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RESUMO 

 
Os flavonoides compreendem um grupo de metabólitos secundários de grande 
diversidade estrutural, cujas propriedades terapêuticas têm ganhado grande interesse 
nas últimas décadas. O jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex. Wardeworth), de 
utilização medicinal comprovada, apresenta importância no mercado farmacêutico, 
uma vez que das suas folhas são extraídas a pilocarpina utilizada no tratamento do 
glaucoma. Embora, alguns flavonoides tenham sido descritos no gênero Pilocarpus, 
não existem estudos de prospecção e identificação de flavonoides das folhas de P. 
microphyllus. Nesse contexto, o presente trabalho visou extrair e identificar 
flavonoides das folhas do jaborandi e investigar o potencial farmacológico. A fração 
acetato de etila (FAcOEt) obtida a partir do extrato metanolico foi avaliada quanto a 
sua atividade antioxidante por meio do ensaio de captura do radical DPPH e ABTS, 
além da caracterização do perfil eletroquímico para observação dos processos redox. 
No ensaio de DPPH, a FAcOEt revelou CE50 de 0,5 mg/mL. A fração apresentou valor 
de TEAC de 819 µmol de trolox/g de FAcOEt. A amostra exibiu processos redox em 
baixos potenciais, indicando promissora atividade antioxidante. O ensaio de indução 
de dor neuropática periférica por compressão do nervo ciático em ratas wistar para 
determinação do Limiar Nociceptivo Mecânico (LNM) no teste de Von Frey, evidenciou 
o provável efeito desta fração contra as formas reativas do oxigênio (EROs), 
envolvidas no processo fisiopatológico da dor neuropática, revelando atividade 
significativa na dose de 100 mg/kg. Os ensaios de caracterização dos constituíntes da 
FAcOEt por espectrofotometria UV-Vis, espectrofotometria infravermelho, CLAE, 
espectrometria de massas e voltametria cíclica, levantaram a hipótese sobre o 
composto majoritário desta fração ser a flavona crisina, cujas propriedades de 
solubilidade na CLAE são muito próximas à da flavona quercetina, e revelaram a 
presença característica deste grupo. 
 
Palavras-chaves: Flavonoides. Pilocarpus microphyllus. Antioxidante. Dor 
neuropática. 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 
 
Flavonoids comprise a group of secondary metabolites of great structural diversity, 
whose therapeutic properties have gained great interest in the last decades. Jaborandi 
(Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth), of proven medical use, is of great 
importance in the pharmaceutical market, since its leaves are extracted pilocarpina 
used in the treatment of glaucoma. Although some flavonoids have been described in 
the genus Pilocarpus, there are no studies of prospecting and identification of 
flavonoids of P. microphyllus leaves. In this context, the present work aims to extract 
and identify the flavonoids from jaborandi leaves and investigate the pharmacological 
potential. The ethyl acetate fraction (FAcOEt) obtained from the methanol extract (EM) 
was evaluated for its antioxidant activity by means of the DPPH and ABTS radical 
capture assay, in addition to the characterization of the electrochemical profile of the 
fraction to observe the redox processes Sample. In the DPPH assay, the fraction 
revealed EC 50 of 0.4 mg/mL. The fraction presented TEAC value of 819 μmol trolox/g 
FAcOEt. The sample exhibited redox processes at low potentials, indicating promising 
antioxidant activity. The trial of induction of peripheral neuropathic pain by sciatic nerve 
compression in wistar rats to determine the Mechanical Nociceptive Threshold (LNM) 
in the von Frey test, evidenced the probable effect of this fraction against the reactive 
oxygen forms (ROS) involved in the process Pathophysiology of neuropathic pain, 
revealing significant activity at the dose of 100 mg / kg. The characterization of FAcOEt 
constituents by UV-Vis spectrophotometry, infrared spectrophotometry, HPLC, mass 
spectrometry and cyclic voltammetry, raised the hypothesis that the major component 
of this fraction is flavone chrysin, whose solubility properties in HPLC are very close to 
of flavone quercetin, and revealed the characteristic presence of this group. 
 
Keywords: Flavonoids. Pilocarpus microphyllus. Antioxidant. Neuropathic pain. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As plantas medicinais são empregadas diretamente na terapia farmacológica 

por meio de extratos para a elaboração de produtos fitoterápicos ou como fonte de 

precursores para a síntese de princípios ativos. (FIRMO et al., 2011). 

Muitos dos fármacos atuais são derivados, direta ou indiretamente de 

constituintes químicos de plantas superiores. Os estudos científicos em produtos 

naturais é, frequentemente, guiado pelo conhecimento etnobotânico e pode contribuir 

de forma substancial para a inovação farmacêutica, provendo novas estruturas 

químicas e/ou mecanismos de ação (TOMCHINSKY et al., 2014). Considerando-se, 

ainda, que 25% dos fármacos empregados atualmente nos países industrializados 

advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais (ANDRADE, 2014), ainda assim, 

são relativamente escassos as pesquisas que visem validar cientificamente o uso 

tradicional de plantas (NGO; OKOGUNB; FOLK, 2013). 

Os extratos obtidos industrialmente devem ser elaborados a partir de material 

vegetal de qualidade garantida, mediante um processo em que estejam padronizados, 

os solventes e os métodos de extração,assim como as etapas de concentração, 

secagem e homogeneização (DE SOUZA, 2016). 

A importância dos produtos naturais é particularmente evidente nas áreas de 

estudo sobre doenças crônicas e degenerativas, cujas alterações nos mecanismos 

inflamatórios ligadas ao desequilíbrios no metabolismo dos radicais livres fazem parte 

do processo fisiopatológico, uma vez que grande parte das drogas descobertas 

possuem procedência natural (DE OLIVEIRA  et al., 2009). Diversos estudos atribuem 

às substâncias antioxidantes oriundas do metabolismo das plantas, em destaque 

compostos fenólicos, um efeitor protetor contra essas doenças, como câncer, 

enfermidades cardiovasculares e coronarianas, diabetes, entre outras (VEIGAS-

JUNIOR et al., 2004; PINEOVANSA, 2016; PINELA et al., 2016). 

A espécie Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth, popularmente 

conhecida como jaborandi, é intensamente explorada como fonte do alcaloide 

pilocarpina. No entanto, outros grupos de metabolitos secundários, tais como 

cumarinas, flavonoides e terpenos foram descritos para as espécies de Pilocarpus 

nativas do Brasil (SANTOS; MORENO, 2004).  

Dentre os princípios ativos de fitoterápicos mais estudados, os flavonoides têm 

merecido destaque em virtude da sua ampla gama de ações biológicas e terapêuticas 
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demonstradas tanto em condições experimentais como em seres humanos, incluindo 

atividade anti-inflamatória, antimicrobiana, inibição enzimática, atividade antialérgica, 

antioxidante, vascular, e antitumoral (WILLIAMS, 2000; BEECHER, 2003; 

PETERSON et al., 2003; HARBORNE; LAKHANPAL; RAI, 2007; ZHANG et al., 2007; 

CUSHNIE; LAMB, 2011; NIJVELDT et al., 2011). 

Esta grande classe de metabólitos secundários apresenta-se amplamente 

distribuída nos vegetais superiores (KIM  et al.,  2002; ROSABAL et al., 2017). O longo 

período de interação das plantas produtoras de flavonoides com várias espécies 

animais deve ter contribuído na formação da ampla atividade bioquímica e 

farmacológica em mamíferos e em outros sistemas biológicos (MIDDLETON et al., 

2000).  

A capacidade deste grupo em atuar como agentes antioxidantes nos sistemas 

biológicos é, talvez, sua atividade mais importante e a mais estudada nos últimos 

anos, seguida pela ação antimicrobiana destes compostos (SAKIHAMA et al., 2002; 

VAYA et al., 2003; PIOVESANA, 2016). 

Nesse contexto, o presente trabalho objetiva realizar uma bioprospecção e 

investigação do potencial farmacológico dos flavonoides das folhas do jaborandi, 

tendo em vista a importância na terapêutica desse grupo e a inexistência de trabalhos 

sobre os flavonoides desta planta de grande valor comercial. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Plantas medicinais 

 

A utilização de plantas no combate a enfermidades é quase tão antiga quanto 

à história da humanidade. Na cultura chinesa, o conhecimento popular de ervas 

medicinal tem sido extensamente empregado desde cincos séculos atrás. As origens 

desta cultura são desconhecidas, mas supostamente se iniciou no ano de 2953 - 2208 

a.C. (FOGLIO et al.,2006; DE CASTRO et al., 2016). Até o início do século XIX, os 

recursos terapêuticos eram constituídos predominantemente por plantas e/ou extratos 

vegetais utilizadas de modo empírico. (ALEGRE et al., 2002; ANGOLARI; STÜLP, 

2017). 

Apesar da grande evolução da medicina alopática a partir da segunda metade 

do século XX, alguns obstáculos básicos dificultam seu emprego por populações 

carentes, que vão desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares à 

obtenção de exames e medicamentos. Estes motivos, aliados a fácil obtenção e a 

antiga tradição do uso de plantas medicinais, contribuem para sua ampla utilização 

pelas populações dos países em desenvolvimento (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; 

SANTOS; KOZUSNY-ANDREANI; 2016). A Organização Mundial de Saúde (OMS) 

reconhece que grande parte desses países depende da medicina tradicional em sua 

atenção primária à saúde, tendo em vista que práticas tradicionais correspondem 

cerca de 80% dos procedimentos de básicos de saúde e 85% utilizam plantas ou 

preparações destas (CONSELHO REGIONAL DE FARMÁCIA DO ESTADO DE SÃO 

PAULO, 2011). 

A maior parte dos produtos farmacêuticos foi desenvolvida a partir dos produtos 

naturais. Entretanto, estima-se que somente 15% das, aproximadamente, 300 mil 

espécies de plantas no mundo tenham sido submetidas a algum estudo científico para 

avaliar suas potencialidades na preparação de novos produtos. Nesse contexto, desde 

1970, a OMS tem estimulado o estudo de plantas medicinais, no intuito de ponderar 

cientificamente os benefícios do uso de medicamentos fitoterápicos, bem como 

conhecer os riscos de seu uso impróprio. (BRANDÃO et al., 2002; NGO; OKOGUNB; 

FOLK, 2013).  

A combinação da biodiversidade com o conhecimento tradicional de seu uso 

concede ao Brasil uma posição privilegiada para o desenvolvimento de novos 
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fitoterápicos (BRANDÃO et al., 2002). Até a primeira metade do século XX, o Brasil 

era predominantemente rural e utilizava largamente a flora medicinal, nativa e 

introduzida. Hoje, a medicina popular do país é reflexo das uniões étnicas entre 

imigrantes de diferentes etnias e os inúmeros povos autóctones, que difundiram o 

conhecimento das ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados entre as 

gerações (CONSELHO REGIONAL DE FARMÁCIA DO ESTADO DE SÃO PAULO, 

2011). Atualmente, o mercado das plantas medicinais, as preparações 

fitofarmacêuticas e os produtos naturais isolados representam um comércio que 

movimenta bilhões de dólares, tanto em países industrializados quanto em 

desenvolvimento (SKELLY, 1996; XISTO; HENRIQUES, 2016). 

A toxicidade de plantas medicinais e fitoterápicos, comparada com a dos 

medicamentos usados nos tratamentos convencionais, ainda é bastante 

negligenciada e representa um problema sério de saúde pública. Os efeitos adversos 

dos fitomedicamentos, possíveis adulterações, toxidez e ação sinérgica (ação somada 

com outras drogas) ocorrem frequentemente. As pesquisas realizadas para avaliação 

do uso seguro de plantas medicinais e fitoterápicos no Brasil ainda são incipientes, 

assim como o controle da comercialização pelos órgãos oficiais em feiras livres, 

mercados públicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; 

LEMES, 2016). 

A possibilidade de utilizar partes de plantas como fonte de substâncias 

medicamentosas reside na capacidade destas de produzirem, a partir de seu 

metabolismo, substâncias químicas que exercem alguma atividade sobre outros 

organismos vivos. (CUNHA et al., 2016). 

O interesse na prospecção de novas moléculas bioativas derivados de produtos 

naturais de plantas é crescente, uma vez que os produtos do metabolismo dos 

vegetais possuem vasta diversidade molecular e potencialidades terapêuticas, 

representados pelas variadas classes de metabolitos secundários (COWAN, 1999; 

NOVAIS et al., 2003). 

 

2.2 Metabólitos secundários 

 

Cada tipo de célula desenvolve em seu metabolismo um conjunto de reações 

químicas catalisadas por enzimas. Desta forma, diversos compostos químicos são 

formados, degradados ou transformados; estes recebem o nome de metabólitos 
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(MARZZOCO; TORRES, 2007; CUNHA; BARBOSA; DOS SANTOS, 2016), que por 

sua vez podem ser divididos em metabólitos primários e metabólitos secundários 

(WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008). 

A teoria evolucionista descreve que todos os seres vivos derivaram de um 

precursor comum, o que explica, por exemplo, porque as principais macromoléculas 

(carboidratos, lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos) são essencialmente as mesmas, 

quer num organismo vegetal ou animal (SIMÕES et al., 2010), e que por serem 

referidos como essenciais à vida e comuns  aos  seres  vivos  têm  sido  definidas  

como  integrantes  do  metabolismo  primário, compreendendo as várias reações 

químicas envolvidas na transformação de moléculas e nutrientes nas unidades 

constitutivas essenciais da célula (WATSON, 1965; COSTA, 2016), reações essas 

que se encontram envolvidas na manutenção da sobrevivência e do desenvolvimento 

celular (DIXON, 2001; TIOMNOVA, 2016). Os metabólicos secundários, por sua vez, 

são importantes para a sobrevivência e a perpetuação no ambiente das espécies que 

as produzem, são eles: compostos fenólicos, terpenoides, alcaloides, cumarinas, 

taninos, entre outros; e são derivados biologicamente dos metabólitos primários 

(LÓPEZ, 2006; RAVEN et al.,  2007; ANCHONDO REGALADO, 2016). 

Metabólitos secundários são produzidos por plantas, fungos, bactérias, 

protozoários, algas, insetos, animais marinhos, e outros seres. Possuem enorme 

relevância ecológica, uma vez que podem atuar na atração de polinizadores, ou 

representar uma defesa química contra estresse ambiental. Muitos desses compostos 

ou grupos deles podem provocar reações nos organismos, caracterizando os efeitos 

medicinais ou tóxicos, sendo estes denominados princípios ativos. Quanto à 

toxicidade, alguns podem ou não apresentar, dependendo da dosagem em que 

venham a ser utilizados. Assim, planta medicinal é aquela que contém um ou mais de 

um princípio ativo que lhe confere atividade terapêutica (LORENZI; MATOS, 2002; 

RAVEN et  al., 2007, AMARAL, 2016). 

Muitos podem ser considerados como materiais especiais ou químicos 

refinados e possuem grande valorização no mercado pelos compostos biologicamente 

ativos, tais como a nicotina, morfina, cocaína, pilocarpina, etc. Dado suas estruturas 

altamente complexas determinantes para a atividade biológica, muitos deles não 

possuem mecanismos de síntese economicamente viáveis (CUNHA et al., 2016). Um 

bom exemplo é a azadiractina extraída do Nim (Azadiracta indica A. Juss), com 
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estrutura bastante complexa, é utilizada como inseticida (CHAGAS, 2004; DHANG; 

SURESH; 2016). 

Uma vantagem econômica tanto dos metabólitos primários e secundários é a 

facilidade de obtenção através de processos relativamente simples, como a destilação a 

vapor ou por extração com solventes aquosos ou orgânicos (CHAGAS, 2004). 

A elevada capacidade biossintética do metabolismo secundário chama a 

atenção tanto em relação ao grande número de substâncias produzidas quanto à 

diversidade destas em uma mesma espécie, além de ser destaque na área da 

farmacologia quanto aos seus benefícios para a saúde humana.  (ROBBERS et al., 

1996; PEREIRA; CARDOSO, 2012; MAIA, 2016). 

A síntese dos metabólitos secundários tem origem no metabolismo da glicose.  

Esta é convertida em moléculas de ácido pirúvico que podem seguir duas vias 

diferentes. Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do ácido chiquímico para 

formar todos os metabólitos secundários aromáticos (alcalóides, indólicos, 

quinolínicos, isoquinolínicos, ligninas e lignanas, cumarinas e taninos hidrossolúveis). 

Na segunda, o piruvato continua sendo oxidado até a formação de moléculas de acetil-

coenzima A (SANTOS, 2004; SIMÕES et al., 2010; ANDRADE, 2017), como está 

ilustrado na figura 1. 

 
Figura 1: Rota biossintética dos metabólitos secundários em plantas. 

 

Fonte: Adaptado de Simões et al. (2010). 
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Em várias espécies, apesar do local de biossíntese estar restrito a um órgão, 

os produtos são acumulados em toda a planta ou em órgãos diferentes através do 

sistema de transporte intercelular. Por vezes, o local de compartimento é de 

fundamental importância para a sobrevivência da planta (SANTOS, 2004; LIU et 

al., 2017). 

Os compostos fenólicos estão entre os mais vastos e diversificado grupo de 

metabólitos secundários de plantas.  Já foram identificados mais de 8000 

estruturas polifenólicas. O elemento estrutural que os caracteriza é o núcleo 

benzênico com, no mínimo, um hidrogênio substituído por uma hidroxila, sendo 

encontrado na forma livre ou fazendo parte de outra função como, por exemplo: 

éter e éster ou formando heterosídeos. Portanto, apresentam solubilidade em água 

e em solventes orgânicos polares. (BRUNETON, 2002; CARVALHO et al., 2007; 

BOADAS-VAELLO; VELA; VERDÚ, 2016).  

Os polifenóis podem ser divididos em 10 diferentes classes, baseados na 

sua estrutura química. Dentre essas classes, os flavonoides são a maior, com uma 

estrutura comum de difenilpropano (DABAS, 2016). O anel A provém da molécula 

de resorcinol ou floroglucinol sintetizado pela rota do acetato e apresenta um 

padrão característico de hidroxilação na posição cinco e sete. O anel B provém da 

rota do ácido chiquímico e é normalmente 4’-, 3’4’-, ou 3’4’5’- hidroxilado (BRAVO, 

1998; CROFT, 1998; VITALE et al., 2016). 

 

2.3 Flavonoides 

 

Os flavonoides são substâncias redutoras derivados das chalconas de ampla 

distribuição no reino vegetal (SIMÕES et al., 2010; DABAS, 2016). Nas plantas, 

apresentam-se com uma variedade de formas estruturais, todas contendo 15 

átomos de carbono em seu núcleo básico arranjados na configuração C6-C3-C6, 

isto é, são dois anéis aromáticos ligados por três carbonos formando um terceiro 

anel, que pode estar ligado a vários substituintes (HARBONE, 1984; 

HOSSEINZADEH; NASSIRI‐ASL, 2017).  Nos compostos tricíclicos, as unidades 

são chamadas anéis A, B e C e os átomos de carbono recebem a numeração com 

números ordinários para os núcleos A e C, e os mesmos números seguidos de uma 

linha (’) para o núcleo B (Figura 2) (SIMÕES et al., 2001). 
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Figura 2: Núcleo fundamental dos flavonoides (2-fenil-benzopirano) e sua numeração. 

 

Fonte: Simões et al. (2010). 

 

A descoberta dos flavonoides em 1930 rendeu o prêmio Nobel a Szent-Gyöngy, 

que extraiu a citrina da casca do limão e constatou sua capacidade de regulação da 

permeabilidade dos capilares. Assim, esta classe de moléculas foi inicialmente 

denominada como vitamina P (de permeabilidade) e também por vitamina C2, visto 

que algumas substâncias pertencentes a esta classe apresentavam propriedades 

semelhantes às da vitamina C. Porém, esta classificação foi abandonada em 1950, 

uma vez que a confirmação dessas substâncias como vitaminas não foi efetuada 

(MARTINEZ-FLORES et al., 2002). 

Os flavonoides estão presentes em todas as partes da planta, desde as raízes 

até as flores e frutos, sendo encontrados nos vacúolos das células epidérmicas 

(CAZÉ, 2016). Tem importância não somente como pigmento amarelo das flores (do 

latim: “flavus” = amarelo e “oide” = forma) (MA et al, 2016), mas também laranja, azul 

e vermelho, atuando na atração de insetos para a polinização das plantas. São 

também responsáveis por funções biológicas que garantem o equilíbrio ecológico, 

como proteção contra a radiação ultravioleta, regulação do crescimento e 

desenvolvimento normal das plantas, defesa contra fungos, bactérias e vírus, além 

de quelarem metais tóxicos e reduzirem os agentes oxidativos lesivos à própria 

planta. Estão ainda envolvidos no processo de transferência de energia, 

morfogênese, determinação do sexo das plantas, respiração e fotossíntese da 
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maioria das plantas (MUSCHIETTI; MARTINO, 2007; PRVULOVIĆ; MALENČIĆ; 

MILADINOVIĆ, 2017). 

Muitos flavonoides de origem natural apresentam-se oxigenados e um grande 

número possui açúcar conjugado, conhecidos como heterosídeos ou glicosídeo. 

Uma vez que a ligação do açúcar é feita por uma hidroxila, estes recebem a 

denominação de O-heterosídeos, do contrário, se a ligação for intermediada por um 

átomo de carbono, trata-se de C-heterosídeos. São designados de aglicona ou 

genina os que não apresentam açúcares como grupo funcional, sendo estes as 

formas livres (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007; ARNHOLD; TISSOT-SQUALLI, 

2016).  

O processo de substituição dos grupos funcionais existentes nos anéis 

(hidrogenação, hidroxilação, metilação, sulfatação e glicosilação) determina as 

variações na estrutura química dos flavonoides. Estes possuem as propriedades 

químicas dos fenóis, sendo relativamente solúveis em água, principalmente os 

heterosídeos (YAO et al., 2004; TISSOT-SQUALLI, 2016). São levemente ácidos e 

solúveis em etanol, metanol e butanol e combinações de solventes com água; uma 

vez que são compostos polares ou moderadamente polares. Podem sofrer 

degradação se deixados em meio alcalino na presença de oxigênio (HARBONE; 

WILLIAMS, 2000; GODOS et al., 2017). 

São conhecidos mais de 4200 flavonoides diferentes (YAO et al., 2004). Esse 

vasto grupo pode ser subdividido em seis grandes subclasses, baseado na variação 

do anel heterocíclico C (YILMAZ; TOLEDO, 2000), são elas: as flavonas, flavonóis, 

flavanonas, flavanóis, antocianidinas e isoflavonas (figura 3). Podem ser 

encontrados em alimentos e bebidas de origem vegetal, como frutas, vegetais, chás, 

cacau e vinho. No subgrupo de flavonóis e flavonas, o flavonol quercetina (figura 4) 

é o mais encontrado em alimentos, assim como canferol, miricetina e as flavonas 

apigenina e luteolina. Os chás produzidos a partir da Camellia sinensis (L. Kuntze) 

e da cebola, Allium cepa (Lineu), são as principais fontes alimentares de flavonóis e 

flavonas (SITEPU; SAPUTRA, 2016).   
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Figura 3: Esqueletos básicos das principais subclasses de flavonoides e seus representantes. 

 

Fonte: Simões et al. (2010). 

 

Essa ampla classe de metabólito secundário, cuja síntese não ocorre na 

espécie humana, possui notáveis propriedades farmacológicas que atuam sobre o 

sistema biológico, dentre elas, merecem destaque sua ação antioxidante, anti-

inflamatória, antimicrobiana, antialérgica, antiviral e anticarcinogênica (HARBORNE, 

1994; MANTHEY, BUSLIG, 1998; YAO et al., 2004; FRIEDMAN, 2014; SAK et al, 

2014; SINDHU; BEENA, 2016). A flavona quercetina, por exemplo, (figura 4) possui 

propriedades de grande interesse, entre elas estão seus efeitos anticarcinogênicos, 

protetores do sistema renal, cardiovascular e hepático (SIMÕES et al., 2013). 

 
Figura 4: Representação esquemática da estrutura química do flavonoide quercetina. 

 

Fonte: Simões et al. (2013). 
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2.4 Flavonoides e propriedades farmacológicas 

 

Segundo Cushnie e Lamb (2005), por séculos preparações de plantas ricas em 

flavonoides foram usadas por médicos e curandeiros na tentativa de tratar diversas 

enfermidades humanas. No antigo testamento, estão descritas as propriedades 

curativas da própolis, prescrito para o tratamento de feridas e úlceras por Hipócrates 

na Grécia Antiga (COWAN, 1999). As propriedades antimicrobianas deste bálsamo 

foram atribuídas principalmente aos seus flavonoides galangina, pinocembrina e 

crisina (CUSHNIE; LAMB, 2005; FORT; MORAES; PARK, 2016). 

A ação antioxidante dos flavonoides, por sua vez, decorre de sua capacidade 

de reduzir a formação de radicais livres e neutralizar as espécies oxidantes, e é uma 

característica que depende de sua estrutura molecular. Quimicamente, são três as 

características que conferem aos flavonoides suas importantes propriedades 

antioxidantes (WANG et al, 2017). São elas: substituintes doadores de hidrogênio 

(grupos hidroxilos fenólicos), que permitem aos flavonoides sofrer uma reação redox 

que os ajuda a capturar radicais livres mais facilmente; um sistema de deslocamento 

estável (anéis aromáticos e heterociclos e múltiplas uniões insaturadas), que ajuda a 

deslocar a distribuição de elétrons e a presença de certos grupos estruturais capazes 

de formar complexos quelantes de metais de transição que podem regular a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROMÃO, 2016). A quercetina (3,5,7,3’,4’-

pentahidroxiflavona) e três flavonoides com estruturas semelhantes miricetina 

(5,7,3’,4’,5’-pentahidroxiflavona), fisetina (3,5,4’,5’-tetrahidroxiflavona) e luteolina 

(5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona), por exemplo, mostraram atividade citoprotetora in vitro 

em modelos de apoptose induzida por peróxido de hidrogênio (H2O2) em células PC12 

(DAJAS et al., 2003). 

Nos últimos anos, foram publicados numerosos trabalhos sobre a atividade 

antioxidante in vitro destes compostos e a relação estrutura-atividade antioxidante 

(MODAK et al., 2005, MONTORO et al., 2005; SINDHU; JOSE, 2016; MANOHAR, 

2017). No entanto, sua eficácia antioxidante in vivo é bastante negligenciada, 

provavelmente, por conta do limitado conhecimento sobre parâmetros 

farmacocinéticos e farmacodinâmicos, como absorção, biodisponibilidade e 

metabolismo (WILHELM FILHO et al., 2001). 
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Flavonóides, geralmente, são fáceis e irreversivelmente oxidados a ρ-

hidroquinona, a qual, em uma reação reversível, é oxidada a ρ-quinona. Este último é 

facilmente polimerizado e posterirmente excretado. Então, os flavonoides são 

inativados por oxidação, o que justifica seu alto potencial antioxidante e baixo 

potencial pró-oxidante; além disso, perdem elétrons mais facilmente do que ganham 

(CAI et al., 1999; HAVSTEEN, 2002). 

Estes compostos são capazes de proteger ácidos graxos insaturados de 

membranas celulares e antioxidantes endógenos da oxidação (YOKOMIZO; 

MORIWAKI, 2005) e suprimem a produção de peroxinitrito (ONOO-) , um dos maiores 

causadores de danos oxidativos em situações de sepse (HAENEN et al., 1997). 

Os flavonoides podem exercer ainda efeito anti-inflamatório através da 

inibição das enzimas ciclooxigenase (COX) e/ou lipoxigenase (VIJAYALAKSHMI; 

RAVICHANDIRAN; MASILAMANI, 2017). Os compostos 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-6-

metoxiflavona e 5,7,4’-trihidroxi-6,3`-dimetoxiflavona  inibem tanto a enzima COX 

quanto a lipoxigenase. Outros flavonoides com atividade anti-inflamatória são a 

apigenina (5,7,4’-trihidroxiflavona) e a quercetina, sendo a primeira capaz de inibir 

o crescimento dos fibroblastos (HARBONE; WILLIAMS, 2000; COMPAORÉ, 2016). 

A atividade citotóxica de flavonoides e sua utilização como substâncias 

potencialmente anticancerígenas tem sido demonstradas em muitos trabalhos. Dois 

flavonoides isolados de Amburana cearensis (A.C. Smith), o isocampferídeo (3-

metoxi-5,7,4’-trihidroxiflavona) e o canferol (3,5,7,4’-tetrahidroxiflavona) apresentaram 

atividade citotóxica em diferentes linhagens de células tumorais humanas, in vitro, 

com IC50 (concentração de inibição de 50% do crescimento)  variando de 2,6 a 5,5 

µg/mL   e 11,5 a 22,7 µg/mL, respectivamente. A única diferença na estrutura desses 

compostos é a presença da metoxila no carbono 3 do anel C, no lugar de uma 

hidroxila, demonstrando que a metoxila aumenta a atividade citotóxica (COSTA-

LOTUFO et al., 2003; PEREIRA et al., 2016). A acacetina (5,7-dihidroxy-4’-

metoxiflavona), flavonoide com capacidade de induzir apoptose (XI et al., 2015), inibe 

a proliferação do carcinoma de fígado humano (Hep G2) com tratamento de 48 horas, 

apresentando IC50 de 10,44 µg/mL em trabalho realizado por Hsu e colaboradores 

(2004). 

Outra subárea farmacológica da qual este grupo vem ganhando destaque é a 

de antibacterianos. Nos últimos anos, muitos flavonoides têm sido avaliados não 

somente pela capacidade antibacteriana, mas também como agente modificador de 
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resistência a antimicrobianos nas bactérias (GIBBONS, 2004; RESHMA et al., 2017). 

Várias pesquisas demonstraram a potente atividade antibacteriana destes compostos 

(NASCIMENTO et al., 2000; SINDHU; JOSE, 2017; RUNYORO; NGASSAPA; 

KAMUGISHA, 2017). 

Dado o enorme potencial farmacológico dos flavonoides, sua diversidade 

molecular e ubiquidade nos vegetais, o presente estudo foi dirigido à prospecção 

destes nas folhas do jaborandi. 

 

2.5 Jaborandi 

 

2.5.1 Botânica e ocorrência 

 

O gênero Pilocarpus pertence a subscrito Pilocarpinae, tribo Cusparieae, 

subfamília Rutoideae, da família Rutaceae (LIMA, 2016). Diversas famílias de plantas 

já foram identificadas como jaborandi, como algumas espécies de Piper (Piperaceae), 

Verbena (Verbenaceae) e Herpestis (Bacopa, Scrophulariaceae), e também outras 

espécies Rutaceae, como os gêneros Esenbeckia, Zanthoxylume e Monnieria 

(PINHEIRO, 2002; LIMA; ROCHA; ROSSI, 2015; GUMIER-COSTA et al., 2016;). No 

entanto, o verdadeiro jaborandi pertence ao gênero Pilocarpus, com 18 espécies 

descritas para o Brasil, segundo Joseph (1967) ou apenas de 13 espécies, 7 

subespécies e 8 variedades de acordo com Taveira et al. (2003) de distribuição entre 

os trópicos de câncer e capricórnio, ocorrendo principalmente na América Latina 

(ROMERO, 2005). 

A palavra Jaborandi deriva do tupi guarani “y-ambor-endi”, significa aquele que 

causa gotejamento na boca (HOLMSTED et al., 1975), fazendo alusão à ação 

agonista colinérgica da pilocarpina em receptores muscarínicos do tipo M3 nas 

glândulas salivares promovendo um aumento considerável na salivação (LIMA, 2016). 

A espécie Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth (Rutaceae) se destaca 

como uma das mais importantes da flora brasileira já utilizada há séculos pelos 

indígenas e comunidades tradicionais.Trata-se de um arbusto ou arvoreta de 3-7,5 m 

de altura (figura 5) de grande ocorrência no Brasil na região Nordeste (Maranhão e 

Piauí) e Norte (Pará) (TAVEIRA et al., 2003; FLORA DO BRASIL, 2016).  
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Segundo Skorupa (2000), é freqüentemente encontrada em florestas 

ombrófilas densas, e também em afloramentos rochosos em que as matas são menos 

densas. No interior das matas é encontrado, preferencialmente, em ambientes mais 

iluminados, como em clareiras. Apresentam folhas compostas medindo, em média, 40 

cm e folíolos coriáceos, de forma lanceolada. As flores são pequenas arranjadas em 

rácimos (cachos) compactos. Os frutos estão organizados em cachos brancos 

contidos em cápsulas de córtex acinzentado e liso (SABÁ et al., 2002). 

 

Figura 5: Planta arbustiva Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth.   

 
Fonte: Acervo pessoal. 
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2.5.2 Propriedades farmacológicas do jaborandi e principais componentes 

 

Entre as plantas que possuem efeito medicinal comprovado, o jaborandi é 

considerado planta obrigatória em programas de conservação (VIEIRA, 1999). Das 

suas folhas, são extraídas sais de pilocarpina, um alcaloide imidazólico utilizado na 

fabricação de um colírio que contrai a pupila, indicado para o controle de tipos 

primários de glaucoma (GUMIER-COSTA et al, 2016).  Dentre as treze espécies do 

gênero que ocorrem no Brasil, P. microphyllus é considerado o jaborandi verdadeiro 

por possuir maiores teores de pilocarpina em suas folhas e, por isso, é a espécie 

mais usada para a aquisição deste alcaloide (COSTA, 2005; SANDHU et al., 2006; 

GRABHER, 2015). 

A pilocarpina não apresenta efeitos colaterais, ao contrário das demais 

utilizadas no controle do glaucoma. Por esta razão, nos anos 80, iniciou-se uma 

intensa corrida para a exploração das folhas do jaborandi pelas indústrias 

farmacêuticas, a coleta das folhas passou a ser uma atividade quase predatória. No 

final desta mesma década, a extração atingiu seu clímax. Tal fato teve muitos efeitos 

negativos para a população nativa do jaborandi, uma vez que a coleta das folhas 

deixava as plantas muito danificadas, levando-as à morte. Em 1992, o IBAMA 

classificou o jaborandi como espécie em extinção. Frente à redução dos recursos 

naturais, principalmente, no estado do Maranhão. As indústrias farmacêuticas 

passaram, então, a desenvolver meios para domesticar o jaborandi (SCHEERER, 

2000; PINHEIRO, 2002; GUMIER-COSTA et al., 2016). A Embrapa Amazônia 

Oriental (Brasil), por sua vez, criou, ainda em 1992, um banco de germoplasma 

visando a domesticação e conservação da espécie ( SABÁ et al., 2002;  MOURA et 

al., 2005). 

A espécie P. microphyllus também é conhecida no leste da Amazônia como 

''jaborandi-do-maranhão'', e suas folhas são usadas na medicina popular como 

diurético, sudorífico, digestivo, sialogogo, tônico capilar e para a inflamação dos 

olhos (TAVEIRA et al., 2003). 

Nas espécies do jaborandi já foram identificados vários outros alcaloides: 

isopilocarpina, pilocarpidina, isopilocarpidina, pilosina, isopilosina, epiisopilosina, 

epiisopiloturina, 13-nor(11)-dehidro-pilocarpina, N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina, 
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N,N-dimetiltriptamina, plastidesmina, (1H)-4-metoxi-2-quinolona e dictamina. Alguns 

deles já tiveram as suas estruturas determinadas por RMN (SANTOS; MORENO, 

2004; ; LIMA, 2016; ROCHA, 2017).  

A epiisopiloturina demonstrou excelente atividade, in vitro,contra as formas 

adulto e jovem de Schistosoma mansoni (BH strain, Belo Horizonte, Brasil) na 

concentração de 150 μg/mL e 300 µg/mL, respectivamente. Além da morte, a dose 

sub-letal (100 µg/mL) deste alcaloide promove a redução total da postura de ovos 

por casal de vermes emparelhados, obtendo melhor atividade que o praziquantel, 

fármaco padrão de referência. Portanto, a epiisopiloturina representa uma alternativa 

promissora na intervenção terapêutica contra a esquistossomose, uma vez que não 

mostrou citotoxicidade para macrófagos peritoneais, e pode ser obtido, em grande 

escala, de forma sustentável e econômica (LEITE et al., 2009; VERAS et al., 2012).  

Taveira et al. (2003) analisou os óleos essenciais obtidos por hidrodestilação 

das folhas e galhos finos de P. microphyllus, coletados no sudeste do Estado do 

Pará (Brasil) durante as estações chuvosa e seca e os avaliou por GC-MS. Os 

principais compostos identificados foram 2-tridecanona, β-cariofileno, 2-

pentadecanona, óxido de cariofileno e germacreno D. O estudo observou ainda uma 

variação sazonal dos teores percentuais destes componentes variados, sendo os 

maiores valores detectados na estação chuvosa. Para 2-tridecanona os valores mais 

elevados foram observados nos óleos de galhos finos, por outro lado, para β-

cariofileno, 2-pentadecanona, óxido de cariofileno e germacreno D, os maiores 

números estavam nos óleos das folhas. Tais resultados apontam que, mesmo para 

a mesma espécie, os óleos das folhas e os dos galhos finos se apresentam distintos 

quanto a sua composição. 

Apesar das folhas P. microphyllus ser um produto de enorme valor comercial, 

estudos prospectivos para as demais classes de metabólitos secundários, tais quais 

os flavonoides, ainda são incipientes, embora as propriedades farmacológicas 

excepcionais desses compostos tenham ganhado muito espaço nos últimos anos.  

Bertrand, Fabre, Moulis (2001), isolaram e identificaram quatro flavonoides 

(tabela 1), dois terpenóides e uma mistura de três poliprenois das folhas de 

Pilocarpus trachylophus Holmes. 
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Tabela 1. Flavonoides isolados de P.  trachyllophus e atividade biológica relatada. 

FLAVONOIDES  ATIVIDADE  REFERÊNCIAS  

3,4’,5,7-tetrahydroxy-3’,6-
dimethoxyflavone  
3-O-β-D-rutinoside  

- 
Bertrand et al., 2001 

3,4’,5,7-tetrahydroxy-6-
methoxyflavone 3-O-β-D-
rutinoside  

- 
Bertrand et al., 2001 

Patuletin 3-O-β-D-rutinoside  Antioxidante  Bertrand et al., 2001 

Axilarina  
Antioxidante  Bertrand et al., 2001 

Kim et al., 2002 

Heperidina  
Antioxidante 
Sedativa 

Andrade et al., 1996 
Kim et al., 2002 

Fonte: Santos; Moreno, 2004 

 

A hesperidina isolada de P. trachyllophus (BERTRAND et al., 2001) também foi 

encontada em outras Rutaceae, como em espécies de Citrus e Zanthoxylum (KANE 

et al, 1993). Este flavonoide tem várias atividades farmacológicas, algumas delas são 

anti-inflamatória, bactericida, fungicida, antiviral, abortiva, analgésica e antipirética 

(GARG et al., 2001).  

 

2.6 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes 

 

Encontrarmos frequentemente em textos científicos a expressão “radical livre”, 

que se origina da tradução do inglês free radical. Esta expressão não está 

verdadeiramente correta do ponto de vista químico, uma vez que todo radical 

apresenta em sua última camada elétrons livres. Para entender o que é um radical, 

deve-se compreender que os elétrons de um átomo estão distribuídos em níveis e em 

subníveis de energia (COTINGUIBA, et al, 2015). Nestes subníveis, os elétrons se 

dispõem em orbitais e possuem spins, isto é, momento magnético, os quais são 

expressos pelos números quânticos + ½ e - ½. De acordo com o princípio de Pauli, 

dois elétrons ocupando o mesmo orbital, apresentam spins opostos e, portanto, o 

momento magnético é zero para espécies com elétrons pareados. Entretanto, nos 

radicais, existe um saldo no momento magnético, pois estas espécies apresentam 

número ímpar de elétrons na última camada, tornando-as então espécies 

paramagnéticas (VILLA, 2006; SANTOS, 2014; DE JESUS et al, 2015). 
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Os radicais são altamente reativos e danosos aos constituintes celulares (DE 

VASCONCELOS, 2015), ao mesmo tempo, possuem um importante papel na 

homeostase celular. São formados naturalmente durante os metabolismo celular 

aeróbico com a produção de ATP, que ocorre por meio da transferência de elétrons 

ao longo da cadeia mitocondrial. Para a realização desses processos bioquímicos é 

necessária a presença de oxigênio (O2), porém, sua estrutura eletrônica com dois 

elétrons desemparelhados favorece a formação de intermediários metabólicos, as 

chamadas espécies reativas de oxigênio (EROs) (KEHRER; KLOTZ, 2015).  Essas 

moléculas são potentes oxidantes e responsáveis pela toxicidade do O2. O ânion 

superóxido (O2
●-), o radical hidroxil (OH●) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) são as 

EROs formadas durante a redução do oxigênio à água (KOHEN; NYSKA, 2002; 

HORST, 2011). A figura 6 abaixo mostra a formação das EROs. 

 

Figura 6: Geração das EROs a partir da redução monovalente do O2 à água. Durante esse processo o 
O2 recebe um elétron por vez. 
 

 

O2  O2
●-                 H2O2                        H2O + OH●               H2O       

        

Fonte: Adptado de Koury e Donangelo, 2003. 

 

Níveis elevados de EROs são citotóxicos e podem reagir com qualquer 

molécula biológica e, assim, resultar em danos que incluem a morte celular,  

mutações,  aberrações  cromossômicas  e  carcinogênese (FILHO-CIDRAL, 2013). O 

O2
●- apresenta menor reatividade e por isto pode difundir-se por distâncias 

consideráveis até encontrar um alvo. Assim, este pode provocar grandes danos 

celulares por meio da formação de radicais OH. O radical hidroxil, por sua vez, é a 

ERO com maior reatividade e toxicidade, pois inicia rapidamente as reações em 

cadeia que formam lipoperóxidos e radicais orgânicos, os quais são altamente 

prejudiciais à atividade celular normal. O H2O2 não é um radical, por não possuir 

elétrons desemparelhados, mas é um agente oxidante, pois na presença de metais 

de transição essa ERO leva a  formação  do  radical  hidroxil,  que  é representada  

pela  reação  de  Fenton  (figura 7 A).  O ânion superóxido, juntamente com o H2O2, 

participa da formação do radical hidroxil através da reação de Haber-Weiss (figura 7, 

B) (VASCONCELOS, 2005; VALKO  et al., 2007; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). 

 

e- e-, 2H+ e-, H+ e-, H+ 
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Figura 7: (A) Reação de Fenton: a formação de OH● pela reação do H2O2 com Fe2+. (B) Reação de 
Haber -Weiss: o  OH● é formado a partir de O2

●- e H2O2. 

 

(A)  Fe2+/Cu+ + H2O2                                 Fe3+/Cu2+ + OH● + OH- 

 

(B)  O2● + H2O2                                 OH- + OH●                            

Fonte: Adaptado de Falco e colaboradores, 2015. 

 

Estima-se que cerca de 1-4% do oxigênio utilizado na célula é incompletamente 

reduzido pela ação da enzima citocromo mitocondrial devido ao “escape fisiológico” 

durante a produção de ATP (GUEDES, 2007; AUMONDE et al, 2015). 

Um dos efeitos mais destrutivos das EROs é a iniciação da peroxidação lipídica, 

que pode levar à destruição da membrana celular, com graves repercussões 

metabólicas, sendo este um dos eventos oxidativos mais freqüentes em nosso 

organismo (OGA, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). 

Fisiologicamente, deve haver um equilíbrio entre a produção de radicais e a 

atividade de sistemas de defesa antioxidante (figura 8). A concentração de EROs 

intracelular depende da produção e/ou remoção  do  sistema  antioxidante (ASLANI; 

GHOBADI, 2016). Em geral, as células contêm um grande número de moléculas 

antioxidantes, chamadas de scavengers, que previnem ou reparam os danos 

causados pelas EROs, bem como regulam as vias de sinalização redox-sensíveis. 

Algumas das enzimas antioxidantes primárias contidas em células de mamíferos são 

a superóxido dismutase, a catalase, a peroxidase e a glutationa peroxidase (figura 8) 

(SCHENK; FULDA, 2015).  Além das defesas enzimáticas, as células possuem 

defesas não-enzimáticas, tais como as vitaminas C e E, carotenoides, flavonoides, 

pigmentos biliares, urato e os tióis (JAMES et al., 2012). O mecanismo de ação dos 

antioxidantes (figura 9) é bem variado, desde a remoção do oxigênio do meio, a 

varredura das EROs, o sequestro dos metais catalizadores  da  formação  de  EROs, 

o aumento da geração de antioxidantes endógenos ou mesmo a interação de mais de 

um destes mecanismos (WEYDERT; CULLEN, 2010; ASLANI; GHOBADI, 2016). 

 

 

 

 

 

Fe2+/Cu+ 
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Figura 8: Sistema de proteção enzimático antioxidante. 

 

Legenda: (A) Formação de H2O2 pela superóxido dismutase (SOD). (B) Redução do H2O2 em H2O pela 
catalase. (C) Redução dp H2O2 à H2O pela glutationa peroxidase (GPx), o que resulta na formação de 
dissulfeto de glutationa (GSSG) a partir da glutationa reduzida (GSH). (D) Regeneração da GSSG pela 
glutationa redutase (GR). Fonte: Adaptado de Garófolo, 2010. 

 
Figura 9: Mecanismo de ação antioxidante diante de um radical. 

 

Legenda: R= grupo alquila; R●= radical do ácido graxo; ROO●= radical peróxido; RH= ácido graxo; 
ROOH= composto hidroperóxido. Fonte: Adaptado de Garófolo, 2010. 
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Uma ampla definição para antioxidante pode ser: “qualquer substância que, 

quando presente em baixas concentrações, comparada ao substrato oxidante, retarda 

ou inibe o processo de oxidação” (VILA, 2006). Não obstante, do ponto de vista 

biológico, define-se antioxidantes como compostos que protegem sistemas biológicos 

contra efeitos potencialmente lesivos de processos ou reações que promovem a 

oxidação de macromoléculas ou de estruturas celulares (OGA, 2003; BARBOSA, 

2016). 

 

Figura 10: Estrutura química dos antioxidantes sintéticos mais conhecidos. 

 

Fonte: Adaptado de Ramalho, 2006. 

 

O ascorbato e a glutationa são os antioxidantes de baixo peso molecular mais 

abundantes no Sistema Nervoso Central (SNC), estando o primeiro em maior 

concentração em neurônios e o segundo em células da glia (BASHRI; PRASAD, 

2016). 

As EROs também estão envolvidas em diversos processos fisiológicos 

(FINKEL; HOLBROOK, 2000; KEHRER; KLOTZ, 2015), como em mecanismos de 

defesa (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014) e processos proliferativos (DRÖGE, 

2002). Estas moléculas podem regular a condutância iônica nas membranas e a 

liberação de neurotransmissores e participam ainda dos processos de sinalização 

celular (CHEN et al., 2002; CANATA, 2016) como a ativação de guanilato ciclase que 

culmina na formação  de  GMPc  (guanilato  monofosfato  cíclico) (RIBEIRO et al., 

2013), dentre outras.   
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No entanto, as EROs estão envolvidas na gênese de várias doenças devido 

aos danos ocasionados aos constituintes celulares (LEROUET et al., 2002; BOLL et 

al., 2003; DE LIMA JUNIOR; BUGS; DE OLIVEIRA, 2016), incluindo doenças 

cardiovasculares, respiratórias, doenças neurodegenerativas e gastrointestinais,  

sendo ainda associado ao envelhecimento e à dor, incluindo a dor neuropática 

(YOUNG; WOODSIDE, 2001;  KIM; SHIN; LEE, 2012). 

Além das EROs, outros radicais também podem interferir nos processos 

fisiológicos celulares, como é o caso das espécies reativas de nitrogênio (ERN).  O 

óxido nítrico (NO), além de participar da transmissão sináptica no SNC, apresenta 

efeitos citotóxicos, pois pode combinar-se com o ânion superóxido formando ONOO-, 

uma ERN altamente reativa que pode danificar diversos constituintes celulares (RADI 

et al., 2002; KAMDEM, 2013). 

O estresse oxidativo ou o estresse nitrosativo ocorrem quando são 

evidenciados os efeitos nocivos das ERO e ERN, respectivamente, ou seja, quando 

as defesas apresentam-se reduzidas ou a produção dessas moléculas tóxicas torna-

se demasiadamente aumentada. Nesses casos, ocorre dano a macromoléculas, tais 

como proteínas, DNA e lipídios (VALKO et al., 2007; SCHENK; FULDA, 2015). 

As ERO e ERN estão intimamentes ligadas aos mecanismos envolvidos nos 

processos de nociceptivos. A ativação de nociceptores provoca liberação de 

glutamato e ativação de seus receptores, ocasionando posteriormente produção de 

NO, eventos chaves na sensação dolorosa e hiperexcitabilidade da medula espinal 

(CHEN et al., 2004; XU et al., 2007; RAMOS, 2013). O NO é produzido a partir da L-

arginina pela ação  da  enzima  óxido nítrico sintase  (NOS).  Os neurônios da medula 

espinal possuem NOS e o aumento bilateral da atividade desta enzima após estímulo 

nocivo sugere participação do NO no processamento da  informação nociceptiva (LAM  

et  al.,  2003; BELLÓ et al., 2013). Esta molécula, por sua vez, parece participar 

também de mecanismos antinociceptivos (KHALIL; KHODR, 2001); porém, um 

excesso na sua produção promove dano  tecidual  em virtude do aumento de  radicais  

(LEVY; ZOCHODNE, 2004; KRÜGER et al., 2015).  

Foi sugerido que o aumento dos disparos dos nociceptores após dor 

neuropática, e a conseqüente ativação de células na medula espinal, ocasionaria, 

nesta região do SNC, acréscimos na respiração mitocondrial e influxo de cálcio no 

meio intracelular com consequente aumento na produção de ERO e NO (NAIK et al., 

2006; CURY et al., 2011). 
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Nas últimas décadas, foram realizadas inúmeras pesquisas para esclarecer o 

papel dos radicais em processos fisiopatológicos como envelhecimento e doenças 

degenerativas associadas ao envelhecimento: câncer, aterosclerose, inflamação, 

doenças cardiovasculares, catarata, declínio do sistema imune e disfunções cerebrais 

(COTINGUIBA et al., 2015). 

 

2.7 Dor neuropática e EROs 

 

De acordo com a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 

International  Association  for  the  Study  of  Pain),  a  dor  é  uma  experiência  

sensorial desagradável  adjunta  a  um  dano  tecidual  real  ou  potencial  ou  descrita  

em  termos  que arremete  tal  dano,  envolvendo não somente  componentes  

sensoriais,  como  também  emocionais (LOESER; TREEDE, 2008; VICENTE, 2016 

CARDOSO et a, 2016). 

Existe um intrincado trajeto envolvendo diferentes regiões do sistema nervoso 

no estímulo nocivo percebido como doloroso. No entanto, nem sempre um estímulo 

periférico é necessário para que ocorra a sensação de dor (ex. dor talâmica) e, em 

contrapartida, pode haver estimulação nociceptiva sem que ocorra dor (LOPES, 2004; 

SAGALAJEV et al., 2017). Nesse contexto, é importante distinguir o fenômeno de dor, 

que é subjetivo, do fenômeno de nocicepção, que diz respeito aos processos neurais 

de codificação e processamento do estímulo nocivo (LOESER; TREEDE, 2008). 

Desta forma, nocicepção aparece como objeto de estudo mais adequado nas 

abordagens para a compreensão da dor em que são empregados modelos animais, 

incapazes de verbalizar sua percepção do fenômeno doloroso (KAVALIERS, 1988). 

A dor nociceptiva tem como principal desígnio sinalizar o acometimento de 

processos danosos à integridade física e decorre da ativação fisiológia dos 

nociceptores (terminações nervosas de alto limiar que são ativados por estímulos 

químicos, térmicos ou mecânicos intensos). Desta forma, a sensação de dor está 

diretamente relacionada à presença do estímulo nocivo, e cessa assim que este se 

encerra ou, havendo dano tecidual (não neural) e consequente processo inflamatório, 

sua duração é limitada ao processo de cura da lesão (BONICA; LOESER, 2001; 

POVOROZNIUK; PRYIMYCH, 2016). A dor neuropática (DNP), por sua vez, decorre 

de uma lesão ou doença que atinge o sistema somatossensorial (NICKEL et al., 2012) 

por meio de traumas  mecânicos, distúrbios metabólicos ou nutricionais (diabetes, 
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hipotireoidismo, pelagra), alcoolismo, uso de  fármacos (anti-retrovirais, anti-

neoplásicos), exposição a toxinas (acrilamida, óxido de etileno, arsênio), neoplasias, 

lesões vasculares (isquemia, hemorragias, malformações), entre outros (BARON; 

BINDER; WASNER, 2010; ZENG; ALONGKRONRUSMEE; VAN RIJN, 2017).  

A IASP define DNP como “dor iniciada ou causada por lesão primária, 

disfunção, ou perturbação transitória do sistema nervoso central ou periférico”. É um 

acometimento relativamente comum, com incidência estimada na população mundial 

em torno de 1 a 3% (BOUHASSIRA et al., 2008; CHEN et al., 2017). Pode ser contínua 

ou episódica e é percebida de várias maneiras, como por exemplo, queimação, 

formigamento, em picadas, tipo choque elétrico, na forma de espasmo ou frio 

(ECKELI; TEIXEIRA; GOUVÊA, 2016). 

Tanto o sistema nervoso periférico quanto o central podem ser acometidos por 

tais injúrias, o que caracteriza a DNP periférica ou central, respectivamente. Como 

resultado, ocorrem diversas alterações (ditas mal adaptativas) ao longo de todo 

neuroeixo (COHEN; MAO, 2014). A partir da sensibilização podem surgir alterações 

sensoriais características da dor patológica que são observadas através da existência 

de hiperalgesia e alodínia. A hiperalgesia é definida como um aumento da 

sensibilidade aos estímulos potencialmente nocivos, enquanto que a alodínia 

representa uma reposta dolorosa a estímulos considerados inócuos (GUEDES, 2007; 

SCHESTATSKY, 2008; DA SILVA; MEDEIROS; SCHIRMANN, 2012). 

A sequência de eventos que pode ocorrer no nervo após a indução da lesão 

(SAADE; JABBUR, 2008) incluem: (1) produção de disparos nervosos ocasionados 

pela lesão, que podem se estender por um longo período de tempo; (2) liberação de 

neuropeptídeos e outros mediadores pró-inflamatórios no local da lesão bem como no 

SNC; (3) sensibilização de nociceptores e ativação de nociceptores silenciosos por 

meio da liberação de mediadores inflamatórios ou expressão de novos receptores ou 

canais iônicos; (4) mudanças na expressão gênica e na expressão de diversos 

peptídeos e receptores; (5) crescimento anormal de fibras nervosas periféricas e 

centrais; (6) mudanças nos campos receptivos de fibras nervosas periféricas 

lesionadas e intactas. 

A compreensão dos mecanismos abrangidos na nocicepção possibilita o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para o alívio da dor (JULIÃO et 

al., 2011). Por esta razão, esse tema é foco de vários estudos no mundo. Entretanto, 

apesar do grande número de publicações e do conhecimento cada vez mais 
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aprofundado sobre os mecanismos fisiológicos relacionados à nocicepção, ainda 

existem muitas questões sem resposta, especialmente em relação ao tratamento de 

casos clínicos de dor crônica (CRUCCU, 2007; VANOTTI et al., 2007; WU et al., 2007). 

Por sua complexidade, a DNP, geralmente crônica e incapacitante, é um 

desafio para os profissionais da área. O tratamento baseados nas etiologias não é 

eficaz por virtude da maior importância representada pelos mecanismos 

subjacentes à expressão dolorosa. Contudo, o tratamento da etiologia obviamente 

deve ser realizado buscando minimizar os mecanismos e sintomas (ALVES NETO 

et al., 2009; WANG et al., 2016). 

Em muitos casos, a DNP é resistente ou pouco responsiva a AINEs e 

opioides, no entanto, pode responder a fármacos antiepilépticos, antidepressivos, 

ou anestésicos (DWORKIN et al., 2003; ATTAL et al., 2010). Entretanto, estas 

drogas apresentam limitada eficácia e/ou significativos efeitos adversos que 

comprometem sua utilização por  um período prolongado (BARON, 2009; 

KOPSKY,2016). 

Os modelos animais são amplamente utilizados nos estudos sobre a 

nocicepção (ANDRADE, 2016). Embora não possuam capacidade de comunicação 

verbal, quando em contato com estímulos nocivos, os animais exibem respostas 

motoras similares aos humanos. Tais respostas permitem inferir sobre a existência 

de dor (DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988; MORRIS, 2016).  A hiperalgesia e a 

alodínia são exemplos dessas respostas, ou seja, são alterações sensoriais 

observadas após a indução de dor (DA SILVA; MEDEIROS; SCHIRMANN, 2012). 

Atualmente, há uma grande variedade de modelos animais úteis para o 

estudo da dor DNP associada a diversas etiologias e relacionada a um quadro 

extenso de manifestações clínicas de neuropatias periféricas (MORRIS, 2016). 

Assim, a DNP pode ser induzida por lesão mecânica (secção; esmagamento ou 

compressão), química, metabólica ou imunológica dirigida ao nervo, gânglio ou 

medula espinal. A figura 11 demonstra as lesões especificamente geradas por 

trauma físico do nervo periférico (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009). 
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Figura 11: Modelos experimentais de dor neuropática. 

 

Legenda: Ligadura de raízes (SNL), constrição crônica do nervo (CCI), rizotomia, lesão poupadora de 
nervo, ligadura parcial do nervo (PNL), conclusão mecânica da medula. (1) Transecção do nervo 
isquiático (BISCOLA, 2016). (2) Lesão por constrição crônica (SOUZA, 2015). (3) Ligadura parcial do 
nervo isquiático (DA SILVA; DA SILVA; CARPES, 2014). (4) Modelo de lesão do nervo poupada 
(SCHEID, 2014). (5) Ligadura dos nervos espinais L5/L6 (MORIARTY et al., 2016). (6) Constrição da 
raiz dorsal (MIYAKAWA et al., 2014). (7) Rizotomia dorsal (JOSENBY et al., 2014). (8) Rizotomia 
Ventral (LI et al., 2016). Fonte: Adaptado de Klusakova e Dubovy (2009). Ilustração esquemática dos 
modelos experimentais de dor neuropática, com base em danos às estruturas nervosas periféricas: 
*Esmagamento do nervo isquiático. 

Esmagamento do 

 n. ciático 
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Tabela 2. Modelos de indução de DNP em animais. 

Dor central 
Injúria 

nervosa 
periférica 

Induzida por 
patologias 

Induzida por 
quimioterápicos 

Induzida por 
irritação 

Síndrome 
talâmica 

Nervo ciático Pós-herpética Vincristina Irritação 
espontânea 

Injúria da 
espinha 
dorsal 

Plexo 
branquial 

Associada ao 
vírus do HIV 

Paclitaxel Gênica 

Excitotóxico Ligação 
nervosa 
espinhal 

Esclerose 
múltipla 

Cisplatina  

Fotoquímico Injúria parcial 
do nervo da 
cauda e da 

safena 

Neuropatia 
Diabética 
periférica 

  

Neuralgia 
trigeminal 

Relacionada 
ao Câncer 

  

Fonte: Adaptado de Sousa et al., 2016. 

 

O modelo de compressão do nervo ciático ou isquiático (CCI, do inglês Chronic 

Constriction Injury) utilizado neste trabalho é um dos modelos mais empregados para 

analisar a DNP periférica, simulando muitas síndromes dolorosas dos humanos onde 

o nervo é comprimido, como é o caso da Síndrome do Túnel do Carpo.  Neste modelo 

a estrutura do nervo é preservada ao menos em parte, facilitando a regeneração e 

seu estudo, bem como a avaliação da hipersensibilidade aos estímulos mecânico e 

DNP observada em humanos (KONTINEN; MEERT, 2002; SOUZA, 2015). 

Finalmente, este modelo é de fácil execução e alta reprodutibilidade (BEZERRA; 

MAIA; GUZEN, 2016) exigindo o mínimo de conhecimento de técnica microcirúrgica e 

de instrumental e com reduzido custo de material (BOCCABELLA et al., 1964). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Extrair e identificar flavonoides das folhas de Pilocarpus microphyllus Stapf ex 

Wardeworth, bem como avaliar seu potencial farmacológico em modelos in vitro e in 

vivo. 

 

3.2 Específicos 

 

 Extrair flavonoides das folhas de P. microphyllus a partir do extrato etanólico 

(EE), extrato metanólico (EM) e fração acetato de etila (FAcOEt) do extrato 

que obtiver melhor rendimento; 

 Caracterizar a FAcOEt  por técnicas analíticas como espectrofotometria UV-

Visível e Infravermelho, Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 

Espectometria de Massas e voltametria cíclica. 

 Comparar os resultados obtidos nos ensaios de caracterização da FAcOEt 

para estabelecer uma relação entre a estrutura química do(s) principal(is) 

componente(s) e classificação quanto as subclasses de flavonoides. 

 Avaliar o potencial antioxidante in vitro da FAcOEt pelo teste DPPH, ABTS e 

voltametria cíclica; 

 Verificar o perfil de proteção da FAcOEt contra a dor neuropática in vivo por 

modelo de indução por constricção do nervo isquiático.  
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4. METODOLOGIA 

 

Na primeira etapa deste trabalho, a meta foi a obtenção da fração acetato 

de etila (FAcOEt) das folhas do jaborandi, uma vez que a literatura a apontou como 

eficaz para extração de grande número de flavonoides (KEINÄNEN, 1993; 

CARDOSO, 2011). Desta forma, optou-se pela produção do extrato metanólico e 

etanólico, para então, produzir a FAcOEt a partir do extrato que tivesse maior 

rendimento em massa. 

A preparação dos extratos se deu pelo método convencional de maceração 

das folhas do Jaborandi à temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Os 

ensaios de caracterização da FAcOEt, bem como triagem da atividade antioxidante 

e perfil neuroprotetor foram subsequentes a esta etapa.  

Durante a realização de todos os experimentos deste trabalho, a amostra e 

padrões foram protegidas da luz e calor, a fim de impedir eventuais processos 

oxidativos e mantidos sobre refrigeração para evitar contaminação microbiana e 

degradação dos componentes. 

 

4.1 Obtenção dos extratos e frações 

 

4.1.1 Coleta e identificação botânica do material vegetal 

 

A identificação da espécie foi supervisionada pela Dra. Ivanilza Moreira de 

Andrade (Departamento de Biologia, Campus Ministro Reis Velloso, UFPI), cujo 

número de exsicata (TEPB 27152) depositado no Herbário do Centro de Ciências da 

Natureza, UFPI, Teresina, Piauí. As folhas foram coletadas na cidade de Parnaíba, PI 

em Junho de 2015. 

 

4.1.2 Preparação do Material Vegetal 

 

As folhas foram devidamente limpas, para eliminar contaminantes. Após a 

secagem das folhas em estufa ventilada a temperatura ambiente, as mesmas 

seguiram para moagem em moinho de facas, obtendo-se o material vegetal bruto. 
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4.1.3 Obtenção dos extratos 

 

O processo de extração foi determinado segundo a metodologia de Mujwah, 

Mohammed e Ahmed (2010) com algumas modificações.  

Para obtenção do extrato metanólico, as folhas moídas (250 g) foram 

submetidas à maceração exaustiva com 1 L de metanol (MeOH) 85% à temperatura 

ambiente (25°C) por 5 dias com coleta do filtrado. O MeOH do resíduo foi removido 

no rotaevaporador, restando uma suspensão aquosa. Em seguida, esta suspensão 

foi submetida à liofilização, resultando no extrato bruto.  

A aquisição do extrato etanólico se deu sob o mesmo processo e proporções 

ditados para o extrato metanólico. O rendimento foi calculado em percentagem, de 

acordo com a fórmula: [peso extrato bruto (g)/peso do material vegetal (g)] x100. 

O extrato que obteve melhor rendimento foi dirigido para a etapa posterior de 

fracionamento. 

 

4.1.4 Fracionamento do extrato 

 

Uma porção do extrato metanolico (10g) foi ressuspensa em metanol: água 

(30:10, v/v) e, em seguida, transferida para um funil de decantação (figura 12). 

Alíquotas de 50 mL de acetato de etila (AcOEt) foram utilizadas para o 

fracionamento por partição líquido-líquido. Ao final, foi obtida a FAcOEt. 

Posteriormente, a fração foi seca em banho-maria (50°C) e seguiu para os ensaios 

subsequentes. 

 

Figura 12: Fracionamento por partição líquido-líquido do extrato em funil de separação. 

 

Fonte: Acervo próprio. 
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4.2 Caracterização dos Extratos e FAcOEt 

 

4.2.1 Espectrofotometria UV-VIS 

 
A FAcOEt foi analisada no espectofotômetro UV Shimadzu (UV-1800), 

utilizando o programa UV-probe, versão 2.33. A diluição da amostra, incluindo o 

padrão quercetina, foi realizada em MeOH com concentação de 0,05 mg/mL, e 0,005 

mg/mL para a quercetina, em cubetas de quartzo com capacidade para 1,0 mL e 

caminho óptico de 1 cm. As amostras e padrão foram analisados em temperatura 

similar (aproximadamente 25°C). A varredura compreendeu λ entre 800 a 200 nm. Os 

resultados dos espectros de absorbância das amostras determinaram os 

comprimentos de onda a serem analisados na CLAE.  

 

4.2.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

Para este trabalho foi utilizado o Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 

(Shimadzu, Kyoto, Japão) equipado com detector UV/VIS modelo SPD-20A, utilizando 

sistema binário de bombeamento LC-6AD e Controlador CBM-20A. O programa de 

aquisição e processamento de dados empregado foi o Lc Solution (versão 1.24 SP1).  

Soluções da FAcOEt (2 mg/mL), previamente filtrada por membranas com poros 0.22 

μm, foi submetida à CLAE em análises distintas, a fim de definir o perfil de 

composição. As condições de análise estão apresentadas na tabela 2. O MeOH 

utilizado foi da Biosolve Chimie SARL, água (H2O) ultrapura Mili-Q e ácido acético 

(glacial) P.A. (Vetec). 

 

Tabela 3. Condições cromatográficas para a análise da FAcOEt por CLAE. 

Condições de análise:  

Coluna 
Phenomenex Luna C18 250 mm X 
4,6 mm x 10 μm 

Comprimento de onda (λ) 260 e 370 nm 
Vazão 0,5 mL/min. 
Concentração das amostras em MeOH para 
injeção 

2 mg/mL  

Volume da injeção 50 μL 

Fase Móvel 
MeOH 1% (v/v) de AcOH (B); 
H2O com 1% (v/v) AcOH (A). 

Gradiente 

0-5 min.: 10% B 
5-20 min.: 50% B 
20-40 min.: 50% B 
40-50 min.: 100% B 
50-70 min.: 10% B 
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Além da amostra, foi injetado sob as mesmas condições cromatográficas 

listadas acima uma solução contendo quercetina (0,025 mg/mL em MeOH) como 

padrão. Os comprimentos de onda analisados foram correspondentes àqueles onde 

houve evidenciação de absorção no espectofotômetro UV-Vis, cujas bandas estavam 

presentes em todas as amostras incluindo o padrão.  

 

4.2.3 Espectrofotometria de Massas (EM) 

 

O composto majoritário isolado por CLAE da FAcOEt, juntamente com o padrão 

quercetina (0,1 mg/mL  em MeOH), foram submetidos a análise no Espectrômetro  de 

massas  da Brurker, com ionização por elétron-spray, quadrupólo e um analisador de 

massas do tipo ion trap.  Nitrogênio foi utilizado como gás de nebulização e 

dessolvatação hélio como gás de colisão para realização das fragmentações.  A 

detecção foi realizada em modo positivo de ionização sob pressão atmosférica.  As 

condições de ESI-MS utilizadas foram: capilar de + 6000 V e temperatura de 

dessolvatação de 50ºC, bomba de seringa marca Hamilton, com fluxo de 3 µLmin–1. 

A aquisição e o processamento de dados foram realizados utilizando o software Trap 

control (versão 3.2). 

 

4.2.4 Caracterização eletroquímica do composto majoritário da FAcOEt por 

Voltametria Cíclica 

 

Na caracterização eletroquímica foi utilizada a técnica de Voltametria Cíclica 

(VC) para avaliar os potenciais de oxirredução tanto da quercetina quanto do isolado 

da FacOEt obtido por CLAE. Para obtenção dos voltamogramas ciclos utilizou-se um 

potenciostato/galvanostato da AUTOLAB modelo PGSTAT 128N acoplado a uma 

célula eletroquímica com capacidade para 10,0 mL de eletrólito suporte e tampa de 

teflon contendo encaixe para três eletrodos, além de entrada e saída para gás. Como 

eletrodo de trabalho foi utilizado uma haste de grafite pirolítico (EGP) (A = 2,1 mm2) e 

como contra eletrodo uma placa de platina (A = 2,0 cm2). Já o eletrodo de calomelano 

saturado (ECS) foi utilizado como eletrodo de referência. Durante o registro dos 

voltamogramas, todos os eletrodos permaneceram imersos numa solução a 0,7 

mg/mL de quercertina ou de FAcOEt,  solubilizadas em tampão fosfato de potássio 

(PBS) 0,1 mol L-1, pH 5,6 (eletrólito suporte).    Vale ressaltar que o eletrodo de trabalho 
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passou por um procedimento de limpeza eletroquímica, onde o potencial foi 

repetidamente ciclado entre - 0,9 V e + 0,9 V para remoção de impurezas do eletrodo, 

até que a corrente registrada tornou-se constante (por volta do décimo ciclo).  

 

 

4.2.5 Caracterização da FAcOEt por Espectrofotometria Infravermelho (FT-IR) 

 

A FAcOEt foi caracterizada através de Espectroscopia do Infravermelho por 

Transformada de Fourier (FTIR). Os espectros de FTIR foram coletados utilizando 

resolução com janela de KBr em um espectrômetro Shimadzu IRAffinity-1 e número 

de onda na faixa espectral de 4000 – 400 cm-1, comumente utilizada para 

caracterização de compostos orgânicos. A partir do gráfico número de onda x 

frequência, os principais grupos orgânicos presentes na molécula foram identificados. 

 

  

4.3. Ensaios antioxidantes da FAcOEt 

 
4.3.1. Determinação  da  Atividade  Antioxidante  pelo  método  de  captura  de 

radicais  DPPH 

 

Este método se baseia na redução do radical [2,2 difenil-1-pricrilhidrazil  

(DPPH)], que ao fixar um H (removido  do  antioxidante  em  estudo), leva  a  uma 

diminuição da absorbância, permitindo calcular, após  o estabelecimento  do equilíbrio 

da reação, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do radical DPPH. 

Esse teste teve metodologia segundo  Lima  (2008),  desenvolvida  por  Blois  

(1958) e adaptado por Brand-Williams (1995). Preparou-se uma solução etanolica de 

DPPH a 0,3 mM (3,068 mg de DPPH  dissolvido em etanol em  um  balão  volumétrico  

de  26 mL).  O padrão foi obtido realizando-se a leitura da absorbância da solução de 

DPPH sem amostra em espectrofotômetro a 517 nm.  A mensuração da atividade 

antioxidante da FAcOEt por este método foi realizada em  triplicata,  acrescentando-

se,  170 µL  de amostra em 830  µL  de DPPH,  para cada fração e realizando-se a 

leitura da absorbância em espectrofotômetro a 517 nm, após 30 mim do início da 

reação.  Foi realizado este procedimento de leitura com cinco diluições/concentração 

diferentes (0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0 mg/mL) da fração, obtidas a partir de uma solução 

inicial de 4 mg/mL. O álcool etílico foi utilizado para calibrar o espectrofotômetro. 
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A queda na leitura da densidade ótica das amostras foi correlacionada com o 

controle que continha solução de DPPH sem amostra, estabelecendo-se a 

porcentagem de descoloração  do  radical DPPH conforme a fórmula abaixo: 

 

% de proteção = (Abs controle – Abs amostra) x 100/ Abs controle 

 

Após o cálculo do percentual  de  proteção  plotou-se em gráfico os  resultados 

contendo os valores das concentrações (mg/mL) utilizadas no eixo X  e  os  

percentuais  de  proteção  encontrados  no  eixo  Y   e  foi  determinada  a equação 

da reta que foi utilizada para encontrar o valor do EC50 (quantidade de amostra  

necessária  para  reduzir  em  50%  a  concentração  inicial  do  radical DPPH). 

Portanto, quanto menor o valor do EC50, maior a atividade antioxidante da amostra 

analisada. 

 

Cálculo do EC50: 

Equação da reta y = ax ± b, onde: 

y = 50% (quantidade em percentual de proteção) 

x = CE50 (mg/mL). 

 

Como controle, foi realizado a determinação do CE50 da vitamina C, um 

composto com propriedades antioxidante bastante conhecidas, a partir das 

concentrações de 40, 50, 60, 70 e 80 µg/mL nas mesmas condições de análise que a 

FAcOEt. 

 

4.3.2 Determinação  da  Atividade  Antioxidante  pelo  método  de  captura  de 

radicais ABTS    

  

Segundo Re et al (1999), inicialmente, o radical ABTS 2,2´-azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) é formado a partir da reação de 7 mM de ABTS 

com 2,45 mM de persulfato de potássio, os quais foram incubados à temperatura 

ambiente e na ausência de luz, por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solução foi 

diluída em etanol até a obtenção de uma solução com absorbância de 0,70 (± 0,01). 

Para realizar as análises, foram adicionados 30 μL da amostra diluída a 1970 μL da 

solução contendo o radical e determinou-se a absorbância em espectrofotômetro  
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(Shimadzu UV-1800)  a  734  nm,  após  6 e 30 minutos de reação. Como solução-

padrão, usou-se o antioxidante sintético Trolox nas concentrações de 100; 200; 400; 

800 e 1.000 mM em etanol. Avaliou-se as seguintes concentrações da fração: 0,2, 0,4, 

0,8, 1,0, 1,2 mg/mL. Todas as leituras foram realizadas em triplicata, e os resultados 

foram  expressos  em  mM  de Trolox  por  grama  de FAcOEt. Em seguida, foi realizada 

a determinação da EC50 da fração a partir do gráfico relacionando os valores das 

concentrações (mg/mL) e os percentuais de proteção, semelhante ao calculado pelo 

método DPPH. 

 

4.3.3 Análise estatística dos ensaios DPPH e ABTS 

 

Os resultados foram expressos como média ± desvio-padrão. Para a  

comparação das médias aritméticas, empregaram-se a análise de variância (ANOVA)  

e o Turkey, usando o software Prisma 4.0 (GraphPad). Adotou-se o nível de 

significância de 5% de probabilidade (p<0,05). Para o estudo das correlações  lineares  

das  atividades antioxidantes pelo método de captura de ABTS e DPPH, foi utilizado 

o programa Origin 5.0. 

 

4.3.4 Determinação  da  Potencial  Antioxidante por Voltametria cíclica 

 

A FAcOEt foi avaliada pela técnica de Voltametria Cíclica (VC) para analisar os 

potenciais de oxirredução. Para obtenção dos voltamogramas ciclos utilizou-se um 

bipotenciostato/galvanostato Dropsens µStat 400 (Metrohm Pensalab). Um volume de 

50µL da FAcOEt foi adicionado a 100 µL de tampão fosfato de potássio (PBS) 0,1 mol 

L-1, pH 6,4 , o qual foi utilizado como eletrólito suporte. Dessa mistura foram retirados 

100 µL e espalhados sobre a superfície de um eletrodo Screen-printed, o qual possuía 

como trabalho o grafite pirolítico, como contra-eletrodo um semicírculo de platina e 

como referência uma parte de Ag/AgCl. Todas as medidas foram feitas em 

temperatura ambiente (25º C). 
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4.4. Determinação da atividade contra dor neuropática pelo método de Indução 

por compressão do nervo ciático 

 

4.4.1 Procedimento cirúrgico  

 
Sob a ação anestésica de cloridrato de xilasina (20 mg/kg, i.p.) associado a 

cloridrato de cetamina (120 mg/kg, i.p.) foi conseguida a Compressão Parcial do 

Ciático (CPC). Uma assepsia e tricotomia da região posterior da pata traseira direita 

de ratas Wistar fêmeas foi inicialmente realizada como preparação para o 

procedimento cirúrgico. Após a instalação da anestesia o nervo ciático foi localizado 

através da separação do músculo bíceps femoral, com a utilização de equipamentos 

cirúrgicos, o nervo ciático foi exposto e liberado do tecido conjuntivo circundante. 

Posteriormente o nervo foi, então, envolvido com um fio de sutura de seda (3-0, 

Shalon®) comprimindo, assim, o seu diâmetro original. O procedimento foi finalizado 

com aproximação das bordas da incisão, sutura da pele do animal e tratamento com 

solução tópica de clorexidina (2%), que perdurou até a cicatrização da incisão 

cirúrgica. Os animas foram colocados em gaiolas metabólicas com assepsia diária. 

Em um grupo (Sham) o procedimento foi apenas simulado, onde o nervo foi exposto, 

tocado pelo instrumental cirúrgico, mas não foi ligado (MOSCONI; KRUGER, 1996). 

 

4.4.2. Avaliação antinociceptiva aguda  

 

Antes do procedimento cirúrgico foi realizado o teste de von Frey, para 

mensurar o Limiar Nociceptivo Mecânico (LNM) de resposta basal desses animais. 

Nesse teste a pata traseira direita foi tocada com três repetições, por diferentes 

filamentos partindo das menores concentrações, em gramas, para as maiores. O teste 

de von Frey foi realizado também no quarto dia a fim de acompanhar a instalação da 

neuropatia e no sétimo dia, onde foi realizado o tratamento e avaliação da atividade 

antinociceptiva da fração (CHAPLAN et al., 1994). 

Para avaliar o efeito de uma única administração da FAcOEt, realizamos o 

mesmo procedimento acima descrito. Os animais foram tratados com FAcOEt 50 ou 

100 mg/kg, morfina 5mg/kg ou veículo (água destilada com DMSO 1%, i.p.) no setimo 

dia. Após os tratamentos, foi realizado o teste de von Frey nos tempos de 0, 60, 120 

e 180 minutos. Nesse teste houve também, um grupo de animais com tratamento 
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semelhante ao do grupo veículo, onde o procedimento cirúrgico foi apenas simulado 

(CHAPLAN et al., 1994). Os experimentos receberam autorização do Comitê de Ética 

e Pesquisa (Teresina, Piauí) com número de protocolo 082/2014. 

 

4.4.3 Análise estatística 

 

Para a  comparação das médias aritméticas, empregaram-se a análise de 

variância (ANOVA) , usando o software Prisma 6.0 (GraphPad). Adotou-se o nível de 

significância de 5% de probabilidade (p<0,05).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Rendimento da extração 

 

Miranda et al (2015) relatou que quase todas as substâncias bioativas 

identificadas a partir de plantas são compostos aromáticos ou orgânicos saturados, 

sendo mais facilmente obtidos através de extração inicial com etanol ou metanol. Entre 

as subtâncias bioativas, cabe destaque as antocianinas, terpenóides, saponinas, 

taninos, flavonas e polifenois. Desta forma, optou-se pela utilização destes solventes e, 

com isso, a produção do extrato etanólico (EE) e metanólico (EM).  

Partindo-se de 250 g de material vegetal, foram conseguidos 18,4 g de EM e 

12,4 g de EE, com maceração exaustiva, o rendimento da extração obtido, por 

conseguinte, foi de 7,4% para EM e 4,9% para EE. O metanol mostrou-se mais eficiente 

para a extração em massa dos compostos que o etanol. Por esta razão, o EM foi 

escolhido para a produção da FAcOEt. Vários autores concordam que AcOEt é o 

solvente mais eficaz para fracionamento quando se fala em isolamento de flavonoides 

(WU et al, 2008; SANNIGRAHI et al, 2010; PAULA, 2014). 

Em conformidade com estes resultados, Souza et al (2015) obteve maior 

desempenho para a extração de flavonoides da casca de Passiflora edulis utilizando 

solução hidroalcoolica de MeOH/H2O (80:20, v:v) em relação a extração por EtOH/ H2O 

(80:20, v:v).  

Sanvido et al (2015), com o objetivo de purificar flavonoides por fracionamento 

líquido-líquido para mensuração da atividade antioxidante da parte aéra de Baccharis 

uncinella, avaliou a utilização dos solventes diclorometano, n-hexano e AcOEt na 

produção das frações e constatou que este último apresentou teor de flavonoides cerca 

de duas vezes maior e, consequentemente, atividade antioxidante superior. 

Quando trabalhamos com produtos vegetais, deve-se ter o conhecimento das 

melhores condições que levarão a uma extração eficaz de substâncias. A qualidade da 

solução extrativa é dada principalmente pelo solvente empregado na extração (SIMÕES 

et al., 2007; NEHRING et al, 2016). 

O processo extrativo é marcado por dois fenômenos que ocorrem em paralelo: a 

lixiviação de compostos solúveis de células lisadas e a dissolução e difusão das 

substâncias solúveis nas células intactas. O solvente ao transpassar as células suscita 

um momento dipolar nas moléculas a extrair, ocorrendo uma associação química às 
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moléculas do solvente. Essa capacidade de ligação pode ser expressa em termos de 

constante dielétrica, que é uma função derivada das propriedades eletroquímicas do 

solvente, sendo que, quanto mais polar for o solvente maior será sua constante 

dielétrica. Assim, compostos ionizáveis ou altamente polares se dissolvem em líquidos 

de elevada constante dielétrica, e compostos apolares se dissolverão em solventes de 

baixa constante dielétrica (MARQUES; VIGO, 2009; POPOVICI; BERTRAND; COMTE, 

2014).  

A escolha dos solventes para extração deve basear-se principalmente na 

seletividade que o mesmo apresenta pelas substâncias a serem extraídas, e 

corresponde uma etapa crucial no trabalho. No entanto, outras características do 

solvente não podem ser ignoradas, como a facilidade de manuseio, custo, proteção 

ao ambiente e toxicidade (LIST; SCHMIDT, 2000; ADEBAYO; OGUNSINA; 

GBADAMOSI, 2015; MIRANDA et al, 2015; SILVA; SILVA, 2016). Em uma extração 

inicial com solventes de baixa polaridade obtêm-se compostos mais lipofílicos, 

enquanto que o uso de solventes alcoólicos proporciona a extração de um amplo 

espectro de substâncias polares e apolares, permitindo assim fracionamentos 

posteriores, resultando em frações de distintas polaridades. Métodos de extração 

são utilizados como passo de pré-purificação para remover seletivamente 

componentes interferentes e ou isolar os compostos ativos (STICHER, 2007; 

SANVIDO et al, 2015). 

Quanto à toxicidade, durante o processo de eliminação do extrato, parte do 

solvente pode permanecer no extrato e, por isso, o uso de solventes tóxicos [como o 

MeOH, que segundo DO et al. (2014), é um ótimo solvente para extração de 

flavonoides] é limitado (SONAGLIO et al, 2007; FIUZA et al, 2015). Dessa forma, apesar 

da extração por MeOH ter mostrado maior eficiência, deve ser considerado o efeito 

residual do mesmo no extrato nos ensaios biológicos. 

 

5.2 Análises por Espectrofotometria UV-Vis 

 

O conhecimento da constituição fitoquímica das plantas e seus extratos é 

importante porque se constitui em uma ferramenta a ser utilizada no controle de 

qualidade físico-químico, por exemplo (SOUZA, 2007). A espectrofotometria mensura 

a energia radiante absorvida por um sistema químico em função do comprimento de 

onda (λ). Como conseqüência das interações entre os fótons e as moléculas do soluto, 
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a intensidade da luz incidente é atenuada devido à absorção pela solução (SKOOG 

et al., 2006; MEDEIROS, 2016). 

Um gráfico espectral é específico para uma dada molécula e, algumas vezes, 

é empregado para auxiliar na atribuição ou confirmação da identidade de uma espécie 

em particular (SKOOG et al., 2006). As classes de flavonoides, por sua vez, podem 

ser caracterizadas através da análise dos espectros de absorção característicos no 

ultravioleta, determinados pelo núcleo comum da benzopirona, com dois máximos de 

absorção: um ocorrendo entre 240 - 285 nm (banda II) e outro entre 300 - 400 nm 

(banda I). Em geral, a banda II pode ser atribuída à existência do anel A e a banda I 

ao anel B (SANTOS, 2006; FEREIRA  et al, 2016; DE OLIVEIRA et al, 2016), como 

pode ser observado na figura 13. 

 
 
Figura 13: Bandas de absorção UV características dos flavonoides. 

 

Fonte: Simões et al. (2013) 

 
O gráfico espectral do padrão quercetina (figura 14) na concentração de 0,005 

mg/mL  em MeOH permitiu a observação das bandas correspondentes a absorção 

dos anel A em 269 nm (banda II) e o anel B em 373 nm (banda I) (figura 15). De 

maneira semelhante, Simões et al. (2013) analisou o espectro na região UV-Vis da 

quercetina em mesmo solvente e observou duas bandas: uma em 375 nm, 

correspondente ao sistema conjugado entre o anel B e a carbonila do anel C (sistema 

cinamoil), e outra em 255 nm referente ao sistema conjugado entre o anel A e a 

carbonila do anel C (sistema benzoil) (figura 13). 
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É importante ressaltar que, para a análise dos espectros UV-Vis, deve ser 

levado em consideração o solvente utilizado, as condições da solução e a pureza da 

amostra (SKOOG et al., 2006). A exemplo, Timbola et al. (2006) analisou os espectros 

da quercetina em solução hidroalcoólica e observou duas bandas de absorção a 257 

e 373 nm, porém a mesma substância  em solução eletrolisada manifeta nova banda 

em torno de 290 nm, enquanto as bandas em 257 e 373 nm exibiram intensidades 

baixas. A polaridade do solvente, frequentemente, influencia a posição do máximo de 

absorção. Solventes polares, como a água, tendem a obliterar os espectros 

vibracionais das moléculas e devem ser evitados para preservar os detalhes 

espectrais (MOREIRA et al, 2014).  

 

Figura 14: Espectros de absorção UV da FAcOEt.(em preto) e da quercetina (em vermelhro) em 
MeOH. Em evidência, as bandas em 269 e 405 nm no espectro da FAcOEt e as bandas em 255 e 
375 nm no espectro da quercetina. 

 

Legenda: em vermelho o espectro da quercetina e em preto o gráfico espectral da FAcOEt do jaborandi. 
 

O espectro de absorbância da FAcOEt (figura 14) revelou características 

espectrais típicas dos flavonoides, uma vez que ficaram evidentes as bandas de 
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absorção entre os limites estabelecidos para o cinamoil e benzoil, 269 e 405 nm, 

respectivamente.  

A composição química de cada amostra influencia no deslocamento das 

bandas observadas nos espectros dos complexos formados entre os flavonoides. 

Segundo Denni e colaboradores (2012), os diferentes substituintes presentes 

principalmente no anel B do núcleo dos flavonoides, provocam diferentes desvios 

batocrômicos, isto é, os espectros deslocamse no sentido dos maiores comprimentos 

de onda pela presença de substituintes químicos. 

A posição das bandas e intensidade fornece informações importantes a 

natureza do flavonoide e seu padrão de oxigenação. Os espectros em MeOH das 

flavonas e flavonóis (quercetina, canferol, miricetina e crisina) apresentam duas 

bandas de maior absorção na região de 240-400 nm. O aumento do grau de 

oxigenação do núcleo leva ao aumento do efeito batocrômico. Flavonas e flavonóis 

oxigenados no anel A, mas não no B, tendem a ter a banda II mais pronunciada que 

a I, semelhante ao observado no espectro da figura 15 para a FAcOEt. Em moléculas 

que também possuem o anel B oxigenado, o espectro apresenta a banda I mais 

pronunciada que aparece em λ não muito distantes (MARSTON; HOSTETTMANN, 

2006).  

A posição da banda I nos dá informação sobre o tipo de flavonoide e também 

sobre o grau de oxidação.  A banda I das flavonas ocorre na faixa de 304 – 380 nm, 

enquanto que a dos flavonóis aparece em 352 - 400 nm. Entretanto os flavonóis com 

o grupo 3-hidroxil substituído (metilado ou glicosilado) possuem a banda I em 328 -   

357 nm, e em geral os seus espectros são próximos aos das flavonas (MARSTON; 

HOSTETTMANN, 2006).  

O espectro das flavanonas, isoflavonas e flavanonóis são parecidos por 

apresentarem pouca ou nenhuma conjugação entre os anéis A e B. Esses espectros 

apresentam uma banda II de grande intensidade de absorção com somente um 

ombro, ou então uma banda com baixa intensidade representando a banda I. A banda 

II das isoflavonas ocorre normalmente na região de 245 - 270 nm e não é muito 

afetada pela hidroxilação do anel B. O espectro das flavanonas e flavanonóis possui 

a banda II na faixa de 270 - 295 nm. A remoção do grupo 5- hidroxil de uma flavanona 

ou flavanonol provoca um deslocamento hipsocrômico (deslocamento da banda de 

absorção para um comprimento de onda menor devido a efeitos de substituição) de 
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10 - 15 nm na banda II. O aumento da oxigenação no anel B de flavanonas e 

flavanonóis não possui efeitos relatados no espectro UV (MARSTON; 

HOSTETTMANN, 2006). De acordo com esses dados, o composto presente na 

FAcOEt pode pertencer ao grupo dos flavonóis, flavanonas, isoflavanonas ou 

flavanonóis. 

As chalconas e auronas, por sua vez, apresentam espectro de UV com uma 

banda I dominante e uma banda II relativamente pequena.  Nas chalconas observase 

uma banda II com máximos entre 220 e 270 nm e banda I com máximos entre 340 e 

390 nm. As antocianinas e antocianidinas apresentam uma banda I com máximo de 

absorção entre 465 e 550 nm e banda II representada por um sinal de pequena 

intensidade, ocorrendo entre 270 e 280 nm (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006). 

Na tabela 4 estão dispostos alguns flavonoides e suas subclassificações com 

respectivos máximos de absorção para os anéis A e B em MeOH. O estudo 

espectroscópico da flavona crisina (figura 15) realizado por Beg, Bhatia e Baig (2014) 

revelou absorção na região 268 nm, correspondendo a absorção de seu anel B, 

semelhante a banda observada na fração AcOEt, porém a região que, provavelmente, 

corresponde ao anel B apareceu em comprimento de onda diferente. 

 

Tabela 4. Principais flavonoides, suas subclasses e características espectrais (UV-Vis). 

Flavonoide Subclasse 
Absorção máxima (nm) 

 
    Banda A              Banda B 

Quercetina Flavonol 372 256 

Fisetina Flavonol 362 248 

Canferol Flavonol 366 267 

Luteolina Flavona 350 254 

Apigenina Flavona 336 269 

Crisina Flavona 314 268 

Eriodictiol Flavanona 336  288 

Hesperidina Flavanona 336  288 

Taxifolina Flavanonol 340  288 

 

Fonte: adaptado de Tsimogiannis et al. (2007). 
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Figura 145: Estrutura química da Crisina. 

 

Fonte: Autoria própria (2016). 

 

 Em decorrência do aparecimento de deslocamentos no gráfico espectral e 

sobreposição de grupos funcionais em mesmos comprimentos de onda, 

principalmente em amostras não puras, esta técnica não possibilita por si só a 

identificação inequívoca dos compostos presentes no analito. Assim, dados 

qualitativos no ultravioleta devem ser suplementados com outras evidencias químicas 

ou físicas, como espectros infravermelhos, de ressonância magnética nuclear e de 

massas, bem como informações sobre solubilidade, ponto de fusão e ebulição 

(SKOOG et al., 2006). 

Os gráficos espectrais são importantes para a CLAE. A análise no UV-vis é 

fundamental para se determinar os comprimentos de onda utilizado no ensaio 

cromatográfico. Por esta razão, optou-se pelo λ de 260 nm, com alta absorção na 

FAcOEt e 370 nm, onde houve absorção no padrão quercetina. 

 

5.4 Perfil de metabólitos secundários da FAcOEt por CLAE 

 

O cromatograma da FAcOEt revelou um pico intenso e bem definido com tempo 

de retenção (tR.) de 53 minutos (figura 16-B), correspondente a substância majoritária 

na amostra. O tR representa o tempo gasto por um componente desde a sua injeção 

até a sua detecção na saída do sistema. Desta forma, tR engloba todo o tempo que 

um componente fica no sistema cromatográfico, seja diluído na fase móvel, seja retido 

na fase estacionária. 



60 
 

Figura 15:  Cromatogramas relacionando a intensidade (u.a.) com o tempo de corrida. Em vermelho: 370 
nm; preto, 260 nm). A: Quercetina. B: FAcOEt. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A seletividade de um método analítico é medida pela capacidade que este 

apresenta em detectar exatamente um dado composto na presença de outros 

componentes, tais como impurezas, produtos de degradação e componentes da 

matriz. A avaliação da seletividade é feita pela identificação das substâncias 

detectadas na amostra por  meio da comparação do tR do pico da subtância padrão 

pura com o tR do composto investigado na amostra (BRAZIL, 2003; YANG et al., 

2015), no caso deste trabalho, a substância padrão é a quercetina. 

A intensidade de absorção do pico tR 53 min da FacOEt foi de, 

aproximadamente, 1000 mAU para uma solução de injeção de 2 mg/mL, que está 

diretamente relacionada com a concentração do composto na fração. Tal afirmação 

se apóia no princípio de detecção por UV-Vis, que é definido através da concentração 

do analito relacionada à fração da luz transmitida pela célula do detector de acordo 

com a lei de Bee-Lambert, onde a absorbância é, geralmente, proporcional à 

concentração da amostra. A intensidade de absorção da molécula também depende 

dos grupos funcionais presentes e da influência que estes podem exercer sobre outros 

grupos (SKOOG; DOUGLAS, 1992; MÄNTELE; DENIZ, 2017). 

A quercetina evidenciou um pico com mesmo tR (53 min) da FAcOEt, como se 

pode perceber na figura 17-A. Desta forma, pode-se inferir grande similaridade entre 

A 

B 
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o composto majoritário presente na fração e o padrão, uma vez que estes foram 

submetidos as mesmas condições cromatográficas.  

Em geral, as separações dos flavonoides por CLAE são realizadas em colunas 

de fase reversa C18, e as diferenças nas características dos métodos de identificação 

e quantificação estão associadas com o sistema de detecção. (GOMES, 2010).  

Nas separações de flavonoides levadas a cabo em fase reversa, espera-se 

uma eluição que começa pelos compostos mais polares e acaba nos compostos 

menos polares. Assim, de um modo geral, os primeiros compostos a sair da coluna 

cromatográfica serão os que pertencem, por exemplo, à subclasse dos flavanóis, as 

catequinas e as epicatequinas. Em seguida sairão as antocianinas e depois os 

compostos membros das subclasses dos flavonóis, flavonas e flavanonas. A 

polaridade do anel básico das últimas três subclasses é muito similar, mas a adição 

de grupos hidroxila à estrutura do anel B resulta numa alteração substancial da 

polaridade da molécula (MERKEN; BEECHER, 2000). 

O composto tR 53 min FAcOEt foi coletado para posterior análise por 

Espectometria de massas e voltametria cíclica. 

 

5.5 Análise por Espectometria de massas (ESI-MS) do composto majoritário da 

FAcOEt 

 

A espectrometria de massas pode ser entendida como uma técnica analítica que 

permite a identificação da composição química de um determinado composto isolado, ou 

de diferentes compostos em misturas complexas, através da determinação de suas 

massas moleculares na forma iônica (ou seja, com carga elétrica líquida, positiva ou 

negativa), baseada na sua movimentação através de um campo elétrico. Esta 

movimentação é determinada pela razão entre a massa de um determinado composto 

(analito) e sua carga líquida, designada por razão m/z. Assim, conhecendo o valor m/z 

de uma molécula é possível inferir sua composição química elementar, e com isso 

determinar sua estrutura (BRAMER, 1998; CROTTI et al, 2006; CAVALCANTI, 2016). 

Em virtude da elevada sensibilidade e rápida análise desta técnica, a 

espectrometria de massas tem se tornado cada vez mais indispensável na caracterização 

estrutural de biomoléculas, sendo possível distinguir mínimas alterações estruturais entre 

moléculas idênticas (SOUZA, 2008; CAVALCANTI, 2016). Por esta razão, a FAcOEt foi 

submetida a análise por Espectometria de massas. 
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Figura 17: A1: Espectro de massas do padrão quercetina. A2: Espectro M/S da quercetina. B: Espectro 
de massas do composto tR = 53 min  da FAcOEt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

O espectro de massas da fração revelou um principal íon molecular de m/z 

254.9 [M+H]+ (figura 17- B). Esse valor de m/z é encontrado na literatura para o íon 

molecular da crisina (figura 15) em modo de ionização positiva (HUGHES et al., 2001;  

CARTER-WIENTJES et al., 2003; TSIMOGIANNIS et al., 2007; BOUÉ et al., 2013) 

levantando a hipótese de que esta flavona seja o composto predominante das 

FAcOEt. 
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A análises do padrão quercetina, por sua vez, diluída em MeOH por ESI-MS 

evidenciaram um íon molecular com m/z 302.9 [M+H]+ (figura 18- A1). Espectros m/z 

idênticos foram encontrados na literatura para a quercetina. 

Tsimogiannis et al. (2007), estudou a fragmentação de doze flavonoides 

selecionados pertencentes aos subgrupos dos flavonóis, flavonas, dihidro-flavonois, 

flavanonas e flavanois. As análises foram realizadas por LC-MS no modo de ionização 

positivo e solvente MeOH. O perfil de fragmentação específico de cada flavonoide 

revelou a desidratação e perdas de monóxido de carbono do íon [M + H]+, e permitiu 

a caracterização dos subgrupos de flavonoides. O estudo concluiu que os fragmentos 

resultantes da cisão do anel C são específicos de cada subgrupoe revelou o padrão 

de substituição dos anéis A e B. Dentre os flavonoides estudados estava a quercetina, 

tais resultados se sobrepõem a fragmentação do íon molecular quercetina (m/z= 

302.9) do espectro ESI-MS  da figura 17-A2, em que foram observados os fragmentos 

de m/z: 229, 257 e 285. 

 
Figura 16: Clivagens no anel C da quercetina resultando nos fragmentos do espectro de massa. 

 

Fonte: Tsimogiannis et al. (2007) 

 
A figura 18 indica os pontos onde ocorrem as quebras no anel heterocíclico C 

da quercetina e formação dos fragmentos. Além disso, relaciona os sitos de quebra 

com a numeração dos átomos da molécula. 

 

5.6 Estudo de voltametria cíclica (VC) do composto majoritário da FAcEt 

 

A voltametria é uma técnica eletroquímica onde as informações qualitativas e 

quantitativas de uma espécie química são obtidas a partir do registro de curvas 
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corrente-potencial, realizadas durante a eletrólise dessa espécie em uma cela 

eletroquímica constituída de dois ou três eletrodos, sendo um deles um microeletrodo 

(o eletrodo de trabalho) e o outro um eletrodo de superfície relativamente grande 

(usualmente o eletrodo de referência). O potencial é aplicado entre os dois eletrodos 

em forma de varredura, isto é, variando-o a uma velocidade constante em função do 

tempo. O potencial e a corrente resultante são registrados simultaneamente. A curva 

corrente vs. potencial obtida é chamada de voltamograma. (SOUZA et al., 2003; 

SKOOG et al., 2006). 

Utilizando a técnica de VC foi possível discriminar diferenças significativas no 

perfil de oxirredução da quercertina do isolado da FAcOEt. A figura 19 revela os 

voltamogramas cíclicos obtidos em solução de quercertina ou do composto da 

FAcOEt, a 0,7 mg/mL . Para fins comparativos, também é mostrado o voltamograma 

do EGP (eletrodo de calomelano saturado) registrado em eletrólito puro. Nestas 

condições, o EGP não mostrou nenhum processo redox no intervalo de potencial 

analisado e ainda apresentou baixa corrente capacitiva, o que impulsionou o seu 

emprego nos experimentos posteriores. 

 
Figura19: Voltamogramas cíclicos obtidos em solução de quercertina ou de FAcOEt a 0,7 mg/mL  em 
eletrólito suporte de PBS 0,1 mol L-1, pH 5,6, v = 100 mV s-1. A escala de corrente da direita corresponde 
aos valores obtidos no voltamograma da quercetina enquanto que a da esquerda resultou dos 
voltamogramas do EGP em eletrólito puro ou na presença da FAcOEt. 
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Em etapa seguinte, registrou-se o voltamograma do EGP na presença da 

quercetina, e neste caso foram observados dois pares redox bem definidos, os quais 

foram diretamente atribuídos a resposta eletroquímica da quercertina nas condições 

experimentais estabelecidas, figura 19. 

O perfil eletroquímico observado para a quecertina na figura 20 corrobora com 

os dados já existentes na literatura (HENDRICKSON et al., 1994; YANG et al., 2001; 

TIMBOLA et al., 2006; GIL; RENÊ, 2013). Durante a varredura no sentido anódico, o 

primeiro pico observado em -0,11 V vs ECS corresponde à transferência de carga 

causada pela oxidação das hidroxilas na posição 3’e 4’ do anel B da quercetina, figura 

20. Já o segundo pico de oxidação (em + 0,25 V) tem sido relacionado ao processo 

de oxidação das hidroxilas nas posições 5 e 7 do anel A da molécula, figura 20. Na 

varredura catódica, observou-se a respectiva redução desses processos em + 0,17 V 

e -0,14 V vs  ECS. Na figura 21 é possível observar um provável mecanismo para a 

oxirredução da quercetina, proposto a partir dos resultados obtidos e dados da 

literatura. 

 
Figura 20: Estrutura da quercertina e indicação da posição dos carbonos na molécula. 

 

 

Fonte: Adaptado de Timbola et al. (2006). 

 

 

Figura 171: Mecanismo eletroquímico proposto para quercertina. 

 

 

Fonte: Hendrickson et al. (1994) e Timbola et al. (2006). 
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Ainda na Figura 19, é possível observar que o voltamograma cíclico obtido 

para o isolado da FAcOEt é totalmente diferente daquele registrado para a 

quercertina. Apenas um pico de oxidação não reversível foi observado próximo de + 

0,2 V vs ECS para o composto da FAcOEt. Tais resultados sugerem que este possa 

ser uma molécula diferente da quercetina, apesar de apresentar comportamento 

semelhante durante o processo de purificação por CLAE.  

As diferenças entre o anel B das duas substâncias foi mais uma vez evidenciada, 

já que não foram observados os processos desses grupamentos no voltamograma do 

composto da FAcOEt, somente na quercetina; assegurando a teoria de que o composto 

seja a crisina, uma vez que esta não apresenta hidroxilas na posição  3’ e 4’ do anel B, 

porém possui anel A com oxigenação nos carbonos 5 e 7. 

Tendo em vista que a intensidade máxima de corrente resulta da reação de 

oxidação no pico de corrente anódica, é esperada para o composto isolado atividade 

antioxidante envolvendo um processo de transferência de carga irreversível. 

Vale ressaltar que existe a possibilidade da substância FAcOEt ser uma 

variação da quercertina obtida em um diferente estado de oxidação, induzido pelo 

solvente empregado durante a cromatografia. Entretanto, investigação mais 

profunda deverá ser efetuada em busca de elucidar esses resultados 

preliminarmente obtidos. Futuras análises de cristalografia e RMN poderão subsidiar 

as hipóteses aqui levantadas. 

 

5.3 Caracterização da FAcOEt por Espectrofotometria Infravermelho (FT-IR) 

 

A espectroscopia de absorção no infravermelho consiste em provê informações 

relativas aos modos de vibração molecular, que dependem da estrutura da molécula. 

As vibrações moleculares abrangem energias que equivalem a energias de fótons 

infravermelhos. Na espectroscopia molecular, tais fótons podem ser absorvidos 

pela(s) molécula(s) objeto do estudo, excitando modos de vibração das moléculas, 

resultando em espectros de absorção ou transmitância na região do infravermelho a 

partir dessa interação entre fóton-molécula. Desta forma, podem-se levantar 

informações sobre a geometria e as forças de interação entre os átomos que 

compõem a molécula, uma vez que seus espectros se correlacionam com esses 

fatores (LARKIN, 2011; DOS SANTOS et al., 2012). 
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O espectro de absorção no infravermelho é obtido quando uma radiação 

eletromagnética incidente tem uma componente com valor de frequência igual à 

frequência correspondente a uma transição entre dois níveis vibracionais. São 

observados nos espectros IRN apenas os modos de vibração que levam a variação 

no momento dipolar elétrico (COLTHUP, 2012). 

Especificamente para flavonoides, as bandas relacionadas aos grupos que 

contenham carbono, oxigênio e hidrogênio destacam-se na análise do espectro destes 

compostos (MAI, 2011).  

No gráfico espectral da figura 22, as bandas funcionais da FacOEt, evidenciam 

claramente grupos funcionais presentes nos flavonoides: OH, C=O, C=C, C-H 

(HENECZKOWSKI et al., 2001; BEG, BHATIA, BAIG, 2014).  

 
Figura 18: Espectro na região infravermelho da FAcOEt do jaborandi. 

 

Legenda: no eixo y: transmitância (%), no eixo x: comprimento de onda (cm-1). 

 

A absorção na região de 3.600 - 2.700 cm-1 está associada às vibrações de 

deformação axial nos átomos de hidrogênio ligados a carbono, oxigênio e nitrogênio 

(C-H, O-H e N-H). O intervalo de 3.600 - 3.200 cm-1 diz respeito especificamente ao 

grupo OH associado na molécula, ou seja, não livre ou quelado (STUART, 2005). Na 

FAcOEt, foi observado uma intensa banda em 3450 cm-1 (figura 23) que, 

provavelmente, corresponde ao grupamento hidroxila. Uma banda forte, dentro desse 

intervalo, significa que a intensidade da mesma depende da concentração, portanto, 

há uma quantidade considerável deste agrupamento na amostra. Bandas fortes em 

torno de 2900 cm-1, como a que aparece no espectro da figura 23, revelam-se em 
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quase todos os espectros de compostos orgânicos, pois são decorrentes da presença 

do estiramento C–H (STUART, 2005). 

Foi possível identificar o grupo C=C presente nos anéis aromáticos dos 

flavonoides que aparece na 2.300-1.900 cm-1. A absorção nesta região é relacionada 

às vibrações de deformação axial de duplas ligações (não acumuladas). Na maioria 

dos casos, a posição da banda pode ser mudada por efeitos de conjugação ou  

indutivo dos substituintes químicos. O intervalo de freqüência de absorção que 

corresponde o grupo C=C de aromáticos é de 1600-1650, 1450-1500 cm-1. Nas 

vibrações de núcleos aromáticos, a banda de 1.580 é intensa quando o grupo fenila é 

conjugado com insaturações ou mesmo ligado a átomos com pares de elétrons livres. 

A banda de 1450 cm-1, geralmente, é obscurecida e a banda de 1500 cm-1 é, 

normalmente, mais forte (SIESLER et al, 2008). Segundo Heneckkowski, 2001, 

grupos substituintes em posições meta ou para doadores de elétrons diminuem ainda 

a frequência de estiramento de aromáticos das flavonas.  Estes podem ser vistos na 

posição de 900-860, 810-750 e 710-690 cm-1 para anel benzeno meta-dissubstituído, 

tal qual existe na molécula da quercetina e crisina . Observou-se no espectro NIR 

absorção em 860, 750 e 692 cm-1 (figura 23) que pode corresponder a esta banda de 

aromáticos (MANTSCH; CHAPMAN, 1996; STUART, 2005) 

A banda de absorção do grupo -CH=CH- constituínte do anel aromático foi 

identificada no espectro dentro do intervalo esperado de 970-960 cm-1. O espectro de 

compostos aromáticos apresentam na região de 5-6 micrometros as chamadas 

bandas de combinação. Estas bandas são obtidas a partir da combinação (pela soma 

ou diferença dos números de onda) a fim de fornecer uma única banda e sua presença 

no espectro Infravermelho indica que as vibrações não são independentes (SOUZA et 

al., 2013). Na região de 700-690 cm-1 aparecem as bandas de absorção de –CH 

angular fora do plano, essas bandas mostram informações a respeito da posição dos 

substituintes no anel aromático (BOAS et al, 2014).   

A região do estiramento da carbonila (figura 23) está representada entre 1850-

1650 cm-1. Bandas intensas neste intervalo relacionam a presença do grupo carbonila 

dos vários compostos carbonilados. Essas absorções são deslocadas de 30-40cm-1 

para freqüências mais baixas em sistemas α,β insaturados (STUART, 2005). Pôde ser 

observado no espectro NIR da FAcOEt a região de 1720 cm-1 (figura 23) que 

provavelmente, corresponde a região do grupo carbonila da função cetona, existente 

no anel C dos flavonoides. 
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Figura 193: Região de estiramento da carbonila. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Banda de absorção de carbonila de algumas funções. 

 

Outras bandas características são decorrentes da vibração do grupo fenol; C-

OH vibrações de deformação (1308-1370 cm-1) e C-OH vibrações de estiramento 

(1112-1172  cm-1) (STUART, 2005). De maneira geral, o espectro NIR obtido mostrou 

similaridade aos encontrados na literatura para a crisina (figura 24) (BEG, BHATIA, 

BAIG, 2014; SATHISHKUMAR, 2015; XIE et al., 2017). 

 

Figura 20: Espectro infravermelho da crisina de acordo com Sathishkumar (2015). 

 

Legenda: No eixo y: absorbância (%), no eixo x: comprimento de onda (cm-1). 

 

Os grupos funcionais que compõem o núcleo básico dos flavonoides podem 

sofrer variação na freqüência de vibração entre os membros deste grupo. O grupo 

carbonila (-CO), por exemplo, apresenta frequência em 1619 cm-1 para a fisetina , 

1653 cm-1 para hesperidina e 1649 cm-1 para flavona (HENECZKOWSKI et al., 2001). 
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5.7 Ensaios biológicos da FacOEt 

 

5.7.1 Atividade antioxidante 

 

5.7.1.2 Teste de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) 

 

As frutas e os vegetais, geralmente, possuem em sua comoposição vários 

compostos com poder antioxidante, dentre eles o ácido ascórbico, os carotenóides e 

os polifenóis, estes importantes para a redução do risco de doenças degenerativas 

(NAVARRO et  al.,  2010).  O potencial antioxidante desses fitoquímicos pode ser 

medido por alguns métodos com princípios diferentes. 

A atividade antioxidante mensurada pelo método DPPH se baseia na 

transferência de elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, o DPPH• 

(2,2-difenil-1-picril-hidrazila), que ao se reduzir, formando o difenil-picril-hidrazina, 

perde sua coloração púrpura a um comprimento de onda máximo de, 

aproximadamente, 516 nm e fica de cor amarelada (ver figura 26) com consequente 

desaparecimento da absorção, sendo monitorado o decréscimo da absorvância que 

serviu para determinar a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de 

radicais. Assim, quanto maior a concentração da amostra e menor a absorvância, 

maior o consumo de DPPH● (CHRISTODOULEAS et al, 2015).  

A reação do radical DPPH● com um antioxidante (AH) ou uma espécie radical 

(R.) ocorre de acordo com as equações 1 e 2 (MILARDOVIC, 2005): 

 

(1) DPPH + AH →  DPPH – H + A•  

(2) DPPH + R → DPPH – R  

 

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde à quantidade de 

DPPH consumida  pelo  antioxidante.  A concentração eficiente (CE50), ou também 

chamada de concentração inibitória (CI50), refere-se a  quantidade  de  antioxidante 

necessária para decrescer a concentração inicial de DPPH● em 50%. Quanto maior o 

consumo de DPPH● por uma amostra, menor será a sua CE50 e maior a sua atividade 

antioxidante (SOUSA et al., 2007; CASARIN et al, 2016). Geralmente, esta atividade 

tem sido correlacionada à atuação de flavonoides (DO et al, 2014; ALBUQUERQUE 

et al., 2016). 
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A curva cinética (figura 25) de degradação do radical DPPH● reveladas pelos 

valores de absorbância expressos como média ±SD, demonstraram  que a FAcOEt 

do jaborandi apresentou capacidade em sequestrar elétrons livres, uma vez que, após 

reação de DPPH● com as diferentes concentrações, as absorbâncias foram 

significativamente menores a apartir da comparação com o controle negativo (DPPH 

+ solvente). O valor obtido de CE50 foi de 0,5 mg/mL. O controle com vitamina C 

revelou CE50 de, aproximadamente, 30 µg/mL semelhante ao encontrado na literatura 

(43 µg/mL) (RAVICHANDRAN et al., 2016) utilizando-se igual metodologia. 

 

Figura 21: Gráfico do percentual de inibição de DPPH● da FAcOEt com ilustração da equação da reta 
linear. 

 

 

Figura 22: Coloração da reação no tempo de 30 min na concentração de 2,2 e 0,4 mg/mL da FAcOEt, 
respectivamente. 

 

 

Fonte: acervo pessoal (2016). 
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Os números para CE50 podem variar entre membros diferentes da classe dos 

flavonoides. CE50 inferiores podem ser encontrados na literatura para frações acetato 

de etila de outras plantas. Wu et al. 2009, por exemplo, encontrou CE50 de 0,19 mg/mL 

no estudo das folhas de Cajanus cajan (L.) Millsp. No entanto, este mesmo trabalho 

revelou valores altos de CE50 para os flavonoides isolados desta fração: pinostrobina 

(> 0,5 mg/mL), vitexina (> 0,5 mg/mL) e orientina (0,4 mg/mL); apesar da vitexina 

apresentar um número maior de hidroxilas ligadas ao anel A e B,  que favorecia a 

atividade antioxidante (ver figura 27). Os autores atribuíram o poder antioxidante 

encontrado na fração ao efeito sinérgico destes componentes. Deste modo, apesar 

do grande interesse na ação antioxidante de flavonoides, pouco ainda se sabe sobre 

os mecanismos envolvidos nesse processo e, apesar das muitas especulações que 

existem, esscassos são os trabalhos que descrevam as particularidades das 

diferentes subclasses nas reações redox tanto in vitro como in vivo.  

 

Figura 23: Estrutura química da pinostrobina (à esquerda) e vitexina (à direita). 

       

Fonte: autoria própria (2016). 

 

O sistema DPPH avalia somente o potencial redutor dos compostos 

antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e não detecta substâncias pró-

oxidantes  (DUARTE-ALMEIDA, 2006). Porém, diferentes autores vêm empregando 

este mesmo método para avaliação da capacidade antioxidante de espécies vegetais, 

tendo-se observado resultados semelhantes e significativos (LIMA  et  al.,  2006;  

SOUSA  et  al.,  2007; ROESLER  et  al.,  2007;  IHA  et  al.,  2008;  NUNES  et  al.,  

2008; AYRES; CHAVES, 2010; FADA et al, 2014; KASHYAP, 2014; TSIMOGIANNIS 

et al, 2017). 
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Figura 24: Mecanismo de redução do radical livre DPPH● da quercetina. 

 

 

Fonte: Teixeira, 2008. 

 

Fonseca e colaboradores (2015) avaliaram o potencial antioxidante in vitro da 

crisina bem como de seus derivados organocalcogênicos. O estudo revelou que a 

crisina não apresentou efeito protetivo antioxidante significante pelo método DPPH. 

Para o teste de captura do radical ABTS, no entanto, foi encontrado CE50 de 5 µM 

(1,27 mg/mL). O artigo destaca ainda um efeito bastante superior para os compostos 

semi-sintéticos derivados da crisina contendo telúrios em todos os ensaios in vitro. Os 

experimentos de SIM et al. (2007) revelaram baixos efeitos inibitórios para a crisina 

no teste de DPPH: 6.4% em 0,254 mg/mL. 

Sathiavelu et al. (2009) estudaram a atividade antioxidante in vivo da crisina em 

análises bioquímicas e histológicas dos tecidos e da circulação sanguínea de ratos, 

avaliando a peroxidação lipídica na hepatotoxicidade induzida pelo etanol. Os 

resultados mostraram que a administração de crisina (20 mg/kg de peso corporal) em 

ratos com lesão hepática diminuiu significativamente os níveis de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico, hidroperóxidos lipídicos e dienos conjugados, bem como 

elevou fortemente a atividade da enzima superóxido dismutase, catalase, glutationa 

peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-transferase e os níveis de glutationa 

reduzida, vitamina C e vitamina E nos tecidos e na circulação em comparação com os 

dos ratos não tratados com etanol. As alterações histológicas observadas no fígado e 

nos rins correlacionaram-se com os achados bioquímicos. Por fim, o estudo conclui 
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que a crisina oferece forte proteção contra o estresse oxidativo mediado por radicais 

em ratos com lesão hepática induzida pelo etanol. 

O efeito antioxidante diverso observado nos trabalhos de Fonseca et al. (2015) 

e Sathiavelu e colaboradores (2009) apontam para a estabilidade fragilizada da crisina 

em sistemas in vitro, uma vez que um efeito antioxidante bastante superior foi 

observados nos estudos in vivo, no entanto, novos estudos ainda são necessários 

para atestar esta hipótese. 

 

5.7.1.3 Teste de captura do radical ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

 

Em decorrência da existência de tipos distintos de radicais livres e as suas 

diferentes maneira de atuação nos organismos vivos, dificilmente existirá um método 

simples e universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e 

quantitativamente. Assim, a prospecção por testes mais eficientes e com maior 

rapidez tem favorecido o aumento no número de métodos para avaliar a atividade de 

antioxidantes naturais por conta da grande quantidade de sistemas geradores de 

radicais (COTINGUIBA et al, 2015). 

Um dos métodos mais utilizados para mensuração da atividade antioxidante é 

através da captura do radical catiônico 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico) (ABTS●+) que, diferente do radical DPPH obtido diretamente sem nenhuma 

preparação prévia, o ABTS se forma após uma reação (figura 29), podendo esta ser 

química (dióxido de manganês, persulfato de potássio, ABAP); enzimática 

(peroxidase, mioglobulina), ou também eletroquímica (KUSKOSKI et al., 2005; 

GOMEZ et al., 2016). 

 

Figura 29: Estabilização do radical ABTS●+ por um antioxidante e sua formação pelo persulfato de 
potássio.  

 

Fonte: Adaptada de Sousa et al., 2007. 
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A fração acetato de etila revelou TEAC (Atividade Antioxidante Total 

Equivalente ao Trolox) de 819 mM de trolox/g de amostra e EC50 de 0,81 mg/mL. 

Comparando-se os dados de ABTS aqui encontrados com alguns trabalhos, 

percebeu-se que a similaridade entre resultados de outros extratos de plantas que 

contem altos teores de flavonóides. Leite-Legatti et al. (2012) detectaram valores 

bastante altos de TEAC (945 mM de Trolox/g de amostra) na casca do fruto da 

jaboticaba e relacionaram o efeito ao alto teor de compostos fenólicos, principalmente, 

flavonoides.  

 

Figura 30: Reação de captura do radical ABTS pela FAcOEt nas concentrações variadas 
(mg/mL). 
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Figura 25: A: Curva do trolox no tempo de 6 min de reação com o radical ABTS●+. B: Curva da  FAcOEt 
no tempo de 6 min. C: Curva da FAcOEt no tempo 30 min de reação. 

 

 

 

Legenda: Y: absorbância, X: concentração (A: µM, B; C: mg/mL.) 
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Figura 32: Gráfico do percentual inibição da FAcOEt por captura do radical ABTS●+. 

 

Legenda: Y: % de inibição; X: concentração (mg/mL) 

 

O método ABTS foi descrito primeiramente por Miller et al. (1993) para medir a 

capacidade antioxidante (doador de hidrogênio ou de elétrons) total de fluidos 

corpóreos e soluções de fármacos, e se baseia na degradação do radical azul/verde 

ABTS•+, convertendo-o em um produto incolor. O grau de descoloração reflete a 

quantidade de ABTS•+ que foi degradado pelo antioxidante e pode ser determinado 

por espectofotometria UV-Vis (FERREIRA et al., 2015). 

A relativa simplicidade do teste ABTS permite sua aplicação na rotina 

laboratorial. O resultado pode ser expresso como valor TEAC (do inglês Trolox 

Equivalent Antioxidant Capacity), que se define como a concentração do composto de 

referência que apresenta percentual de inibição correspondente a concentração de 1 

mM deste, no caso o trolox (WANG et al., 2013). Dessa forma, o valor TEAC 

caracteriza a capacidade da amostra testada em reagir com o radical ABTS●+, bem 

como em inibir processos oxidativos. Em muitos compostos fenólicos e em outras 

substâncias isso ocorre lentamente (CAMPOS, 1997).  Contudo, a pequena 

seletividade das reações de doação de hidrogênio apresentada pelo método ABTS•+, 

quando em comparação com o DPPH, corresponde uma limitação considerável. O 

radical ABTS•+ reage com qualquer composto aromático hidroxilado, 

independentemente da sua real capacidade antioxidante (ROGINSKY  et al., 2005). 

No entanto, a técnica de ABTS possui a vantagem em relação à DPPH de possibilitar 

um resultado mais rápido e ter menor custo (KUSKOSKI et  al., 2005; IKEDA, 2013). 

O trolox, é um derivado do tocoferol, hidrossolúvel, análogo à vitamina E, e 

antioxidante sintético que doa, tal como o tocoferol, átomos de hidrogênio aos radicais 
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(CHIRINOS et al., 2008; HALL  et al., 2010; PARKER et al., 2014). O valor do TEAC 

é dependente do tempo de reação, assim como da concentração da amostra 

quantificada (EVANS et al, 1996). Esta dependência aliada a baixa seletividade do 

ABTS.+ na  reação  com  átomos  doadores  de hidrogênio constituem uma limitação 

desse método (MOURA, 2013). Deste modo, divergências nos resultados de TEAC 

podem ser atribuídas a fatores limitantes, como a diferença no tempo de incubação 

ou na estratégia de obtenção de ABTS●+. Para tanto, esses parâmetros devem 

também ser considerados durante a análise dos resultados. 

O radical ABTS•+ pode ser formado em solução aquosa ou orgânica a partir do 

cromógeno ABTS (λ max = 342 nm), que é solúvel em água e quimicamente estável 

(ANTOLOVICH et al., 2002; OPITZ et al., 2014). No entanto, o radical ABTS•+ gerado, 

menos estável, apresenta novas características espectrais, com máximos de 

absorção a 414, 645, 734 e 815 nm (PRIOR; CAO, 1999; ZHANG et al., 2014). A 

habilidade relativa dos antioxidantes doadores de átomos de hidrogênio em  evitar  a  

acumulação  de  radicais ABTS•+, pode ser mensurada espectrofotometricamente a 

414 ou 734 nm. A monitorização do ABTS•+ a 414 nm revela limites de detecção 

baixos, no entanto, as interferências de compostos das amostras são minimizadas 

efetuando leituras de absorvância a 734 nm (ANTOLOVICH  et al., 2001; LABRINEA  

et al., 2004; ZHANG et al., 2014).   

Alguns trabalhos que estudaram o potencial antioxidante de extratos de 

própolis, rico em flavonoides tal qual a crisina, confirmaram a forte correlação entre os 

valores de TEAC e os de flavonoides em amostras de diferentes localidades. Bonvehí 

e Gutiérrez (2011) observaram valores de 560 a 1430 mM Trolox/g de extrato etanólico 

de própolis encontrada na Espanha. Isla et al. (2009), trabalhando com própolis da 

Argentina obtida em épocas diferentes do ano, obtiveram valores de 867,85 a 809,58 

mM de Trolox/g de extrato nos meses de outubro a dezembro e de 570 a 600 mM de 

Trolox/g de amostra nos meses de abril a julho. Miguel et al (2010) associaram a 

atividade antioxidante de própolis portuguesas com a quantidade de 

fenólicos/flavonoides. 

Da Silva (2011) o extrato alcóolico de própolis, observou ativiade antioxidante 

superior para o ensaio do radical ABTS●+ que no DPPH, utilizando-se o trolox como 

padrão em ambos e o perssulfato de potássio na reação geradora de ABTS●+. No 

entanto, relação inversa foi observada quando os dados foram expessos em 

percetegem de Inibição. Assim, o autor conclui que seria mais indicada a utilização do 



79 
 

ensaio do radical ABTS●+ quando a atividade antioxidante é representada em TEAC. 

Relação semelhante entre os resultados expressos para os ensaios de DPPH e ABTS 

foi observada com a FAcOEt do jaborandi, corroborando com a estimativa de que os 

valores de TEAC são os mais indicados para análise por ABTS.  

O valor TEAC, no entanto, pode não se correlacionar exatamente com a 

capacidade antioxidante. No estudo de Arts e colaboradores (2004), avaliou a 

atividade da crisina frente ao radical ABTS●+ com leitura realizada por CLAE. Os 

autores observaram que este flavonoide, possui um valor de TEAC bastante alto e 

maior que o trolox, ao passo que sua capacidade antioxidante é dita como moderada. 

A razão deve-se ao fato de que na reação com crisina forma-se um radical que reage 

rapidamente com uma segunda molécula de ABTS•+, contribuindo assim para o valor 

de TEAC. Ou seja, os produtos resultantes da reação do ABTS•+ também podem 

reagir com o radical, acarretando no aumento do valor de TEAC. Deste modo, pode 

acontecer que estes produtos tenham melhor capacidade antioxidante do que o 

composto de partida. Conforme o demonstrado nesse estudo, o TEAC da crisina é, 

na verdade, a soma de vários compostos, incluindo crisina, radical de crisina e o 

produto detectado por CLAE. Apesar desta limitação, no que diz respeito aos ensaios 

de avaliação da atividade antioxidante, o método TEAC é uma ferramenta útil na 

detecção de antioxidantes desconhecidos em misturas complexas (ARTS et al., 2004). 

Espera-se que o produto formado a partir da crisina seja mais hidrofílico do que 

o composto original. Além disso, a taxa de reação do produto da crisina com ABTS•+, 

excede a da crisina com o mesmo radical enormemente. No trolox, há um anel com 

abertura para gerar a quinona na reação com ABTS. Uma abertura de anel 

comparável na crisina resultaria numa chalcona (figura 33), que possui potente ação 

antioxidante. (REZK et al., 2002). Com base nestas informações, o estudo de Arts et 

al. (2004) especula que o produto formado na reação da crisina com o radical ABTS●+ 

possa ser semelhante a chalcona. 
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Figura 26: Estrutura química de uma chalcona. 

 

Fonte: acervo pessoal. 

 

Desta forma, alguns trabalhos apontam que determinados flavonoides, tal qual 

a quercetina e a crisina, podem ter atividade antioxidante substancial quando 

parcialmente oxidados. (KONDO et al., 1999; DANGLES et al., 2000; GARDI et al, 

2015). 

Ainda sobre o trabalho de Arts e colaboradores (2004), comparando-se a ação 

antioxidante do trolox a crisina, o primeiro mostra uma redução na absorbância e, 

consequentemente, na quantidade de ABTS●+ em uma reação que se completa em 

segundos. A crisina, por outro lado, apresentou um maior grau de descoloração que 

o trolox, porém com reação mais lenta. Desta forma, os autores concluíram que valor 

de TEAC para a crisina dever ser calculado a partir do tempo de 6 minutos para leitura 

da absorbância. 

Sobre o tempo de medida de reação, inúmeros trabalhos apresentam grande 

divergência quanto o período mais adequado para análise. Alguns autores sugerem a 

medida aos 2 minutos, pois nesse tempo o trolox já reagiu completamente com o 

radical. Justificam eles que quanto mais rápido um antioxidante reagir com um radical, 

melhor será sua atividade antioxidante em organismos animais, haja vista que os 

radicais livres, no organismo, possuem uma meia vida muito curta (6 - 10 segundos). 

Muitos trabalhos utilizam, entretanto, tempos mais longos de reação (4, 6, 10, 30 e 60 

minutos), pois os antioxidantes alimentares normalmente não reagem tão 

prontamente com o radical, assim sua medida a um tempo muito curto subestimaria o 

seu Valor TEAC (LIMA, 2008).  

A FAcOEt do jaborandi foi avaliada nos seguintes tempos de reação com o 

radical: 6 e 30 minutos. O valor de TEAC foi calculado no tempo de 6 min a partir da 

equação da reta obtida no ensaio com o trolox (tempo 6 min) da figura 31-A. O gráfico 
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do tempo de 30 min revelou que a FAcOEt continou reagindo com o radical ABTS•+ 

ao longo do tempo de reação (figura 31-C), apresentando valores absolutos de TEAC 

maiores com tempos mais longos. Observou-se que a reação, de uma forma geral, 

tende a estabilizar-se aos 30 minutos; assim como foi percebido em  outros trabalhos 

(ARUMUGAM, 2006; LIMA, 2008). 

A explicação para o uso de tempos mais longos é que certos antioxidantes 

seguem uma reação bifásica frente ao radical ABTS, com uma fase inicial rápida e, 

posteriormente, uma fase lenta (VAN DENBERG  et al., 1999). Existem duas possíveis 

explicações: a formação de produtos da reação em um primeiro momento, que depois 

reagem lentamente com o ABTS•+; e a existência de um reordenamento molecular 

dos antioxidantes.  

Os compostos antioxidantes podem agir de maneira diferente nos diversos 

métodos (MOURA, 2010; SANTOS et al, 2014), não sendo, portanto, pertinente a 

comparação quantitativa do efeito antioxidante entre técnicas distintas. Deve-se, 

contudo, confrontar as resultados das diferentes técnicas para se chegar às 

conclusões, principalmente sobre o comportamento da amostra frente às condições e 

reações estabelecidas no método.  

 

5.7.1.4 Atividade antioxidante observada no perfil eletroquímico da FAcOEt  

 

As técnicas de voltametria, em especial a voltametria cíclica são uma poderosa 

ferramenta para auxiliar na determinação da atividade antioxidante de uma grande 

variedade de moléculas e/ou extratos. De acordo com a literatura, os compostos 

considerados melhores antioxidantes são, geralmente, os que apresentam oxidação 

em potenciais menores e com maior intensidade de corrente, isto é, que se oxidam 

com maior facilidade (ARRIBAS; MARTÍNEZ-FERNÁNDEZ; CHICHARRO,2012).  

Neste sentido, os métodos eletroanalíticos têm sido bastante empregados na 

determinação do potencial redutor de compostos fenólicos, abrangendo o estudo de 

mecanismos de proteção antioxidante de flavonoides (ANGELO; JORGE, 2007). 

Parâmetros como a corrente de pico anódica (ipa) e potencial de pico anódico (Epa) 

são comumente utilizados para demonstrar a capacidade de transferência de elétrons 

nos flavonoides, possibilitando prever ou atestar a atuação deles como agentes 

antioxidantes em meio biológico (MASEK; ZABORSKI; CHRZESCIJANSKA, 2011). 
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Dessa forma, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de investigar os 

potenciais redox da fração FAcOEt. 

Na Figura 34 é mostrado um voltamograma cíclico obtido para a FAcOEt em 

tampão PBS 0,1 mol L-1, pH 6,4. Para fins comparativos também está evidenciado um 

voltamograma cíclico do eletrodo somente com o eletrólito suporte puro. Como era 

esperado, para o eletrólito puro, não foi observado nenhum processo redox dentro das 

condições experimentais empregadas. Por outro lado, no voltamograma registrado 

para a FAcOEt foi observado um conjunto de processos redox. Durante a varredura 

anódica, observou-se 3 processos de oxidação ( I, II e III) , os quais aparecem, 

respectivamente em 0,32 V, 0,54 V e 0,73 V vs Ag/AgCl. Já na varredura catódica, 

observou-se 3 processos de redução (processos IV, V e VI), nos respectivos 

potenciais: 0,60 V, -0,03 V e -0.24 V vs Ag/AgCl. A reversibilidade de cada um desses 

processos ainda está sendo investigada. De uma forma geral, os vários processos de 

oxidação observados numa gama entre 0.3 V e 0.7 V indicam que a fração FAcOEt 

tem uma potencial atividade antioxidante. Entretanto, por voltametria ainda não foi 

possível quantificarmos tal atividade, porém, esses estudos estão em andamento em 

nosso grupo.  

Figura 27: Voltamogramas cíclicos mostrando o comportamento eletroquímico daFAcETO em tampão 
PBS 0,1 M, pH 6,4. Medidas realizadas em temperatura ambiente (25 ºC) e v = 0.05 V s-1.   
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Como exemplo de estudos que empregam a voltametria cíclica para avaliação 

de atividade antioxidante, pode-se destacar o trabalho de Bianchini (2014), o qual 

estudou a atividade antioxidante de extratos de plantas ricas em flavonoides. O autor 

observou que aqueles extratos que apresentaram processos de oxidação em baixos 

potenciais também possuíam uma maior concentração de compostos fenólicos. O 

extrato etanólico de Eugenia anomala (D. Legrand), por exemplo, apresentou grande 

quantidade destes compostos e exibiu picos de oxidação no potencial de 0,4 V. 

Hilgemann e colaboradores (2013) utilizaram a voltametria cíclica para a 

verificação da atividade antioxidante de infusões (chás) de folhas de vegetais 

empregando eletrodos de carbono. Os autores verificaram que esta técnica pode 

prover informações sobre os constituintes do substrato estudado assim como dados 

pertinentes sobre a capacidade antioxidante. Demonstraram ainda que a aplicação de 

eletrofotoquímica para a mensuração desta atividade possui suas vantagens e 

desvantagens, bem como outras técnicas de detecção disponíveis. Entre as 

vantagens destacam-se: a rapidez do teste, a necessidade de uma pequena 

quantidade de amostra e a observação da ação antioxidante, mesmo em amostras 

turvas como extratos vegetais. 

Carvalho et al (2013) destacaram que os métodos voltamétricos que se 

fundamentam em reação direta de antioxidantes são de grande valor e vantajosos, 

pois possibilitam o estudo apenas da amostra, sem que ocorra reações secundárias 

ou paralelas, como as que existem em estudos in vivo ou em outros métodos que são 

mais passíveis de erros analíticos, como os que empregam radicais para atestar o 

poder antioxidante. 

Muitos autores já estudaram o mecanismo eletroquímico dos flavonóides 

(JORGENSEN et al., 1998; HOTTA  et  al.,  2001;  BRETT;  GHICA,  2003;  TIMBOLA  

et  al.,  2006; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010). Tais trabalhos expuseram 

principalmente o processo oxidativo sofrido pelos grupos OH, que resultam na 

formação da o-quinona correlativa.  Outros pesquisadores também propõem a 

geração deste mesmo produto, sendo este um composto bastante instável e capaz de 

sofrer reações químicas homogêneas, como rearranjos intramoleculares, formando 

compostos poliméricos gerados a partir de dímeros (Figura 35) ou oligômeros 

semelhantes as quinonas (JORGENSEN  et  al., 1998; YANG et al., 2001; BRETT; 

GHICA, 2003; ARSLAN; YAZICI;ERBIL, 2005). Estes rearranjos devem ser 
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considerados principalmente em se tratando de amostras não puras, que contenham 

várias moléculas ou princípios ativos, como é o caso da FAcOEt. 

 

Figura 28: Representação de uma dimerização entre compostos fenólicos.  

 

Fonte: Adaptado de Sá et al, 2012. 

 

É válido ressaltar que os fatores mais relevantes que influenciam na via 

oxidativa e, assim, na quantidade de cada um dos produtos a serem gerados são: 

eletrólito suporte, o pH, os aditivos, a  densidade de corrente, o potencial aplicado ao 

eletrodo e a concentração de espécies em solução. Geralmente, em amostras ricas 

em compostos fenólicos, a via de polimerização dos fenóis na superfície do eletrodo 

é, prevalente, enquanto que a formação de quinonas é favorecida quando as 

concentrações destes são menores (ARSLAN; YAZICI; ERBIL, 2005; FERREIRA et 

al., 2006). 

Os flavonóides exibem diferentes potenciais de oxidação dependendo da 

subclasse a que pertencem  e  dos  grupos  substituintes  que possuem (ISAQUE, 

2010).  O grupamento catecol (Figura 36) no anel B desses compostos, tal qual da 

quercertina, é, muitas vezes, visto em compostos com alta capacidade antioxidante já 

que a oxidação do grupamento 3’4’-di-hidroxil acontece em potenciais inferiores a 0,5 

V, o  qual é considerado um potencial baixo. Esta reação envolve a transferência de 

dois elétrons e dois prótons, e é reversível (DE SÁ, 2013). 
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Figura 29: Estrutura química do grupo catecol (à esquerda) e resorcinol (à direita). 

 

Fonte: Adaptado de Santos, 2012. 

 

A desprotonação é facilitada em pH básico, dessa forma o pH exerce forte 

influência sobre a oxidação de flavonoides. A reação ocorre, predominantemente, em 

potenciais maiores que 0,8 V em meios ácidos e tal característica é relevante para a 

estabilidade dos flavonoides no estômago, que possui pH em torno de 1,5 e 2,0, 

possibilitando maior biodisponibilidade desses compostos após ingestão 

(JOVANOVIC, et al., 1998). Nesse contexto, é provável que o potencial de oxidação 

dos compostos da fração tenham sofrido algum aumento mediante o pH levemente 

ácido do tampão PBS utilizado no experimento. 

A reversibilidade das reações redox dos flavonoides pode ser explicada pelo 

fenômeno de ressonância nas formas quinônicas com substituintes nas posições para 

e orto, pois esta estrutura é capaz de estabilizar os compostos formados (NASR, 

2005). Os compostos derivados de resorcinol como a crisina, entretanto, muitas vezes 

passam por processos oxidativos irreversíveis, uma vez que não há ressonância em 

compostos meta substituídos, dessa forma, não ocorre a estabilização do radical, 

acarretando em um potencial mais elevado para, em média 1,0 V. Em discrepância 

ao resorcinol, os produtos formados pela oxidação podem sofrer processos de 

transferência de elétrons reversíveis em potenciais menores (JANEIRO; OLIVEIRA-

BRETT, 2005).  

 

5.7.2 Teste de Indução da neuropatia pela compressão do nervo ciático 

 
A dor neuropatica (DNP) resulta no aparecimento de alterações sensoriais, como 

a hiperalgesia e alodinia (KLUSÁKOVA; DUBOVÝ, 2009; VARCELINO et al., 2015). 

Estes sintomas podem também ser observados em animais submetidos a modelos 

experimentais, como a CCI (do inglês Chronic Constriction Injury). A observação dessas 

respostas permite inferir sobre a existência de dor (DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988; 

WILKERSON et al, 2015). A CCI, proposta por Bennet e Xie (1988), utilizada neste 
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estudo, consiste em aplicar quatro amarraduras no tronco comum do nervo isquiático 

do animal, unilateralmente (figura 37 e 38), com fio bioabsorvível. Este modelo permite 

detectar tanto a dor espontânea como a evocada. 

 

Figura 30: Esquema representativo do experimento de CCI. 

 

 

Legenda: Esquema de um segmento da medula espinal ilustrando a formação do nervo isquiático pela 
união das raízes dorsais e ventrais da medula espinal. Nas raízes dorsais estão mostrados os gânglios 
das raízes dorsais (L4, L5, L6) do nervo isquiático, o qual é composto por dois nervos, o tibial, que 
posteriormente se divide também no nervo sural, e o fibular. No tronco comum do nervo isquiático estão 
mostradas as quatro amarraduras (adaptada de Klusáková e Dubový, 2009; Hughes et al., 2013). 
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Figura 31: Modelo de esmagamento do nervo ciático. 

 

Legenda: (A) Incisão; (B) Nervo isquiático exposto; (C) Constricção do nervo isquiático; (D) Nervo 
após constricção. Fonte: Filho, 2013. 

 

Alterações em distintas regiões do neuroeixo são resultantes da compressão 

ao nervo e podem ser observadas já a partir dos primeiros dias após a lesão. 

Localmente, observa-se isquemia, liberação de substâncias pró-inflamatórias, edema 

intraneural (MARCHAND; PERRETI; MCMAHON, 2005; LU et al., 2014) e 

degeneração de fibras mielinizadas e não mielinizadas (GABAY; TAL, 2004). Estes 

eventos periféricos conduzem a modificações na excitabilidade e conectividade em 

regiões espinais e supraespinais (SAADÉ; JABBUR, 2008; BLOM et al.; 2014), cuja 

mediação parece envolver a liberação/formação de citocinas, neurotrofinas 

(MARCHAND; PERRETI; MCMAHON, 2005; AL-AMIN et al., 2011) e EROs (PATHAK 

et al., 2014). As alterações comportamentais que se seguem, como hiperalgesia 

mecânica e térmica, podem ser observadas a partir dos primeiros dias após a lesão 

(GOECKS et al., 2012; HORST et al. 2014) e persistem por várias semanas (JAGGI; 

JAIN; SINGH, 2011).  

A CCI induziu o desenvolvimento de hiperalgesia térmica e mecânica nas ratas 

tratadas com salina. A administração da FAcOEt nas doses de 50 e 100 mg/kg 

preveniu, significativamente (p<0.05), esses eventos, como é possível observar na 

figura 41. Pode-se perceber na figura 39 que o processo de neuropatia já foi instituído 
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a partir do 4 dia de experimento e perdura no sétimo dia, onde apenas no controle 

sham, os animais não manifestaram esse comportamento. Após o sétimo dia, foi 

realizado o tratamento nos grupos e avaliado os tempos: 0, 6, 120 e 180 minutos. Os 

controles testados: grupo morfina, sham e veículo, se mantiveram satisfatórios quanto 

a seus resultados (figura 39).  Apenas a dose maior de 100 mg/kg da FAcOEt mostrou-

se estatisticamente significante (p<0,05) na inibição das alterações comportamentais 

da neuropatia (figura 40). 

 

Figura 39: Período de instalação da neuropatia. 

 

 
 
Figura 40: Teste de Indução da neuropatia pela compressão do nervo ciático. Ilustração de grupos-
controle. 
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Barbosa (2014) avaliou o extrato hidroetanoolico de própolis na dose de 1 e 10 

mg/kg em ratos. A administração do extrato na dose de 10 mg/Kg apresentou 

resultados significativos sobre a recuperação do nervo ciático após constricção do 

mesmo. Os resultados foram percebidos tanto em testes histológicos como 

comportamentais, tais como a escala de Basso, Beattie e Bresnaham (BASSO, 

BEATTIE E BRESNAHAM, 1995), que tem como objetivo avaliar a evolução da 

recuperação funcional motora dos animais; testes sensoriais de posicionamento tátil; 

proprioceptivo e sensibilidade dolorosa. Os resultados mostraram que os animais 

apresentaram maior número de fibras mielinizadas e maior índice funcional ciático do 

que o grupo controle ibuprofeno. Desta forma, os autores concluíram que o extrato de 

própolis promove um efeito neuroprotetor induzindo a recuperação do nervo ciático 

estatisticamente significante (p<0,05) em comparação com o fármaco anti-inflamatório 

convencional (ibuprofeno). 

Muitos moduladores neuroquímicos estão envolvidos no surgimento e na 

manutenção da DNP. Em virtude da lesão nervosa, diversos mediadores inflamatórios 

são produzidos no local da lesão e atuam tanto nesse local como no SNC. Estes 

mediadores contribuem com os sinais característicos desse tipo de dor 

(ZIMMERMANN, 2001; MOSLEY et al., 2006, BASBAUM et al., 2009; TIWARI et al., 

2014). Dentre os mediadores químicos, será destacada a produção de EROs 

(KHODR; KHALIL, 2001; MOSLEY et al., 2006; GARDINER et al., 2009; MARTINS, 

2016). 

Com relação às EROs, estudos demonstraram que o estresse oxidativo é um 

importante determinante das conseqüências neuropatológicas e comportamentais 

decorrentes da constrição de nervo periférico (WAGNER et al., 1998; KOMIRISHETTY 

et al., 2016). Ratos com constrição crônica no nervo isquiático tiveram aumento na 

concentração do metabólito malondialdeído nesse nervo, havendo ainda redução da 

glutationa reduzida e acréscimo na atividade da superoxido dismutase. A catalase não 

alterou sua atividade local nestes animais (NAIK et al., 2006; DOS SANTOS, 2013). 

Ainda, houve acréscimo no TBARS (substância reativa ao ácido tiobarbitúrico) e na 

concentração total de cálcio também nesse nervo (MUTHURAMAN et al., 2008). Estes 

resultados mostram a importante participação das EROs no local da lesão, que podem 

derivar de várias fontes, especialmente, a partir de neutrófilos ativados (KHODR;  

KHALIL,  2001; HORST, 2011). Porém, está demonstrado que as alterações nas 

atividades das enzimas superióxido dismutase e catalase, e aumento na 
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lipoperoxidação, também ocorrem em regiões do SNC após constrição no nervo 

isquiático (GOECKS, 2011). 

Rokyta e colaboradores (2003) utilizaram um modelo de estimulação dolorosa 

pela compressão das patas dos animais, diariamente por 10 minutos. Nesse estudo, 

foi demonstrado um aumento da lipoperoxidação no córtex sensório-motor  5  dias  

após o início da  estimulação  nociva. Assim, a ativação das vias nociceptivas causa 

estresse oxidativo em diferentes regiões do SNC envolvidas com  a  transmissão  e  o  

processamento  da  informação dolorosa. 

Assim, o emprego deste modelo de dor neuropática é útil para a observação e 

o conhecimento de fenômenos e moléculas envolvidos na DNP, especialmente aquela 

resultante da compressão nervosa.  

O envolvimento de EROs na indução e manutenção da DNP tem sido sugerido 

desde pouco mais que duas décadas. Já foi relatado na literatura que o tratamento 

sistêmico ou intratecal com antioxidantes é capaz de reduzir o estresse oxidativo em 

diversos modelos experimentais (JENSEN; FINNERUP, 2007; CRUCCU, 2009; 

PINTOS, 2015). Estes efeitos são mediados por ações ao nível da medula espinhal 

(KIM, 2004; PARK, 2006; PINTOS, 2015), estando também descritas no gânglio da 

raiz dorsal (MAO, 2009; KOMIRISHETTY et al., 2016). Não se podem, contudo, excluir 

possíveis ações supraespinhais. No entanto, apesar da multiplicidade de estudos 

realizados, o papel das EROs na fisiopatologia da DNP e as suas reais possibilidades 

terapêuticas estão ainda longe de ser esclarecidas (MORAIS; PINHO; TEIXEIRA, 

2010). Portanto, o potencial neutralizante de EROs da FAcOEt decorrente de sua ação 

antioxidante pode ter influenciado na resposta observada que se opõe a DNP 

periférica induzida por compressão do nervo isquiático. 

Não existem estudos na literatura que relacionem a ação da crisina frente a 

DNP induzida por lesões em nervos periféricos. Porém, alguns trabalhos já foram 

publicados revelando a ação moduladora da crisina sobre os processos de nocicepção 

em condições de estresse. Farkhondeh e colaboradores (2015) investigaram o efeito 

deste flavonoide sobre os comportamentos nociceptivos induzidos pela formalina e os 

níveis séricos de corticosterona e noradrenalina em ratos. Este modelo de dor está 

associado à lesão tecidual, no qual se quantifica a resposta comportamental 

provocada pela injeção subcutânea de formalina diluída na pata traseira do animal, e 

é eficazmente utilizado para determinar a atividade antinociceptiva de agonistas 

opióides, agonistas parciais de opióides e anti-inflamatórios não esteroidais. 
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A vantagem deste teste sobre outros métodos de nocicepção é a possibilidade 

de avaliar dois tipos diferentes de dor ao longo de um período prolongado de tempo 

e, assim, permite o teste de analgésicos com diferentes mecanismos de ação. As 

respostas comportamentais à formalina possuem um padrão bifásico que apresenta  

uma fase inicial aguda (primeira fase), e um período mais prolongado (segunda fase) 

de atividade comportamental aumentada, que pode durar até cerca de uma hora. 

Ainda no estudo de Farkhondeh e colaboradores (2015), a crisina revelou sua 

ação analgésica. Esta flavona inibiu, significativamente (p <0,05), a primeira fase da 

dor na dose de 50 e 100 mg/kg. A segunda fase da dor revelou a notável atividade 

para a morfina (10 mg/kg), uma droga analsésica de ação central, e a crisina (150 

mg/kg). O estudo revelou ainda a diminuição dos níveis séricos de corticosterona e 

noradrenalina pela crisina. Sajedianfard et al. (2005) propuseram que o nível de 

noradrenalina no cerúleo (locus cœruleus) aumenta em grande parte pela 

administração de formalina, resultando em seu aumento na corrente sanguínea. 

Kandhare et al. (2014) concluíram que a crisina, em seu potencial antioxidante 

e propriedade antiapoptótica, causou a recuperação subsequente de ambas as 

funções motora e sensorial via modulação de biomarcadores endógenos e apoptose 

neuronal por inibir a incidência de déficits neurológicos devido lesão medular espinhal. 

Neste estudo, foi avaliada a capacidade neuroprotetora da crisina em ratos pela 

indução de aneurisma extradural por compressão, sendo avaliados vários parâmetros 

comportamentais, bioquímicos, e moleculares. Foi percebido que o tratamento crônico 

com crisina (20 e 40 mg/kg) atenuou, significativamente (p<0,05) e dependente da 

dose, a diminuição do peso corporal. Melhorou, consideravelmente, o limiar 

nociceptivo, a velocidade de condução nervosa motora e sensorial. A alteração da 

atividade da superóxido dismutase, glutationa reduzida e fosfato inorgânico ligado à 

membrana foram, consideravelmente, restauradas pelo tratamento com crisina. A 

lesão na medula espinhal resultou em aumento significativo na peroxidase lipídica, no 

óxido nítrico, no fator de necrose tumoral alfa, na interleucina-1β e no bax, enquanto 

que a expressão de bcl-2 e caspase-3 (genes reguladores dos processos apoptóticos) 

foi consideralvemente, reduzida. As aberrações histológicas induzidas após lesão na 

medula espinal, testículo, rim e bexiga urinária também foram restauradas a partir do 

tratamento com crisina (20 e 40 mg/kg), indicando o caráter neuroprotetor deste 

flavonoide. 
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A crisina é referida na literatura como eficaz no tratamento de diversas doenças 

neurológicas incluindo doenças crônicas como a hipoperfusão, bem como a 

neuroinflamação mediada pela microglia (HE et al., 2012). Segundo Há e 

colaboradores (2010), esta propriedade de neuroprotecção pode ser atribuída às 

múltiplas facetas da crisina. Primeiramente, é uma 2,4- dihidroxalcalona com um 

núcleo de biflavonoides. Tem o potencial lipofílico para atuar em vários doenças 

neuronais. Em segundo lugar, por seus anéis característicos dos flavonoides que 

apresentam um potencial antioxidante e exerce papel neuroprotetor com proficiência 

clínica. Apresenta um potencial comprovado de neutralizar os radicais, exercendo 

assim um efeito citoptotetor através de sua atividade antioxidante. 

Os flavonoides em geral apresentam atividade anti-inflamatória que é 

invariavelmente associada a ações inibitórias de citocinas (KANDHARE et al., 2012). 

Têm sido bastante mencionado a preservação da integridade neuronal por este grupo 

através da inibição da morte por apoptose celular e proteção neurológica. Tal papel 

protetor em distúrbios do sistema nervoso central já foi comprovado por vários autores 

e apontam o potencial de restauração na homeostase neuronal. (MAHER; AKAISHI; 

ABE, 2006; HA et al., 2010; HE et al., 2012; KANDHARE et al., 2014). 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os ensaios de caracterização farmacognóstica da FAcOEt das folhas do 

jaborandi (P. microphyllus) revelaram a presença característica de flavonoides e 

apontaram a flavona crisina como provável composto majoritário da mesma. Porém, 

outros métodos analíticos, como RMN e cristalografia de raio X, devem ser realizados 

para se confirmar esta hipótese.  

Esta mesma fração manifestou ação antioxidante moderada nos métodos 

baseados em captura de radicais, apontando uma melhor atividade no método ABTS 

(TEAC de 819 µmol de trolox/g de fração) que no ensaio DPPH (CE50 de 0,5 mg/mL). 

Este resultado pode ser explicado pelo efeito dos produtos da oxidação da crisina 

frente ao radical ABTS●+, provavelmente semelhante a uma chalcona, que possui 

potente ação antioxidante e superior a da crisina. A FAcOEt revelou ainda processos 

redox em baixos potencias no teste de voltametria cíclica, indicando atividade 

atioxidante, uma vez que se oxida mais facilmente. 

O teste in vivo de indução de neuropatia pela compressão do nervo ciático 

realizado em ratas Wistar a partir da determinação do Limiar nociceptivo mecânico 

realizadoem Von Frey após o 7° dia de neuropatia, revelou atividade significativa (p 

<0,05) da FAcOEt na dose de 100 mg/kg em comparação com o grupo controle do 

fármaco de referência morfina. Este efeito se deve, provavelmente, pela sua ação 

protetora contra as EROs, intimamente relacionadas com a fisiopatologia da dor 

neuropática periférica.  

Desta forma,  os ensaios biológicos realizados neste trabalho revelaram a 

capacidade de ação antioxidante da FAcOEt das folhas do jaborandi registrada tanto 

in vitro como in vivo, no entanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados 

para determinação inequívoca do(s) princípio(s) ativo(s) contido(s) na FAcOEt e seu 

comportamento in vivo, ainda pouco explorado na literatura para os antioxidantes. 

 

. 
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