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Extratos de plantas possuem compostos bioativos com multiplas
possibilidades de aplicagdo na industria  biotecnoldégica,
farmacéutica e alimenticia. Este trabalho avaliou extratos obtidos
da espécie Euphorbia tirucalli L. cultivada no litoral do estado do
Piaui. Foram quantificados compostos fendlicos totais e avaliadas
pelas metodologias do DPPH* e ABTS** as atividades antioxidantes
presente nos extratos acetdnicos ou hidrometandlicos obtidos por
agitacao continua ou ultrassom. A viabilidade celular foi morfolégica
e metabolicamente avaliada em células LLC-MK, pelo ensaio
MTT e a atividade antiparasitaria pelo ensaio de infectividade
celular por tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Os compostos
fendlicos totais variaram de 0,65 a 13,78 mgGAE/g, e diferiram
estatisticamente (p<0,05) entre extratos preparados com diferentes
solventes (hidrometandlico>acetonico) e diferentes métodos de
extragdo (ultrassom>agitagdo continua). As extragdes mostraram-
se mais eficientes para amostras secas tanto sob agitagdo continua
(12,48+0,34) como por ultrassom (13,78+0,14). A atividade
antioxidante, avaliada por DPPH* e ABTS**, variou de acordo com
os teores dos compostos fendlicos. A concentragéo inibidora da
viabilidade celular variou de 0,2 a 2 mg/mL nos extratos, entretanto,
o acido ferulico isolado mostrou-se inerte até 2 mg/mL. Nao foi
observada inibicdo da infectividade celular pelos extratos e ou
pelo acido ferulico isolado. Portanto, extratos hidrometandlicos de
Euphorbia tirucalli L. preparados com amostras secas, submetidos a
ultrassonicagao, apresentaram maiores quantidades de compostos
fendlicos e uma consideravel atividade antioxidante.
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1 INTRODUGAO

Euphorbia tirucalli L. € uma planta de origem africana, pertencente a familia Euphorbiaceae.
No Brasil, esta planta é predominantemente cultivada na regido norte e nordeste, onde é popularmente
conhecida como aveléz, cachorro-pelado, arvore-do-lapis, cega-olho ou espinho-italiano. E uma
planta utilizada na medicina tradicional popular para tratamento de doengas como sifilis, asma,
reumatismo, cancer e AIDS (DUTRA et al., 2011; BANI et al., 2007; MELO et al., 2011; ABREU et
al., 2014).

Os efeitos benéficos observados com o uso da Euphorbia tirucalli L. podem ser atribuidos em
parte aos seus compostos fendlicos constituintes do seu metabolismo secundario. Estudos indicam
que estes compostos, quando consumidos em uma dieta regular, pode reduzir significativamente o
desenvolvimento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, visto que estas moléculas agem
como neutralizadores de radicais livres (WANG et al., 2011; WOOTTON-BEARD e RYAN, 2011).
Dentre os varios compostos fendlicos presentes na Euphorbia tirucalli L., o acido ferulico tem sido
identificado como o mais predominante (DE ARAUJO et al., 2014).

O acido ferulico € uma molécula quimicamente descrita como acido 4-hidroxi-3-metoxi-
cinamico, que é formada a partir do metabolismo dos aminoécidos fenilalanina e tirosina. E
extremamente abundante no reino vegetal, sendo encontrado em folhas e sementes de muitas
plantas (GRAF, 1992). A figura 1 mostra a estrutura quimica do &cido ferulico.
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FIGURA 1. ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO FERULICO (BALASUNDRAM ET AL., 2006).

Na literatura ha a descrigdo de algumas aplicagdes farmacéuticas do acido ferulico que
incluem: atividade antioxidante na formulagéo tépica de protetores dos raios ultravioletas (MURRAY
et al., 2008), atividade de inibicdo do crescimento de Listeria monocytogenes, um dos agentes
etiologicos da meningite bacteriana (TAKAHASHI et al., 2013), atividade de redugéo na progresséo do
cancer de mama (BASKARAN et al., 2010), redugao do aparecimento de doengas cardiovasculares
(ASWAR et al., 2013) e neurodegenerativas (SULTANA, 2012). Entretanto, ha poucos trabalhos
que descrevam a capacidade do acido ferulico em atuar como antiparasitario, especialmente, sobre
protozoarios.

O presente estudo teve como objetivo quantificar os compostos fendlicos presentes em
extratos aceténicos ou hidrometandlicos obtidos por ultrassom ou agitagdo continua das amostras
da parte aérea da Euphorbia tirucalli L. coletadas no litoral do estado do Piaui, seguida da avaliagdo
da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH" e ABTS™". Além disso, também foi verificada
a atividade antiparasitaria por meio da inibicao da infectividade celular por tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi em culturas de células mamiferas. Estas células também foram utilizadas na
avaliacdo da influéncia dos extratos e do acido ferulico isolado sobre a viabilidade celular.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES

Os compostos acido galico, acido ferulico, radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH®),
radical (2,2'—azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS**), persulfato de potassio,
Trolox® 6-hydroxi-2,5,7,8-tetrametilchromon-2-acidocarboxilico, MTT — [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)2,5-difenil brometo de tetrazolium foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical® (Milwaukee/USA).
Dimetilsulfoxido (DMSO), reagente Folin e o carbonato de sodio (NaCO,) foram da Merck®. Os
demais solventes e reagentes foram de grau analitico.

2.2 COLETA, IDENTIFICACAO E MANUSEIO DA PLANTA

As amostras da parte aérea da Euphorbia tirucalli L. foram coletadas no municipio de Luis
Correia, situado no litoral do estado do Piaui, Brasil, a 02°52°45"" de latitude sul e 41°40°01"" de
longitude oeste, entre agosto e setembro de 2014. Segundo dados meteoroldgicos para o referido
periodo, a temperatura minima era de 25°C e a maxima de 34°C, com baixa precipitacdo de chuva
(2-5 mm). A planta foi formalmente identificada pela professora Ivanilza Moreira de Andrade, PhD,
do Laboratério de Taxonomia da Universidade Federal do Piaui, campus de Parnaiba. O depésito
da excicata foi realizado no Herbario Delta do Parnaiba da Universidade Federal do Piaui, campus
Ministro Reis Velloso sob protocolo n°® 1192.

Inicialmente, as partes selecionadas da planta foram lavadas com agua destilada, trituradas
em moinho analitico e divididas em dois grupos. O primeiro grupo foi desidratado em estufa fechada
com circulacdo de ar a 110°C por 9 horas, e denominado amostra seca. O segundo grupo foi
mantido em temperatura ambiente, e denominado amostra fresca. Os extratos foram preparados e
analisados no Laboratério de Analises de Alimentos do Instituto Federal do Piaui (IFPI).

2.3 EXTRACAO POR AGITACAO CONTINUA

A extragdo convencional foi realizada sob agitacdo continua. Foram adicionados 200 mL
dos solventes acetona ou metanol/agua (80:20 v/v) a 20 g de amostra fresca ou 10 g de amostra
seca de Euphorbia tirucalli L. segundo a metodologia de UPADHYAY et al. (2010) e OLIVEIRA et
al. (2011) com adaptagdes. A mistura foi submetida a agitagdo controlada de 10 rpm por 1 hora em
mesa agitadora sem aquecimento. Posteriormente, a mistura foi filirada sob vacuo em papel filtro
com poros de 20-25 ym para retengéo de particulas e armazenada em frasco ambar.

2.4 EXTRAGAO POR ULTRASSOM

Na extragdo por ultrassom, substituiu-se a etapa de agitacdo pela etapa de banho
ultrassénico em equipamento Elmasonic P 60 H por 1 hora a 37 watts, de acordo com a metodologia
descrita por SOUZA, 2014.

Ao todo, oito extratos foram obtidos e nomeados como: E1 (Extrato aceténico seco -
ultrassom); E2 (Extrato hidrometandlico seco — ultrassom); E3 (Extrato acetdnico fresco — ultrassom);
E4 (Extrato hidrometandlico fresco — ultrassom); E5 (Extrato acetdnico seco - agitagao continua);
E6 (Extrato hidrometanolico seco - agitagdo continua); E7 (Extrato acetbénico fresco - agitacdo
continua); E8 (Extrato hidrometandlico fresco - agitagdo continua).

2.5 QUANTIFICAGCAO DOS FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pelo método de Folin utilizando o
reagente Folin-Denis segundo metodologia de SWAIN e HILLS (1959), com adaptacdes de LIMA
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(2008). Sucintamente, 0,5 mL do extrato foram adicionados a 8 mL de agua destilada, seguido de
0,5 mL do reagente Folin-Denis. Procedeu-se a agitagdo em vortex por 3 minutos, e acrescentou-se
1 mL de solugéo saturada de NaCO,. A reagéo foi mantida por 1 hora protegida da luz. Ao término
deste tempo, leituras espectrofotométricas foram realizadas a A 720 nm contra um branco contendo
todos os reagentes exceto os extratos. Uma curva padréo foi preparada utilizando concentragdes
de acido galico variando de 50 a 750 mg/mL. Os valores dos compostos fendlicos foram expressos
em equivalentes de acido galico/g de amostra (mgGAE/q).

2.6 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.6.1 Metodologia do Sequestro do Radical DPPH*

O ensaio colorimétrico de sequestro do radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH*) foi
realizado de acordo com o protocolo descrito por BLOIS (1958) e adaptado por BRAND-WILLIANS
et al. (1995). Resumidamente, adicionaram-se 0,5 mL dos diferentes extratos a 1,5 mL de solugéo
etandlica de DPPH* (6x10° M). As misturas foram agitadas e apos 30 minutos a absorbancia foi
medida a A 517 nm. As rea¢des foram acompanhadas de controles consistindo somente do radical
DPPH* em solugao etandlica.

A atividade antioxidante, expressa em percentagem de atividade sequestradora de radicais
DPPH?e, foi calculada de acordo com a equacgao 1:

% protegao da oxidagao: (Abs amostra — Abs controle) x 100
Abs controle

Aatividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH* também foi expressa emrelagéo ao
antioxidante sintético Trolox®, analogo a Vitamina E. Solu¢des padrao de Trolox® foram preparadas
nas concentragdes de 2 a 125 pM/mL. Os resultados foram expressos em yM de Trolox® por grama
de amostra (TEAC — Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Todos os testes foram realizados em
triplicatas, sendo calculado o valor médio e o desvio padrao.

2.6.2 Metodologia de Neutralizagdo do Radial ABTS**

O ensaio de ABTS** foi baseado no método descrito por RE et al. (1999). Sucintamente,
7 mM de ABTS foram misturados a 140 mM de persulfato de potassio em uma solugcédo aquosa. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 12 h, permitindo a formagao do cation radical
ABTS*". A solugao resultante foi dissolvida em etanol até obter-se uma absorbancia de 0,70 + 0,02
a A 734 nm. Em seguida, foram adicionados 40 pL dos extratos a 1.960 pL da solugédo contendo o
radical ABTS**. As absorbancias foram determinadas em espectrofotdmetro a A 734 nm apds 30
minutos de reacao. As reagdes foram realizadas em triplicatas e acompanhadas de um controle
sem extratos. O antioxidante padrao utilizado foi o Trolox® nas concentracdes de 50 a 800 pM/
mL. Os resultados expressos em uM de Trolox® por grama de amostra (TEAC — Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity). Todos os testes foram realizados em ftriplicatas, sendo calculado o valor
meédio e o desvio padrao.

2.7 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR EM CELULAS LLC-MK,

A viabilidade celular foi investigada pela adigdo dos extratos da Euphorbia tirucalli L. e o acido
ferulico isolado a cultivos de células LLC-MK, (obtidas de rim de macaco Rhesus — Macaca mulatta),
seguida de analise morfoldgica das células sob microscopia dptica e pelo ensaio colorimétrico do MTT (sal
de tetrazolium [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium]). Células metabolicamente viaveis
reduzem o composto MTT a formazan. Na presenga de um composto teste, a viabilidade é verificada pela
diminuicdo desta agada redutora, indicando ag¢des citotdxicas do composto (HEINEN et al., 2014).
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Para a analise morfologica, as células LLC-MK, foram obtidas por repiques sucessivos em
meio Leibovitz, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos, sendo incubadas
a 37°C por 24 h, em camara de CO, a 5% Em seguida, a células foram transferidas para placas
de 96 pocgos na concentragdo de 0,5x10° células/pogo. Apds 24h de incubagao nas condigbes
acima, quando os tapetes celulares tornaram-se confluentes, adicionaram-se em cada pogo 100uL
do meio Leibovitz contendo os diferentes extratos ou o acido ferdlico isolado. As concentracdes
utilizadas variaram de 0,05 a 9 mg/mL em base seca. O controle negativo (sem acao citotdxica) foi
preparado pela adigdo de 100 yL do meio Leibovitz nos respectivos pogos. O controle positivo (com
agao citotoxica) foi preparado pela adigdo de DMSO. As placas foram incubadas por 24 horas. Em
seguida, o meio foi descartado e as células foram coradas com cristal violeta, seguida da analise
morfolégica sob microscopia de luz.

Para a analise pelo teste do MTT, as placas contendo as células previamente incubadas
com os extratos ou o acido ferulico isolado foram lavadas duas vezes com PBS estéril a temperatura
de 37°C, seguidas da adi¢cdo de 100 pL de solucdo de MTT (0,5 mg/mL em meio Leibovitz), e
incubadas a 37°C por 2h. Apés incubagao, o meio contendo o MTT foi removido e 100uL de DMSO
foram adicionados para solubilizar o formazan e agitadas por 5 minutos em temperatura ambiente.
Leituras espectrofotométricas foram obtidas a A540 nm em uma leitora de microplaca. A viabilidade
celular foi determinada comparando as densidades 6éticas dos cultivos celulares controles com os
cultivos testes.

2.8 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Células LLC-MK, mantidas em meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino foram
utilizadas nos ensaios de infectividade por tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Placa de 24
pogos foram plaqueadas na concentragdo de 10* células (LLC-MK,) em 1 mL de meio. Apés 24 h,
estas células foram tratadas por 1h com as respectivas amostras testes: acido ferulico (1%), extrato
E2 (0,5%), E4 (0,5%), E6 (0,5%) e E8 (1%).

Em seguida, as células foram infectadas com 5x10° tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
Células nao tratadas serviram de controle positivo para infecgdo. Apés 24 h, o meio foi retirado, as
células foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido por 10 minutos, permeabilizadas
com PBS/TRITON X-100 0,1% por 5 minutos e, finalmente, foram coradas por DAPI por 1 hora
na diluicdo de 1:10.000 em PBS. Sob microscopia de fluorescéncia, foram obtidas as imagens do
controle positivo e das células tratadas, e contaram-se as células infectadas.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises experimentais foram realizadas em ftriplicatas. Os resultados foram
expressos em média e desvio-padrao (SD). A avaliagdo das diferengas nos valores foi realizada
pela andlise de varidncia (ANOVA). Se detectadas diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05), o pds-teste de Tukey foi aplicado. Para comparagéo da eficiéncia dos dois métodos de
extracao (agitagdo continua e ultrassom) foi aplicado o teste t de student, considerando a diferenca
estatisticamente significativa quando o valor de p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFICIENCIA DA EXTRACAO DOS FENOLICOS TOTAIS PELOS METODOS
DE ULTRASSOM E AGITACAO CONTINUA

A Tabela 1 apresenta o teor de compostos fendlicos presente nos extratos acetdnico e
hidrometandlico obtidos a partir das amostras seca e fresca da parte aérea da Euphorbia tirucalli
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L. utilizando ultrassom ou agitagédo continua. Os valores indicaram que ambos os solventes, bem
como os dois métodos foram eficientes na extragdo dos compostos fendlicos, cujas concentragdes
variaram de 0,65 a 13,78 mgGAE/g de amostra. Entretanto, os valores diferiram estatisticamente
(p<0,05) tanto em relagéo as diferentes amostras e solventes utilizados como em relagdo ao método
de extragao utilizado. Sucintamente, os extratos hidrometandlicos apresentaram valores superiores
aos encontrados nos extratos aceténicos, sendo que a extragéo realizada a partir da amostra seca foi
mais eficiente do que a extragdo a partir da amostra fresca tanto pelo método de agitagdo continua
(12,48 £ 0,34 mgGAE/g) como por ultrassom (13,78 + 0,14 mgGAE/q).

TABELA 1. FENOLICOS TOTAIS DOS EXTRATOS SECO E FRESCO ACETONICO E
HIDROMETANOLICO DA PARTE AEREA DA EUPHORBIA TIRUCALLI L. OBTIDOS
PELOS METODOS DE ULTRASSOM E AGITAGCAO CONTINUA.

OS VALORES FORAM EXPRESSOS EM EQUIVALENTES
DE ACIDO GALICO (MG GAE/1 G AMOSTRA)*.

Amostras Ultrassom Agitacéo continua
E. Seco Acetbnico 1,08 £ 0,094 0,65 + 0,06%°
E. Seco Hidrometandlico 13,78 £ 0,148 12,48 £ 0,34°8°
E. Fresco Acetdnico 4,67 +0,07¢ 5,12 £ 0,09¢
E. Fresco Hidrometanolico 6,49 + 0,13P2 5,75 + 0,14P°

Os resultados estao expressos como media e desvio padréo (n=3).
*Letras mailsculas diferentes comparam valores na mesma coluna e indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) analisadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Letras mindsculas comparam valores na mesma linha e indicam

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) analisadas pelo teste t de student.

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios presentes nas plantas que constituem
um extenso grupo de fitoquimicos com mais de 8.000 compostos ja identificados (MUNIN e
EDWARDS-LEVY, 2011; EBRAHIMI e SCHLUESENER, 2012). Por sua complexidade, variedade
e interagdo com outros componentes das plantas (LI et al., 2009), ndo ha processo Unico que
extraia a totalidade desses fitoquimicos. Neste sentido, a utilizagdo de diferentes solventes mobiliza
diferentes compostos baseado em afinidades quimicas. Além disso, diferentes processos fisicos
de extracdo mostram eficiéncias variadas. Nos ultimos anos, para otimizagao das extragdes, tém-
se empregado tanto diferentes solventes, como diferentes forgas fisicas, entre as quais, destaca-
se a extragdo por ondas ultrassénicas (PORTO et al., 2013; BARRERA-VAZQUEZ et al., 2014;
SOUZA, 2014; TEH & BIRCH, 2014; CHARPE and RATHOD, 2016; ALTEMINI et al., 2016; HE et
al., 2016).

Foi verificado que os extratos hidrometandlicos obtidos a partir das amostras secas
forneceram maiores valores de compostos fendlicos totais. Essa maior eficiéncia de extragao
também foi encontrada por DE ARAUJO et al. (2014) que quantificaram compostos fendlicos totais
em extratos de E. tirucalli. HOSSAIN et al. (2010) também encontraram resultados similares em
extratos obtidos de diferentes ervas por metodologias distintas. Estes autores citam algumas razdes
para os extratos obtidos de amostras secas fornecerem valores maiores de compostos fendlicos
em relagao as amostras frescas, que possuem elevada atividade de agua. Por exemplo, HOSSAIN
et al. (2010) relataram que o processo de secagem torna as células mais frageis, permitindo que a
extragdo as rompam mais facilmente causando maior liberagdo dos metabdlitos intracelulares, entre
estes, os compostos fendlicos. Outras razées também sao citadaspara explicar essas diferencas.
Primeiramente, a possivel ocorréncia de degradacdo enzimatica dos compostos fendlicos nas
amostras frescas. Sabe-se que as enzimas atuam apenas em ambiente aquoso, 0 que nao
aconteceria nas amostras secas. Em segundo, considerando que alguns polifendis possuem agao
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de defesa nas plantas, o processo de secagem geraria estresse fisico nas células, induzindo uma
maior producéao de polifenois.

No presente trabalho, a extragdo por ondas ultrassbnicas, comparada com a agitagéo
continua, mostrou-se mais eficiente na extracdo dos compostos fendlicos, excecdo para o
extrato acetdnico de amostra fresca. MA et al. (2008) e MORELLI e PRADO (2012) corroboram
esses resultados ao relatarem maior eficiéncia e menor tempo de extracao ao utilizarem ondas
ultrassbnicas, em comparagdo com a agitagao continua convencional. Esses autores explicam que
as ondas ultrassénicas rompem as paredes celulares presentes na matriz vegetal, aumentando
a penetracdo do solvente e o contato entre as fases soluto/solvente, facilitando a liberagéo dos
fitoquimicos. A eficiéncia das ondas ultrassdnicas em processos de extracdo também é reportada
por outros autores estudando diferentes matrizes vegetais, tais como sementes de uvas (PORTO
et al., 2013), folha de Louro (MUNIZ-MARQUEZ et al., 2013) e sementes de canola (TEH & BIRCH,
2014). CHEMAT et al. (2017) revisaram a utilizacao de ondas ultrassénicas em extracdes e enfatizam
além da eficiéncia, o atendimento dessa metodologia aos critérios mercadolégicos e regulatorios de
uso de energias sustentaveis.

DE ARAUJO et al. (2014) investigou o teor de compostos fendlicos da Euphorbia tirucalli
L. cultivada no municipio de Teresina-Pl, e encontrou concentragdes de compostos fendlicos
em extratos secos acetdnicos e hidrometandlicos de 30.54 + 0.64 e 27.6 + 2.34 mg GAE/100 g,
respectivamente. Comparada aos resultados acima, a Euphorbia tirucalli L. obtida do litoral piauiense
apresentou maiores concentragbes de compostos fendlicos. Tais resultados podem ser explicados
pelas variagbes nas condigbes do solo, tais como oferta de agua e sais minerais, pois a restrigdo
desses itens favorece a produgao dos polifendis, além da proépria oscilacédo do clima (VARRICCHIO
et al., 2008). Variagbes dos compostos fendlicos em plantas coletadas em diferentes areas com
condi¢des climaticas diferentes também foram reportadas por MODNICKI e LABDZKA (2009),
MALES et al. (2010), GHASEMZADEH e JAAFAR (2013) e ALAM et al. (2014).

Em razdo da auséncia de estudos relatando o teor dos compostos fendlicos
especificamente em Euphorbia tirucalli L., os resultados do presente estudo foram também
comparados aos obtidos com outras plantas medicinais. Por exemplo, BASMA et al. (2011) ao
avaliarem o extrato metandlico de folhas, flores, raizes e caules da espécie Euphorpia hirta L.
encontraram valores de compostos fendlicos totais de 206,17 + 1,95 mgGAE/g, 117,08 £ 3.10
mgGAE/g, 83,15 + 1,19 mgGAE/g e 65.70 + 1,72 mg GAE/g, respectivamente. Em outro estudo,
DZOYEM e ELOFF (2015) avaliaram o teor de compostos fendlicos em extratos aceténicos das
folhas de doze plantas tradicionalmente utilizadas para aliviar a dor e inflamacgao na Africa do Sul
e encontraram valores entre 428 + 88 e 100 + 4 mgGAE/g. Essas variagdes reforcam a ampla
variabilidade desses compostos bioativos nas diferentes plantas, corroborando que as condigdes
de cultivo exercem influéncia em suas produgdes.

3.2 AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: METODO DPPH*

As figuras 2A a 2D mostram a porcentagem de inibicdo dos efeitos oxidantes pelos
diferentes extratos segundo o método do DPPH*. Nao houve diferencga estatistica entre os métodos
de extracao, porém houve em relagéao aos diferentes solventes e tipos de amostras. Com excegao
dos extratos acetdnicos de amostras secas (E1 e E5), todos os demais extratos mostraram-se
eficientes em inibir a oxidagdo, com percentual de protecdo acima de 80 %. Entre estas amostras
(E1 e E5), o método de extragao utilizado ndo aumentou a presenga de compostos com atividade
antioxidante, por outro lado, o tipo de solvente foi um fator com forte influéncia. A utilizagdo de
solvente hidrometandlico sobre amostra seca mostrou ser mais eficiente em extrair maiores
quantidades de compostos bioativos capazes de inibir a oxidagéo no sistema testado (DPPH) tanto
no método da agitagao continua como sob ultrassom. Para amostras frescas, a prote¢cdo contra
oxidagao foi similar, independentemente do solvente ou método de extragao utilizado.
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Estudos com diferentes espécies de Euphorbia sp tém ratificado as atividades antioxidantes
presentes em extratos obtidos com diferentes solventes orgéanicos, principalmente o metanol. Por
exemplo, BEN MOHAMED MAOULAININE et al. (2012) avaliaram extratos etandlicos das folhas
de E. helioscopia e obtiveram valores de protegdo contra oxidagdo acima de 80% quando as
concentragdes dos sdélidos nos extratos foram maiores que 200 pg/mL. Outro estudo realizado por
LAHLOU et al. (2014) que avaliou a atividade antioxidante da E. echinus, reportou que extratos
metandlicos possuem maior capacidade antioxidante expressa em menores valores de IC, (21,9)
quando comparados aos extratos aquosos (IC,, 28,6). Nesse mesmo trabalho, os referidos autores
incluiram outra variavel que foi a extragdo metandlica a quente em sistema Soxhlet®, e encontraram
atividades antixodantes ainda maiores, expressas por uma IC,, de 4,56, valor muito préximo a
vitamina C que apresentou IC,, de 3,6.

De uma forma geral, extratos aquosos de Euphorbia sp t¢m demonstrado menor capacidade
antioxidante, conforme resultados reportados por WACZUK et al. (2015) cujo extrato aquoso de E.
tirucalli mostrou uma porcentagem de protegéo antioxidante de aproxidamente 20% em comparagao
com um antioxidante controle (acido ascérbico) mesmo testado na maior concentragdo de 200 ug/
mL. Reduzidas atividades antioxidantes também foram reportadas por MUNRO et al. (2015) ao
avaliaram extratos aquosos em comparagéo com extratos metandlicos de E. tirucalli. Esses autores
relataram uma protegcao antioxidante de aproxidamente 30% ao utilizarem extratos aquosos,
mesmo contendo uma alta concentracao de sélidos (800 ug/mL), enquanto os extratos metandlicos
mostraram protecbes maiores de 45% e 65% em concentragbes de solidos de 100 yg/mL e 800
pg/mL, respectivamente. BASMA et al. (2011) reportaram também uma alta prote¢do antioxidante,
aproximadamente 76%, ao avaliarem extratos metandlicos de E. hirta na concentragao de sélido de 1
mg/mL. Por outro lado, NASCIMENTO et al. (2013) encontraram resultados diferentes ao avaliarem
a agao antioxidante por DPPH de extratos aquosos e metandlicos preparados de Plukenetia volubilis
Linneo, uma planta também da familia Euphorbiaceae. Esses autores relataram que o extrato
aquoso mostrou maior agao antioxidante do que o extrato metandlico, aproximadamente 90% e
80%, respectivamente. Ainda que a diferenga de porcentagem de protecéo tenha sido pequena, ela
foi estatisticamente significativa, e sendo assim, trata-se de um resultado interessante do ponto de
vista da produgéo de extratos.

As figuras 3A a 3D mostram a agao antioxidante dos diferentes extratos segundo o método
do DPPH* em comparagao ao antioxidante sintético padrdo Trolox®. Observou-se que os extratos
hidrometandlicos secos obtidos tanto por ultrassom como por agitagdo continua foram os que
apresentaram maior atividade antioxidante, com valores de 96,84 uM e 94,88 uM equivalentes
de Trolox/g de amostra, respectivamente. Nao houve diferenga estatistica entre os métodos de
extragao, porém houve em relagcéo aos diferentes solventes e amostras. Para as amostras frescas,
a atividade comparada ao Trolox® foi discreta e ndo mostrou estar sob influéncia do método de
extragao ou do tipo de solvente utilizado.

Em termos metodoldgicos, o DPPH*® é um método colorimétrico empregado rotineiramente
na avaliagdo de potenciais agentes antioxidantes na eliminagéo de radicais livres (CHENG et al.,
2006). O principio da técnica baseia-se na medi¢do espectrométrica a 517 nm da concentracao
do radical que varia gragas a uma reagdo com algum antioxidante (MILARDOVIC et al., 2006;
DAWIDOWICZ et al., 2012). O radical livre DPPH* é estavel e possui um elétron desemparelhado
na ultima camada de valéncia do atomo como um todo (EKLUND et al., 2005; SHARMA e BHAT,
2009). Esse elétron desemparelhado é o responsavel pela cor violeta da solugdo (MOLYNEUX,
2004).
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FIGURA 2. PROTEGAO ANTIOXIDANTE EXPRESSA EM PORCENTAGEM DE
INIBIGAO DA OXIDAGAO PELO METODO DO DPPH EXTRATO ACETONICO (E1 E E5);
EXTRATO HIDROMETANOLICO (E2 E E6); EXTRATO ACETONICO (E3 E E7); EXTRATO
HIDROMETANOLICO (E4 E E8)

Nas figuras 2A e 2B, as letras mailusculas comparam diferentes solventes em um mesmo tipo de amostra, e as letras minus-
culas comparam um mesmo tipo de solvente em diferentes amostras. Nas figuras 2C e 2D, as letras mailusculas comparam
diferentes métodos de extragdo em um mesmo tipo de solvente, e as letras mindsculas comparam um mesmo tipo de solven-
te em diferentes métodos de extragdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0.05).

O teste tem a vantagem de ser facil e rapido, além disso, apresenta boa estabilidade,
sensibilidade e nao necessita de preparacgao especial (DENG et al., 2011; MUSA et al., 2013). Além
disso, a expressao da atividade em TEAC (Trolox® Equivalent Antioxidant Capacity) permite avaliar
a agao antioxidante dos compostos bioativos extraidos comparado a um composto de reconhecida
atividade antioxidante (Trolox®). Isso permite validar a eficiéncia dos compostos testados.
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FIGURA 3. COMPARAGAO DOS VALORES DE TEAC (TROLOX® EQUIVALENT
ANTIOXIDANT CAPACITY) PELO METODO DO DPPH. EXTRATO ACETONICO (E1 E E5);
EXTRATO HIDROMETANOLICO (E2 E E6); EXTRATO ACETONICO (E3 E E7); EXTRATO

HIDROMETANOLICO (E4 E E8)

Nas figuras 3A e 3B, as letras mailusculas comparam diferentes solventes em um mesmo tipo de amostra, e as letras minus-
culas comparam um mesmo tipo de solvente em diferentes amostras. Nas figuras 3C e 3D, as letras maiusculas comparam
diferentes métodos de extracdo em um mesmo tipo de solvente. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente sig-
nificativas (p<0.05).

3.3 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: METODO ABTS**

Nas figuras 4A a 4D sao mostradas as agdes antioxidante dos extratos obtidas segundo o
método de sequestro do radical ABTS**. Corroborando a maior agao dos extratos hidrometandlicos
secos obtidos tanto por ultrassom como por agitagdo continua, foram encontrados valores de 781,7
MM e 726,7 uM equivalentes de Trolox®/g de amostra, respectivamente. Ndo houve diferenga
estatistica entre as metodologias de extracdo, porém houve em relacdo aos demais solventes e
tipos de amostras.

Alguns autores tém avaliado diferentes extratos preparados com espécies de E. tirucalli e ttém
reportado valores bastante variaveis quanto a atividade antioxidante. Essas variagdes de resultados
sdo em razao do tipo de método que é utilizado para testar a capacidade antioxidante, como também
pela forma de expressar os resultados. Porém, todos relatam uma importante atividade antioxidante
nessa especie, especialmente quando se utiliza solventes orgénicos ou misturas aquosas com

10 B.CEPPA, Curitiba, v. 35, n. 1, jan./jun. 2017



solventes organicos. Por exemplo, MUNRO et al. (2015) avaliaram extratos aquosos e metanolicos de
E. tirucalli quanto a atividade antioxidante e os resultados demonstraram resposta dose-dependente
quanto a concentragdo dos compostos soélidos nos extratos. Entretanto, o desempenho dos extratos
metanolicos foram superiores aos extratos aquosos, especialmente quando aplicado o teste DPPH.
Os autores do estudo argumentam que é dificil comparar quantitativamente os resultados de atividade
antioxidante em extratos devido a natureza variavel dos processos quimicos envolvidos nas diferentes
metodologias, e portanto, a tendéncia comportamental dos valores € um parametro mais objetivo.
Além disso, os solventes organicos, tal como o metanol, possuem maior coeficiente de particdo, o que
permite uma maior extragéo dos compostos fendlicos (MUNRO et al., 2015). Outro estudo realizado por
NDAM et al. (2016) com extratos acetdnicos da espécie E. golondrina mostrou também uma atividade
antioxidante dose-dependente em relagédo a concentragao de sélidos extraidos. Na concentragédo de
0,5 mg/mL, os referidos autores obtiveram valores préximos a 80% em relagéo a agao antioxidante da
vitamina C, quando avaliados pela metodologia do ABTS. Os resultados nesse presente estudo foram
expressos em TEAC, mas mostraram uma maior eficiéncia de extracao de compostos bioativos que
conferem atividade antioxidante nos extratos hidrometandlicos.
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FIGURA 4. COMPARACAO DOS VALORES DE TEAC (TROLOX® EQUIVALENT
ANTIOXIDANT CAPACITY) PELO METODO DO ABTS. EXTRATO ACETONICO (E1 E E5);
EXTRATO HIDROMETANOLICO (E2 E E6); EXTRATO ACETONICO (E3 E E7); EXTRATO
HIDROMETANOLICO (E4 E ES8)

Nas figuras 4A e 4B, as letras mailsculas comparam diferentes solventes em um mesmo tipo de amostra, e as letras minus-

culas comparam um mesmo tipo de solvente em diferentes amostras. Nas figuras 4C e 4D, as letras mailsculas comparam
diferentes métodos de extragdo em um mesmo tipo de solvente. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente sig-
nificativas (p<0.05).
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Outra fator que influencia a eficiéncia na extracdo dos compostos bioativos de plantas é a
realizacdo do processo de extragdo em amostras secas ou frescas. O presente estudo mostrou que
extratos produzidos a partir das amostras secas apresentam agdes antioxidantes maiores quando
comparados com extratos produzidos a partir de amostras frescas. Resultados similares e corroborantes
do presente estudo também séo reportados por DE ARAUJO et al. (2014) que analisaram diferentes
extratos da espécie E. tirucalli produzidos com diferentes amostras (seca ou fresca) e diferentes
solventes (acetona e hidrometanol). Os resultados desse referido trabalho mostraram que extratos
hidrometandlicos produzido com amostras secas possuem maior atividade antioxidante.

Em relagdo a metodologia utilizada, convém ressaltar algumas de suas caracteristicas
analiticas. O método do radical ABTS** baseia-se no monitoramento, por espectrofotdmetro da
reducado do cation ABTS** na presenga de algum antioxidante (MOON e SHIBAMOTO 2009). Os
resultados da atividade antioxidante sdo expressos como valor TEAC (capacidade antioxidante total
equivalente ao TROLOX®), onde TROLOX® é um analogo sintético a vitamina E utilizado como
antioxidante de referéncia (RE et al., 1999). Isso fornece uma estimativa da quantidade de moléculas
de radicais consumidas pelo antioxidante, uma vez que o valor TEAC caracteriza a capacidade da
amostra testada em reagir com o radical ABTS** (MAGALHAES et al., 2008).

O teste de ABTS** é considerado simples e muito utilizado em laboratérios. Entre suas
vantagens destaca-se o baixo custo do material, tempo reduzido de execugédo (MONIRUZZAMAN
et al., 2012), a possibilidade do estudo em uma grande faixa de pH (KARADAG et al., 2009) sem
variar o potencial redox (BACH et al., 2013).

Numa anadlise generalista, os extratos que apresentaram maiores valores de atividades
antioxidantes avaliadas pelas duas metodologias (DPPH* e ABTS**) também apresentaram maiores
teores de compostosfendlicos. Nesse contexto, destacam-se mais umavez os extratos hidrometandlicos
secos obtidos tanto por ultrassom como por agitagdo continua. Tais resultados corroboram com
aqueles encontrados por De Araujo et al. (2014), na qual observou a correlagéo positiva entre extratos
com maiores teores de compostos fendlicos totais e maiores atividades antioxidantes.

3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

As figuras 5A e 5B mostram o padrdao morfolégico do tapete celular formado pelas
células LCC-MK, presentes no cultivo do controle negativo (em meio de cultura apenas) e positivo
(contendo DMSO) utilizados no teste de avaliagdo morfoldgica. Neste experimento, € possivel
observar claramente a intensa destruigdo do tapete celular no controle positivo.

FIGURA 5. MORFOLOGIA DO TAPETE CELULAR OBTIDO EM CULTURA SOMENTE COM
O MEIO (A) CONTROLE NEGATIVO E NA PRESENGCA DO DMSO
COMO (B) CONTROLE POSITIVO.
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Na figura 6 esta esquematizado o resultado das avaliagdes morfoldgicas das células frente
as diferentes concentragdes utilizadas. Pode-se observar que até a concentracdo de 2 mg/mL as
células nao apresentaram perturbacdes da viabilidade celular para o DMSO, apresentando efeito
citotoxico nas concentragcées acima deste valor e podendo ser utilizado como controle positivo
interferente na viabilidade celular.

O compostofendlico acido ferulicoisolado foi a inica amostra teste que ndo alterou a viabilidade
das células LCC-MK,. Em relagdo aos extratos obtidos de E. tirucalli L., observou-se que as amostras
E8, E2 e E4 foram aquelas que menos alteraram a viabilidade celular, pois ndo foram observadas
alteracdes morfoldgicas em concentragbes de até 2 mg/mL, 1 mg/mL, 1 mg/mL, respectivamente.
Entretanto, para os demais extratos E1, E6, E3 e E5 alguma alteracao morfolégica foi observada em
concentragdes acima de 0,5 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,2 mg/mL, respectivamente.

A analise de viabilidade celular pela capacidade de metabolizar o reagente MTT foi similar
a observada na analise morfoldgica.

9 mg/mL
5 mg/mL
2mg/mL
1 mg/imL
0,5 mg/mL
0,2 mg/mL
0,1 mg/mL

0,05 mg/mL

DMsSO cCC AF E2 E4 E1 E5 E3 E8 E6 DMSO cCcC

FIGURA 6. ESQUEMATIZAGAO DA PLACA DE MICROTITULAGAO UTILIZADA PARA A
DETERMINAGAO DA VIABILIDADE CELULAR POR ANALISE MORFOLOGICA E ENSAIO
DO MTT, DOS EXTRATOS DE EUPHORBIA TIRUCALLI L. E O COMPOSTO FENOLICO
ISOLADO ACIDO FERULICO SOBRE CELULAS LCC-MK,

As concentragdes variaram de 0,05 a 9 mg/mL. CC: controle negativo de células somente com meio de cultura; AF: acido
ferulico; extratos E1: acetbnico seco/ultrassom; E2: hidrometandlico seco/ultrassom; E3: acetdnico fresco/ultrassom; E4:
hidrometandlico fresco/ultrassom; E5: acetdnico seco/agitagdo continua; E6: hidrometandlico seco/agitacdo continua; ES8:
hidrometandlico fresco/agitagéo continua.

A identificacdo de compostos quimicos naturais com atividade terapéutica pode levar ao
desenvolvimento de novos biofarmacos que provoquem menos efeitos adversos do que os farmacos
convencionais (BONIFACIO et al., 2014). Entretanto, apesar de ser oriundo de uma fonte natural,
isso nao implica afirmar que tais compostos ndo apresentem riscos toxicos a saude humana ou
animal (JUNIOR, 2008). Todo composto quimico, independentemente da fonte de origem, é passivel
de concentragdes toéxicas, anulando o conceito popular equivocadamente criado que por serem de
origem natural sdo absolutamente seguros com nenhum ou pouco efeito secundario (OWENS et
al.,, 2014). Assim, investigagdes em relagdo a eficacia e seus efeitos toxicolégicos adversos sao
essenciais (DALAR et al., 2012; ATTANAYAKE et al., 2013).
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3.5 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Na figura 7 (A-C) sdo mostradas as fotomicrografias de células LCC-MK, submetidas ao
teste de infectividade pela forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi. Ndo foram observadas
diferencas na porcentagem de células infectadas e tratadas com os diferentes extratos ou com o
acido ferulico em relagédo aos controles nao tratados. O percentual de células infectadas foi entre
72-80 % para todas as preparacgoes-teste.

FIGURA 7. FOTOMICROGRAFIAS DE CELULAS LCC-MK, SUBMETIDAS AO TESTE DE
INFECTIVIDADE PELA FORMA TRIPOMASTIGOTA DE TRYPANOSOMA CRUZI

(A) células controle-negativas; (B) células controle-positivas infectadas com T. cruzi; (C) células teste infectadas com T.
cruzi e tratadas com o acido ferulico isolado (representativo dos demais extratos, por ndo terem apresentado diferengas no
percentual de infectividade celular).

Jimenez et al. (2014), ao avaliar a atividade tripanocida de duas lactonas sesquiterpénicas
helenalin (HLN) e dehydroleucodine (DHL) isoladas das partes aéreas de Gaillardia megapotamica
e Artemisia douglasiana Besser, respectivamente, constatou diminuicdo da viabilidade de
tripomastigotas de T. cruzi tratados com HLN e DHLem 65,4 £ 3,2% e 40,1 £ 1,2%, respectivamente.
Em outro estudo, Hamedt et al. (2014) avaliou a atividade tripanocida de extratos e fragbes da
planta Piper jericoense, e na analise de uma das frages obteve um IC_  de 98 ug/mL para forma
tripomastigota de T. cruzi. Estudos desta natureza demonstram aimportancia de se investigar extratos
de plantas e seus compostos isolados como fonte de novas drogas com atividade tripanocida,
principalmente, considerando o fato de ser uma importante doenca de carater negligenciado.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados mostrados neste trabalho, foi possivel concluir que a
metodologia de extracdo por ondas ultrassénicas é mais eficiente para extragdo dos compostos
fendlicos. Os extratos hidrometandlicos das amostras secas apresentaram maior quantidade de
compostos fendlicos e maior atividade antioxidante. De forma preliminar, nao foram demonstradas
atividades antiparasitarias dos extratos e do acido ferulico isolado, quando testados sobre as
formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. O composto fendlico acido ferulico, quando testado
isoladamente, nao apresentou efeito citotdxico até a concentragdo de 2 mg/mL.
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ABSTRACT

EUPHORBIA TIRUCALLI L.: AN EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
EXTRACTS OBTAINED BY CONVENTIONAL AGITATION AND ULTRASOUND-ASSISTED
METHODS

Plant extracts have bioactive compounds showing many possibilities for their applications
in biotechnological, pharmaceutical and food industries. This study evaluated different extracts
from Euphorbia tirucalli L. species cultivated on Piaui state’s coast. Total phenolic compounds
and antioxidant activities were quantified in the different extracts. Additionally, cell viability and
antiparasitic activity were also investigated. Acetonic or hydromethanolic extracts were obtained by
continuous stirring or ultrasound-assisted extraction. Antioxidant activities were analyzed by DPPH*
and ABTS** methodologies. Antiparasitic activity was investigated by cell infectivity assay with
trypomastigotes of Trypanosoma cruzi. Cell viability was morphological and metabolically assessed
on LLC-MK, cells and MTT assay. Total phenolic compounds ranged from 0.65 to 13.78 mgGAE/qg.
These values were statistically different (p<0.05) for extracts prepared with both different solvents
and extraction methods. Hydromethanolic extracts showed highest values compared to acetonic
extracts. Extractions from dried samples were more efficient under both conventional continuous
stirring (12.48+0.34 mgGAE/g) and ultrasound-assisted extraction (13.78+0.14 mgGAE/g). Extracts
showing highest antioxidant activities measured by DPPH* and ABTS** essays also showed highest
levels of phenolic compounds. Cytotoxic concentrations ranged from 0.2 mg/mL to 2 mg/mL depending
on the evaluated extract. However, isolated ferulic acid showed no cytotoxicity up to concentration
of 2 mg/mL. Preliminarly, both extracts and isolated ferulic acid did not showed antiparasitic activity.
Overall, hydromethanolic extracts of Euphorbia tirucalli L. obtained from dry samples and submitted
to ultrasound-assisted extraction showed the highest phenolic compound contents and considerable
antioxidant activities.

KEYWORDS: ANTIOXIDANT ACTIVITY; ANTIPARASITIC ACTIVITY; EUPHORBIA TIRUCALLI L.,
FERULIC ACID.
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