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Resumo

Doliocarpus dentatus (Aubl.) Standl., popularmente conhecida como “cipd mata sede”, “cipd de fogo” e “cipo
vermelho”, é utilizada para tratar diversos problemas de saude, entretanto, ndo ha estudos que avaliem a
influéncia sazonal na toxicidade e na composi¢do quimica da infusdo das folhas desta espécie. Assim, o
presente estudo visou avaliar a influéncia sazonal na toxicidade, composig&o quimica e atividade antioxidante
da infusdo das folhas D. dentatus. O rendimento das amostras obtidas no verdo, outono, inverno e primavera
foram: 35,80%; 37,27%; 33,55%; 32,80%, respectivamente. Os teores de flavonoides foram maiores nas
amostras obtidas no outono (7,20£0,21 mg g') e verdo (6,76+0,06 mg g'). No potencial antioxidante os
maiores valores foram nas amostras obtidas no inverno (5,50+0,07 ug mL), seguido da primavera (3,72+0,28
ug mL"), verdo (2,78+0,31 ug mL™") e outono (1,24+0,54 ug mL™"). No teste com A. salina as amostras obtidas
no verdo, outono, inverno e primavera apresentaram DLso de 3,48+0,11 mg mL"; 3,34+0,13 mg mL™";
3,67+0,11 mg mL" e 3,58+0,13 mg mL™", respectivamente, ndo apresentando toxicidade. Assim, amostras
sazonais de D. dentatus apresentaram diferencgas significativas no rendimento, teor de flavonoides e potencial
antioxidante. Ja para a toxicidade ndo houve diferengas significativas entre as amostras.

Palavras-chave: Cipé mata sede. Cip6 de fogo. Cipé vermelho. Saponinas. DPPH. Artemia.

Abstract

» o«

Doliocarpus dentatus (Aubl.) Standl., popularly known as “cip6 mata sede”, “cipé de fogo” and “cipd
vermelho”, is used to treat health problems, however, there are no studies that assess the seasonal influence
in the toxicity and chemical composition of the infusion leaves of this species. Thus, the present study aimed
to evaluate the seasonal influence on toxicity, chemical composition and antioxidant activity of the infusion
of D. dentatus leaves. The yield of samples in summer, fall, winter and spring were: 35.80%; 37.27%;
33.55%; 32.80%, respectively. Flavonoid contents were higher in samples obtained in fall (7.20£0.21 mg g
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) and summer (6.76+£0.06 mg g'). In the antioxidant potential, the highest values were in the samples
obtained in winter (5.50+0.07 pg mL™"), followed by spring (3.72+0.28 ug mL"), summer (2.78+0 .31 ug mL-
) and fall (1.24 + 0.54 yg mL"). In the test with A. salina, the samples obtained in the summer, fall, winter
and spring had a LDso of 3.48+0.11 mg mL"; 3.34+0.13 mg ml"; 3.67+0.11 mg mL-" and 3.58+0.13 mg mL-
1, respectively, showing no toxicity. Thus, seasonal samples of D. dentatus showed significant differences
in yield, flavonoid content and antioxidant potential. The toxicity, there were no significant differences

between samples.

Keywords: Cipé mata sede, Cip6 de fogo. Cipé vermelho. Saponins. DPPH. Artemia.

Introducgao

As plantas medicinais sdo importantes no desenvolvimento de drogas farmacoldgicas, visto que seus
constituintes s&o utilizados diretamente como agentes terapéuticos e também na sintese de compostos
Bioativosl!l, além das facilidades de acesso e menor custo financeirold. Somente no Brasil, ha uma
grande diversidade de plantas medicinais, usadas como matérias-primas na produgao de fitoterapicos e

outros medicamentos!2.

Uma das formas populares de preparo das plantas para consumo ¢ a infusdo ou decocgdo, comumente
denominadas de chall. Porém, grande parte dessas plantas consumidas dessa forma ndo foram

submetidas as pesquisas cientificasl,

O consumo das plantas medicinais na forma de cha, apesar de apresentarem inimeros beneficios, podem
ter efeitos mutagénicos e/ou genotdxicos devido a presenga de substancias toxicasl, o que demonstra a

necessidade de pesquisas e testes para o consumo seguro.

A Doliocarpus dentatus (Aubl.) Standl. € uma planta medicinal comumente encontrada nas florestas
tropicais baixas de paises da Mesoameérical. No Brasil esta presente em biomas como cerrado e na
Amazonia%2, sendo, portanto, uma espécie adaptavel. E caracterizada morfologicamente por habito de
liana lenhosal®. E uma trepadeira de casca parda avermelhada que se tornou conhecida como “cipé mata

» o«

sede”, “cipd de fogo” e “cip6é vermelho”, que se desenvolve moderadamente e apresenta resisténcia as

secas e temperaturas baixas!?.

Essa planta é frequentemente usada como ténico em conjunto com outras plantas; e seus caules e cascas
possuem propriedades afrodisiacasi®. E também indicada para o tratamento de cistites, além de ser

empregada como diuréticos e laxantes!®,

Estudos in vitro com a D. dentatus demonstraram sua atividade anti-inflamatorial; antimicrobiana frente a
cepas de Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae e Staphylococcus aureus'? e os extratos etanolicos de suas
folhnas demonstraram também atividade antimicrobiana frente a Mycobacterium tuberculosis®®. Ademais, o

caule da planta apresenta ag&o anti-Leishmania frente as amastigotas de Leishmania amazonensest,

Estudos com extratos das hastesl®l e das folhas de D. dentatus indicaram a presenca de flavonoides®12, A
presenca de flavonoides & importante devido as propriedades e ag¢des farmacoldgicas que possuem, tal

como: atividade antioxidante; anti-inflamatéria e de efeito vasodilatador; agdo antialérgica; atividade
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antitumoral; anti-hepatotoxica, antiulcerogénica; atuagéo antiplaquetaria, bem como ag¢des antimicrobianas

e antiviraist2l.

Compostos ou extratos antioxidantes podem ser de grande beneficio para a saude, pois sdo capazes de

proteger um organismo, adiando ou até prevenindo varias doengas degenerativast!4,

Ha estudos com extratos etandlicos das folhas de D. dentatus em roedores que indicam que estes ndo
induzem a danos genéticos ou genotoxicos®J; e que o consumo deste durante o periodo de gestagédo ndo

provoca alteragdes no desenvolvimento embriofetal, bem como n&o afeta a integridade do DNAL,

Para garantir o consumo seguro de plantas medicinais, sdo necessarios testes de verificagdo. A avaliacdo

da letalidade em um organismo animal menos complexo pode ser usada para avaliar a toxicidadeSl,

O teste em Artemia salina, microcrustaceo, tem a vantagem de ser rapido, barato e simples, além de ser
utilizado facilmente um grande numero de organismos e ndo requerer nenhum equipamento ou

treinamento especiallfl,

A toxicidade dos extratos etandlicos das folhas de D. dentatus ja foram testadas em roedores E7; bem
como para o extrato aquoso!2. Desta forma, o presente estudo visou avaliar a influéncia da sazonalidade

na toxicidade, composi¢do quimica e atividade antioxidante da infusdo das folhas de D. dentatus.

Material e Métodos

Material vegetal e obtengao do extrato aquoso

As folhas de D. dentatus foram coletadas em Campo Grande — Mato Grosso do Sul, coordenadas
geograficas: 20°29°'59.6”S 54°36°46.1°0, nos meses de janeiro de 2019, maio, julho e setembro de 2018.
As exsicatas foram identificadas pelo Dr. Arnildo Pott e foi depositado comprovante (CGMS49860) no
herbario da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) em Dourados no estado de Mato Grosso
do Sul. O cadastro para acesso ao patrimonio genético brasileiro foi realizado no SisGen sob o numero
A32F98E. As folhas foram secas em estufa de ar circulante a 37+2°C e trituradas em moinho tipo Willey
(Marconi) peneira de 10 mesh. Posteriormente, as amostras foram embaladas, etiquetadas e armazenadas

a temperatura ambiente.

Os extratos aquosos de D. dentatus foram obtidos por meio de infusdo, a qual as folhas da planta ficaram
em contato com agua ultrapura inicialmente na temperatura de 95°C por um periodo de 10 minutos em um
recipiente fechado4. O recipiente foi aberto e apos mais 20 minutos retomou a temperatura ambiente,
sendo entao filtrados e os liquidos subsequentemente congelados e posteriormente liofilizados (Alpha 1-
2LD Plus, Christ, com os pardmetros de vacum 0,045 mbr e temperatura de — 42°C), entdo armazenados
em frascos hermeticamente devidamente fechados. Foram entdo etiquetados com cédigos de identificagao,
sendo EAJAN19= extrato aquoso obtido com amostras coletadas em janeiro de 2019 (verao), EAMAI18=
extrato aquoso obtido com amostras coletadas em maio de 2018 (outono), EAJUL18= extrato aquoso obtido
com amostras coletadas em julho de 2018 (inverno) e EASET18= extrato aquoso obtido com amostras
coletadas em setembro de 2018 (primavera). Para cada extrato obtido foram calculados os rendimentos.

Os extratos foram preparados em triplicata.
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Composigao quimica

Os testes de determinagcdo da composi¢cdo quimica foram realizados todos em ftriplicata e com uma
concentragao inicial de 1 mg mL-' para obtengao dos espectros de absorgdo molecular (UV-Vis), flavonoides

€ saponinas.

Para determinagao de flavonoides, 1000 uL de cada amostra foram adicionados a 1000 pL de cloreto de
aluminio 2% (AICls 6H20) previamente preparado em solu¢do metanol. A solugéo preparada reagiu por 15
minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 430 nmU8l, Para calcular
a concentracao de flavonoides, foi preparada uma curva analitica utilizando a rutina como padréo. Com os
dados obtidos foi realizada a regresséo linear e obtida a equagao da reta com R?=0,9990; a = 0,0019 e b

= 0,0105. O resultado foi expresso em mg de rutina por g de extrato liofilizado.
A presencga de saponinas nas amostras foi avaliada por meio do teste de espuma persistentel!9,

A absorbéancia foi medida por um espectrofotdmetro digital UV-visivel (Global Trade Technology GTA-97),
varrendo entre os comprimentos de onda entre 200 e 800 nm, com intervalos de 1 nm e caminho 6ptico de

1 cm, utilizando &gua ultrapura como branco.
Atividade antioxidante

A avaliagdo foi realizada em cinco concentragdes diferentes para cada amostra: 1 mg mL™", 0,5 mg mL"",
0,1 mg mL™, 0,01 mg mL"'e 0,001 mg mL"".

Os extratos aquosos foram analisados por meio do método radical livre DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil),
realizados todos em triplicatas e em uma sala sob abrigo da luz, com uma temperatura controlada (25+1°C).

O DPPH foi preparado na concentracédo de 0,004% em metanol.

Apos o preparo inicial, foram adicionados 3000 pL da solugéo de DPPH para cada 100 uL das amostras de
D. dentatus de cada més em estudo e, seguindo a metodologia descrita na literatura??, apos 30 minutos
de reacdo foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm. As
amostras foram diluidas apds a realizagcdo dos testes iniciais, para serem obtidas as concentra¢des
inibitérias minimas (Clso). Os resultados de Clso expressaram a concentragdo minima de antioxidante
necessaria para que ocorresse a redugdo de 50% da concentragdo inicial de DPPH. A partir das diferentes
diluicbes das amostras foram obtidas as absorbancias para que, em seguida, fosse montado um grafico
com % de redugdo do DPPH no eixo Y e a concentragdo dos extratos (ug mL') no eixo X, assim,
possibilitando a obtencéo da concentragao de cada amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH. As

analises foram realizadas em triplicata.
Toxicidade em Artemia salina

O teste de toxicidade em A. salina leach foi realizado como descrito na literatural’®!, porém, com algumas
modificagbes. A avaliag&o foi realizada em cinco concentragdes diferentes para cada amostra: 5,0 mg mL™,
2,0 mgmL", 1,0 mg mL™, 0,5 mg mL"e 0,1 mg mL"". Os cistos de A. salina foram incubados durante 48
horas em solugdo de 20 g L' de sal marinho sintético e 0,7 g L™' de bicarbonato de sodio (pH: 8), com

iluminagéo (60w) e aeragéo constantes. Para cada concentragéo testada foram realizadas triplicatas com
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10 larvas do 2° estagio. Como controle negativo foi empregada solugao salina e controle positivo a rutina
nas concentragées de 5,0 a 0,1 mg mL"", seguindo o mesmo procedimento. Ao término das 24 horas de
incubacao, foram analisadas as alteragdes de mobilidade dos individuos vivos e a quantidade de mortes
para o calculo da determinagédo da dose letal (DLso). Para determinagéo da dose letal para 50% foram
empregadas concentragdes de extratos no eixo X em fungdo de mortalidade no eixo Y para obter a dose

letal para matar 50% dos microcrustaceos. As analises foram realizadas em triplicata.
Andlises estatisticas

Para avaliar se houve diferencas significativas entre os dados das amostras de diferentes esta¢des do ano
em relacdo aos parametros avaliados, foram realizadas analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey

para identificar diferengas significativas entre as médias (p < 0,05).

Resultados e Discussao

Para o rendimento, teor de flavonoides e potencial antioxidante ha diferengas significativas pela analise

estatistica entre as amostras das diferentes estagdes com p < 0,05.

Os rendimentos obtidos para os extratos aquosos das folhas de D. dentatus foram 35,80%1,13%;
37,27+1,04%; 33,55+1,08%; 32,80+1,54% para as amostras EAJAN19, EAMAI18, EAJUL18 e EASET18,

respectivamente.

Em relagdo as analises, todas as amostras apresentaram resultado positivo para saponinas. Na
determinagao dos teores flavonoides, se destacaram com o maior e menor indice, respectivamente, as
amostras EAMAI18, e EAJUL18 (TABELA 1).

Ha relatos na literatura que o extrato etandlico das folhas de D. dentatus obteve 89,17 mg g™' &, e o aquoso

33,4 mg g' de teor de flavonoidesl'2, ambos apresentando maiores valores que os obtidos no presente estudo.

Na avaliagdo do potencial antioxidante pelo método do radical livre DPPH, a amostra EAMAI18 apresentou
o menor indice de concentracdo minima de antioxidante necessaria para que ocorresse a redugéo de 50%
da concentragéo inicial de DPPH (TABELA 1).

A literatura relata que quanto maior a concentragdo de Clso, consequentemente € menor o consumo de
DPPH, a ag&o antioxidante sera menorl2ll, assim demonstrando que a EAMAI18 possui mais constituintes

quimicos capazes de capturar radicais livres do que as demais amostras.

Estudos com os extratos etandlicos de D. dentatus apresentaram o valor de Clso de 62,5 ug mL'€, Este
resultado foi superior aos valores obtidos no presente estudo, demonstrando que a maior agdo antioxidante

€ nos extratos aquosos da planta.
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TABELA 1: Teores de flavonoides, potencial antioxidante e toxicidade em A. salina dos extratos aquosos obtidos das
folhas de D. dentatus.

Flavonoides Potencial antioxidante Cls, Artemia salina —

Extratos Média £ DP Média £ DP DLs, Média * DP
(mg g) (g mL™) (mg mL")
EAJAN19 6,76+0,06 2,78+0,31 3,48+0,11
EAMAI18 7,20+0,21 1,24+0,54 3,34+0,13
EAJUL18 5,62+1,23 5,50+0,07 3,67+0,11
EASET18 6,29+0,28 3,72+0,28 3,58+0,13

DP = desvio padrao.

Para determinacdo da regido de absorgdo dos extratos, foram obtidos os espectros de varredura por
absorgdo molecular nos comprimentos de onda 200 e 800 nm dos extratos aquosos de D. dentatus
(FIGURA 1). A radiagao ultravioleta (UV) compreende os comprimentos de onda entre 100 e 400 nm, a luz
visivel, de 400 a 800 nm, e a infravermelha, de 800 a 1700 nm e por ser dividida em trés partes: UVC (100-
280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm)i22l. Os maiores picos de absorgéo dos extratos aquosos
da D. dentatus foram entre 200 e 300 nm, apresentando a absor¢cdo em UVB das amostras. Os EAJAN19
e EAMAI18 apresentaram outros picos de absorbancias durante comprimentos de onda maiores, enquanto

EAJUL18 e EASET18 apresentaram poucos picos além do de maior absorc¢éo.

Em relagéo a pele humana, a radiagdo UVB tem efeitos mais significativos do que os da radiagdo UVA,
causando ressecamento, pigmentacdo profunda, envelhecimento precoce e até cancer de pele; e isso
ocorre, pois a radiacdo UVB tem um comprimento de onda menor e uma quantidade de energia maior que
a radiagdo UVAZ],

FIGURA 1: Espectros de absor¢do molecular das amostras de D. dentatus.
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No teste de determinacdo da toxicidade empregando A. salina foi possivel calcular a DLso, para a
determinacdo da dose letal de 50% dos microcrustaceos, do qual todos os extratos obtiveram resultados
similares (TABELA 1).

Um estudo considera que para serem determinadas tdxicas, as amostras devem apresentar valores de
DLso < 1000 yg mL-"24, Desta forma, as amostras da planta D. dentatus avaliadas no presente estudo
n&do apresentaram toxicidade, visto que os resultados foram acima de 3000 ug mL™". A analise estatistica
indicou que ndo ha diferengas significativas entre os dados de toxicidade em A. salina em relagéo a

sazonalidade p =0,91.

O extrato etandlico de Davilla kunthii A. St. - Hil, pertencente a mesma familia da D. dentatus, apresentou

baixa toxicidade em A. salina com DLso de 1648,10 pg mL-125],

As amostras dos extratos aquosos da D. dentatus, avaliadas no presente estudo, e do extrato etandlico de
D. kunthii A. St. — Hill23 ndo apresentaram toxicidade, porém nota-se uma diferenga nos valores de dose

letal, demonstrando que tanto a planta, bem como o tipo de extrato podem alterar a toxicidade.

Conclusao

Foi possivel concluir que em relagdo ao rendimento, teor de flavonoides e potencial antioxidante, as
amostras de D. dentatus apresentaram diferencgas significativas entre as diferentes estacdes e as amostras
do ver&o e outono tem os maiores teores de flavonoides e melhores potenciais antioxidantes. Nenhuma
amostra apresentou toxicidade e ndo ha diferencas significativas entre as estagdes. Assim, a planta em
estudo demonstrou-se promissora pelo potencial antioxidante e auséncia de toxicidade em quaisquer

estagdes do ano nos modelos avaliados.
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