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EVERTON, G. O. Avaliacdo dos potenciais antioxidante, anti-inflamatério e
antiartritico de extratos hidroalcoolicos e fracGes de Ixora coccinea L. 2022. 76 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso de Engenharia Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e
Tecnologia da Universidade Federal do Maranhdo, Sao Luis, 2022.

RESUMO

Doencas de origem inflamatoria permanecem com outros um dos principais problemas de
salde, sendo de vital importancia o estudo da espécie Ixora coccinea para tais fins, visto que
suas propriedades nesse ambito s@o pouco exploradas. Desta forma, este estudo teve por
objetivo avaliar as propriedades antioxidante, anti-inflamatdria e anti-artritica de extratos
hidroalcoolicos e fracGes de Ixora coccinea L. Os extratos hidroalc6olicos foram obtidos
através do processo de maceracao das flores de Ixora coccinea, coletadas na Universidade
Federal do Maranhdo, em solvente etanol extrator 70% v/v. As fragdes hexanicas (FHIC),
acetato de etila (FAIC), cloroférmica (FCIC) e metanoica (FMIC) foram obtidas
empregando-se particdo liquido/liquido no método do funil de decantagdo. A caracterizacéo
quimica foi executada através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (CLAE/EM). A atividade antioxidante foi realizada pelos
métodos de eliminacéo de radicais OH, ABTS e DPPH. A atividade anti-inflamatoria seguiu
a metodologia de desnaturacdo proteica induzida de albumina. A atividade antiartritica FOI
executada pelo ensaio de inibicdo de enzima ciclooxigenase em inducéo térmica de albumina
sérica bovina. Quantificou-se CEso para classificacdo de potencial nos ensaios antioxidante,
anti-inflamatoério e antiartritico. Através da CLAE/EM quantificou-se o catecol como
componente majoritario na composi¢do do extrato hidroalcéolico (59,50%), fracdo hexanica
(57,86%) e cloroférmica (41,92%), assim como o &cido clorogénico na fragdo acetato de
etila (48,95%) e metanoica (40,91%). No ensaio antioxidante, as CEso variaram entre 6,45 a
87,15 ppm, classificando todas as concentragdes observadas como muito ativas. A fragdo
FAIC demonstrou melhor atividade antioxidante. Para o ensaio anti-inflamatorio, as CEso
variaram entre 32,27 a 198,06 ppm. A fragdo FAIC demonstrou melhor atividade nesta acéo.
Para 0 ensaio antiartritico, as CEsp variaram entre 10,76 a 66,02 ppm. A fracdo FAIC
demonstrou melhor atividade neste ensaio. Por fim, a caracterizagdo quimica comprovou
componentes bioativos na composicao dos extratos hidroalcéolicos e fracdes, visto que as
mesmas demonstraram excelente capacidade antioxidante, anti-inflamatdria e antiartritica,
sendo destaque para a FAIC que demonstrou melhor desempenho em todos os métodos
testados, sendo de vital importancia para bioensaios seguintes na formulacdo de produtos
derivados deste extrato.

Palavras-chave: Doengas; FracOes; Ixora; Antioxidante.



EVERTON, G. O. Evaluation of antioxidant, anti-inflammatory and anti-arthritic
potentials of hydroalcoholic extracts and fractions of Ixora coccinea L. 2022. 76 f.
Graduate Work (Graduate in Chemical Engineering) — Curso de Engenharia do Centro de

Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Maranh&o, Sao Luis, 2022.

ABSTRACT

Diseases of inflammatory origin remain with others one of the main problems of health,
being of vital importance the study of the species Ixora coccinea for such purposes, since its
properties in this area are little explored. Thus, this study aimed to evaluate the antioxidant,
anti-inflammatory and anti-arthritic properties of hydroalcoholic extracts Ixora coccinea L.
and fractions. Hydroalcoholic extracts were obtained through the maceration process of
Ixora coccinea flowers, collected at the Federal University of Maranhao, in solvent ethanol
extractor 70% v/v. The hexanic fractions (HFIC), ethyl acetate (EFIC), chloroform (CFIC)
and methanol (MFIC) were obtained using liquid/liquid partition in the decanting funnel
method. Chemical characterization was performed by High Efficiency Liquid
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (HPLC/MS). Antioxidant activity was
performed by radical elimination methods OH, ABTS and DPPH. Anti-inflammatory
activity followed albumin-induced protein denaturation methodology. The antiarthritic
activity was performed by the cyclooxygenase enzyme inhibition assay in thermal induction
of bovine serum albumin. ECsp was quantified to classify potential in antioxidant, anti-
inflammatory and antiarthritic assays. Through HPLC/MS, catechol was quantified as the
major component in the composition of hydroalcoholic extract (59.50%), hexanic fraction
(57.86%) and chloroform (41.92%), as well as chlorogenic acetate in the ethyl acetate
fraction (48.95%) and methanolic (40.91%). In the antioxidant assay, the ECso ranged from
6.45 to 87.15 ppm, classifying all concentrations observed as very active. The EFIC fraction
showed better antioxidant activity. For the anti-inflammatory assay, the ECso ranged from
32.27 to 198.06 ppm. The EFIC fraction showed better activity in this action. For the
antiarthritic assay, the ECso ranged from 10.76 to 66.02 ppm. The EFIC fraction showed
better activity in this trial. Finally, the chemical characterization proved bioactive
components in the composition of hydroalcoholic extracts and fractions, since they
demonstrated excellent antioxidant, anti-inflammatory and antiarthritic capacity, being
highlighted partly for EFIC that demonstrated better performance in all methods tested,
being of vital importance for following bioassays in the formulation of products derived
from this extract.

Keywords: Diseases; Fractions; Ixora; Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A oxidacdo é bésica para muitos seres vivos para a criacdo de energia para alimentar
processos biologicos. O papel dos radicais de oxigénio esta diretamente relacionado a varias
doengas como diabetes, cancer, doencas cardiovasculares, etc. Os antioxidantes que eliminam
essas receptivas espécies de oxigénio e radicais livres sdo vitais no inicio da
prevencdo/manutencdo de indmeras infeccGes causadas por pressdo oxidativa (SURANA;
AHER; PAL, 2013; JADHAYV, 2020).

Geralmente, a capacidade antioxidante dos fendis em extratos vegetais e eficaz em
baixas concentracdes e, em humanos, esta associada a prevencdo de doencas cardiovasculares
e cancer (DUTHIE et al., 2000; LI et al., 2014; BAIMUS et al., 2016). Assim, estudos para a
determinacéo da atividade antioxidante de diferentes espécies vegetais podem contribuir para
estabelecer o valor dessas espécies como fonte de novos compostos antioxidantes
(MILIAUSKAS et al., 2004; GOUTHAMCHANDRA et al., 2010).

Os polifendis vegetais — compostos hidroxilados aromaticos, estdo entre as moléculas
mais potentes e terapeuticamente Uteis, comumente encontradas em frutas, vegetais e
ervas. Esses compostos representam o maior grupo de metabolitos secundarios sintetizados por
plantas superiores, talvez como resultado da estratégia antioxidante adaptada no processo
evolutivo dos organismos (MUHAMMAD et al., 2020).

Como intensificacdo da resposta a essa problematica, temos a aplicacdo de extratos
bioativos de plantas medicinais como objeto de varios estudos. Esses representam solucdes
baratas e ecoldgicas para solucionar o0s diversos danos ambientais e
econémicos (CHINNAMUTHU et al., 2009). Na busca realizada no espectro de estudos
divulgados, algumas espécies medicinais se apresentam com potenciais significativos, com
destaque para Ixora coccinea, alvo deste estudo, em virtude de seus amplos potenciais
biolégicos, mas ainda pouco estudadas com relacdo as suas investigacdes de amplo espectro
para atividades anti-inflamatdrias e antiatriticas.

Nessa perspectiva, os resultados provenientes desta pesquisa poderdo trazer
contribuigdes importantes para prevengdo e tratamento de doengas ligadas a respostas
inflamatdéria como artrite, diabetes, doencas cardiovasculares, alergias, cancer, doencas
autoimunes, sindromes metabdlicas e doengas cardiovasculares, bem como a aplicagdo de um
bioproduto com potencial de mercado, mais seguro, eficaz, livre de toxicidade e econémico.
Desta forma, este estudo teve por objetivo avaliar 0s potenciais antioxidante, anti-inflamatério

e antiartritico de extratos hidroalcoolicos e fragcdes de Ixora coccinea L.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar os potenciais antioxidante, anti-inflamatorio e antiartritico de extratos

hidroalcéolicos e fragbes de Ixora coccinea L.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar quimicamente os extratos hidroalcodlicos e fracdes de Ixora coccinea L.
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
(CLAE/EM);

e Quantificar a Concentracdo Eficiente 50% e 90% para acdo antioxidante dos extratos
hidroalcoolicos e fracbes de Ixora coccinea L. frente a radicais ABTS-, DPPH: ¢ OH";

e Obter quantitativamente a Concentracdo Eficiente 50% e 90% para acdo anti-
inflamatoria dos extratos hidroalcodlicos e fragdes de Ixora coccinea L. por
desnaturacdo proteica induzida de albumina;

o Determinar o potencial antiartritico atraves da quantificacdo da Concentracédo Eficiente
50% e 90% para acdo dos extratos hidroalcodlicos e fracdes de Ixora coccinea L. por

inibicdo de enzima ciclooxigenase em induc¢édo térmica de albumina.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas Medicinais

No Brasil, 0 nimero estimado de espécies vegetais descritas (terrestres e algas) varia
de 50.542 a 60.042 (LEWINSOHN&PRADO, 2005). Essas sdo encontradas nos seis biomas
diferentes, conforme a Figura 1: Amazénia (a floresta amazonica no Norte e Centro-Oeste do
Brasil), Cerrado (a savana brasileira central), Mata Atlantica (a floresta tropical atlantica que
vai do nivel do mar até as terras altas do leste do Brasil), Caatinga (uma floresta espinhosa
xerdfila encontrada no nordeste do Brasil), Pampa (os campos no sul do Brasil) e Pantanal
(campos periodicamente inundados pelos rios Parand e Paraguai no centro-oeste do
Brasil). Assim, o Brasii é uma das nagdes mais biodiversas do mundo
(LEWINSOHN&PRADO, 2005; MELO et al., 2011; FORZA et al., 2012).

Figura 1 - Mapa do Brasil representado pelos biomas

MATA ATLANTICA

B pamPA
B panTANAL

Fonte: https://www.educamaisbrasil.com.br/enem/biologia/biomas-brasileiros

Desde a antiguidade, a humanidade tem feito uso de plantas no tratamento de diversas
doencgas, pois seus fatores de toxicidade parecem ter menores efeitos colaterais (ELBERRY et

al., 2015). Muitas das drogas atualmente disponiveis foram derivadas direta ou indiretamente



de plantas medicinais. O interesse recente em terapias naturais e medicinas alternativas fez com
que os pesquisadores prestassem atencdo a medicina tradicional a base de plantas. Na ultima
década, a atencao centrou-se na avaliagdo cientifica de medicamentos tradicionais de origem
vegetal para o tratamento de diversas doencas (LEVY; SEEFF; LINDOR, 2004).

O potencial de plantas medicinais brasileiras ja foi investigado. No entanto, devido a
grande biodiversidade do pais, as potencialidades terapéuticas da maioria das espécies
permanecem desconhecidas (MESQUITA et al., 2009; OZI et al., 2011; FERREIRA et al.,
2011; RIBEIRO et al.,, 2012). As plantas fornecem cuidados de salde para até 80% da
populacdo mundial. A sua caracterizacdo farmacoldgica e fitoquimica contribui tanto para o
uso seguro de fitoterapicos quanto para a identificacdo de pistas para o desenvolvimento de
medicamentos (SASLIS-LAGOUDAKIS et al., 2014).

Espécies vegetais com usos medicinais mais tradicionais sao estudadas com métodos
modernos com uma frequéncia significativamente maior. Estudos etnobotanicos, juntamente
com a caracterizacao farmacoldgica e fitoquimica, sdo essenciais para o enriquecimento da base
de conhecimento (SOUZA; WILLIAMSON; HAWKINS, 2018).

Desde que a Fitomedicina tem sido globalmente motivo de interesse em fonte primaria
de atencdo a satde (EVANS et al., 1998), incentiva-se sua utilizacdo como fonte de diversidade
quimica no desenvolvimento de medicamentos. Estruturas de moléculas derivadas de plantas
sdo conhecidas por terem evoluido com diversas propriedades que as tornam adequadas como
estruturas de lideranca na descoberta de drogas (HUNG et al., 2012). As moléculas derivadas
de plantas também foram reconhecidas por fornecer subestruturas ou andaimes especificos que
as tornam comparaveis as drogas comerciais e seu potencial utilizacdo em quimica
combinatéria (PATHANIA; RAMAKRISHNAN; BAGLER, 2015).

Tais propriedades excepcionais exibidas por moléculas derivadas de plantas permitem
seu uso direto na descoberta de drogas, bem como alicerces para sintetizar repertorio
combinatério proficiente o suficiente para se ligar a uma ampla gama de alvos especificos de
doencgas. De fato, pode-se argumentar que as plantas com valores medicinais podem ter
coevoluido com os humanos. Varios tratamentos de doencas tornaram-se agora dependentes de
produtos naturais, principalmente diabetes (HUNG et al., 2012) e cancer (BASMADJIAN et
al., 2014).

Além da enorme utilizacdo de moléculas derivadas de plantas e seus derivados na
descoberta de farmacos, ainda falta um repertorio composto dessas moléculas naturais que
possam ser utilizadas diretamente para a prospeccdo de identificacdo de novos leads. A

acessibilidade dos dados e seu uso racional também tém sido destacados como importantes



desafios a serem superados para a facilitagdo do uso dos fitomedicamentos em todo 0 mundo
(WHO, 2013).

Os atributos funcionais de qualquer planta sdo principalmente devido a presenca de
uma classe principal de metabdlitos secundarios, acidos fenolicos e flavonoides, mas outros
compostos organicos e inorganicos como cumarinas e micronutrientes antioxidantes (Cu, Mn,
Zn) também tém uma grande influéncia sobre a salde (KUMAR et al., 2020; REPETTO &
LLESUY, 2002). As etapas preliminares para utilizar fontes vegetais sdo a triagem e
caracterizacdo desses compostos bioativos (SASIDHARAN et al., 2011).

Muitas espécies de plantas foram relatadas como exercendo propriedades
farmacoldgicas devido a seus fitoconstituintes, como glicosideos, alcaloides, saponinas,
esterdides, flavonoides, taninos e terpendides (por exemplo, monoterpenos, diterpenos e
sesquiterpenos). Atualmente, oitenta por cento da populacdo mundial depende dos
medicamentos tradicionais como fonte essencial de seus cuidados primarios de salde
(DORMAN; DEANS, 2000; BATIHA et al., 2020). Extratos de plantas medicinais e seus
constituintes também possuem varias atividades bioldgicas, incluindo atividades viricidas,
bactericidas, fungicidas, anti-inflamatdrias, analgésicas, sedativas, espasmoliticas e anestésicas
locais, entre outras (BAKKALI et al., 2008; BATIHA et al., 2020).

As plantas medicinais fazem parte de centenas de milhares de plantas no mundo, que
evoluiram ao longo de um longo periodo da histéria geol6gica. Componentes fisiologicamente
ativos de plantas medicinais sdo principalmente metabdlitos secundarios de plantas, e sua
distribuicdo no reino vegetal é geralmente regular, possuindo relacdo inerente entre genética,
composicdo quimica e efeito curativo (HAO&XIAO, 2020). Elas tém sido uma boa fonte de
novas moléculas farmacologicamente ativa, sendo uma alternativa potencial para controlar
patdgenos associados a doencas (RIOS&RECIO, 2005; BESHBISHY et al. 2020; BATIHA et
al., 2020a; BATIHA et al., 2020b; BATIHA et al., 2020c).

Os fitomedicamentos continuam a desempenhar um papel central nos sistemas de
gestdo da saude nos paises em desenvolvimento. Nos EUA, a venda de fitoterapicos aumentou
acentuadamente entre 1988 e 1997 (WHO,.2013). Na Africa, até 80% da populacdo usa
medicamentos tradicionais para ajudar a atender as suas necessidades de salde. Uma revisao
recente da Organizacdo Mundial da Saude estima que cerca de 80% da populacdo mundial
depende de medicamentos tradicionais (WHO, 2013).

As plantas contétm um grande numero de compostos naturais com importantes
propriedades farmacoldgicas, e seus extratos tém sido utilizados para o tratamento de diversas

doencas desde a antiguidade. Essas moléculas naturais revolucionaram o sistema medicinal



através dos extratos obtidos de plantas medicinais (MISHRA; TIWARI, 2011; KOEHN;
CARTER, 2005).

3.2 Extracao de plantas medicinais

A extracdo de plantas medicinais € um processo de separa¢do de materiais vegetais
ativos ou metabolitos secundarios, como alcaloides, flavonoides, terpenos, saponinas,
esteroides e glicosideos de material inerte ou inativo usando um solvente apropriado e
procedimento de extracdo padrdo. Materiais vegetais com alto teor de compostos fendlicos e
flavonoides possuem propriedades antioxidantes e, portanto, sdo usados para tratar doencas
relacionadas a idade, como doenca de Alzheimer, parkinsonismo, ansiedade e depressdo
(SASIDHARAN et al., 2011; AZWANIDA, 2015).

A escolha de um método de extracdo apropriado depende da natureza do material
vegetal, solvente usado, pH do solvente, temperatura e razdo solvente para amostra. Também
depende do uso pretendido dos produtos finais (DOUGHARI, 2012; AZWANIDA, 2015;
INGLE et al., 2017).

O solvente usado para a extracdo de plantas medicinais também é conhecido como
ménstruo. A escolha do solvente depende do tipo de planta, da parte da planta a ser extraida, da
natureza dos compostos bioativos e da disponibilidade do solvente. Em geral, solventes polares,
como agua, metanol e etanol, sdo usados na extracdo de compostos polares, enquanto solventes
apolares, como hexano e diclorometano, sdo usados na extracdo de compostos apolares
(SASIDHARAN et al., 2011; PANDEY&TRIPATHI, 2014; ALTEMIMI et al., 2017). Muitos
estudos relataram o impacto de diferentes solventes no contetdo de metabolitos secundarios
e/ou sua atividade antioxidante (REBEY et al., 2012; KCHAOU et al., 2013; NGO et al.,
2017).

Vaérios fatores apresentados na Tabela 1 devem ser levados em consideracdo ao
escolher um solvente de extracdo (ELOFF, 1998; DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010;
PANDEY&TRIPATHI, 2014).



Tabela 1: Fatores essenciais para escolha do solvente de extragéo ideal
Fator Caracteristica

Seletividade © solvente escolhido deve ser capaz de extrair o constituinte
ativo e deixar o material inerte

Seguranca o solvente ideal de extracio deve ser atoxico e nio inflamavel.
Custo  Deve ser o mais barato possivel

Reatividade o solvente de extragio adequado nio deve reagir com o extrato.

Recuperagdo O solvente de extracdo deve ser rapidamente recuperado e
separado do extrato

Viscosidade peve ser de baixa viscosidade para facilitar a penetracio

Temperatura de A temperatura de ebuli¢do do solvente deve ser a mais baixa

ebulicdo possivel para evitar a degradacéo pelo calor
Fonte: Adaptado de Eloff (1998), Das; Tiwari; Shrivastava (2010), Pandey&Tripathi (2014).

A escolha de uma forma adequada de extracdo € muito importante, alguns itens a serem
considerados sdo apresentados na Tabela 2, que em alguns casos depende do uso pretendido de
um extrato (SASIDHARAN et al., 2011; AZWANIDA, 2015).

Tabela 2: Fatores essenciais para escolha do método de extracao ideal

Fator Caracteristica
O material vegetal estvel ao calor é extraido usando extragdo
Soxhlet ou extracdo assistida por micro-ondas, enguanto 0s
materiais vegetais que nao sao estaveis ao calor sdo extraidos por
maceracao ou percolacéao
Se o solvente de extracdo for agua, a maceragdo € um método
Natureza do solvente adequado, mas para percolacdo de solvente volatil e extracdo de
Soxhlet s&o mais apropriados
Drogas baratas sdo extraidas por maceracdo, enquanto drogas
caras sao preferencialmente extraidas por percolacdo
A maceracdo € adequada para material vegetal que requer longa
exposicdo ao ménstruo, enquanto técnicas como extracdo
assistida por micro-ondas ou ultrassom sdo usadas por uma
duragdo mais curta
Produtos de grande volume, como tinturas, sdo preparados por
maceracao, enquanto produtos concentrados sdo produzidos por
percolacéo ou extracdo Soxhlet
Os extratos destinados ao consumo humano sdo geralmente
preparados por maceracdo, enquanto os produtos destinados a
testes experimentais sdo preparados por outros métodos além da
maceracao
Fonte: Adaptado de Sasidharan et al. (2011) e Azwanida (2015)

Estabilidade ao calor

Custo da droga

Duracéo da extracao

Volume final
necessario

Uso pretendido



Além disso, as técnicas de extracdo tém efeito notdvel na recuperagdo de contetido
fitoquimico. Existem diferentes técnicas laboratoriais para extracdo de materiais vegetais, que
sdo principalmente categorizadas em métodos de extracdo convencionais (SULTANA et al.,
2009, AZMIR et al., 2013, BELWAL et al., 2018). Esses métodos sao utilizados na extracdo de
plantas medicinais, como maceracdo, infusdo, decocgdo, percolagdo, digestdo e extracdo
Soxhlet, extracdo superficial, assistida por ultrassom e extragdo assistida por micro-ondas
(PANDEY&TRIPATHI, 2014; AZWANIDA, 2015; INGLE et al., 2017). Estes sdo descritos

no topico a segquir.

3.3 Métodos comumente usados na extracdo de plantas medicinais

Muitos procedimentos foram tecnicamente utilizados na extracdo de plantas
medicinais. Alguns métodos mais novos ainda estdo evoluindo, enquanto os existentes estdo
passando por modificagdes.

No método de maceragdo, ocorre o procedimento de extracdo no qual o material da
droga em po grosseiro, folhas ou casca do caule ou casca da raiz, € colocado dentro de um
recipiente; o0 ménstruo é derramado no topo até cobrir completamente o material da droga
(Figura 2). O recipiente ¢é entdo fechado e mantido por pelo menos trés dias (TIWARI et al.,
2011; DOUGHARI, 2012; PANDEY&TRIPATHI, 2014).

Figura 2 - llustracéo simplificada do processo de maceragao
Jl LL1 ] FTTRenem
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Fonte: https://cruda.com.br/blog/maceracao-como-preparar-um-oleo-macerado
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O conteldo é agitado periodicamente e, se colocado dentro do frasco, deve ser agitado
de tempos em tempos para garantir a extragdo completa. No final da extracdo, a micela é
separada do bagaco por filtracdo ou decantacdo. Subsequentemente, a micela é entdo separada
do ménstruo por evaporacdo em estufa, rotaevaporador (Figura 3) ou em banho-maria. Este
método é conveniente e muito adequado para material vegetal termolabil (MAJEKODUNMI et
al.; AZWANIDA, 2015; INGLE et al., 2017).

Figura 3 — Rotaevaporador

Fonte: https://www.splabor.com.br/blog/wp-content/uploads/2020/12/Evaporador-800x520.jpg

No método de infusdo, o processo de extracdo ocorre semelhante a maceragdo. O
material da droga € moido em pé fino e, em seguida, colocado dentro de um recipiente limpo. O
solvente de extracdo quente ou frio é entdo derramado sobre o material da droga (Figura 4),
embebido e mantido por um curto periodo de tempo (PANDEY&TRIPATHI, 2014;
MAJEKODUNMI et al.; AZWANIDA, 2015). Este método é adequado para a extracdo de
constituintes bioativos que sdo facilmente soltveis. Além disso, € um método apropriado para
preparacdo de extrato fresco antes do uso. A proporcdo de solvente para amostra é geralmente
4:1 ou 16:1 dependendo do uso pretendido (INGLE et al., 2017).



Figura 4 - llustracdo representativa do processo de infusdo
g —

Fonte: https://embarquenaviagem.com/wp—content/upIoads/2020/08/ch%C3%A1-1.jpg

11

O processo de digestao, é uma extracdo que envolve o uso de calor moderado durante

0 processo de extracdo. O solvente de extracdo é despejado em um recipiente limpo seguido

pelo material da droga em p6. A mistura é colocada em banho-maria (Figura 5) ou em estufa a
uma temperatura de cerca de 50 °C (PANDEY&TRIPATHI, 2014; MAJEKODUNMI et al.,
2015). Calor ¢ aplicado durante todo o processo de extracdo para diminuir a viscosidade do

solvente de extracdo e aumentar a remoc¢ao de metabdlitos secundarios. Este método é adequado

para materiais vegetais que sdo facilmente soltveis (INGLE et al., 2017).

Figura 5 - Droga vegetal sob processo de digestdo em banho-maria
"
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Fonte: https://www.splabor.com.br/bIrog/wp-content/upIoads/2012/12/banhomariabIog.jpg

No método de decoccdo, a extracdo € continua a quente usando um volume

especificado de dgua como solvente (Figura 6). Um material vegetal seco, moido e em po é
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colocado em um recipiente limpo. A &gua é entdo derramada e agitada. O calor é entdo aplicado
durante todo o processo para acelerar a extracdo (PANDEY&TRIPATHI, 2014,
MAJEKODUNMI et al.; AZWANIDA, 2015).

Figura 6 - llustracéo representativa do processo de decoccao

O processo € de curta duracdo, geralmente cerca de 15 minutos. A proporgdo de
solvente para droga bruta é geralmente 4:1 ou 16:1. E usado para extracdo de material vegetal
soltvel em &gua e estavel ao calor (INGLE et al., 2017).

No método de percolago, o aparelho utilizado é chamado de percolador (Figura 7). E
um recipiente de vidro em forma de cone estreito com abertura em ambas as extremidades. Um
material vegetal seco, moido e em p6 fino é umedecido com o solvente de extragdo em um
recipiente limpo. Adiciona-se mais quantidade de solvente e a mistura € mantida por um
periodo de 4h. Posteriormente, o contetdo € entdo transferido para o coador com a extremidade
inferior fechada e deixado em repouso por um periodo de 24h (PANDEY&TRIPATHI, 2014;
AZWANIDA, 2015).



13

Figura 7 - Percolador de vidro
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Fonte: https://www.didaticasp.com.br/percolador-de-vidro-boro-2l-com-torneira-de-teflon

O solvente de extracdo é entdo derramado a partir do topo até que o material da droga
esteja completamente saturado. A parte inferior do coador € entdo aberta e o liquido deixado
escorrer lentamente. Alguma quantidade de solvente € adicionada continuamente e a extracao
ocorre por forga gravitacional, empurrando o solvente através do material no sentido do
escoamento da droga para baixo. (MAJEKODUNMI et al., 2015). A adicdo de solvente deve
parar quando o volume de solvente adicionado atinge 75% da quantidade pretendida de todas
as preparacgdes. O extrato é separado por filtracdo seguido de decantacdo. O sélido é entdo
obtido e a quantidade final de solvente adicionada para obter o volume necessario
(MAJEKODUNMI et al., 2015).

A extracdo por Soxhlet, também é conhecida como extracdo a quente continua. O
aparelho é chamado de extrator Soxhlet (Figura 8) feito de vidro. Consiste em um frasco de
fundo redondo, camara de extracéo, tubo de sifao e condensador na parte superior. Um material
vegetal seco, moido e em p6 fino é colocado dentro de um saco poroso (dedal) composto de um
pano limpo ou papel de filtro forte e bem fechado (HARBORNE, 1998; HOSSAIN et al., 2014).
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Figura 8 - Extrator de Soxhlet

Saida de agua
de resfnamento

Tubo Condensador ——»
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de vapor
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Fonte: https://www.scielo.br/j/rmat/a/J7Bb6s4t3dTFCTjZtw9TxPF/?lang=pt

O solvente de extracdo é despejado no frasco inferior, seguido pelo dedal na camara
de extracdo. O solvente é entdo aquecido a partir do frasco inferior, evapora e passa pelo
condensador onde se condensa e flui para a camara de extracdo e extrai a droga entrando em
contato. Consequentemente, quando o nivel de solvente na cdmara de extragdo atinge o topo do
sifdo, o solvente e 0 material vegetal extraido fluem de volta para o frasco (HARBORNE, 1998;
HOSSAIN et al., 2014).

Todo o processo continua repetidamente até que a droga seja completamente extraida,
momento em que o solvente que flui da cdmara de extracdo ndo deixa nenhum residuo para
trés. Este método é adequado para material vegetal que é parcialmente solGvel no solvente
escolhido e para materiais vegetais com impurezas insollveis. No entanto, ndo é um método
adequado para materiais vegetais termolabeis (HARBORNE, 1998; HOSSAIN et al., 2014).

Entre as vantagens estdo a grande quantidade de droga que pode ser extraida com

menor quantidade de solvente. Também ¢é aplicavel a materiais vegetais que sdo estaveis ao
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calor. Nenhuma filtracdo é necessaria e uma grande quantidade de calor pode ser aplicada
(HARBORNE, 1998; HOSSAIN et al., 2014; MAJEKODUNMI et al., 2015). Entre as
desvantagens estd a agitacdo regular que nao é possivel e 0 método ndo é adequado para
materiais termolabeis (HOSSAIN et al., 2014; MAJEKODUNMI et al., 2015).

A extracdo assistida por microondas (Figura 9) é um dos procedimentos avancados de
extracdo na preparacdo de plantas medicinais. A técnica utiliza mecanismo de rotagdo dipolar
e transferéncia i6nica por deslocamento de ions carregados presentes no solvente e no material
do farmaco. Este método é adequado para extracdo de flavonoides. Envolve a aplicacdo de
radiacdo eletromagnética em frequéncias entre 300 MHz e 300 GHz e comprimento de onda
entre Icme 1 m (ALTEMIMI et al., 2014; BHAN, 2017).

Figura 9 - Aparelho de extracdo por microondas

e

Fonte: https://www.analiticaweb.com.br/p.php?tit=sistema-avancado-de-extracao-por-micro-
ondas&Bid=p5ed13840a227e

As microondas aplicadas na frequéncia de 2.450 Hz rendem energia entre 600 e 700
W. A técnica utiliza radiacdo de micro-ondas para bombardear um objeto, que pode absorver
energia eletromagnética e converté-la em calor. Subsequentemente, o calor produzido facilita
0 movimento do solvente na matriz do farmaco (DOUGHARI, 2012; INGLE et al., 2017;
ALTEMIMI et al., 2014; BHAN, 2017).

Quando o solvente polar é usado, ocorre a rotacdo do dipolo e a migracdo de ions,
aumentando a penetracdo do solvente e auxiliando o processo de extra¢cdo. No entanto, quando

0 solvente n&o polar é usado, a radiagéo de micro-ondas liberada produzira apenas um pequeno
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calor; portanto, este método ndo favorece o uso de solventes apolares (DOUGHARI, 2012;
INGLE et al., 2017).

Entre as vantagens tém-se a minimizacéo de solvente e tempo de extracdo, bem como
aumento do resultado. Como desvantagens tém-se que o método é adequado apenas para
compostos fendlicos e flavonoides. Compostos como taninos e antocianinas também podem ser
degradados devido a alta temperatura envolvida (INGLE et al., 2017; ALTEMIMI et al., 2014).

Na extracdo assistida por ultrassom (Figura 10), o processo envolve a aplicacao de
energia sonora em uma frequéncia muito alta, superior a 20 KHz, para romper todas as células
vegetais e aumentar a area de superficie da droga para a penetracdio do
solvente. Consequentemente, metabdlitos secundarios serdo liberados. Neste método, o
material vegetal deve secar primeiro, moer em poténcia baixa e peneirar adequadamente. A
amostra preparada é entdo misturada com um solvente apropriado de extracdo e embalada no
extrator ultrassonico (PANDEY&TRIPATHI; ALTEMIMI et al., 2014; AZWANIDA, 2015).

Figura 10 - Extrator via ultrassom
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Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Esquema-do-ultrassom-utilizado-para-a-extracao-do-ML-
de-esgoto-Fonte-Freitas_figl 286643375

A alta energia sonora aplicada acelera o processo de extracdo reduzindo os requisitos
de calor. Entre as vantagens tem-se que a extracdo assistida por ultrassom é aplicvel a amostras
pequenas; reduz o tempo de extracdo e a quantidade de solvente utilizado e maximiza o
rendimento (ALTEMIMI et al., 2014). Como desvantagens, este método é dificil de ser
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reproduzido; também, a alta quantidade de energia aplicada que podem degradar o fitoquimico
produzindo radicais livres (AZWANIDA, 2015).

Em alguns casos gerais de extracdo, um solvente apenas ndo é suficiente para
determinados objetivos, desse ponto em diante, tem-se o fracionamento. O fracionamento € um
processo de separacdo de extratos vegetais em vérias fragdes. Além disso, segrega as fragdes
em por¢Oes compreendendo varios compostos. O processo continua até que 0 composto puro
seja isolado. Quando varios solventes sdo necessarios para o fracionamento, eles devem ser
adicionados de acordo com a ordem crescente de polaridade. As técnicas de fracionamento séo
basicamente classificadas em método fisico ou quimico (RIMANDO et al., 2001; DOUGHARI,
2012; BANU&CATHRINE, 2015). Os métodos quimicos sdo baseados no tipo de grupos
funcionais possuidos por um composto na mistura dada. A separacdo ou purificacdo pode ser

alcancada por reagdes quimicas usando reagentes apropriados.

3.4 Métodos fisicos

Os métodos fisicos usados na separacdo de compostos de misturas incluem o método
do funil de separacéo, técnicas cromatogréaficas, destilacdo fracionada, cristalizacao fracionada,
liberacéo fracionada e sublimagéo.

O método do funil de separacdo (Figura 11) consiste quando quatro solventes
diferentes sdo selecionados e o fracionamento comega por umedecimento ou dissolugéo
completa do extrato bruto com &gua. Isto é, seguido por transferéncia para um funil de
separacdo, agitado e posterior repouso para assentar. Além disso, o solvente menos polar €
adicionado e agitado. O contetdo pode assentar e o fundo do funil de separacdo é aberto para
remover a camada aquosa. O contedo restante no funil de separacdo € despejado em um
recipiente limpo para obter a primeira fracdo (RIMANDO et al., 2001; SMITH, 2013).
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Figura 11 - Funil de decantacdo para separacao da fase organica e aquosa
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(contém extrato)
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Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Figura-3-Sistema-de-purificacao-usando-um-funil-de-
separacao_fig4 308036598

Um volume igual de solvente é adicionado novamente, agitado e separado. A adicdo
continua até apos a adicdo e agitacdo, até que nenhuma quantidade razoavel de extrato aparente
se mover para a porcéo de solvente empregado (RIMANDO et al., 2001; SMITH, 2013). O
ciclo semelhante é realizado para os solventes seguintes. A porcdo restante apds o
fracionamento é denominada como fracdo aquosa residual (RAF), pois o extrato bruto foi
dissolvido pela primeira vez em agua (SMITH, 2013).

Durante a extragdo liquido-liquido, a maneira convencional é selecionar dois solventes
misciveis, como agua-diclorometano, agua-éter e dgua-hexano. Em todas as combinacdes, a
agua esta presente devido a sua alta polaridade e miscibilidade com solvente organico. O
composto a ser extraido por extracdo liquido-liquido deve ser solivel em solvente orgénico,
mas ndo em agua para facilitar a separacéo, pois € o solvente mais polar (SASIDHARAN et al.,
2011; PANDEY&TRIPATHI; ALTEMIMI et al., 2014). Na Tabela 3 estdo 11 solventes

diferentes para extracgdes, dispostos de acordo com a ordem de polaridade crescente.
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Tabela 3: Solventes de extracdo por ordem crescente de polaridade

Ordem Solventes Polaridade
1 n-Hexano 0.009
2 Eter de petroleo 0.117
3 Eter dietilico 0.117
4 Acetato de etila 0.228
5 Cloroformio 0.259
6 Diclorometano 0.309
7 Acetona 0.355
8 n-Butanol 0.586
9 Etanol 0.654
10 Metanol 0.762
11 Agua 1.000

Fonte: Adaptado de Sasidharan et al. (2011), Pandey&Tripathi, Altemimi et al. (2014).

Durante o fracionamento, o solvente selecionado é adicionado de acordo com a ordem
de polaridade crescente, comegando pelo n-hexano, 0 menos polar, para a &gua com a maior
polaridade (DAS et al., 2010). Se um pesquisador deseja selecionar cinco solventes durante o
fracionamento, o usual na pratica é escolher dois solventes de baixa polaridade (n -hexano,
cloroformio), dois de média polaridade (diclorometano, n - butanol) e um de maior polaridade
(dgua). O uso desses solventes tem vantagens e desvantagens e elas sdo apresentadas na Tabela
4.
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Tabela 4: Caracteristicas, vantagens e desvantagens do uso de alguns solventes comuns para fracionamento

Solvente

Agua
(DAS et al., 2010)

Alcool
(DAS et al., 2010)

Cloroférmio

(COWAN, 1999; TIWARI et al.,
2011; PANDEY&TRIPATHI,
2014)

Eter

(COWAN, 1999; TIWARI et al.,
2011; PANDEY&TRIPATHI,
2014)

Liquido i6nico
(solvente verde)
(BHAN, 2017)

Caracteristicas

E o solvente mais polar e ¢ utilizado na
extracdo de uma ampla gama de compostos
polares.

E de natureza polar, miscivel com agua e
pode extrair metabdlitos secundarios polares.

E um solvente apolar e Gtil na extragdo de
compostos como terpendides, flavonoides,
gorduras e 6leos.

E um solvente apolar e é (til na extracio de
compostos como alcaloides, terpendides,
cumarinas e acidos graxos.

Este € um solvente de extracdo Unico e €
altamente polar e extremamente estivel ao
calor. Pode permanecer em estado liquido
mesmo a 3.000 °C e utilizavel onde a alta
temperatura é aplicavel. Possui  extrema
miscibilidade com &gua e outros solventes e é
muito adequado na extracdo de compostos
polares.

Vantagens

Dissolve uma ampla gama de
substancias; ¢ barato, ndo toxico,
ndo inflamavel e altamente polar.

E autoconservante em concentragio
acima de 20%. Ndo é toxico em
baixa concentracdo e € necessaria
uma pequena quantidade de calor
para concentrar o extrato.

E incolor, tem um cheiro doce e é
soltvel em alcoois. Também é bem
absorvido e metabolizado no
organismo.

E miscivel com &gua, tem baixo
ponto de ebulicdo e é insipido na
natureza. Também é um composto
muito estdvel e ndo reage com
acidos, bases e metais.

Possui excelente solvente que atrai e
transmite micro-ondas e, portanto, é
adequado para extracao assistida por
micro-ondas. N&o é inflaméavel e é
atil para extracdo liquido-liquido e
altamente polar.

Fonte: Autor (2022)

Desvantagens
Promove o crescimento de
bactérias e fungos; pode
causar hidrolise;
necessaria grande
quantidade de calor para
concentrar o extrato.

N&o dissolve gorduras,
gomas e cera; sdo
inflaméaveis e volateis.

Possui propriedade
sedativa e cancerigena.

E altamente volatil e
inflamavel por natureza.

Ndo é ideal para
preparacdo de tinturas.
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Na destilacdo fracionada (Figura 12), o processo de separa¢do ou purificacdo de
compostos de uma mistura é usado na separagdo de hidrocarbonetos como petréleo bruto, citral
e eucaliptol. A purificacdo é alcancada com base nas diferencas em seus pontos de ebulicdo
(DOUGHARI, 2012).

Figura 12 - Esquema experimental simplificado de um processo de destilagédo fracionada

—— TermOmetro
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quente
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Entrada de &gua
fria

Mistura homogénea
liquida

Fonte: https://www.infoescola.com/quimica/destilacao-fracionada/

O aparelho de destilacdo fracionada é construido de tal maneira que, quando o calor é
aplicado, cada composto evapora e se separa em seu ponto de ebulicdo. Consequentemente,
cada composto fracionado condensaré e sera coletado como uma entidade separada através de
varios sifoes ligados ao aparelho de destilagédo fracionada (DOUGHARI, 2012).

Na cristalizacdo fracionada (Figura 13), um grande nimero de compostos que existem
naturalmente em extratos de plantas é de natureza cristalina. A separacéo € conseguida atraves
da formagé&o de cristais durante a concentragdo de um extrato usando calor ou refrigeragdo. A
liberacdo fracionada é um método ¢é adequado para separar compostos que podem facilmente
formar precipitados da mistura. O precipitado é geralmente formado pela mudanca dos
compostos em sua forma de sal. A liberacdo fracionada é comumente aplicavel na purificacdo
de alcaloides (DOUGHARI, 2012).
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Figura 13 - Esquema experimental simplificado de um método de cristalizagdo fracionada

rex CRISTALIZACAO
Dissolugéo a quente Filtragao (evaporagio do solvente)

Fonte: https://www.estudopratico.com.br/separacao-dos-tipos-de-misturas-homogeneas-e-heterogeneas/

A sublimacdo ¢ um método que envolve a mudanga do estado solido para o gasoso
sem passar pelo estado liquido. Substancias como céanfora e 6leos volateis quando aquecidos
sdo separados e convertidos diretamente em gas (DOUGHARI, 2012).

Com a diversificacdo do fracionamento e purificacdo de amostras de extratos vegetais,
faz-se necessaria formas de separacdo, e estas sdo descritas principalmente pelas técnicas

cromatograficas.

3.5 Técnicas cromatograficas

As técnicas cromatograficas sdo técnicas especiais usadas na separacdo de compostos de
misturas com base em seu tamanho, forma e carga. O conceito de cromatografia envolve o uso
de uma fase mével, que é o solvente de extracdo, e de uma fase estacionaria como silica gel e
sephadex misturados com um sulfato de célcio como aglutinante (HEFTMANN, 2004).

O gel de silica € usado para separar aminoacidos, agucares, acidos graxos, lipidios e
alcaloides. Sephadex € aplicavel no isolamento de proteinas e aminoacidos. O aluminio é util
na separacdo de vitaminas, carotenos, fendis, esteroides e alcaloides. O po de celulose é usado
na separacdo de aminodcidos, corantes alimentares e alcaloides. A celite é aplicavel na
separagdo de cétions organicos e esteroides (BANU&CATHRINE, 2015).

Varios mecanismos sdo foram envolvidos na separacdo de compostos usando técnicas
cromatograficas, a saber, adsorcédo, parti¢do, afinidade, troca ionica ou exclusédo de tamanho.
As técnicas cromatograficas incluem PC, TLC, cromatografia em coluna (CC), cromatografia
liquida (CL), cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(DOUGHARI, 2012; HEFTMANN, 2004; BANU&CATHRINE, 2015).
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O mecanismo de separacdo envolvido na cromatografia de adsor¢do consiste em uma
camara de vidro e uma fase estacionaria, que € um papel de filtro feito de celulose. O papel de
filtro é pendurado na parte superior e suspenso na camara de vidro (HEFTMANN, 2004).

Na PC, a mistura a ser separada é colocada no fundo do papel de filtro. Além disso, o
solvente € entdo despejado no fundo do recipiente para servir como fase movel. A fase movel
imediatamente comeca a subir junto com o papel filtro; a separacéo é realizada pelo movimento
ascendente da fase movel via acdo capilar. Os compostos que sao sollveis vdo se mover junto
com o solvente e grudar no papel de filtro com base em sua solubilidade (DOUGHARI, 2012;
HEFTMANN, 2004; BANU&CATHRINE, 2015).

A velocidade de separacdo depende do tipo de papel de filtro utilizado. O movimento do
liquido e o processo de separacdo sdo mais rapidos quando se utiliza papel de filtro espesso,
enquanto o papel de filtro poroso retarda todo o processo. A identificacdo de cada composto
separado € feita pelo calculo do fator de retardo, que é a razdo entre a distancia percorrida pelo
composto e a distancia percorrida pelo solvente (DOUGHARI, 2012; HEFTMANN, 2004;
BANU&CATHRINE, 2015).

As vantagens desta técnica incluem simplicidade e custo-beneficio, além de ser muito
sensivel a pequena quantidade de material. As desvantagens incluem o consumo de tempo de
extracdo e a fragilidade do papel, que pode ser destruido por produtos quimicos (DOUGHARI,
2012; HEFTMANN, 2004; BANU&CATHRINE, 2015).

A TLC é uma técnica que também envolve o uso do mecanismo de adsor¢do para separar
um composto de uma mistura. A separacao € baseada na interacdo entre 0s compostos em uma
mistura e na fase estacionaria. E aplicavel na separacio de compostos de baixo peso molecular
(INGLE et al., 2017).

A fase estacionaria geralmente é 100g de silica gel dissolvida em agua destilada para
formar uma pasta. Enquanto isso, em alguns casos, o Sephadex é aplicavel. A solucdo de gel de
silica é entdo vertida em uma placa de vidro com dimenséo de 20 cm x 20 cm para produzir
uma espessura de 1,5 mm. E entdo mantido por 1h a 105°C para solidificar (HEFTMANN,
2004; INGLE et al., 2017).

Em seguida, 10 mL de extrato € injetado na parte inferior da placa e espalhado. A placa é
entdo cuidadosamente inserida na camara de separacdo contendo a fase movel e deixada em
repouso por 30min. Os compostos contidos na mistura subirdo para varias posi¢des na placa
com base em sua solubilidade. Cada composto separado é identificado pelo calculo de seu fator

de retardo, que é a razdo da distancia percorrida pelo composto e a distancia percorrida pelo
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solvente comparada com a de um composto conhecido (DOUGHARI, 2012; HEFTMANN,
2004; BANU&CATHRINE, 2015).

Os compostos manchados sdo descartados em diferentes posicdes usando espatula e
finalmente re-extraidos usando varios solventes. As vantagens incluem menor consumo de
tempo, producdo de manchas claras e estabilidade ao &cido como solvente (INGLE et al., 2017).

A CC envolve o uso de varios mecanismos, como cromatografia de adsorcéo, peneira
molecular e troca i6nica para alcancar o resultado desejado. A coluna é composta por um tubo
de vidro longo (5-50 mm de diametro, 5 cm-1 m de comprimento) com torneira e filtro de I&
de vidro na parte inferior (Figura 14). Além disso, silica gel, alumina, celulose ou Sephadex sdo
usados como fase estacionéria, enquanto a fase moével é liquida (INGLE et al., 2017).

Figura 14 - Representacdo das fases movel e estacionaria em uma cromatografia em coluna
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Fonte: https://cienciaemacao.com.br/tipos-de-cromatografia/

O processo comeca com a embalagem de 30g de silica gel (70/35) em uma coluna de
vidro transparente (80cm de comprimento, 5cm de didmetro) sem a introdugéo de bolhas de
ar. Subsequentemente, o extrato a ser particionado é adicionado a partir do topo. Solvente
menos polar (n-hexano) foi adicionado primeiro como uma fase movel e deixado em repouso
por 1 h em uma coluna fechada (INGLE et al., 2017).

O fundo da coluna se abre e varias fraces de n -hexano sdo coletadas em intervalos
de tempo. Além disso, adiciona-se outros solventes tais como cloroférmio, acetato de etilo, n -

butanol e metanol. Fragcdes desses solventes sdo coletadas individualmente em diferentes
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intervalos de tempo e finalmente caracterizadas (DOUGHARI, 2012; HEFTMANN, 2004;
BANU&CATHRINE, 2015).

Na CG (Figura 15), o mecanismo implicado € a particdo. Dois solventes imisciveis sdo
usados: um na forma gasosa (fase mével) e o outro na forma liquida adsorvido na superficie do
solido inerte para servir como fase estacionaria (BANU&CATHRINE, 2015; INGLE et al.,
2017).

Figura 15 - Método simplificado da técnica de Cromatografia Gasosa
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Fonte: https://www.dctech.com.br/entendendo-um-sistema-de-cromatografia-gasosa-cg/

Substancias que séo soltveis na fase gasosa deixam o liquido, passando para a fase gasosa
e se separando. Da mesma forma, compostos que sdo sollveis apenas na forma liquida
permanecerado na fase estacionaria (INGLE et al., 2017).

O gas hélio inerte € usado como fase mdvel, com vazdo constante. O extrato bruto a ser
analisado é primeiro diluido com metanol e injetado no sistema. As vantagens deste método
incluem a capacidade de separar material vegetal contaminado com pesticidas volateis, também
utilizados em testes de controle de qualidade (HOSSAIN et al., 2014).

A HPLC (Figura 16) utiliza o mecanismo de adsor¢do para conseguir uma separagdo
eficaz. E adequado para a particdo de compostos organicos e inorganicos. A fase mével é um
solvente adequado, enquanto a fase estacionaria sdo particulas sélidas fortemente unidas. A
separagdo é iniciada via interacdo dos compostos na mistura com a particula solida da fase
estacionaria (UJANG et al., 2013).
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Figura 16 - Esquema experimental simplificado do método CLAE/HPLC
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Fonte: https://pt.linkedin.com/pulse/vantagens-e-limita%C3%A7%C3%B5es-da-t%C3%A9cnica-de-
cromatografia-ferreira-costa

O aparelho consiste em um reservatério de solvente, injetor de amostra, bomba de
presséo, tubo HPLC e detector de diodo. O processo comeca com a injecdo da mistura a ser
separada no fundo do HPLC. Além disso, um solvente adequado é despejado no reservatério
de solvente. A torneira é agora aberta para permitir o movimento do solvente para baixo, que é
entdo empurrado por uma bomba de pressao para se misturar com a amostra injetada. Por fim,
a mistura passa para o detector de diodo, que separa 0s compostos, remove 0s residuos e
bombeia o contetdo final para as unidades de processamento (UJANG et al., 2013).

Varios métodos foram utilizados na identificacdo de compostos de extratos de plantas
medicinais, compreendendo a detec¢do de grupo funcional, presenca de multiplas ligagdes e
anéis, arranjo de hidrogénio e carbono, bem como elucidacdo estrutural completa. As técnicas
utilizadas incluem espectroscopia de massa (EM), espectroscopia ultravioleta (UV),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectroscopia de infravermelho
(El) (ALTEMIMI et al., 2017).

A EM é um método é util na identificacdo de compostos com base na estrutura quimica e
peso molecular. O objetivo € sequenciar e identificar o composto desconhecido em uma
mistura. As substancias geralmente identificadas incluem oligonucleotideos e peptideos
(BANU&CATHRINE, 2015).

O processo comega bombardeando uma molécula organica com um elétron e converte-o

em ions carregados muito energéticos (Figura 17). O sinal foi detectado pela primeira vez
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usando energia de ionizacdo de elétrons de 70eV;também, os espectros de amostra sao
detectados e registrados como porcentagem de pico. Os compostos séo identificados com base
em sua massa molecular relativa e peso molecular. Isso pode ser alcancado tracando a massa
dos ions fragmentados contra as cargas do ion individual (MVS&RAJAGOPAL, 2015).

Figura 17 - Bombardeamento de moléculas na técnica de Espectrometria de Massas

Fonte: https://revistaanalytica.com.br/o-sistema-de-vacuo-na-espectrometria-de-massas/

Notavelmente, EM fornece informacgdes abundantes sobre moléculas organicas. Portanto,
um dos procedimentos padrdo no processamento de plantas medicinais € a combinacdo de
EM/CLAE - MS/HPLC (MVS&RAJAGOPAL, 2015).

O UV (Figura 18) é um método adequado para analises qualitativas e quantitativas de
compostos presentes no extrato da planta. Varios metabolitos secundarios, como fendis,
antocianinas, taninos e corantes poliméricos podem ser detectados em certas frequéncias. O
conteudo fenolico total e outros metabdlitos secundarios podem ser estabelecidos usando esta
técnica. Frequéncias especificas foram usadas para identificar flavonoides (320nm), compostos
fenolicos (280nm), antocianinas (520nm) e acidos fenodlicos (360nm) (ALTEMIMI et al.,
2017).
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Figura 18 - Esquema simplificado UV-VIS
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Fonte: https://www.splabor.com.br/blog/espectrofotometro-2/espectrofotometro-auxiliando-as-pesquisas-em-
amplos-campos-de-atuacao/

A RMN (Figura 19) presta mais atencdo as propriedades fisicas da molécula bioativa,
como numero e disposi¢do do atomo de carbono, presenca de is6topos de carbono, atomo de
hidrogénio e prétons. Também descreve como os atomos sdo organizados em uma molécula
(MVS&RAJAGOPAL, 2015).

Figura 19 - Técnica de RMN simplificada
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Fonte: https://repositorio.ufsc.br/bitstream/handle/123456789/99917/julisse.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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A EI (Figura 20) tenta avaliar grupos funcionais presentes em um composto. O
conhecimento do grupo funcional auxilia na definicdo das propriedades fisicas e quimicas de
um determinado composto. Além disso, ligacdes simples, duplas e maltiplas séo identificadas
por meio desse processo (ALTEMIMI et al., 2017).

Figura 20 - Esquema simplificado do El
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Fonte: https://www.sorocaba.unesp.br/#!/pesquisa/laptec/linhas-de-pesquisa/caracterizacao-de-materiais/ftir/

A técnica envolve a passagem de um composto organico através de radiacdo
infravermelha, que é absorvida em determinadas frequéncias. As amostras liquidas séo
identificadas usando placas de cloreto de sodio, enquanto as amostras solidas sdo determinadas
usando brometo de potassio moido em conjunto e comprimido em um pellet fino. O resultado
é registrado como um espectro que € a transmitancia percentual. Por ultimo, os espectros sdo
analisados; os picos obtidos em determinado nimero de onda sdo comparados com referéncia
padrdao (MVS&RAJAGOPAL, 2015).

3.6 Ixora coccinea

Ixora é um género de plantas com flores da familia Rubiaceae que consiste em arvores
tropicais perenes que sdo nativas das regides tropicais da Asia (NEELAMEGAM, 2011)
compreendendo cerca de 500 espécies diferentes com seu centro de diversidade na Asia
Tropical (VARIER, 2010). O género também cresce em climas subtropicais nos Estados
Unidos, como a Floérida e é amplamente distribuido em Nigéria (OBUZOR et al., 2011,
DONTHA; KAMURTHY; MANTRIPRAGADA, 2015).
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Embora este género seja composto por cerca de 500 espécies, apesar de sua
potencialidade fitoconstituinte, apenas algumas espécies como Ixora chinensis (Figura 21a),
Ixora lutea (Figura 21b) e Ixora parviflora (Figura 21c) (AKTER et al., 2015) estdo sendo
cultivadas, estudadas e utilizadas (KHARAT et al., 2013).

Figura 21 - (a) Ixora chinensis, (b) Ixora lutea, (c) Ixora parviflora
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Fonte: https://www.mundoecologia.com.br/plantas/quanto-tempo-leva-para-ixora-crescer/

A palavra “Ixora” foi derivada a partir de uma versao portuguesa de Iswari, que € 0 nome
da Deusa “Parvati” a qual flores de Ixora coccinea sdo oferecidas, enquanto “coccinea” ¢ uma
palavra latina que significa cor escarlate (JOSHI, 2013). Ixora coccinea Linn (Figura 22),
sindnimos de Ixora grandiflora Bot e Ixora bandhuca Roxbg é conhecida por diferentes nomes
como a chama da floresta, geranio da selva e Ixora vermelha, sendo esta espécie um arbusto
perene encontrado em toda a India e Sri Lanka (BALIGA&KURIAN, 2012).

Figura 22 - Ixora coccinea Linn

E um arbusto multiramificado, glabro, sempre verde, comumente 1-2 m de altura, mas
capaz de atingir até 3,6 m em altura; carregando numerosas flores escarlates brilhantes que
estdo em corimbiformes densas e sensiveis cimeiras. As folhas sdo coriaceas, de 2 cm a 15 cm
de comprimento, oblongo, séssil ou subséssil e obtuso (KHARAT et al., 2013), crescem em
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cachos, encontradas entre abril e maio. Os frutos séo carnosos do tamanho de ervilhas, sendo
duas bagas com sementes desenvolvidas entre maio e junho (BACHHETI&PANDEY, 2011).

A planta é distribuida preferencialmente em solos acidos e prospera em solos acidos
umidos e bem drenados solo com tolerancia a sombra (ELUMALAI et al., 2012). Possuindo
ampla gama de efeitos biologicos e medicinais, incluindo hepatoprotetor (BALIGA&KURIAN,
2012; ELUMALAI etal., 2012), quimioprotetor (LATHA&PANIKKAR, 2001; LATHA etal.,
2004; SUN&PENG, 2008); antimicrobiano (ANNAPURNA et al., 2003; SHARMA&SMITA,
2010); antioxidante, antinociceptivo (RATNASOORIYA et al., 2005), atividades antimitotica,
anti-inflamatoria, cardioprotetora, antidlcera, anti-helmintica, antiasmatica, hipolipemiante e
hipoglicemiante (VERSIANI et al., 2012).

Uma investigacao fitoquimica de Ixora coccinea revelou importantes fitoquimicos como
acido ursolico (Figura 23a), lupeol (Figura 23b), acido oleandlico (Figura 23c), rutina (Figura
23d), sitosterol (Figura 23e), leucocianadina(Figura 23f),, antocianinas, proantocianidinas,
quercetina e glicosideos de kaempferol (NAGARAJ et al., 2011), muitos dos que possuem as

atividades descritas no paragrafo anterior.

Figura 23 — Fitoquimicos identificados em Ixora coccinea (a) acido ursélico, (b) lupeol, (c)
acido oleandlico, (d) rutina, (e) sitosterol, (f) leucocianadina

Fonte: PubChem (2022)
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As raizes de Ixora coccinea (Figura 24) sdo usadas como antisséptico, adstringente,
estomacal, sedativo e também no tratamento da disenteria, diarreia e gonorreia; anorexia,
solugos, feridas, tosse, febre e Ulceras cronicas (ARUNACHALAM et al., 2009).

Figura 24 - Raizes de Ixora coccinea

Fonte:'https://WWW.youtube.com/watchvuTy8WEf5DM
Na Peninsula Indochinesa, a raiz processada em decoccéo € til para clarear a urina e
também como cataplasma; caules e folhas frescas sdo usados para eczema, entorses, furdnculos
e contusbes (JOSHI, 2013). As folhas (Figura 25) de Ixora coccinea também apresentam
propriedades antimicrobianas (MUKESH&SMITA, 2010; BALA et al., 2011), antinociceptivas
e anti-inflamatdrias (BALIGA&KURIAN, 2012).

Figura 25 - Folhas de Ixora coccinea

Fonte: https://br.depositphotos.com/221060354/stock-photo-ixora-coccinea-flower-pink-
ixora.html
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Ainda possuindo propriedades antioxidantes (SANKHADIP; SUSHOMASRI;
PRANABESH, 2011), atividades anti-helminticas (SURANA; AHER; PAL, 2011),
antileishmania  (NASKAR; BHATTACHARYA; BISWAS, 2013), antiasmatica
(MISSEBUKPO et al., 2011), antidiarreica (PRABHU; YASMEEN; AGASHIKAR, 2010;
MANIYAR; BHIXAVATIMATH; AGASHIKAR, 2011), hepatoprotetora (SHYAMAL et al.,
2010), citotoxica/antitumoral (SELVARAJ et al.; SARAVANAN&BOOPALAN, 2011),
cardioprotetora (FIROZ et al., 2012), anti-Ulcera (Arunachalam et al., 2009; PATIBANDLA,;
NAGARAJU; VINAY, 2014), neuroprotetora (HARISH; SRINATH, 2013), ansiolitica
(SHANE; NASIYA; SRI, 2014) e capaz de atuar na cicatrizacdo de feridas (AADESH et al.,
2014).

As folhas de Ixora coccinea sdo produtoras de kaemferol (Figura 26a), flavonoides,
quercetina (Figura 26b), antrocianidinas, acidos ferulicos e outros acidos fendlicos (PRABHU;
YASMEEN; AGASHIKAR, 2010).

Figura 26 — (a) Kaemferol e (b) Quercetina
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Fonte: PubChem (2022)

As flores séo usadas no tratamento de leucorreia, dismenorreia, hemoptise, disenteria e
bronquite catarral (KHARE, 2007; BANERJEE et al., 2011; JOSHI, 2013). O extrato das flores
contém flavonoides, triterpenoides e taninos. As flores séo usadas topicamente para tratar sarna,
feridas, ulceras crbnicas e algum tipo de dermatite (SHARMA et al., 2010) e também
tradicionalmente para aumentar a sexualidade e o reacender da paixdo (SUNITHA,
HEMALATHA; BHAGAVANRAJU, 2015).

Nesta parte da espécie sdo relatados compostos fitoquimicos como rutina, glicosideo de

leucocianidinas, cianidina-3-rutinosidio e delfinidina monoglicosideo (BALIGA&KURIAN,
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2012; KHARAT et al., 2013), além de antocianinas (TONDON&SHARMA, 2013). Essas
antocianinas tém chamado a atencdo por seu potencial como fonte de corante natural
(DESHPANDE&CHATURVEDI, 2011; DESHPANDE et al., 2010).

Apesar do desenvolvimento na area medicinal nos ultimos anos, o tratamento de doencas
ainda é um desafio. Doencas de origem inflamat6ria permanecem com outros um dos principais
problemas de satide (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 2012), sendo de vital importancia o estudo

da espécie Ixora coccinea em tais propriedades pouco exploradas.

3.7 Atividade anti-inflamatoria

A inflamac&o ou flogose € uma reacdo imunoldgica de tecidos vivos a lesdes que levam
ao acumulo de sangue, fluidos e células. A inflamacao é o resultado de uma reagdo imunolégica
do nosso corpo em resposta a alérgenos perigosos invasores (GHASEMIAN; OWLIA;
OWLIA, 2016). Mesmo sendo uma defesa imunoldgica, a reacdo complexa inclui mediadores
envolvidos na inflamagdo que podem induzir muitas doencas (SOSA et al., 2002). Alergias,
cancer, doencas autoimunes, sindromes metabolicas e doencas cardiovasculares também estao
associadas resposta inflamatéria nao tratada (GHASEMIAN; OWLIA; OWLIA, 2016).

As subtancias com potencial anti-inflamatdrio sdo usadas para atenuar o inchaco e dor de
inflamacdo do tecido. Mas de forma prolongada, o uso de agentes anti-inflamatérios pode
produzir toxicidade gastrintestinal, cardiovascular e outras toxicidades. Portanto, uma
necessidade de drogas anti-inflamatorias com efeitos colaterais menos graves para uso em
doencas inflamatédrias cronicas (BOSE et al., 2020). Portanto, nos ultimos tempos, ha mais
interesse em medicamentos tradicionais para o tratamento de varias doengas, mas ndo héa ou ha
menos evidéncias cientificas (MADHAVI et al., 2012).

Esses agentes infecciosos ou tecidos danificados estimulam a producéo de citocinas pro-
inflamatorias, como interleucina e TNF-a que por sua vez regula o aumento da formagdo de a
prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaglandina atuam no hipotalamo para elevar a temperatura
corporal (SULTANA; ANWAR; ASHRAF, 2015).

Esse aumento da temperatura no corpo, além da faixa fisioldgica é chamada de pirexia ou
febre. Vérios estresses fisioldgicos causados por exercicio excessivo, infeccdo microbiana,
aumento a secrecdo do hormonio tireoidiano e lesdo do sistema nervoso central predispor
pirexia em individuos saudaveis (BOSE et al., 2020). A atributos sensoriais e emocionais
desagradaveis associados com dano tecidual real ou potencial é denominado como dor (BOSE
et al., 2020).
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Os nociceptores sdo os receptores sensoriais da dor, presentes em quase todos os tecidos
do corpo e sdo os principais responsaveis para a conducao do impulso nervoso para o sistema
nervoso central sistema, mediante estimulacdo de substancias quimicas, fisicas ou estimulos
térmicos. Em resposta ao dano de qualquer tecido, vasos sanguineos, neutrofilos, macrofagos e
mastdcitos liberam uma ampla variedade de mediadores, como histamina, prostaglandinas,
bradicinina, leucotrienos, noradrenalina, citocinas e glutamato (YUNES et al., 2005; DAS;
MANDAL, 2018).

Durante o curso da resposta inflamatdria, grande quantidade de NO formado por 6xido
nitrico sintase (INOS) em macrdfagos ativados ultrapassam a quantidade fisiol6gica de NO,
que geralmente sdo feitos por forma neuronal de NOS (nNOS) ou forma constitutiva de NOS
(eNOS), estas sdo as macromoléculas NO nitrosilatos. Também provocam aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatacéo, tecido e o dano endotelial leva a inflamacéo, varios
estudos in vivo mostram que o edema induzido pela substancia-P é mediado pela liberacdo de
NO (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003)..

O processo inflamatorio envolve a atividade de mediadores inflamatorios como como
radical livre derivado de neutrofilos, reativo espécies de oxigénio (ROS), oxido nitrico (NO),
prostaglandinas e citocinas (UDEGBUNAM et al., 2012). Em resposta a inflamac&o, dor e
pirexia 0s medicamentos mais utilizados séo os anti-inflamatorios ndo esteroidais, mas estes
agentes levam a alguns problemas gastrointestinais e complicacbes cardiovasculares
(SOSTRES et al., 2010).

Ao fim ocorre a lesdo tecidual por macromoléculas prejudiciais, peroxidacdo de
membranas lipidicas e danos a tecidos que desempenham papel importante na patogénese de
muitas doencas inflamatorias. Entdo, os radicais livres sdo importantes mediadores que
provocam ou sustentam processos inflamatérios e, consequentemente, a sua neutralizacdo por
antioxidantes e varredores de radicais podem atenuar a inflamagdo (CONFORTI et al., 2008).

Dai a busca por outras alternativas parece tdo necessaria e benéfica. Ervas ou plantas
medicinais contém varios desses componentes que possuem inUmeras atividades
farmacoldgicas. Fenodlicos e flavondides sdo metabdlitos secundarios com varias atividades
como antioxidante, antimutagénica e anti-inflamatério. Os flavonoides sdo capazes de inibir a
expressao e ativacdo da iNOS e, portanto, pode ser usado adicionalmente durante a inflamagéo
terapia (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003). Assim, 0 uso de substancias anti-
inflamatorias mostra-se Util para tratar terapeuticamente esta condi¢édo patologica (SOSA et al.,
2002).
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Ainda, a condicdo oxidativa das respostas inflamatdrias apresentam uma gama de radicais
livres, incluindo 6xido nitrico, radical hidroxila, superéxidos e peroxinitritos em organismos
seres vivos. Ha uma série de evidéncias sobre o papel dos radicais livres no desenvolvimento
de varias doencas, incluindo cancer, neurodegeneracdo e inflamagdo doencas (FERGUSON,
2010; HALLIWELL, 2006).

3.8 Atividade antioxidante

Condicbes desfavoraveis para as plantas, como temperatura extrema, seca, metais
pesados, deficiéncias de nutrientes e alta salinidade, geram altas concentracdes de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que podem causar estresse oxidativo. Para evitar isso, as células
possuem um complexo sistema antioxidante com elementos enzimaticos e ndo enzimaticos. As
moléculas do sistema ndo enzimatico possuem diferentes mecanismos de a¢do, como inibicao
enzimatica, quelacdo de oligoelementos envolvidos na producédo de radicais livres, captacao e
ativacdo de espécies reativas ou aumento da protecdo por meio de outras defesas antioxidantes
(BARUA et al., 2014).

Dentre essas moléculas, 0os compostos derivados do metabolismo secundério,
especificamente os compostos fendlicos, desempenham um papel fundamental contra o estresse
oxidativo (PANG et al., 2018). Esses compostos sdo conhecidos por atuar como antioxidantes
ndo apenas por sua capacidade de doar hidrogénio ou elétrons, mas também porque sdo
intermediarios radicais estaveis. Os compostos fendlicos também tém efeitos protetores em
humanos quando as plantas sdo consumidas como alimento (NICIFOROVIC et al., 2010).

Os antioxidantes, portanto, ganharam importancia para sua capacidade de reduzir essas
doencas produz dos radicais livres. Nesse contexto, propriedades antioxidantes de varias plantas
medicinais estdo sendo investigadas em todo o mundo devido as preocupac6es toxicoldgicas
associadas aos antioxidantes sintéticos (PESCHEL et al., 2006).

Nos sistemas vivos, os radicais livres sdo gerados como parte do processo metabolico
normal do corpo, e as reacGes em cadeia de radicais livres sédo geralmente produzidas na cadeia
respiratéria mitocondrial, oxidases de funcdo mista do figado, através da atividade da xantina
oxidase, poluentes atmosféricos e de metais de transigéo, catalisadores, drogas e xenobidticos.
Além disso, a mobilizacdo quimica das reservas de gordura sob varias condi¢cBes, como
lactacdo, exercicio, febre, infeccdo e até mesmo jejum, pode resultar em aumento da atividade
radical e danos (DOSS et al., 2018).

Antioxidantes sintéticos, por exemplo, hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno

butilado (BHT) séo excepcionalmente viaveis e sdo utilizados para preparacéo industrial, por
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mais que tenham reaces colaterais e propriedades toxicas que influenciar o bem-estar humano.
A busca de agentes antioxidantes de plantas fontes naturais vém ganhando muita consideragédo
e compostos foram colocados em prova reconhecivel para analisar antioxidantes alternativos e
com menos efeitos colaterais (DHARMASIRI; RATNASOORIYA; THABREW, 2002).

A oxidacdo é bésica para muitos seres vivos para a criacdo de energia para alimentar
processos bioldgicos. O papel de radicais de oxigénio foi ligado em vérias doengas como
diabetes, cancer, doencas cardiovasculares, amadurecimento etc. Os antioxidantes que
eliminam essas receptivas espécies de oxigénio e radicais livres sdo vitais no inicio da
prevencdo e a manutengdo de inimeras infec¢des causadas por pressdo oxidativa (SURANA;
AHER; PAL, 2013; JADHAYV, 2020).

Espécies reativas de oxigénio (ERO), como superoxido, peroxido de hidrogénio e radical
hidroxila, sdo continuamente produzidas no corpo humano. Suas func¢des priméarias envolvem
sinalizacdo quimica, desintoxicacdo, fornecimento de energia e funcdo imunoldgica
(MUHAMMAD et al., 2019).

No entanto, a maior concentracdo celular de EROS € potencialmente prejudicial para as
moléculas bioldgicas e membranas. As EROs sdo reguladas por mecanismos de defesa
enddgenos, incluindo componentes enzimaticos (superdxido dismutase, catalase e peréxidos de
gultahione) e ndo enzimaticos (glutationa, acido ascorbico, proteinas ligantes de metais, uratos
etc.). A falha no mecanismo de defesa, principalmente em condi¢fes de estresse, trauma e
fisiopatologia, perturba o equilibrio entre geracdo e neutralizacdo de EROs, levando a danos
celulares e toxicidade. Além disso, as EROs estdo fortemente associadas ao diabetes,
aterosclerose (MUHAMMAD et al., 2020).

Os antioxidantes reduzem os efeitos nocivos ao doar elétrons ou dtomos de hidrogénio
aos radicais livres, protegendo assim a integridade e a salde celular. Esses compostos também
podem reparar os danos causados pelas EROs. Os antioxidantes naturais vém principalmente
de plantas na forma de fendis, flavonoides, acidos ascorbicos, vitaminas e carotenoides. Esses
compostos atuam como sequestradores de radicais livres, agentes redutores, complexantes de
pré-oxidantes e supressores de oxigénio singlete (SHAH et al., 2017).

Geralmente, a capacidade antioxidante dos fendis em extratos vegetais é eficaz em baixas
concentragdes e, em humanos, esta associada a prevencao de doencas cardiovasculares e cancer
(DUTHIE et al., 2000; LI et al.,, 2014; BAIMUS et al., 2016). Assim, estudos para a
determinacdo da atividade antioxidante do extrato de diferentes espécies vegetais podem
contribuir para estabelecer o valor dessas espécies como fonte de novos compostos
antioxidantes (MILIAUSKAS et al., 2004; GOUTHAMCHANDRA et al., 2010).
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Os polifendis vegetais — compostos hidroxilados arométicos, estdo entre as moléculas
mais potentes e terapeuticamente Uteis, comumente encontradas em frutas, vegetais e
ervas. Esses compostos representam o maior grupo de metabolitos secundarios sintetizados por
plantas superiores, talvez como resultado da estratégia antioxidante adaptada no processo
evolutivo dos organismos (MUHAMMAD et al., 2020). Muitos desses compostos fendlicos sdo
essenciais para a vida das plantas, pois fornecem defesa contra ataques microbianos e tornam
seus galhos intragaveis para predadores herbivoros. Estas sdo as principais propriedades
antioxidantes vegetais, contendo grupo(s) hidroxila, que sdo capazes de neutralizar EROs
(KHALAF et al., 2008). Portanto, os polifendis estdo principalmente associados a atividade
antioxidante das plantas (TAQVI et al., 2012).

Vaérias abordagens tém sido usadas para quantificar a atividade antioxidante de extratos
vegetais e compostos isolados. Alguns métodos convencionais sdo baseados em qualquer
principio de eliminacdo de radicais, como ABTS: &cido 2,2'-azino-bis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ORAC: Capacidade de
absorcéo de radicais de oxigénio ou potencial redutor, como FRAP: poder antioxidante redutor
férrico), CAET: capacidade antioxidante equivalente Trolox e CAT: capacidade antioxidante
total de extratos vegetais. Algumas outras técnicas, incluindo fluorescéncia, espectroscopia,

quimioluminescéncia e eletroquimica também estdo em pratica (AHMED et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo do material vegetal

Foram obtidas flores de Ixora coccinea L., em janeiro de 2022, coletadas na Universidade
Federal do Maranhdo e identificadas pelo Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do
Maranhdo. O material vegetal foi encaminhado ao Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de
Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde foram selecionadas quanto aos aspectos fisicos e

visuais para posterior preparo dos extratos e fracionamentos.

4.2 Preparos dos extratos e fracionamento

Para o preparo do extrato hidroalcdolico utilizou-se 100g do material vegetal, empregou-
se 0 processo de maceracdo com solvente extrator etanol P.A 70% (v/v) seguindo a propor¢édo
1:10. A solugdo obtida apds 7 dias foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob presséo
reduzida, apds o processo o extrato foi liofilizado para posteriores analises (HARBORNE,
1998).

Para o fracionamento foi utilizada a técnica de particdo liquido/liquido em funil de
decantagdo, de acordo com a metodologia estabelecida por Queiroz et al. (2001). O extrato
liofilizado foi submetido ao particionamento/fracionamento com solventes de polaridade
crescente (hexano, acetato de etila, cloroférmio e metanol). O particionamento foi realizado de
forma sequencial, onde 10g do extrato bruto seco foram colocados em funil de separacéo. Todos
os solventes foram adicionados por etapa no volume de 200 mL ao sélido extrato bruto. Apds
a obtencéo das fragdes, essas foram separadas por solvente por evaporador rotativo sob presséo
reduzida, posteriormente liofilizadas. Todo particionamento resultou em 4 fragdes: as fragdes
hexanicas (FHIC), acetato de etila (FAIC), cloroférmio (FCIC) e metanol (FMIC).

4.3 Caracterizacdo quimica dos extratos

A caracterizacdo quimica dos extratos e fracdes foi realizada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM/HPLC-MS).

Amostras liofilizadas (0,5 g) foram extraidas em metanol (62%) e HCI 6 M conforme
descrito por Qasim et al. (2019). Apos a purga de nitrogénio, as amostras foram submetidas a
refluxo por 2 h. Os extratos filtrados foram ajustados para 100 mL com metanol e refiltrados
através de um filtro de membrana de 0,45 um antes de injetar no sistema CLAE/HPLC
(Shimadzu). A fase movel contendo 1% de acido acético e 70% de metanol foi usada com uma
taxa de fluxo de 0,8 mL min? (QASIM et al., 2017). O programa gradiente foi seguido
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por Qasim et al. (2019). Os compostos fenolicos foram investigados comparando o tempo de
retencao e espectros UV-Vis dos picos cromatograficos com os padrdes de referéncia auténticos

em 280 nm.

4.4 Avaliacéo da atividade antioxidante por eliminacédo de radicais hidroxila (R-OH")

A atividade antioxidante foi feita pelo método espectrofotométrico de eliminagdo de
radicais hidroxila do acido salicilico conforme os métodos descritos por Smirnoff&Cumbes
(1989) e Sundarajan et al. (2016). Os extratos hidroalcoolicos em diferentes concentragdes de
10-500 ppm foram dissolvidos em tampéo fosfato salino (PBS). Foram adicionadas a essas
concentra¢fes 1 mL de &cido salicilico (9 mM),1 mL de sulfato ferroso (9 mM) e 1 mL de
perdxido de hidrogénio (9 mM). Utilizou-se &cido ascérbico como padrdo positivo. A mistura
reacional foi incubada durante 60 min a 37 °C em banho-maria; ap6s a incubacao, a absorbancia
das misturas foi medida a 510 nm em espectrofotometro UV/VIS. A eliminacdo de radicais
hidroxila foi expressa em percentual e a Concentracdo Eficiente 50% (CEso/ICs0) € 90%

(CEgo/ICe0) capazes de inibir 50% e 90%, respectivamente, da eliminacéo foi expressa em ppm.

4.5 Avaliacéo da atividade antioxidante por eliminacédo de radicais ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)], foi adaptada conforme a metodologia sugerida por RE et al.
(1999). A partir das concentracfes dos extratos e fracdes (5 a 150 ppm) preparou-se a mistura
reacional com o cétion radical ABTS. Em ambiente escuro foi transferida uma aliquota de 30
pL de cada concentracdo das amostras contendo 3,0 mL do cation radical ABTS e
homogeneizou em agitador de tubos e ap6s 6 minutos realizou-se a leitura da absorbéncia da
mistura reacional em espectrofotdmetro em comprimento de 734 nm. As analises foram
realizadas em triplicata. A eliminacdo de radicais ABTS foi expressa em percentual e a
Concentracdo Eficiente 50% (CEso/ICs0) € 90% (CEgo/ICg0) capazes de inibir 50% e 90%,

respectivamente, da eliminag&o foi expressa em ppm.

4.6 Avaliacéo da atividade antioxidante por eliminacédo de radicais DPPH

O método utilizado para determinar a capacidade antioxidante dos extratos e fracdes foi
adaptado de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). 50 uL dos extratos e fragcbes foram
misturados com 950 uL de etanol, 2 mL de solucéo de radical DPPH, perfazendo 4 mL com
etanol, com posterior homegeneizacdo. A mistura foi deixada a reagir no escuro durante 30

minutos. A absorcao de amostras (As) foi registrada em 517 nm em um espectrofotdometro UV-
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Vis. A eliminagéo de radicais DPPH foi expressa em percentual e a Concentragdo Eficiente
50% (CEso/ICs0) € 90% (CEoo/ICg0) capazes de inibir 50% e 90%, respectivamente, da

eliminacdo foi expressa em ppm.

4.7 Atividade anti-inflamatoria total por desnaturagdo proteica de albumina

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo método de desnaturacdo proteica de
albumina por degradacéo térmica (PADMANABHAN&JANGLE, 2012). A mistura reacional
(4000 pL) consistiu em 2000 L de diferentes concentracGes dos extratos hidroalcoolicos (100-
500 ppm) diluidos em PBS e 2000 pL de uma solucéo a 10% de albumina diluida em PBS e
incubada a (37£1) °C por 15 minutos. A desnaturagdo foi induzida mantendo a mistura de
reacao a 70°C em banho-maria por 10 minutos. Apdés o resfriamento, a absorbancia foi medida
em 660 nm em espectrofotometro UV/VIS. A inibi¢do da desnaturacdo proteica foi expressa
em percentual e a Concentracgdo Eficiente 50% (CEszo/1Cso) capaz de inibir 50% da desnaturagéo

foi expressa em ppm.

4.8 Atividade antiartritica por degradacao de albumina sérica bovina

A avaliacdo da atividade antiartritica foi executada por degradacdo de albumina sérica
bovina (HASAN et al., 2015). A mistura de reacdo (500 uL) continha 450 pL de albumina
sérica bovina (5%) e 50 pL de diferentes concentracbes (10-100 ppm) dos extratos
hidroalcoolicos diluidos em PBS. Todas as solu¢Bes foram ajustadas para pH 6,3 por HCI 1
N. As amostras foram incubadas em estufa a 37° C por 20 min e aquecidas a 57 °C por 3 min
em banho-maria. Para os controles positivo e negativo, respectivamente, foram utilizados 50
pL de &gua destilada e 500 pL de albumina sérica bovina (5%). Em seguida, foi adicionado
PBS (2500 pL) as amostras e a absorbancia das mesmas foram medidas a 660 nm em
espectrofotémetro UV/VIS. A inibicdo da degradacdo de albumina sérica bovina foi expressa
em percentual e a Concentracdo Eficiente 50% (CEszo/1Cso) capaz de inibir 50% da desnaturagéo

foi expressa em ppm.
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ABSTRACT

Andste study evaluates the antioxidant, anti-inflammatory and antiarthritic properties of hydroalcoholic
extracts and fractions of Ixora coccinea L. Hydroalcoholic extracts were obtained by maceration process of
Ixora coccinea flowers, and fractions by liquid/liquid partition. Chemical characterization was performed by
High Efficiency Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry (HPLC/MS). Evaluation tests of
antioxidant, anti-inflammatory and antiarthritic activity were performed. The Effective Concentration -ECso
was quantified to classify the potential of the chemical and biological activities evaluated. HPLC/MS
quantified catechol as the major component of hydroalcoholic extract (59.50%). In the antioxidant assay, all
ECso ranged from 6.45 to 87.15 ppm, classifying all concentrations observed as very active. For the anti-
inflammatory assay, the ECso ranged from 32.27 to 198.06 ppm. For the antiarthritic assay, the ECso ranged
from 10.76 to 66.02 ppm. Finally, the chemical characterization proved bioactive components in the
composition of hydroalcoholic extracts and fractions, since they demonstrated excellent antioxidant, anti-
inflammatory and antiarthritic capacity, being of vital importance for following bioassays in the formulation of
products derived from this extract.

Keywords: Doencas; Fragfes; Ixora; Antioxidante.

RESUMO

Este estudo avaliou as propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e antiartritica de extratos
hidroalcéolicos e fragfes de Ixora coccinea L. Os extratos hidroalc6olicos foram obtidos por processo de
maceracdao das flores de Ixora coccinea, e as fragdes por partigdo liquido/liquido. A caracterizagdo quimica
foi executada através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
(CLAE/EM). Foram realizados ensaios de avaliagdo de atividade antioxidante, anti-inflamatéria e a
atividade antiartritica. Quantificou-se a Concentracdo Efetiva - CEso para classificacdo do potencial das
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atividades quimicas e bioldgicas avaliadas. Através da CLAE/EM quantificou-se o catecol como
componente majoritario do extrato hidroalcéolico (59,50%). No ensaio antioxidante, todas CEso variaram
entre 6,45 a 87,15 ppm, classificando todas as concentracdes observadas como muito ativas. Para o
ensaio anti-inflamatoério, as CEso variaram entre 32,27 a 198,06 ppm. Para o ensaio antiartritico, as CEso
variaram entre 10,76 a 66,02 ppm. Por fim, a caracterizacédo quimica comprovou componentes bioativos
na composicao dos extratos hidroalcéolicos e fragdes, visto que as mesmas demonstraram excelente
capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e antiartritica, sendo de vital importancia para bioensaios
seguintes na formulac&o de produtos derivados deste extrato.

Palavras-chave: Doencgas; Fragdes; Ixora; Antioxidante.

1 INTRODUCAO

A oxidacdo é basica para muitos seres vivos para a criacdo de energia para
alimentar processos biologicos. O papel dos radicais de oxigénio esta diretamente
relacionado a varias doencas como diabetes, cancer, doencas cardiovasculares, etc.
Os antioxidantes que eliminam essas receptivas espécies de oxigénio e radicais livres
sao vitais no inicio da prevencdo/manutencdo de inumeras infeccbes causadas por
pressao oxidativa (SURANA; AHER; PAL, 2013; JADHAYV, 2020).

Geralmente, a capacidade antioxidante dos fendis em extratos vegetais € eficaz
em baixas concentracdes e, em humanos, esta associada a prevencdo de doencas
cardiovasculares e cancer (DUTHIE et al., 2000; LI et al.,, 2014; BAIMUS et al.,
2016). Assim, estudos para a determinacdo da atividade antioxidante de diferentes
espécies vegetais podem contribuir para estabelecer o valor dessas espécies como
fonte de novos compostos antioxidantes (MILIAUSKAS et al., 2004,
GOUTHAMCHANDRA et al., 2010).

Os polifendis vegetais — compostos hidroxilados aromaticos, estdo entre as
moléculas mais potentes e terapeuticamente Uteis, comumente encontradas em frutas,
vegetais e ervas. Esses compostos representam o0 maior grupo de metabdlitos
secundarios sintetizados por plantas superiores, talvez como resultado da estratégia
antioxidante adaptada no processo evolutivo dos organismos (MUHAMMAD et al.,

2020).
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Como intensificacdo da resposta a essa problematica, temos a aplicacdo de
extratos bioativos de plantas medicinais como objeto de varios estudos. Esses
representam solucbes baratas e ecoldgicas para solucionar os diversos danos
ambientais e econémicos (CHINNAMUTHU et al.,, 2009). Na busca realizada no
espectro de estudos divulgados, algumas espécies medicinais se apresentam com
potenciais significativos, com destaque para Ixora coccinea, alvo deste estudo, em
virtude de seus amplos potenciais biolégicos, mas ainda pouco estudadas com relagao
as suas investigacbes de amplo espectro para atividades anti-inflamatorias e
antiatriticas.

Nessa perspectiva, 0s resultados provenientes desta pesquisa poderao trazer
contribuicdes importantes para prevencao e tratamento de doencas ligadas a respostas
inflamatéria como artrite, diabetes, doencas cardiovasculares, alergias, cancer,
doencas autoimunes, sindromes metabdlicas e doencas cardiovasculares, bem como
a aplicacdo de um bioproduto com potencial de mercado, mais seguro, eficaz, livre de
toxicidade e econbmico. Desta forma, este estudo teve por objetivo avaliar os
potenciais antioxidante, anti-inflamatorio e antiartritico de extratos hidroalcéolicos e

fracGes de Ixora coccinea L.

2 MATERIAL E METODOS

Obtencéao do material vegetal

Foram obtidas flores de Ixora coccinea L., em janeiro de 2022, coletadas na
Universidade Federal do Maranhdo e identificadas pelo Herbario Atico Seabra da
Universidade Federal do Maranh&do. O material vegetal foi encaminhado ao Laboratério de
Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde posteriormente

preparados os extratos hidroalcoolicos e fracionamentos.
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Preparos dos extratos e fracionamento

Para o preparo do extrato hidroalcoolico utilizou-se 100g do material vegetal,
empregou-se o0 processo de maceracao com solvente extrato etanol P.A 70% (v/v) seguindo
a proporcao 1:10. A solucao obtida apds 7 dias foi filtrada e concentrada em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida, apés o processo o extrato foi liofilizado para posteriores

analises (HARBORNE, 1998).

Para o fracionamento foi utilizada a técnica de particdo liquido/liquido em funil de
decantacéo, de acordo com a metodologia estabelecida por Queiroz et al. (2001). O extrato
liofilizado foi submetido ao particionamento/fracionamento com solventes de polaridade
crescente (hexano, acetato de etila, cloroférmio e metanol). O particionamento foi realizado
de forma sequencial, onde 10g do extrato bruto seco foram colocados em funil de
separacado. Todos os solventes foram adicionados por etapa no volume de 200 mL ao sélido
extrato bruto. Apos a obtencdo das fracGes, essas foram separadas por solvente por
evaporador rotativo sob pressdo reduzida, posteriormente liofilizadas. Todo
particionamento resultou em 4 fracdes: as fracbes hexanicas (FHIC), acetato de etila

(FAIC), cloroférmio (FCIC) e metanol (FMIC).

Caracterizacdo quimica dos extratos

A caracterizacdo quimica dos extratos e fracdes foi realizada por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM/HPLC-MS).

Amostras liofilizadas (0,5 g) foram extraidas em metanol (62%) e HCI 6 M conforme
descrito por Qasim et al. (2019). Apds a purga de nitrogénio, as amostras foram submetidas
a refluxo por 2 h. Os extratos filtrados foram ajustados para 100 mL com metanol e
refiltrados através de um filtro de membrana de 0,45 pm antes de injetar no sistema
CLAE/HPLC (Shimadzu). A fase mével contendo 1% de acido acético e 70% de metanol foi

usada com uma taxa de fluxo de 0,8 mL min (QASIM et al., 2017). O programa gradiente
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foi seguido por Qasim et al. (2019). Os compostos fendlicos foram investigados
comparando o tempo de retencdo e espectros UV-Vis dos picos cromatograficos com os

padrdes de referéncia auténticos em 280 nm.

Atividade antioxidante por eliminacao de radicais hidroxila (R-OH")

A atividade antioxidante foi feita pelo método espectrofotométrico de eliminagédo de
radicais hidroxila do acido salicilico conforme os métodos descritos por Smirnoff&Cumbes
(1989) e Sundarajan et al. (2016). Os extratos hidroalcoodlicos em diferentes concentragées
de 10-500 ppm foram dissolvidos em tampéo fosfato salino (PBS). Foram adicionadas a
essas concentragcdes 1 mL de &cido salicilico (9 mM),1 mL de sulfato ferroso (9 mM) e 1
mL de peroxido de hidrogénio (9 mM). Utilizou-se acido ascorbico como padréo positivo. A
mistura reacional foi incubada durante 60 min a 37 °C em banho-maria; ap6s a incubacéao,
a absorbancia das misturas foi medida a 510 nm em espectrofotdmetro UV/VIS. A
eliminacao de radicais hidroxila foi expressa em percentual e a Concentracéo Eficiente 50%
(CEs0/ICs0) € 90% (CEg0/ICo0) capazes de inibir 50% e 90%, respectivamente, da eliminacao

foi expressa em ppm.

Atividade antioxidante por eliminagcdo de radicais ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)], foi adaptada conforme a metodologia sugerida por RE et al.
(1999). A partir das concentracdes dos extratos e fracbes (5 a 150 ppm) preparou-se a
mistura reacional com o cétion radical ABTS. Em ambiente escuro foi transferida uma
aliquota de 30 uL de cada concentracdo das amostras contendo 3,0 mL do cation radical
ABTS e homogeneizou em agitador de tubos e apos 6 minutos realizou-se a leitura da
absorbancia da mistura reacional em espectrofotbmetro em comprimento de 734 nm. As

analises foram realizadas em triplicata. A eliminacdo de radicais ABTS foi expressa em
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percentual e a Concentracao Eficiente 50% (CEso/ICs0) € 90% (CEg0/ICg0) capazes de inibir

50% e 90%, respectivamente, da eliminacao foi expressa em ppm.

Atividade antioxidante por eliminacado de radicais DPPH

O método utilizado para determinar a capacidade antioxidante dos extratos e fracoes foi
adaptado de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). 50 uL dos extratos e fracdes foram
misturados com 950 uL de etanol, 2 mL de solucéo de radical DPPH, perfazendo 4 mL com
etanol, com posterior homegeneizagao. A mistura foi deixada a reagir no escuro durante 30
minutos. A absorcéo de amostras (As) foi registrada em 517 nm em um espectrofotdmetro
UV-Vis. A eliminacdo de radicais DPPH foi expressa em percentual e a Concentracao
Eficiente 50% (CEso/ICs0) € 90% (CEgo/IC90) capazes de inibir 50% e 90%, respectivamente,

da eliminagéo foi expressa em ppm.

Atividade anti-inflamatdria total por desnaturacédo proteica de albumina

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo método de desnaturacdo proteica de
albumina por degradacao térmica (PADMANABHAN&JANGLE, 2012). A mistura reacional
(4000 pL) consistiu em 2000 L de diferentes concentracdes dos extratos hidroalcéolicos
(200-500 ppm) diluidos em PBS e 2000 uL de uma solucéo a 10% de albumina diluida em
PBS e incubada a (37+1) °C por 15 minutos. A desnaturacdo foi induzida mantendo a
mistura de reacdo a 70°C em banho-maria por 10 minutos. Apos o resfriamento, a
absorbancia foi medida em 660 nm em espectrofotbmetro UV/VIS. A inibicdo da
desnaturacdo proteica foi expressa em percentual e a Concentracdo Eficiente 50%

(CEso/ICs0) capaz de inibir 50% da desnaturacao foi expressa em ppm.
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Atividade antiartritica por degradacado de albumina sérica bovina

A avaliacdo da atividade antiartritica foi executada por degradacéo de albumina sérica
bovina (HASAN et al., 2015). A mistura de reacéao (500 pL) continha 450 pL de albumina
sérica bovina (5%) e 50 pyL de diferentes concentracdes (10-100 ppm) dos extratos
hidroalcoolicos diluidos em PBS. Todas as solu¢des foram ajustadas para pH 6,3 por HCI
1 N. As amostras foram incubadas em estufa a 37° C por 20 min e aquecidas a 57 °C por
3 min em banho-maria. Para os controles positivo e negativo, respectivamente, foram
utilizados 50 L de agua destilada e 500 pL de albumina sérica bovina (5%). Em seguida,
foi adicionado PBS (2500 L) as amostras e a absorbancia das mesmas foram medidas a
660 nm em espectrofotdbmetro UV/VIS. A inibicdo da degradacao de albumina sérica bovina
foi expressa em percentual e a Concentragao Eficiente 50% (CEso/ICso) capaz de inibir 50%

da desnaturacéo foi expressa em ppm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao quimica do extrato hidroalcoéolico e fraces

A Figura apresenta as estruturas quimicas dos compostos identificados na amostra de
I. coccinea posteriormente descritos nomeadamente na Tabela 1.

Vérias atividades biolégicas e farmacéuticas dos compostos observados na Tabela
foram relatadas na literatura. Compostos como catecol apresenta fortes efeitos antioxidantes,
antiplaquetarios, anti-inflamatorios antimicrobianos e neuroprotetores (KOCACALISKANA et
al., 2006; ZHANG et al., 2014). O &acido clorogénico é um forte agente anticancerigeno,
hepatoprotetor, antibacteriano e antiviral (NIGGEWEG et al., 2004). A quercetina é usada para
tratar o endurecimento das artérias, diabetes, Ulcera péptica, problemas cardiovasculares,

infeccOes da prostata, catarata e asma (HIRPARA et al., 2009).
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Figura 1 - Estruturas dos compostos quimicos identificados no extrato hidroalcéolico de Ixora coccinea: 1 -Acido
galico; 2- Catecol; 3- Catequina; 4- Acido clorogénico; 5- Acido p-cumarico; 6- Cumarina; 7-Quercetina.

1 0O OH 2 OH 3 OH
HO O R\
OH a OH
HO OH OH
4 |HO CO,H 5 o)
Q X" 0oH
HO™ Y YO = HO
OH OH
OH

0o

A Tabela 1 apresenta os compostos quimicos identificados no extrato hidroalcéolico de

Fonte: Autor (2022)

Ixora coccinea.

Além disso, esses compostos e seus derivados podem proteger 0s nutrientes essenciais
dos produtos alimenticios da oxidacéo e infec¢des microbianas e, portanto, sdo utilizados como
aditivos em diferentes industrias de alimentos (SANCHES-SILVA et al., 2014). Outros
compostos fendlicos identificados, incluindo acido galico, catequina, cumarina e acido p-
cumarico, também sao relatados como antioxidantes, antimicrobianos, antimalaricos, anti-
inflamatorios, antitumorais, neuroprotetores, antiformadores de placa, hipotensores, antivirais,

hipoglicémicos e outras bioatividades (KASTURE et al., 2009).
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Tabela 1 - Compostos quimicos identificados no extrato hidroalcéolico de Ixora coccinea

Pico Nome
1 Acido galico
2 Catecol
3 Catequina
4 Acido clorogénico
5 Acido p-cumarico
6 Cumarina
7 Quercetina

tr (min)

11,84

15,13

23,22

27,05

35,01

41,98

61,99

MM

170.12

110,10

290,26

354,31

164,04

146,14

302,24

EBIC

0,342

(1,28) P

15,822

(59,50) b

3,272

(12,30) b

6,402

(24,09) b

0,432

(1,61)°

0,142

(0,51)"

0,192

(0,71)®

FHIC FAIC FCIC FMIC

0,472 0,112

(1,84)®  (5,68)"

0,362 0,372 10,822 0,042

(57,86)> (30,94)® (41,92)b (2,27)°

7,042 0,022

(27,29)>  (1,14)®

0,242 0,592 5,132 0,762

(38,13)P (48,95)b (19,87) (40,91)b

0,212 1,522 0,232

(17,83)* (5,88)P (12,50)"

0,792 0,462

(3,06)®  (25,00)"

0,032 0,032 0,042 0,232

(4,01)  (227)b (0,15)b (12,50)"

Nota: tr — tempo de reten¢do; MM- massa molecular; EBIC — extrato bruto Ixora coccinea; FHIC-fracdo hexano
Ixora coccinea; FAIC- fracd@o acetato de etila Ixora coccinea; FCIC- frag&o cloroférmio Ixora coccinea; FMIC-fracdo
metanol Ixora coccinea; a- mg g equivalente de extrato; b-percentual de composicao.

Efeito antioxidante

A Tabela 2 apresenta os valores de CEso e CEgo para acdo antioxidante de Ixora

coccinea frente aos métodos de eliminacdo de radicais hidroxila (R-OH), ABTS e DPPH.
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Tabela 2 - Capacidade antioxidante do extrato hidroalcoolico e fragdes frente aos métodos de eliminacdo de
radicais hidroxila (R-OH), ABTS e DPPH

CEso CEgo
Espécie ID 5 5 R?
ppm ppm x
EBIC 62,81 89,05 0,254 0,9916 0,9906
FHIC 79,23 121,34 0,211 0,9911 0,9701
R-OH FAIC 12,91 19,86 0,154 0,9978 0,9950
FCIC 55,80 74,29 0,124 0,9912 0,9852
FMIC 38,21 61,53 0,144 0,9947 0,9712
EBIC 69,09 97,96 0,468 0,9921 0,9911
FHIC 87,15 133,47 0,425 0,9916 0,9706
ABTS FAIC 14,20 21,84 0,368 0,9983 0,9955
FCIC 61,38 81,72 0,338 0,9917 0,9857
FMIC 42,03 67,69 0,358 0,9952 0,9717
EBIC 31,40 44,53 0,354 0,9920 0,9910
FHIC 39,61 60,67 0,311 0,9915 0,9705
DPPH FAIC 6,45 9,93 0,254 0,9982 0,9954
FCIC 27,90 37,15 0,224 0,9916 0,9856
FMIC 19,11 30,77 0,244 0,9951 0,9716

Nota: EBIC — extrato bruto Ixora coccinea; FHIC-fragdo hexano Ixora coccinea; FAIC- fracdo acetato de etila Ixora
coccinea; FCIC- fragao cloroférmio Ixora coccinea; FMIC-fragdo metanol Ixora coccinea

Conforme observado na Tabela 2, as CEso variaram entre 6,45 a 87,15 ppm,
classificando todas as concentracdes observadas como muito ativas, segundo o critério de
Campos et al. (2003). A fracdo FAIC demonstrou melhor atividade antioxidante, visto que
guanto menor a CEso melhor sera seu potencial antioxidante, e a mesma apresenta 0s menores
valores observados para os trés métodos testados.

O potencial antioxidante das flores de Ixora coccinea é afirmado por Bose et al. (2013)
e Haridass et al. (2012) ao relatarem forte eliminacao de radicais livres e atividades de reducao

de energia, quando estes foram extraidos em metanol e acetato de etila, conforme também
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observado neste estudo. Janarny et al. (2021) também relataram o potencial antioxidante com
uma CEso de 74,6 mg L* por DPPH ao analisarem o extrato hidrometanoico das flores. Porém,
ao compararmos o extrato bruto metanoico dos autores a fracdo metanoica obtida neste
estudo, pode-se afirmar que os resultados apresentados para fracdo se demonstram
superiores aos observados na literatura.

Torey et al. (2010) relataram atividade sequestradora de radicais DPPH de diferentes
partes de Ixora coccinea, onde os extratos das flores mostraram atividade comparavel ao
antioxidante padrdao BHT. De forma similar, Saha et al. (2008) relataram a CEso do extrato
metanoico de flores de Ixora coccinea, que se aproximou mais do acido ascorbico em teste
frente ao radical DPPH. Evidéncias crescentes mostram que o metanol e o acetato de etila s&o
0s solventes adequados para extrair o maximo de compostos antioxidantes (KHAN et al., 2012;
QASIM et al., 2016).

Tal atividade dos polifenois se deve a sua capacidade de doar hidrogénio ou elétron
para as espécies reativas, que é governada pela presenca de anéis fenil estruturais e grupos
hidroxila. Portanto, os polifendis protegem o corpo dos radicais livres prejudiciais, fornecem
defesa contra patdgenos e desintoxicam substancias nocivas (GANESAN&XU, 2017;
PALTINEAN et al., 2017).

Além disso, esses compostos demonstram mdltiplas bioatividades, incluindo
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias, antivirais, hepatoprotetoras, neuroprotetoras,
cardioprotetoras e anticancerigenas. Da mesma forma, a presenca de varios fendlicos
bioativos e flavonoides de Ixora coccinea contribuem para o potencial antioxidante como
relatado (BARROWCLOUGH, 2015).

No geral, o extrato etanoico contribui com uma atividade antioxidante significativamente
maior, e o mesmo foi mostrado para estudos de toxicidade celular (SHREELAKSHMI et al.,
2021). Tanto radicais livres quanto oxigénio ativo tém sido reconhecidos como responsaveis

por doencas relacionadas ao patdogeno em humanos (MOSKOVITZ et al, 2002), e
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nutracéuticos eficazes sao necessarios para aliviar esse problema.

E interessante notar que os extratos exibiram a inibicdo de radicais livres de DPPH, o
bom potencial de reducéo de energia, exibindo assim potencial antioxidante total e ainda mais
eliminaram os radicais livres gerados pela oxidacdo do ABTS. Todos esses métodos sao
comprovados por estudos semelhantes (SINGH et al., 2012) correlacionando a importancia do

estudo antioxidante deste extrato.

Atividade anti-inflamatéria
A Tabela 3 apresenta os valores de CEso e CEgo para a¢do anti-inflamatoria do extrato

hidroalcoolico e fracBes obtidas.

Tabela 3 - Capacidade anti-inflamatéria do extrato hidroalc6olico e fracBes

CE50 CEQO
Espécie ID 5 x? R2
ppm ppm
EBIC 157,02 222,64 0,118 0,9891 0,9961
FHIC 198,06 303,34 0,098 0,9886 0,9756
Ixora
FAIC 32,27 49,64 0,072 0,9953 0,9995
coccinea
FCIC 139,50 185,73 0,058 0,9887 0,9907
FMIC 95,53 153,83 0,067 0,9922 0,9767

Nota: EBIC — extrato bruto Ixora coccinea; FHIC-fracdo hexano Ixora coccinea; FAIC- fracdo acetato de etila Ixora
coccinea; FCIC- fracdo cloroférmio Ixora coccinea; FMIC-fragdo metanol Ixora coccinea

Conforme observado na Tabela 3, as CEso variaram entre 32,27 a 198,06 ppm,
classificando as concentracdes abaixo de 130 ppm como muito ativas, segundo o critério de
Jonville et al. (2011). A fracdo FAIC demonstrou melhor atividade anti-inflamatéria, visto que
quanto menor a CEso melhor sera seu potencial anti-inflamatorio.

O potencial anti-inflamatério observado neste estudo foi confirmado no estudo de

Bhattacharya et al. (2011) para o extrato metanoico das flores de Ixora coccinea nas doses de
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200 e 400 mg kg* de peso corporal reduziu significativamente a inflamacéo induzida por
carragenina em ratos e mostrou atividade analgésica. O efeito mostrou reducédo dependente
da dose no numero de contor¢des em comparacdo com a droga controle, que foi altamente
significativa. A porcentagem de protecao contra inflamacao do extrato metanoico das flores a
400 e 200 mg kg™ foi de 80,14% e 68,26%, que estavam muito préximas da droga padrédo
(BHATTACHARYA et al., 2011).

O estudo de Nayak et al. (1999) também confirma o potencial, visto que o0 extrato
alcoolico das flores de Ixora coccinea foi estudado quanto ao seu efeito na cicatrizacdo de
feridas, utilizando um modelo de ferida de espaco morto em ratos. Aumentos significativos no
peso do tecido do granuloma, resisténcia a tracdo, hidroxiprolina e conteudo de
glicosaminoglicanos foram observados. As acdes pro-cicatrizantes parecem ser devidas ao
aumento da deposicao de colageno, bem como ao melhor alinhamento e maturacéo. A droga
induziu efeito hipertropico no timo, mas ndo teve efeito nas adrenais (NAYAK; UDUPA;
UDUPA, 1999).

A analise de Western blot revelou que a aplicacdo topica do extrato metanoico de Ixora
coccinea estimula o fator de crescimento de fibroblastos e a producao de colageno mediada
por Smad no tecido da ferida (UPADHYAY et al., 2014). Efeitos do extrato em algumas das
enzimas antioxidantes em feridas de espaco morto criadas em ratos mostraram que foram
observados aumentos na resisténcia a tracdo da ferida e no nivel de lisil oxidase, a enzima
crucial para a maturacao do colageno, indicando uma acéo pro-cicatrizante definitiva (NAYAK;
UDUPA; UDUPA, 1999).

Estudos pré-clinicos usando extratos aquosos e metanoicos das folhas mostraram
efeitos anti-inflamatérios no modelo de inflamacéo de pata de rato induzido por carragenina. A
administracéo oral do extrato aquoso e metandlico (500, 1.000 e 1.500 mg kg?) causou uma
diminuicdo da inflamacdo dependente da concentracdo (RATNASOORIYA et al., 2005;

HANDUNNETTI et al., 2009). Adicionalmente, o lupeol, isolado da fracéo éter de petroleo do
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extrato etanoico das folhas, também foi relatado como possuindo atividade anti-inflamatoria no
edema de pata induzido por carragenina em ratos (HANDUNNETTI et al., 2009).

Essa producao excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio gerados a partir
de leucdcitos inflamatérios ativados, especialmente sob condi¢cdes de inflamacdo crénica,
desempenham um papel importante em varias patogéneses. Alguns dos medicamentos anti-
inflamatorios convencionalmente usados, particularmente os esteroides e inibidores de
cicloxigenase, sao observados para possuir efeitos colaterais adversos, como irritacdo
gastrointestinal, Ulceras, hipertensdo e anormalidades cardiacas (EVANS; HIRSCH;
DUSHENKOV, 2006).

As atividades analgésicas e anti-inflamatorias exibidas pelo extrato podem ser devidas
a presenca de compostos polifendlicos como flavondides e taninos (OSADEVE&OKOYE,
2003; KUPELI& YESILADA, 2007). Esses compostos polifendlicos também podem ser

responsaveis pela atividade antioxidante (KAHKONEN et al., 1999; AWIKA et al., 2003).

Efeito antiartritico
A Tabela 4 apresenta os valores de CEso e CEgo inéditos para agdo antiartritica do

extrato hidroalcéolico e fracbes obtidas.

Tabela 4. Capacidade antiartritica do extrato hidroalcdolico e fracfes

CE50 CE90
Espécie ID 5 x? R?
ppm ppm
EBIC 52,34 74,21 0,188 0,9881 0,9966
FHIC 66,02 101,11 0,157 0,9676 0,9761
Ixora
FAIC 10,76 16,55 0,114 0,9925 0,9965
coccinea
FCIC 46,50 61,91 0,092 0,9827 0,9912
FMIC 31,84 51,28 0,107 0,9687 0,9772

Nota: EBIC — extrato bruto Ixora coccinea; FHIC-fracdo hexano Ixora coccinea; FAIC- fracdo acetato de etila Ixora
coccinea; FCIC- fracao cloroférmio Ixora coccinea; FMIC-fragdo metanol Ixora coccinea
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Conforme observado na Tabela 4, as CEso variaram entre 10,76 a 66,02 ppm,
classificando todas as concentracdes como muito ativas, segundo o critério de Jonville et al.
(2011). A fracao FAIC demonstrou melhor atividade antiartritica, visto que quanto menor a CEso
melhor sera seu potencial anti-inflamatorio.

Torna-se de vital importancia enfatizar que os resultados apresentados para atividade
antiartritica para o extrato e fracdes sdo inéditos para a espécie analisada. Desta forma, os
resultados apresentados foram comparados a outras espécies do mesmo género,
comprovando ainda resultados promissores para esta espécie aqui apresentada.

Esta afirmacado esta baseada nos resultados observados por Alam et al. (2015), onde
ao analisarem a inibicdo percentual maxima de desnaturacdo proteica da folha de Ixora
nigricans e observaram uma taxa de 79,35% a 1000 ug mL*, porém relacionando este dado
ao observado neste estudo, observa-se essa mesma taxa de inibicdo neste estudo, porém em
concentracfes até oito vezes menores. A partir deste resultado, pode-se afirmar que este
extrato é capaz de controlar a producdo de antigeno automético para inibir a desnaturacao da
proteina (ALAM et al., 2015).

Isto baseia-se no principio de que a inflamacdo é o principal mecanismo de defesa
fisioldgica contra diferentes estimulos e a desnaturacédo de proteinas é a principal causa para
o aparecimento de inflamacgfes e doencas artriticas. A resposta inflamatoéria é decorrente da
atividade celular causada pela acdo de enzimas lisossbmicas a um estimulo externo
(KHADER et al., 2018).

Por esta razdo, os agentes anti-inflamatérios também podem ser usados como
tratamento a longo prazo da artrite reumatoide. Os agentes tromboliticos ativam o
plasminogénio em plasmina, que limpa a malha de fibrina. Como resultado, o coagulo torna-se
soltvel e o fluxo sanguineo é normalizado (MOR et al., 2005).

A medida que as consequéncias da inflamacéo se espalham por uma ampla gama de

acbes, como asma e aterosclerose, abordagens terapéuticas multidirecionadas podem
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aparecer prevalecendo sobre a terapia combinada ou apenas drogas de alvo unico (HAJRA et
al., 2010; CHOWDHURY et al., 2017). Além disso, as propriedades antioxidantes contendo
agentes podem prevenir inflamacdo e trombdtica, bem como ajudar a prevenir doencas
cardiovasculares (ANSARI et al., 2017).

A artrite torna-se uma causa comum de incapacidade nos paises desenvolvidos
atualmente, que é atribuida a dor, movimento articular restrito e inflamacdo da membrana
sinovial (SELLAM&BERENBAUM, 2010; LI et al.,, 2018). Desta forma, estudos como este
tornam-se de vital importancia como inovacao e alternativas promissoras no tratamento de

doencas de resposta inflamatéria como a artrite.

4 CONCLUSOES

Por fim, a caracterizacdo quimica comprovou componentes bioativos na
composicdo dos extratos hidroalcoolicos e fracfes, visto que as mesmas
demonstraram excelente capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e antiartritica,
sendo destaque para a FAIC que demonstrou melhor desempenho em todos os
métodos testados, sendo de vital importancia para bioensaios seguintes na formulacéao

de produtos derivados deste extrato.
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CONSIDERACOES FINAIS

e A caracterizacdo quimica dos extratos hidroalcoolicos e fracdes de Ixora coccinea L.
foi possivel por CLAE/EM, onde quantificou-se o catecol como componente majoritario
na composicao do extrato hidroalcoolico, fracdo hexanica e cloroférmica, assim como
0 &cido clorogénico na fracdo acetato de etila e metanoica.

e A Concentracdo Eficiente para agéo antioxidante dos extratos hidroalcoolicos e fragGes
de Ixora coccinea L. frente a radicais ABTS-, DPPH" e OH permitiu classificar todas as
concentragcdes observadas como muito ativas. A fracdo FAIC demonstrou melhor
atividade antioxidante.

e A Concentracdo Eficiente para acdo anti-inflamatéria dos extratos hidroalcodlicos e
fracdes de Ixora coccinea L. quantificou resultados promissores, sendo a fracdo FAIC
demonstrando melhor atividade nesta acao.

e O potencial antiartritico através da quantificacdo da Concentracdo Eficiente para acéo
dos extratos hidroalcodlicos e fracGes de Ixora coccinea L. foi promissora, sendo a
fracdo FAIC demonstrou melhor atividade neste ensaio.

e Visto que as atividades quimicas e bioldgicas testadas demonstraram excelente
capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e antiartritica, sendo destaque para a FAIC
que demonstrou melhor desempenho em todos os métodos testados, é de vital
importancia sua continuacdo para bioensaios seguintes na formulacdo de produtos

derivados deste extrato e suas fragdes.
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