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Resumo

A espécie Styrax ferrugineus é facilmente encontrada em ambiente de Cerrado brasileiro,
apresentando belas flores aromaticas. O estudo objetivou-se avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas, fitoquimicas e bioativas do extrato floral hidroetandlico de S. ferrugineus. As flores
floram coletadas e o extrato hidroetandlico 70% produzido por maceragdo. Foram realizados
os seguintes ensaios para rendimento de extrato (%), massa seca (%), teor de umidade (%), pH,
sélidos totais (%), indice de refragdo n,, densidade relativa g mL", flavonoides totais mg 100
g’, varredura em UV-Vis entre 900 a 400 nm, fitoquimica qualitativa, cromatografia em camada
delgada, atividade antioxidante na reducado do DPPH, conteldo de fendlicos totais, determinagao
do comprimento de ondas critico entre 400 a 290 nm e atividade hemolitica (%). O rendimento de
extrato foi de 10,43%, massa seca de 18,45%, teor de umidade de 81,55%, pH de 7,22, s6lidos totais
com 1,96%, indice de refragdo de 1,3721 n,, densidade relativa com 0,8406 g mL", flavonoides
totais de 186,78 mg 100 g, o extrato apresentou importantes classes fitoquimicas, varios Rfs
pela CCD, atividade antioxidante com Cl., de 22,74 ug mL", conteudo de fendlicos totais de
256,31 mg EAG 100 g, extrato com fotoprotecao para raios UVB e atividade hemolitica entre
62,07 a 15,40%. O extrato floral hidroetanolico de S. ferrugineus apresentou importes resultados
tornando-o um forte candidato para o desenvolvimento de novas pesquisas na identificacdo dos
compostos e para outros ensaios bioldgicos.
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Abstract

The species Styrax ferrugineus is easily
found in a Brazilian Cerrado environment,
presenting beautiful aromatic flowers. The
study aimed to evaluate the physicochemical,
phytochemical and bioactive characteristics
of the hydroethanolic floral extract of S.
ferrugineus. The flowers bloom collected and
the hydroethanolic extract 70% produced
by maceration. The following tests were
performed for extract yield (%), dry mass (%),
moisture content (%), pH, total solids (%),
refractive index n,, relative density g mL", total
flavonoids mg 100 g, UV-Viz scanning between
900 to 400 nm, qualitative phytochemistry, thin-
layer chromatography, antioxidant activity in
the reduction of DPPH, total phenolic content,
determination of critical wavelengths between
400 to 290 nm and hemolytic activity (%). The
extract yield was 10.43%, dry mass 18.45%,
moisture content 81.55%, pH 7.22, total solids
1.96%, refractive index 1.3721 n, relative
density with 0.8406 g mL", total flavonoids of
186.78 mg 10097, the extract showedimportant
phytochemical classes, several Rfs by CCD,
antioxidant activity with IC_, of 22.74 ug mL",
content of total phenolics of 256.31 mg GAE
100 g7, extract with photoprotection for UVB
rays and hemolytic activity between 62.07 to
15.40%. The hydroethanolic floral extract of S.
ferrugineus showed important results, making
its a strong candidate for the development of
new researchintheidentification of compounds
and for other biological tests.

Introdugao

A familia Styracaceae, é constituida por
pequenas arvores e arbustos, nativos de
regides tropicais e subtropicais. O género
Styrax ¢ um dos representantes desta familia,
sendo composto por 80 espécies, que
apresenta caracteristica entre as espécies,
produzindo material resinoso, que é secretado
naturalmente pelas cascas dos galhos e
tronco [1]. A resina apresenta principios ativos
sendo utilizada na medicina tradicional para
tratar e curar processos inflamatérios. Além
disso, estudos relataram que em diversas
espécies da familia Styracaceae apresentam
como fontes expressivas 0s compostos
arilpropandides e triterpendides [2]. Outras
especies como Styrax ramirezii apresentou em
bioensaios importante atividade antioxidante
e anti-inflamatodria, além disso, foram isolados
0os seguintes compostos do fruto, egonol e
homoegonol [3].

Styrax ferrugineus conhecida por “laranjinha-
do-cerrado ou flor de laranjeira-do-cerrado”,
pertence ao género Styrax, abitando areas
de Cerrado com fitofisionomia Cerrado ralo,
rupestre e ripario, apresentando em geral
arbustos de médio porte, sendo endémica
do dominio Cerrado. Esta espécie apresenta
floracdo anual entre os meses de maio a
agosto, constituidas de flores aromaticas
que assemelham ao aroma caracteristico das
flores de laranja (Citrus sp.) [4,5].




MENEZES FILHO, A. C. P. e colaboradores- Braz. J. Nat. Sci. revista eletronica ISSN: 2595-0584 - V.3 - N.3

literatura trabalhos avaliando
de S. ferrugineus com
acao antifungica para cepas de Candida
albicans, Cladosporium cladosporioides e
Staphylococcus aureus [2]. Os frutos de S.
ferrugineus foram caracterizados quanto aos
compostos onde foram relatados a presenca
de homoegonol, egonol, demetoxi egonol-

Existem na
o extrato foliar

2-metilbutanoato, egonol gentiobiosideo,
demetoxi egonol, demetoxi homoegonol
e egonol-2-metilbutanoato, ainda neste

estudo, ensaios em culturas de células XTT
e na avaliacdo da reducado do radical DPPH,
o extrato dos frutos apresentou consideravel
redugdo, no entanto, ndo houve eficiéncia na
reducao de células cancerigenas em culturas
de HelLa, MO59J e MC-7 [6].

Entretanto, ainda pouco se conhece sobre
os compostos do metabolismo secundario,
e inexistem estudos avaliando o érgao floral
de S. ferrugineus [6,7,8,9]. Com isso, este
estudo teve por objetivo, avaliar o extrato floral
hidroetandlico 70% de S. ferrugineus, quanto as
caracteristicas fisico-quimicas, fitoquimicas e
bioativas.

Material e Métodos

As flores de S. ferrugineus foram coletadas
pela manha entre as 6-9 h em uma area
de serra apresentando Cerrado ripario, no
municipio de Rio Verde, Goids, Brasil com a
seguinte coordenada geografica. A espécie foi
identificada por Flavio Matoso, uma excicata
foi herborizada e depositada no Herbario do
Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde,
com o seguinte registro Voucher HRV: 1056.

Producao do extrato hidroetandlico

O extrato bruto hidroetandlico floral foi
obtido via turbolise na proporgao de 100 g in
natura de flores para 200 mL de uma solugao
hidroetandlica70% (v/v). O extrato permaneceu
em frasco ambar em repouso na geladeira por
72 horas a 4 °C, sem a presenga de luz. Apos
este periodo, o extrato foi transferido para
um frasco Erlenmeyer (Laborglas) 500 mL, e
submetido a ondas de ultra-som, em banho de
ultra-som (Eco-Sonics, Mod. Q3,0/40A), por 30
minutos em local ao abrigo da luz. O extrato foi
novamente transferido para o frasco ambar e
armazenado na geladeira a 4 °C por 24 horas.
Em seguida, o extrato bruto foi filtrado em
papel de filtro qualitativo faixa azul (Unifil
C42). O sobrenadante foi concentrado em
rotaevaporador rotativo a pressao negativa
(Fisatom, Mod. 801), até evaporagdo completa
do alcool etanol. Em seguida, foi congelado
a -10 °C e posteriormente liofilizado (Liotop,
Mod. L101). O extrato em pé foi armazenado
em frasco de vidro cor ambar, identificado
e mantido em geladeira a 4 °C até anadlises
conforme descrito por Oliveira et al. [10].

Analises fisico-quimicas

O rendimento de extrato seco bruto foi
calculado conforme descrito por Alves et al.
[11]. Calculado a partir da relagdo da massa
de extrato seco por massa da droga vegetal
expresso em percentagem conforme equacgao
1. Rend (%) = (g Ext Sec/Drog Veg)*100 Eq.(1)
Onde g Ext Sec = (g) do extrato seco, g Drog
Veg = (g) droga vegetal.
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Paradeterminagadodamassasecaedaumidade,
foi utilizada 150 g de flores e capitulos florais.
A umidade foi determinada gravimetricamente
conforme descrito por Franzen et al. [12],
através da diferenca de massa em estufa com
circulagao de ar forgada (Thoth, Mod. 510) a
105 °C até massa constante, e a massa seca
total foi determinada pela diferenca do valor
de umidade da amostra integral.

A avaliagdo organoléptica (cor e aroma) e
fisico-quimica para soélidos totais e indice de
refragcdo (Hanna Instruments, Mod.

HI196800), foi avaliada conforme descrito por
Dominguez et al. [13]. O pH foi determinado
através de um pHmetro digital de bancada
(Lucadena, Mod. 210-P), com uma aliquota de
50 mL de extrato bruto. A densidade relativa
foi determinada utilizando picnémetro de 1
mL, conforme descrito por Alarcén et al. [14].
O resultado foi expresso em gmL'a 20 °C. O
conteudo de flavonoides totais foi determinado
segundo metodologia de Gongalves et al.
[15]. Uma aliquota de 0,5 g de flores foram
adicionadas em uma solugao extratora de
etanol (95%) acidificada com &cido cloridrico
1,5 N (85:15) em um baldo volumétrico de 25
mL. Apos repouso de 24 h. ao abrigo de luz,
procedeu-se a filtracdo e em seguida leitura
da absorbancia em espectrofotometro UV-
Vis a 734 nm. Para o calculo do conteudo de
flavonoides totais, utilizou-se a equacao 2.
Flavonoides mg 100 g = (A x FD/76,6) Eq. (2)
Uma varredura foi realizada entre os
comprimentos de ondas 400 a 900 nm em
espectrofotdmetro UV-Vis (Bel Photonics, Mod.
M-51) por absorbancia utilizando cubeta de
quartzo com campo de 1 cm a partir do extrato
bruto 1 mL, afim de descrever as possiveis

classes metabdlicas presentes conforme
descrito por Garcia et al. [16], e Menezes Filho
etal. [17].

Prospecc¢ao fitoquimica

Foram realizadas analises colorimétricas e de
precipitacdo para as classes de compostos
fendlicos, agucares redutores, ndo redutores,
taninos, flavonoides, antraquinonas, cumarinas,
acidos organicos, catequinas, esteroides
e triterpenos, saponinas espumidica e
hemolitica, glicosideos cardiotonicos, duplas
olefinicas, benzaquinonas, naftaquinonas e
fenantraquinonas, alcaloides e depsideos e
depsidonas conforme descrito por Menezes
Filho e Castro [18], glicosideos cianogénicos,
conforme descrito por Rodrigues et al.
[19], polissacarideos, purinas, resinas e
sesquiterpenolactonas conforme descrito por
Simdes e De Almeida [20].

O indice de oxidagio foi determinado em
segundos (seg.) conforme descrito por
Menezes Filho et al. [21]. Em béquer de 100
mL, foi pipetado cerca de 3 mL do extrato
metandlico 70% e adicionou-se 48 mL de agua
destilada, sob agitagao constante. Em tubo de
ensaio de 25 mL, uma aliquota de 0,5 mL foi
diluida, com 0,5 mL de agua destilada e 1 mL
de uma solucdo aquosa de acido sulfurico 20%
(P.A = ACS) (m/v). O tubo de ensaio foi agitado
em Vortex por 1 minuto, logo em seguida, o
tubo foi mergulhado em um banho de gelo
resfriado a -8 °C. Cerca de 50 pyL de uma
solugdo aquosa de KMnO, (PA - ACS) 0,1 N
(p/v) foi acrescido no tubo e homogeneizado
manualmente, e cronometrou-se o tempo até
o desaparecimento da cor vermelha contra
fundo branco.
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Os resultados foram comparados com o grupo
controle (branco). Para aintensidade da reagédo
foi utilizado teste de cruzes (+) fraco positivo,
(++) moderado positivo e (+++) fortemente
positivo, e (-) negativo [10]. Para o teste de
hemdlise em tecido hematopoiético humano
a 5%, foi utilizado suspencao de hemacias em
solucao aquosa salina a 0,85%. As imagens
microscépicas foram geradas em microscépio
optico (Global Optics, Mod. NO215B) com
objetivas planacromatica 4,10 e 40 X, e camera
acoplada ao microscopio (GX) Full HD 30 FPS.
Uma aliquota de 20 pL mL™ foi adicionado a
150 yL mL" do concentrado de hemacias a 5%.
O tempo foi avaliado em 5 e 10 minutos. Como
controle negativo foi utilizado solucdo de
hemacias a 5% e solucao hidroetandlica 70%.
Acaracterizacdaodoextratohidroetandlicofloral
foi realizada por cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando placa cromatografica
(DC-Fertigfolien Alugran® Xtra SIL G/UV,,,),
em tiras com as seguintes dimensodes (2 cm
x 10 cm). Foram utilizadas as seguintes fases
moveis: acetona, cloroférmio, acetato de etila,
e a combinacao entre cloroférmio/acetato de
etila, e como solucdes reveladoras: vanilina
sulfurica, luz ultravioleta comprimento de
ondas curto e longo UV (254 nm e 365 nm),
cloreto férrico, acido crémico, vapor de lodo,
solucao aquosa de permanganato de potassio,
verde de bromocresol e difenilamina acida.
O fator de retencdo (Rfs) foi determinado
utilizando uma régua milimétrica, conforme
descrito por Alves et al. [11]. Os agucares
redutores e nao redutores, foram identificados
utilizando padrdes de glicose, frutose, xilose,
dextrina e sacarose a 1% e revelados com
solugdo de difenilamina sulfdrica 1% (m/v)
conforme descrito por Silva et al. [22].

Atividade antioxidante na redug¢ao do DPPH e
determinagao dos compostos fendlicos totais
O conteudo de compostos fendlicos totais foi
quantificado através do método colorimétrico
utiizando  reagente  Folin-Ciocalteau e
espectrofotometria UV-Vis no comprimento de
ondas em 725 nm. A extragao dos compostos
fendlicos foi realizada utilizando uma solugao
aquosa de etanol 70%. Os resultados foram
expressos em mg equivalentes de acido galico
(EAG) por 100 g' em base de flores in natura,
conforme descrito por Gongalves et al. [15], e
Menezes Filho e Castro [18].

Avaliagao do comprimento de onda critico

O extrato hidroetandlico floral foi avaliado a
partir da diluicao inicial de 50 mg L em etanol
99% (LS Chemicals, P.A — ACS, pureza 99,5%).
Para varredura, foi utilizado cubeta de quartzo
de campo unico de 1 cm, e espectrofotometro
UV-Vis (Belphotonics, Mod. M51), entre os
comprimentos de ondas de A 290 a 400 nm,
verificando a absorcao na regidao do ultravioleta
(UVA e UVB). Como branco instrumental, foi
utilizado etanol 99% [23].

Atividade hemolitica

A determinacgao da atividade hemolitica seguiu
conforme descrito por Ramos et al. [24]. Em
trés tubos Falcon conicos (Sarstedt) de 50
mL, foram acrescidos com 5 mL de solugao
fisiolégica de NaCl na concentracao 0,9%
(m/v) (Arboreto) e trés tubos Falcon conicos
como controle positivo contendo agua
destilada e sangue. O ensaio foi realizado
nas seguintes concentragdes 50; 100; 150;
250; 500; 750; 1000 pg mL' de extrato
hidroetandlico floral 70% de S. ferrugineus em
baldo volumétrico de 25 mL (Laborglas). As
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amostras foram incubadas em temperatura
de 25 °C em banho ultratermostatizado (Solab,
Mod. SL 152-1) por 15 min. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas (Solab, Mod.
SL-700) a 3000 RPM durante 20 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi analizado em
espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de
ondas em 540 nm em absorbancia, utilizando
cubeta de quartzo com campo Optico de 1
mm. O percentual hemolitico foi determinado
com o Abs do controle positivo como 100%.

Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em
triplicata, seguidos de * desvio padrao. Para
avaliacao estatistica, foi empregado teste
de Tukey para determinacgao da diferenca (p
< 0,05). Foi utilizado o programa estatistico
PAST 3 (versdo gratuita, junho, 2020, 4.03).
Para o teste de porcentagem hemolitica, os
dados foram tratados pelo Microsoft Excel
(versdo paga, 2010). Para a varredura em

espectrofotometria, foi utilizado o programa

O porcentual hemolitico foi determinado
conforme equacgao 3, proposta por Dacie et al.

[25]. %Hem.=(Abs, _ )*100/(Abs__ ) Eq.(3)

Origin (versao 8, OriginLab).

amostra:

Resultados e Discussao

A seguir esta apresentada a chave de identificagao da espécie S. ferrugineus, conforme descrito
por Loeuille et al. [26].

1. Estames 5; pétalas 2,5-5,6 mm compr.; plantas ginodidicas (mas flores femininas esparsas).
2.Indumento nafaceabaxialdasfolhasheterogéneo: pequenostricomasestreladosformandouma
camada alvo-acinzentada e tricomas estrelados maiores normalmente ferrugineos distribuidos

aolongodasnervurasde maior Calibre............ocoooioiiiiiiiicii e 3.S. maninul
2'. Indumento na face abaxial das folhas homogéneo: tricomas estrelados uniformes formando
indumento cinéreo a verde-claros, as vezes ferrugineo in sicco.......................... 5.S. pedicellatus

1'. Estames 10; pétalas 6,5-19 mm compr,; plantas hermafroditas.
3. Calice castanho a castanho-escuro, esparsamente estrelado-anoso ou pubescente.
4. Peciolo 3-10 mm compr.; calice com menos que 5 mm larg., ndo estriado na parte proximal,

com indumento pobre em tricomas ferrugineos............ccccceeveeeieeeenieennne. 6. S. rotundatus
4'. Peciolo 12-24 mm compr.; calice com mais que 5 mm larg., estriado na parte proximal, com
indumento rico em tricomas ferrugingos...........ccoevveeeiiiieiie e 4. S. martii

3'. Calice amarelado a esverdeado-cinza tomentoso, as vezes densamente fulvo-estrelado.

5. Indumento da face abaxial das folhas canescente, tricomas estrelados com raios menores
que 0,5 mm compr.; nervuras quartenarias nao proeminentes e pouco visiveis cobertas pelo
indumento; calice 4,2-4,8 mm compr.; pétalas 1-1,4 mm compr.; planta de borda de mata.............
...................................................................................... 1. S. camporum

5. Indumento da face abaxial das folhas castanho, tricomas estrelados com raios maiores
que 0,5 mm compr.; nervuras quaternarias proeminentes e, geralmente, ndao cobertas pelo
indumento; calice 2,7-4,5 mm compr.; pétalas 1,3-1,9 cm compr.; planta de cerrado ou campo
FUPESTIC...ceiieieeeeeee et e ettt e e e e e et e e e e e e e enaaeeeeeenaennees 2. S. ferrugineus
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Os resultados apresentados neste estudo
sao inéditos para a espécie Styrax ferrugineus
avaliando o extrato hidroetandlico do o6rgio
onde fornecerdao dados a partir da
pesquisa basica para novos experimentos
avaliando esta espécie vegetal tdao pouco
estudada.

O periodo de floragao para o material coletado
neste estudo para a regiao Sudoeste, municipio
de Rio Verde, Goids, foi entre maio a julho de
2020 para o dominio Cerrado. Loeuille et al.
[26], apresentam para S. ferrugineus ampla
distribuicdo nos Cerrados e campos rupestres
do Parana até Espirito do Santo e Minas Gerais,
pelo Brasil Central até os territérios da Bolivia
e Paraguai. Conforme Saraiva et al. [27], a
espécie floresce entre maio e agosto em uma
area de Cerrado localizado em Corumbatai,

floral,

estado de Sao Paulo, Brasil. No entanto os
pesquisadores observaram floragao na serra
do Cip6 nos meses de janeiro a junho. Nos
estudos de Silva et al. [28], os pesquisadores
avaliaram os frutos de S. ferrugineus, com
época de coleta no més de outubro de 2012, em
duas areas nos municipios de Santa Cecilia e
Patrocinio Paulista, Sao Paulo, Brasil. Sugerido
que, o periodo de floragao antecede os meses
de agosto a setembro para areas de bioma de
Mata Atlantica.

Na Figura 1, esta apresentado o extrato bruto
floral hidroetandlico apds filtragdo de S.

ferrugineus.

Figura 1. Extrato hidroetandlico bruto das flores de
Styrax ferrugineus. Fonte: Autores, 2020.

O extrato floral de S. ferrugineus apresentou
coloragao cristalino,
homogéneo,
adocicado (Figura 1).

visual esverdeado,

translucido e aromatico

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados
dos ensaios fisico-quimicos para o extrato
das flores de S. ferrugineus coletadas em Rio
Verde, Goias, Brasil em 2020.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos do extrato hidroetanélico floral de Styrax ferrugineus. Fonte:
Autores, 2020.

Parametros Resultados*
Rendimento de extrato (%) 10,43+0,18
Massa seca total (%) 18,45+0,19
Teor de umidade (TU%) 81,55+0,16
pH 7,22 + 0,02
Soélidos totais (ST%) 1,96 + 0,09
[ndice de refracdo (n,) 1,3721+0,14
Densidade relativa (g mL™) 20 °C 0,8406 + 0,00
Flavonoides totais (mg 100 g™) 186,78 + 0,21

*Todos os ensaios foram realizados em triplicata seguido de * desvio padrdo. Fonte: Autores, 2020.

O rendimento de extrato apresentou bom rendimento de 10%, com massa seca de 18% e teor de
umidade de 81%. O pH do extrato bruto in natura doi de 7,22, com sélidos totais de 1%, indice de
refragéo de 1,37 n,, densidade relativa de 0,84 g mL" e conteudo de flavonoides totais de 186 mg
100 g” para o extrato floral de S. ferrugineus (Tabela 1).

Na Tabela 2, estdao apresentados os resultados das analises das inumeras classes fitoquimicas
a partir do metabolismo secundario do extrato floral de S. ferrugineus.

40
w
= 30
E 4?6
20
"6 467
12
0
< 10
—_— 66|3
0 - ————

300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda (nm)

Figura 2. Andlise espectrofotométrica UV-Vis do extrato floral hidroetandlico 70% de Styrax ferrugineus entre 900 a
400 nm em absorbéancia. Fonte: Autores, 2020.

No espectrograma de varredura em UV-Vis (Figura 2), observam-se trés resultados nas bandas
436, 467 e 663 nm para o extrato hidroetandlico floral de S. ferrugineus. Nas bandas de 436
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e 467 nm possivelmente sdo caracterizadas
por absorcdes para a classe fitoquimica que
corresponde aos flavonoides ou carotenoides
(B-caroteno) [29,30,31]. Em 663 nm regido do
vermelho, devido as transi¢cdes eletrénicas de
porfirinas, pois apresentam forte absorcao nas
regides do espectro eletromagnético para azul
(préximo a 400 nm) e no vermelho (préximo
a 700 nm) fazem com que sejam absorvidas
e observadas em bandas caracteristicas da
regiao verde do espectro, provavelmente pode
estar relacionado a absorgao de clorofila (a/b),
entre 600 a 700 nm [29,32].

A solucdo hidroetandlica 70% demonstrou
ser eficiente para extracdo das classes dos
flavonoides, carotenoides e clorofilas no
extrato floral de S. ferrugineus. Bernardi et
al. [29], complemente que, os carotenoides
hidrocarbonetos sdo geralmente hidrofébicos
e as xantofilas carotenoides oxigenados
possuem baixa polaridade, enquanto que
solventes com maior polaridade apresentam
melhores resultados de extracdao para
clorofilas.

Na Tabela 2, estdo apresentados os resultados
qualitativos para a prospeccao fitoquimica
do extrato floral hidroetandlico 70% de S.
ferrugineus.

Tabela 2. Prospeccao fitoquimica do extrato
hidroetanodlico flora de Styrax ferrugineus.
Fonte: Autores, 2020.

e depsidonas, esterdides e triterpendides,
flavondis, xantonas e eficiente tempo de
oxidacao.

De acordo com Silva et al. [28], sdo descritos
poucos estudos para S. ferrugineus, sendo
o conhecimento desta espécie bem restrito
quanto as suas atividades biologicas e
constituicdo fitoquimica. Entre comunidades
indigenas brasileiras, S. ferrugineus é utilizada
no tratamento de processos gastrointestinais
e em picos febris de patologias nao
identificadas [33,34]. E descrito a presenca
de resina secretada das cascas do caule,
sendo alternativa quando empregada a resina
de benjoim com acbes antiinflamatérias
[28,35,36].

Nos estudos de Silva et al. [28], os
pesquisadores avaliaram os extratos aceto
etilico e metandlico do fruto de S. ferrugineus
por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), onde conseguiram identificar
os seguintes compostos fitoquimicos
homoegonol (1), egonol (2), 7-demetoxi egonol-
2-metilbutanoato (3), egonol gentiobiosideo
(4), acetato de homoegonol (1a), acetato de
egonol (2a), demetoxi egonol (5), demetoxi
homoegonol (6), egonol-2-metilbutanoato
(7). Alguns destes compostos fitoquimicos
apresentam importante agao citotdxica, como
demonstrado por De Oliveira et al. [37], onde
homoegonol (1) e egonol (2) apresentaram
atividade para células normais humana
(GM07492A), melanoma murino (B16F10),
adenocarcinoma cervical humano (HelLa),
carcinoma hepatocelular de figado humano
(HepG2), adenocarcinoma mamario humano
(MCF-7) e glioblastoma humano (M059J).
Luis et al. [38], testaram o extrato foliar
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Classes Resultados
Glicosideos cardiacos +++
Glicosideos cianogénicos +
Alcaloides ++
Acidos organicos ++
Agucares redutores ++
Acgucares nao redutores +++
Cumarinas +
Saponinas espumidicas ++
Saponinas hemoliticas ++
Polisacaridos -
Fendis +++
Taninos Verde
Flavonoides e
Purinas +++
Resinas -
Catequinas +++
Auronas e Chalconas -
Depsideos e depsidonas +++
Heterosideos cianogenéticos +
Benzoquinonas, naftaquinonas e fenantraquinonas ++
Antraquinonas -
Esteroides e triterpendides +++
Sesquiterpenolactonas -
Proteinas e aminoacidos -
Leucoantocianidinas -
Antocianidinas -
Flavonodis +++
Flavanonas -
Flavanonois -
Xantonas +++
Dupla olefinicas ++
Azulenos -
Tempo de oxidagao 5seg.*

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e comparados ao padrao do extrato in natura. Verde = positivo para
taninos condensados ou catéquicos. *Sob homogeneizacdo. Fonte: Autores, 2020.

Observam-se na Tabela 2, varias classes de compostos fitoquimicos de grande interesse
farmacéutico, biotecnoldgico e agricola como glicosideos cardiacos, agucares nao redutores,
fendlicos, taninos condensados ou catéquicos, flavonoides, purinas, catequinas, depsideos
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diclorometanico de S. ferrugineus, onde
encontraram atividade de inibicdo antifungica
para Aspergillus sp. e para Penicilium sp. em
uma concentracao de 300 ppm. Braguine et al.
[35], avaliaram os extratos das espécies Styrax
camporum e S. pohlii coletadas no Cerrado
brasileiro no municipio de Luis Anténio, em
Sao Paulo, onde separaram os compostos
caempferol-3-0-(2”,4"-di-O-(E)-p-coumaroil)-B-
;-glucopiranosideo (1), caempferol-3-0-(2",6"-
di-0-(E)-p-coumaroil)-B--glucopiranosideo
(2), quercetina (3) e caempferol (4) por CLAE,
onde os compostos (2) e (4) apresentaram
acao antiesquitossomida em adultos in vitro
de Schistosoma mansoni. Ja Pauletti et al.
[39], afirmaram em estudo que os compostos
flavondlicos nor-lignina 5-(3"-hidroxipropil)-7-
metoxi-2-(3',4-metil-enedioxifenil)benzofurano
(1) e 5-(3"hidroxipropil)-7-metoxi-2-(3’,4'-
dimetoxifenil) benzofurano (2) apresentam

atividade antifungica para cepas de Candidas,
C. albicans, Cladosporium cladosporioides
e Staphylococcus aureus, e os compostos
5-[3"-(B-,-glucopiranosiloxi)propil]-7-metoxi-
2-(3',4-metilenedioxifenil)benzofurano (3)
e lignina alcool hidrodehidrodiconiferil (5),
inibem a acao de S. aureus e C. albicans.

Na Tabela 3, estdo apresentados os ensaios
a partir do pH para determinacao das classes
fitoquimicas que reagem conforme a variagao
do pH do meio.

Tabela 3. Determinacao por classe de flavo-
noides para o extrato hidroetandlico floral de
Styrax ferrugineus. Fonte: Autores, 2020.

Classes

pH3 pH85 pH11

Antocianinas e antocianidinas - - -

Flavonas, flavondis e xantonas - -

Chalconas e auronas
Flavanonois

+++

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e comparados ao padrédo do extrato in natura. Fonte: Autores,

2020.

Observa-se na Tabela 3, a presenca pelo teste de variagao de pH onde ocorre reagéo colorimétrica
fortemente positiva, conforme teste de cruzes para a presencga qualitativa de Flavonas, flavonois
e xantonas a partir do extrato bruto floral de S. ferrugineus. Varias destas classes de compostos
fitoquimicos como flavonas, flavondis e xantonas, dentre outras, apresentam absorg¢ao na regiao
do ultravioleta, sendo esta, uma importante caracteristica no desenvolvimento de cremes e

logdes fotoprotetoras [30].

Na Tabela 4, estao descritos os resultados colorimétricos para as classes de leucoantocianidinas,
catequinas e flavanonas a partir do extrato bruto floral de S. ferrugineus.
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Tabela 4. Determinacao por classes de Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas no extrato
hidroetandlico floral de Styrax ferrugineus. Fonte: Autores, 2020.

Classes pH Acido pH Alcalino
Leucoantocianidinas - -
Catequinas +++ -
Flavanonas - -

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e comparados ao padrdo do extrato in natura. Fonte: Autores,
2020.

Observa-se na Tabela 4, apenas a presencga fortemente positiva para a classe de catequinas.
O resultado para este ensaio corrobora com o resultado obtido utilizando outra metodologia
para identificacdo qualitativa de catequinas observada na (Tabela 2), onde apresentou a

mesma intensidade de reag@o. As catequinas  Tabela 5. Andlise por cromatografia em
apresentam atividade fotoprotetora com camada delgada CCD para o extrato floral

moléculas reativas que s&o absorvidas na hidroetandlico de Styrax ferrugineus. Fonte:
regido do ultravioleta [30]. Autores, 2020.

Na Tabela 5, estdao apresentados os resultados
da cromatografia em camada delgada CCD
para o extrato floral de S. ferrugineus.

Eluentes 1 2 3 4 5 6 7 8
CzHeO 075 070 080 070 065 080 070 0,60
045 035 0,70 065 035 050 045 0,59
015 0,67 0,50 035 023 0,35
0,58 035 0,20 0,40
0,50 0,30 0,33
0,40 020 0,19
0,31
0,15
CHCIs nd* 014 063 014 083 050 067 021
0,24 013 040 020 018
0,18 0,14 014
0,15
C4Hs02/CHCIs 0,74 048 080 040 065 065 nd* 0,15
0,73 040 040
0,43 015 015
0,15

1=UV,, nm.2=UV, nm. 3 = Solugdo aquosa de vanilina sulfdrica. 4 = Solugdo aquosa de cloreto férrico. 5 =
Vapor de lodo. 6 = Solugdo aquosa de permanganato de potdssio. 7 = Solugdo aquosa de verde de bromocresol. 8 =

Solug3o de acido cromico. nd* = ndo determinado. ** Aquecimento a 80 °C. Fonte: Autores, 2020.
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A seguinte sequéncia elotropica para os trés
eluentes apresentou maior numero de Rfs para
acetona com 34 Rfs, seguido de cloroférmio
com 16 Rfs e para a mistura acetato de etila
e cloroférmio com 14 Rfs observados. O
Rfs 0,15 para a mistura acetato de etila e
cloroférmio (1:1) foram identificados somente
apos aquecimento a 80 °C por 5 minutos para
o revelador acido cromico. Grande quantidade
de Rfs observados apresentaram altos valores
em mm, conformando que possuem maior
quantidade de compostos apolares no extrato
floral de S. ferrugineus.

Os reveladores, luz UV, nm revela compostos
fitoquimicos que absorvem a luz, geralmente
sao substancias conjugadas e presentes em
sistemas aromaticos; para a luz UV, nm,
os compostos com fluorescéncia natural
sao revelados naturalmente; para solugao de
vanilina sulfurica é especialmente sensivel
a presenca de alcoois e terpendides; para o
complexo cloreto férrico, o Fe*®* complexa com
algumas classes de compostos evidenciando
a presenca de fendis e compostos enolizaveis;
os vapores de |, se ligam com estruturas de
aminoacidos, inddis, alcalodides, esterdides,
purinas e lipidios complexando e revelando a
placa de CCD com coloragdo marrom escura;
a solugao reveladora de permanganato de
potassio mancha facilmente compostos
oxidaveis, olefinas, alcinos e aromaticos; o
verde de bromocresol mostra compostos de
acidos organicos; e para substancias dificeis
sao observadas facilmente com a solucao de
acido crémico, conforme descrito por Sherma;
Fried, [40] e De Morais et al. [41]. O ensaio
para acucares em CCD apresentou resultado
positivo para glicose (agucar redutor) e

sacarose (agucar ndo redutor) com Rfs de
0,47 e 0,32 mm, e para os padroes de glicose
e sacarose anidra com Rfs de 0,40 e 0,35 mm,
respectivamente.
A atividade antioxidante do extrato floral de
S. ferrugineus apresentou concentragdo de
inibi¢do (Cl, ) de 22,74 + 0,21 ug mL™". Quando
comparado ao acido ascoérbico com Cl, de
14,63 pg mL", observou-se que o extrato
floral apresentou eficiente taxa de reducgao do
radical livre DPPH, entretanto, inferior ao acido
ascorbico como padrdao de antioxidante de
referéncia. O conteido de compostos fendlicos
totais foi de 256,31 + 0,49 mg EAG 100 g de
extrato floral. Silva et al. [28], encontraram
atividade antioxidante para o extrato do fruto
de S. ferrugineus, reducao do DPPH de 2,40 ug
mL™".
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Figura 3. Espectroscopia no UV-Vis na determinagao
do comprimento de onda critico UVA e UVB entre os
comprimentos de ondas 290 a 400 nm. Fonte: Autores,
2020.

Na Figura 3, observa-se no comprimento de
onda maximo em 316 nm para o extrato floral
de S. ferrugineus, sendo este comprimento
maximo para o tipo de absor¢do UVB.
Provavelmente corresponde as classes dos
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flavonoides e ou carotenoides entre 300 a
550 nm [29,31]. Ferreira et al. [32], sugere que
bandas que ocorrem abaixo de 400 nm podem
estar relacionadas a presenca de a-tocoferol
e/ou a alguns acidos graxos.

Varios filtros solares com formulagao
sintética apresentam absor¢cdes em diferentes
comprimentos de ondas. Entre as faixas de
290 a 320 nm sao considerados filtros solares
UVB e entre 320 a 400 nm sdo denominados
UVA [30]. Goossens e Lepoittevin [42] discutem
sobre a mesma relagao entre os filtros solares
sintéticos para os filtros solares a partir de
extratos e 6leos extraidos de vegetais. Observa-
se ainda na Figura 3, que o extrato floral de S.
ferrugineus apresenta atividade fotoprotetora,
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onde sua composi¢cao possui moléculas com
atividade semelhantes aos filtros solares
sintéticos [30].

De acordo com Dos Santos e De Souza [43],
Pintoetal.[44],eNarayananetal.[45],0espectro
de radiacgao ultravioleta solar apresenta sérios
danos principalmente cutdneos como no
fotoenvelhecimento e em tipos de canceres de
pele. O espectro apresenta uma variada agao,
com danos actinicos agudos ou crénicos. O
espectro UV apresenta subdivisdo em trés
regides UVA (entre 320 a 400 nm), UVB (entre
290 a 320 nm) e UVC (entre 100 a 290 nm).
Na Figura 4, esta apresentado o processo
hemolitico do extrato bruto floral de S.
ferrugineus em 5 e 20 minutos de reagao.
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Figura 4. Micrografias 6ticas no processo de hemdlise em concentrado de hemécias 5%. Em (A) hemacias normo-
citicas, em (B) hemacias inicio do processo de hemélise em solugdo do extrato bruto floral de S. ferrugineus apds 5

minutos e em (C) processo hemolitico completo apds 20 minutos. Fonte: Autores, 2020.

Na Figura 4, observa-se o tecido hematopoiético com hemdcias normociticas em (A), inicio
da acao hemolitica promovida pelo extrato floral bruto sobre a membrana celular dos glébulos
sanguineos em (B) com 5 minutos de reagdo, e em (C) glébulos sanguineos completamente
destruidos com extravasamento de conteldo intracelular (hemoglobina) com 20 minutos de
reacao. Na Figura 5, foi determinada a porcentagem hemolitica sobre diferentes concentragées
de extrato floral de S. ferrugineus, onde foi possivel determinar sua agao através da concentragao

do extrato versus porcentagem de hemolise.




MENEZES FILHO, A. C. P. e colaboradores- Braz. J. Nat. Sci. revista eletronica ISSN: 2595-0584 - V.3 - N.3

Na Figura 5, estd apresentado o ensaio
hemolitico promovido pelo extrato floral de S.
ferrugineus em diferentes concentracdes (ug
mL").

70,00
62,07a
56,572

44,45
29.67¢
T 22.71c

1000 pg ml. 750pgml 500pgml 250pgml 100pgml 50 pg mL

s 3 8
g8 8 8

g B 8
2 8 =B

Porcentagem de Hemélise (%0)

o
g

Conc. pg mL extrato floral de S. ferrugineus

Figura 5. Ensaio de porcentagem de hemdlise do extrato
floral hidroetandlico 70% de Styrax ferrugineus.

Cor da barra: vermelho (alta), amarelo (média), verde
claro (moderada) e verde escuro (baixa).

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autores, 2020.

Conforme se observa na Figura 5, o extrato
hidroetanodlico floral apresenta na maior
concentragcao de 1000 pg mL" com atividade
de 62% considerada alta, entretanto, nas
demais concentragdes foi observado menor
intensidade hemolitica, principalmente na
menor concentragdo de 50 pg mLT com
15%. Entretanto, o extrato demonstrou ser
fracamente hemolitico quando comparados a
outros estudos.

Devido a falta de dados para comparagao
destes resultados com o género Styrax, este
estudo comparou com os resultados de
outros extratos vegetais, como nos estudos
de Ramos et al. [24], onde encontraram
percentual de hemdlise de 29,31% a 74,43%
para a concentragdo de 1000 pg mL" para
os extratos hidroetandlicos 80% da casca e
das folhas de Erythrina velutina. Siqueira et
al. [46], encontraram atividade hemolitica de

17,83% para o extrato foliar de Microgramma
vaccinnifolia para a concentragao de 1000 ug
mL". J& Sousa et al. [47], os pesquisadores
observaram atividade hemolitica de 63,88% na
maior concentragao usual de 400 uyg mL" para
o extrato hidroetandlico 70% das cascas do
caule de Ziziphus joazeiro. Conforme Ramos
et al. [24] e Nofiani et al. [48], nos processos
hemoliticos acima de 40% sao considerados
altos, sendo os extratos altamente hemoliticos.
Para Ramos et al. [24], Veiga Junior et al. [49],
as plantas medicinais apresentam algum
grau de citotoxicidade, sendo um problema
de saude publica, por apresentar diversos
efeitos, como automedicagao, uso excessivo
da droga vegetal e interagbes com outras
drogas. Algumas classes de fitoquimicos
como saponinas e terpenos apresentam grau
elevado de atividade citotdxica devido a agao
tensoativa em interagir com a membrana
dos eritrécitos, causando deformagao da
membrana e extravasamento do conteudo
hemoglobinico [50].

Ainda, Kalaivani et al. [51], complementam que,
o ensaio hemolitico é de grande importancia
para se conhecer o comportamento do extrato
vegetal ou de substancia sintética quanto ao
seu potencial citotoxico na mensuragao sobre
a lesdo na membrana plasmatica das células
com a formacgao de poros ou ruptura total.
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