragdes (10, 1 e 0,1 ug/mL) das solugdes de P. major obtidas

por infusdo aquosa e maceracdo alcodlica forma incubadas por 24h com a solugdo de
hemécias 3% dos pesquisadores, contendo 1,08 g.L™ de glicose, 0,3 g.L™ de penicilina e
0,5 g.L ™" de estreptomicina, 37° C*, sob homogeneizacdo constante. A reacdo foi
finalizada pela centrifugacdo da solucdo (5 min., 4 °C, 1200 g). O conteudo de
hemoglobina liberado, devido a acdo citotoxica das preparagdes foi determinado no
sobrenadante através do registro da absorbancia, A= 540 nm e a porcentagem da

hemélise foi calculada segundoa equacéo (Eq. (2)) *°.

Hemolise (%) = Abs teste — Abs hemdlise 100%  x100% (Eq. (2))
Abs teste




3. Resultados
3.1 Quantificacéo de fenois totais
As concetracdes de acido galico, usado como padrdo de compostos fendlicos
para a confeccdo da curva de calibracéo foram: 20 pg.mL™, 40 pg.mL™?, 60 pug.mL™?, 80
ng.mL™ e 160 pg.mL™. A partir da curva obtida (Figura 1), usou-se a equacdo da reta
para calcular as concentracBes de compostos fenolicos presentes nas amostras de P.

Major e para analisar se 0 método apresenta comportamento linear.

Figura 1 — Curva padrédo da absorbancia a 680 nm, em fun¢éo da concentracdo de acido

galico, utilizando regente de Folin- Ciocalteau para reacéo.
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Fonte: o autor, 2022.

A concentracdo de fenois totais presentes nos extratos de P. major obtidos por
diferentes tipos de solugdes extratoras, aquosa e etanolica, foram determinados
baseando-se na equivaléncia da concentracdo de acido galico, conforme demonstrada na
curva padréo (figura 1).

Tabela 1 - Teor de Fendlicos totais: resultados expressos em pg.mL™ como média e
desvio padrdo, analise estatistica com p<0,05.

Concentracéo (ug/mL) Extrato Extrato
Aquoso Etanol (EE)
(EA)
10 108,87 + 0,23 | 181,66 + 0,18"
1 88,72 +0,15° 117,84 + 0,20"
0,1 15,87 £ 0,09' | 32,54 +0,12°

Fonte: o autor, 2022



De acordo com os valores apresentados (tabela 1) demonstrou-se que 0 a
diferenca de polaridade dos solventes empregados interferiu na concentracdo de fenois
totais, pois a concentragcdo desses compostos foi superior nas amostras obtidas por
extragdo etandlica (181,66 pg.mL™+ 0,18), (117,84 pg.mL ™+ 0,20% e (32,54 pg.mL™
+ 0,12%) em ordem decrescente de concentracdo (10, 1 e 0,1 pg.mL™), quando
comparados a amostra obtida por extracdo aquosa (108,87 pg.mL+ 0,23%, (88,72
ng.mL™+ 0,159 e (15,87 ug.mL™ + 0,09") em ordem decrescente de concentracio (10,
1 e 0,1 pgmL™), apresentando diferenca estatistica significativa entre os tipos de

extratores.

3.2. Atividade dos extratos de P. Major sobre o ABTS™
Os resultados do grafico apresentado nafigura 2 demonstram a atividade

antioxidante da P. major sobre o ABTS™".

Figura 2 - Percentual de inibicdo da atividade antioxidante das solucdes de P. major
sobre 0 ABTS™ com diferentes solventes
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Observa-se que na maior concentracdo dos extratos aquoso e etandlico apresentam
significativa capacidade de reduzir o radical formado, proximo de uma efetividade de
100% de inibicdo. A medida que a concentracdo diminui, ha uma queda acentuada da
capacidade antioxidante sobre ABTS™ principalmente para o extrato aquoso, ja 0
extrato etanolico mantém a atividade antioxidante mais constante mesmo em

concentrag0es mais baixas.

3.3 Atividade citotoxica sobre hemacias.



Para a andlise de citotoxicidade sobre células normais, utilizaram-se hemaécias, que
sdo células de facil obtencdo e representam bem o modelo de células normais de répida
reposicdo no sistema circulatorio. Ap6s a incubacdo das hemacias com diferentes
concentracfes dos extratos aquoso e etanolico da P. major, e outras solucdes utilizadas
as quais poderiam servir como interferente, o sistema foi centrifugado a fim de
mensurar a solu¢do espectrofotometricamente, A=540 nm, o resultado da absorbancia
correspondente a quantidade de hemoglobina liberada pela atividade citotoxica dos
extratos de P. major, que aplicada na equacdo 2, forneceu a porcentagem de hemolise
dos compostos (tabela 2), avaliados comparativamente a um 100% de hemolise.

Tabela 2 - Citotoxicidade da das solugbes de P. major com diferentes solventes sobre

um modelo de hemacias (3%), representado em percentual de hemolise em 24 h.
Valores expressos como média e desvio padrao.

Amostras
Concentracdo (ug/mL) EA EE
% Hemolise % Hemolise
10 0,50 £ 0,018 0,62 £0,027
1 0,0+£0,0 0,35 +0,031
0,1 0,0+£0,0 0,130,014
Etanol 10 0,09 £ 0,007 0,08 +£0,007

4. Discussao

A partir dos resultados obtidos podemos avaliar que, as solugdes obtidas da P.
Major sdo ricas em compostos fenolicos, pois em trabalho semelhante, Camargo et.al.,
2016 encontrou teor de fendlicos totais para os chéas da C. sinensis, 1 ug.mL™ obtidas
por diferentes métodos de fermentacao, a saber, os chas verde (76,00 ug.mL'li- 0,162) e
branco (85,36 pg.mL™+ 0,057) quando comparados ao vermelho (45,47 pg.mL ™'+
0,102) e preto (43,34 ug.mL™+ 0,034). No presente trabalho a concentrac&o apresentou-
se superior (tabela 1), mostrando ainda diferenca significativa entre 0os métodos de
extracdo dos metabdlitos (88,72 + 0,15°, para a EA e 117,84 + 0,20 para a EE em
solucdo de 1lug.L™). Foi possivel observar ainda que o método de quantificacdo
apresentou-se linear, pois 0o R® foi de 0,9975. O resultado da quantificacio de
compostos fenolicos sugere que os extratos que possuem um contetdo de fendis totais

mais elevado, conseqiientemente apresentam uma maior atividade antioxidante®.



A pesquisa da atividade antioxidante sobre ABTS™ tem sido usado amplamente
como modelo experimental, para a andlise da atividade antioxidante de produtos
naturais devido a sua caracteristica cationica semelhante ao OH’, que é considerada a
espécie reativa de oxigénio (ERO) mais reativa em sistemas bioldgicos, devido a sua
rapida capacidade em se combinar com metais ou outros radicais, 0 seu curto tempo de
meia vida, e de possuir a capacidade de oxidar biomoléculas, sem preferéncia ou
especificidade'®. Essa ERO pode ser produzida a partir da reacdo do HOCIl e O, ™ ou

pelas reacdes de Fenton e Harber-Weiss, de ocorréncia durante o processo inflamatdrio.

A producdo de EROS ocorre naturalmente em células aerdbicas e sua
superproducdo tem sido associada com a peroxidacéo lipidica além da sua acumulacao

estar relacionada a ocorréncia de grande quantidade de doencas cronicas®.

Portanto, € coerente analisar a atividade antioxidante de produtos naturais, pois
um produto natural de grande destaque em relagdo as suas atividades bioldgicos é a
curcumina. Sabe-se que as atividades biolégicas como anti-inflamatdria e antitumoral

conferidas & curcumina séo dependentes de sua capacidade antioxidante?®%.

O Gréfico da figura 2 demonstra a atividade antioxidante das solucdes obtidas da
P. Major sobre 0 ABTS™. Observa-se que na maior concentracdo das solucdes
apresentam a mesma capacidade de reduzir o radical formado, proximo de uma
efetividade de 100% de inibicdo. A medida que a concentragio diminui, ha uma queda
da capacidade antioxidante sobre ABTS™" principalmente para as solucdes obtidas por

extracdo aquosa.

O emprego da curcumina de forma tépica demonstrou tanto a remocao de EROS
de modo ndo enzimaético, quanto a inducdo ao aumento da expressao de enzimas anti
oxidantes??. Explica-se a afirmativa acima pela sua capacidade em apresentar tanto
atividades antioxidantes, em baixas concentragdes (5 ¢ 10 pg.mL™), quanto atividades

pré oxidativas, presentes em concentragdes mais elevadas (25 pg.mL ™).

Considerando que a populacdo que faz uso de solugdes obtidas da P. major a
faz sob a forma de uso tépico e uso interno, had a necessidade de se demonstrar a
seguranca dessas solucdes, para isso se torna-se importante a avaliagdo de baixa
toxicidade sobre células normais, pois metabdlitos secundarios, podem em doses

elevadas apresentar toxicidade por atividades pré oxidativas®*2*.
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O resultado do ensaio de hemdlise pode ser visualizado na tabela 2, a qual ndo
foi plotada sob a forma de gréafico, pois ndo ficaria visual, dada ao baixo percentual de
hemolise. Observou-se a aparente auséncia da hemolise quando a solugdo de hemacias
foi tratada com solucdo aquosa nas diversas concentracdes, exceto na maior (10ug.mL"
1), corroborando com o descrito acima®?*. J& na solugdo obtida por extracdo aquosa
observa-se um percentual pequeno, porém presente em todas as concentra¢des, fato esse
que ndo pode ser atribuido ao etanol em si, pois quando o mesmo foi utilizado puro e na
concentracdo mais alta (10ug.mL™), apresentou percentual de hemélise néo

significativo quando comparado ao EA da P. major.

Desse modo podemos inferir que as solucbes obtidas da P. major sé&o ricas em
compostos fendlicos, o que justifica sua atividade antioxidante e pouco toxica para
células normais. Quanto ao método de extracdo observa-se que a extracdo por meio

etandlico extrai uma concentragdo maior dos compostos fenélicos.
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