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RESUMO
Desde o principio, o ser humano dependia da natureza para sua sobrevivéncia, confiando
principalmente em plantas, que consideravam medicinais, para sua cura. Ao longo da evolugao,
foram descobertas novas formas de terapia e novas fontes de matéria organica além da matéria
vegetal, mineral ou animal. Isso implica que a maior parte da historia da cura na humanidade
estd ligada ao uso de plantas medicinais. A espécie Capraria biflora, vulgarmente conhecida
com cha-do-rio e pertencente a familia Scrophulariaceae, ¢ uma erva bastante utilizada na
medicina popular por seu potencial anti-inflamatorio, diurético e analgésico, por exemplo.
Ademais, na literatura ha relatos da presenca de uma quinona de nome biflorina, com varias
atividades bioldgicas comprovadas como efeitos antitumoral, antimutagénico e antimicrobiano.
Neste trabalho foi feito o estudo do potencial biotecnoldgico da espécie selecionada, a partir de
extratos hexanico e etandlico obtidos das raizes da planta, realizando a determinagdo das
atividades antioxidante, através do método de captura do radical livre DPPH®, e ansiolitica
utilizando peixes zebra como animais modelo. No extrato hexanico a atividade antioxidante
resultou em um ICso de 0,1091 mg/mL, enquanto do extrato etanolico obteve-se ICso de 0,1965
mg/mL, sendo considerados resultados moderados. Do extrato hexanico ainda foram obtidas 3
fragoes (F1, F2 e F3), as quais foram testas apenas a atividade antioxidante, onde F1 ndo
apresentou resultado positivo. A atividade ansiolitica referente ao extrato hexénico, apresentou
resultado promissor proximo ao efeito do Diazepam utilizado como controle, e a amostra foi
considera segura frente a peixes zebra. Um so6lido isolado a partir do extrato etanolico foi
caracterizado pelos métodos espectroscopicos de infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H e '*C, podendo ser identificado como Manitol, um carboidrato de cadeia

simples e aberta.

Palavras-chave: Capraria biflora. Atividade antioxidante. Atividade ansiolitica. Manitol.



ABSTRACT
From the beginning, human beings depended on nature for their survival, relying mainly on
plants, which they considered medicinal, for their healing. Over the course of evolution, new
forms of therapy and new sources of organic matter were discovered in addition to plant,
mineral or animal matter. This implies that most of the history of healing in humanity is linked
to the use of medicinal plants. The species Capraria biflora, commonly known as river tea and
belonging to the Scrophulariaceae family, is an herb widely used in folk medicine for its anti-
inflammatory, diuretic and analgesic potential, for example. In addition, there are reports in the
literature of the presence of a quinone called biflorin, with various proven biological activities
such as antitumor, antimutagenic and antimicrobial effects. In this work, the biotechnological
potential of the selected species was studied using hexanic and ethanolic extracts obtained from
the roots of the plant, determining the antioxidant activity using the DPPH® free radical
scavenging method and the anxiolytic activity using zebra fish as model animals. The
antioxidant activity of the hexanolic extract resulted in an IC50 of 0.1091 mg/mL, while the
IC50 of the ethanolic extract was 0.1965 mg/mL, which are considered moderate results. Three
fractions were obtained from the hexanic extract (F1, F2 and F3), which were only tested for
antioxidant activity, where F1 did not show a positive result. The anxiolytic activity of the
hexenic extract showed promising results, close to the effect of Diazepam used as a control, and
the sample was considered safe against zebra fish. A solid isolated from the ethanolic extract
was characterized by infrared (IR) and 1H and 13C Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

spectroscopic methods, and could be identified as Mannitol, a simple, open-chain carbohydrate.

Keywords: Capraria biflora. Antioxidant activity. Anxiolytic activity. Manitol
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1 INTRODUCAO

Ao longo da histéria, diversas plantas tém sido utilizadas para atender as
necessidades humanas, desempenhando papéis que vao desde sua aplicagdao como substincias
toxicas até sua utilizagdo em praticas terapéuticas. No contexto terapéutico, essas plantas sao
comumente referidas como plantas medicinais (PATRICIO et al.,2022).

Calcula-se que aproximadamente 80% da populacdo global recorre a plantas
medicinais e seus derivados para atender as suas demandas essenciais de cuidados de saude. O
territorio brasileiro se destaca por sua vasta diversidade bioldgica, e as abordagens integrativas
e complementares na promog¢do da saude, incluindo a aplicacdo de fitoterdpicos e ervas
medicinais, fazem uso desse aspecto distintivo. Além de representarem uma fonte natural, esses
recursos sao economicamente acessiveis €, em muitos casos, sdo cultivados pelos proprios
usudrios dos servigos de saude publica. Tendo isto em vista, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) tem promovido ativamente o uso dessas plantas e produtos fitoterdpicos na esfera da
Atencgdo Priméria a Satde (APS) desde o ano de 1978 (GOES et al., 2019; GONCALVEZ et
al., 2022).

As plantas medicinais e os fitoterapicos podem ser usados, por exemplo, como
recursos terapéuticos no tratamento da ansiedade e/ou depressdo, sendo op¢des que podem
apresentar menores indices de efeitos colaterais (DA SILVA et al., 2020).

A espécie Capraria biflora, Scrophulariaceae, popularmente conhecida como “cha-
de-pé-da-cal¢ada, cha-do-rio, cha-de-goteira, chd-da-terra”, ¢ uma erva bastante utilizada na
medicina popular por suas propriedades antimicrobiana, anti-inflamatéria, diurética e com
diversos usos, como no tratamento de dor, febre, gripe, vomitos, hemorroidas, reumatismo e
estimulante digestiva. Ela ¢ encontrada em paises de zonas tropicais e temperadas. No entanto
trata-se uma planta invasora, a qual pode ser encontrada em terrenos baldios, preferencialmente
em locais imidos como riachos ou lagoas. No Brasil, ¢ encontrada no estado de Ceard, mas
principalmente nos estados de Goids, Minas Gerais e na faixa litoranea estendida do Piaui até
o Espirito Santo (SOUZA et al., 2012).

Em estudos quimicos e biologicos realizados anteriormente com a Capraria biflora,
j& foram determinadas atividades bioldgicas a partir de extrato aquoso de suas raizes, como a
atividade antioxidante e anti-inflamatéria. Ademais foram identificadas diversas substancias
na planta, como naftoquinonas, sesquiterpenos, iridoides, fenois e flavondides. Além destas,
também ha relatos de uma orto-naftoquinonas identificado como biflorina, presente nas raizes

de Capraria biflora. Esta quinona foi objeto de estudo cientifico o qual apresentou atividade
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antimetastasica e citotoxica significativa contra varios tipos de células tumorais como CEM,
HL-60, HCT-8, B-16, sarcoma 180 e outras linhagens de células tumorais (FONSECA, 2003;
VACONCELLOS et al., 2011; SOUZA et al., 2016; RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2019).

Tendo em vista o0 amplo uso na medicina tradicional e as atividades ja relatadas na
literatura, o presente estudo teve como foco uma reinvestigagao do potencial biotecnoldgico de
extratos obtidos com os solventes organicos hexano e etanol a partir das raizes de Capraria
biflora, determinando atividade antioxidante através do método da captura do radical livre
DPPH? (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). e buscando uma nova aplica¢do, como a determinagdo da
atividade ansiolitica-simile, a qual foi explorada através do teste de Claro & Escuro. Além
disso, foi realizada a andlise de seguranca nao-clinica.

A partir do extrato etanolico foi isolado um precipitado solido de coloragdo branca
o qual foi caracterizado por métodos fisicos e espectroscopicos (Ponto de Fusao, Infravermelho

e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C) e identificado como Manitol.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Capraria biflora

A espécie Capraria biflora ¢é pertencente a familia Scrophulariaceae, que apresenta
distribuicao cosmopolita, e inclui cerca de 270 géneros e aproximadamente 5100 espécies.
Dentro do género Capraria, a espécie C. biflora é a iinica encontrada no Brasil (SOUZA et al.,
2009). Esta planta pode atingir cerca de 150 cm de altura, possui caule ramoso, ereto, com
ramos alternos, cilindricos, pubescentes e pilosos. Suas folhas sdo alternas, com até 8cm de
comprimento, oblongo-lanceoladas-agudas, serradas irregularmente, inteiras na base,
ponteagudas e estreitando-se para o peciolo. As folhas sdo peninervadas, com nervura média
saliente na pagina inferior. Suas flores sdo pequenas, de coloragdo brancas, pediceladas,
geminadas, axilares e campanuladas. Suas raizes sdo numerosas e longas, tortuosas, e de

coloracdo parda escura (Figura 1) (MENDONCA, 2003).

Figura 1- Cha-do-rio (Capraria biflora) do Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do Ceara.
A) Planta coleada; B) Raizes preparadas para o estudo.

Fonte: Autoria propria

2.2 Composi¢ao quimica da espécie Capraria biflora

A literatura reporta que a investigacdo fitoquimica das raizes ja levou a

caracterizacdo do [-sitosterol, de uma naftoquinona biflorina e seu dimero bis-biflorina
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(FONSECA et al., 2003) enquanto iridoides e sesquiterpenos foram isolados das partes aéreas
(FONSECA, 2002). Flavonoides foram identificados tanto nas raizes como nas partes aéreas
(MENDONCA, 2003). E além destes, ha relatos do isolamento de manitol a partir do extrato
metandlico do caule da planta (SOUZA, 2011).

Dentre os compostos relatados, a biflorina (Figura 2) tem bastante notoriedade

devido ao seu potencial antimicrobiano, antifiingico e antitumoral (MENDONCA et al.,2006).

Figura 2- Estrutura da biflorina

0

N F

Fonte: Vasconcellos (2011).

2.3 Potencial bioldgico dos extratos de Capraria biflora

2.3.1 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo agentes sintéticos ou naturais, que podem ser substancias
organicas ou enzimas, 0s quais sao responsaveis por bloquear ou diminuir os danos provocados
pelos radicais livres nas células, substancias que contém um ou mais elétrons ndo pareados,
com existéncia independente, gerados durante processos oxidativos (HALLIWELL, 1994;
ROCHA, SARTORI, NAVARRO, 2016). Esses, agem doando um atomo de hidrogénio a
espécie reativa, tornando tais compostos estaveis e inibindo sua acdo. O excesso de radicais
livres, ou espécie reativa, apresenta efeitos toxicos e deletérios, tais como danos ao DNA,
proteinas e organelas celulares, como mitocondrias € membranas, provocando alteragdes na
estrutura e fungdes celulares e, dessa forma, se encontram envolvidos em diversas doencas a
exemplo de cancer, envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares, degenerativas (ALVES
et al., 2010; ESPINOSA-DIEZ et al., 2015). Entre os antioxidantes naturais pode-se citar a
vitamina C, vitamina E, os flavonoides, betacaroteno, entre outros.

Diversas técnicas tém sido utilizadas na determinacgao da atividade antioxidante in
vitro, possibilitando assim uma sele¢do rapida de substancias ou misturas potencialmente
interessantes na prevencao de doengas cronico-degenerativas. Dentre essas técnicas, destacam-

se 0 método de co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico e o método de captura de radicais



19

livres, como o DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

2.3.2 Atividade ansiolitica-simile

A ansiedade trata-se de uma reagdo comum que pode provocar medo, apreensao,
expectativas, podendo causar sintomas fisicos como dores no peito, fadiga e palpitagdes. Os
transtornos de ansiedade sao comuns e prejudiciais, € sdo uma das principais causas na reducao
de anos de vida em todo o mundo. Em 2019, aproximadamente um bilhdo de pessoas viviam
com algum tipo de transtorno mental incluindo 14% dos adolescentes do mundo. Pessoas com
condicdes graves de saude mental morrem em média 10 a 20 anos mais cedo que a populagdo
em geral. Os transtornos de ansiedade comumente observados incluem transtorno de ansiedade
generalizada, transtorno de panico, transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno de ansiedade
social e transtorno de estresse pds-traumatico (um transtorno relacionado a trauma e estressor)
(CRASCKE et al., 2017; OMS, 2022; RODRIGUES, 2022).

Devido tratar-se de uma doenga complexa, o estudo sobre medicamentos voltados
para o tratamento ou controle da ansiedade torna-se cada vez mais comum. Assim sendo, ha
uma vasta lista de farmacos utilizados no tratamento de ansiedade e depressdo, onde muitos
desses apresentam efeitos indesejados como dependéncia e sindrome de abstinéncia. Variados
medicamentos fitoterapicos também ja sdo utilizados para esta finalidade, com o intuito de se
ter uma maior seguranca ¢ com maior adesdo dos usudrios (DA SILVA ef al., 2020;
RODRIGUES, 2022).

Diante desse contexto, e com o objetivo de determinar atividades biologicas ainda
nao reportadas da espécie em estudo, foi avaliado o efeito ansiolitico-simile do extrato hexanico
das raizes de Capraria biflora.

Dentre os diversos testes para se avaliar ansiedade o Teste do Claro & Escuro em
peixe zebra adulto € um dos testes especificos mais empregados, pois se baseia no paradigma
da aversdo inata dos peixes zebra a dreas bem iluminadas, similar ao dos roedores. Em tal teste,
0os animais nao tratados com drogas ansioliticas apresentam o mesmo comportamento
apresentado em camundongos, tendo aversdo a zonas claras (MAXIMINO et al., 2010 a-b;

GEBAUER et al., 2011).



20

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Obter extratos hexanico e etanolico a partir das raizes de C. biflora e investigar suas
atividades biologicas: antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH®) e

ansiolitica-simile com o uso de peixes conhecidos como peixe zebra.

3.2 Objetivos Especificos

= Obter os extratos hexanico (EHRCDb) e etanolico (EERCb) das raizes de C. biflora;

= Avaliar o potencial antioxidante dos extratos e fragdes (F1,F2 e F3) pelo método DPPH?;
= [nvestigar a atividade ansiolitica-simile do extrato hexanico pelo teste Claro & Escuro;

= Determinar a seguranga nao-clinica do EHRCDb frente a peixes zebra adultos;

= Fracionar o extrato EHRCb utilizando a técnica de cromatografia em coluna (CC);

= Andlise em cromatografia em camada delgada (CCD) das fracdes do EHRCDb;

= Caracterizar os constituintes dos extratos através dos métodos de p.f, IV, RMN 'He 13C.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das raizes

As raizes de C. biflora foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais Professor
Francisco José de Abreu Matos, da Universidade Federal do Ceara, as 14:50 horas do dia 23 de
marco de 2023. O material botanico teve as partes aéreas e as raizes separadas. As raizes foram
higienizadas com agua destilada para a retirada de incrustantes, cortadas com o auxilio de uma
faca de mesa e em seguida foram secas ao ar livre. Apos secagem, foram trituradas, pesadas,
totalizando 114 gramas, e submetidas ao processo de extracdo com solventes, respectivamente

hexano e etanol.

4.2 Obtencao dos extratos em hexano e em etanol

Todo o material das raizes (114g) foi alocado em um Erlenmeyer com capacidade
de 3 litros, onde foi adicionado em torno de 1,8 a 2 litros de hexano P.A. da marca Synth®, onde
o material ficou totalmente submerso. Em seguida o frasco foi vedado e mantido em repouso
por dois dias. Na sequéncia, o solvente foi filtrado em funil simples com auxilio papel de filtro
e, em seguida, foi concentrado sob pressdo reduzida em um rotaevaporador da marca Heidolph,
modelo Laborota 4000, a temperatura ambiente fornecendo assim o extrato hexanico,
codificado como EHRCD. Posteriormente, estas mesmas raizes foram submersas em alcool
etilico absoluto P.A. da marca Synth® (etanol), repetindo-se 0 mesmo processo para obtengio
do extrato etanolico, codificado como EERCb. A escolha dos solventes baseia-se no fato de
extrair primeiramente com um solvente de menor polaridade (hexano), seguido de outro com

maior polaridade (etanol).

4.3 Fracionamento do extrato hexanico

O extrato hexanico (EHRCb) foi submetido ao processo de cromatografia de coluna
(CC), usando silica gel 60-230 mesh como fase estacionaria. Inicialmente foi homogeneizado
200 mg do extrato junto com a silica para a obten¢do de uma farofa. Em seguida, a coluna de
silica foi empacotada com hexano. Adicionou-se a farofa de EHRCb a coluna, que foi eluida
com os seguintes solventes: hexano/acetato de etila (80:20), acetato de etila (100:0) e metanol

(100:0), todos da marca Synth®, fornecendo as fragdes F1, F2 e F3, respectivamente. Foi
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utilizado aproximadamente 150 mL de cada solvente. Posteriormente essas fragdes foram
concentradas sob pressdo reduzida no rotaevaporador e submetidas a Cromatografia em

Camada Delgada para a observacao dos perfis das fragdes.

4.4 Métodos Analiticos, fisicos e espectroscopicos

4.4.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

O extrato hexanico e as fracdes obtidas anteriormente por cromatografia de coluna
de silica, descritas no topico 4.3, foram submetidos a andlise de cromatografia em camada
delgada (CCD). realizada com cromatoplaca (DC-Alufolien, Silica gel 60 F254, 0,2 mm Merck)
com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm e 365 nm. Utilizou-se como eluentes
hexano/acetato de etila 1:1 e acetato de etila 100%. A revelagdo das substancias nas
cromatoplacas foi realizada pela pulverizagdo com solugdo (1:1) de vanilina a 1% em etanol
com solucdo de acido perclorico a 4,5% seguido de aquecimento, sendo possivel observar a

presenga de varios constituintes.

4.4.2 Ponto de Fusdo

O so6lido branco purificado a partir do extrato etanolico, codificado como CBS-1,
foi submetido a caracterizacao, um dos métodos utilizados foi a determinacdo do ponto de
fusdo.

O ponto de fusdo foi estabelecido no equipamento de microdeterminacao digital da
marca Mettler Toledo equipado com uma estagao de aquecimento FP82HT e microscopio Otico
monocular acoplado. A taxa de aumento de temperatura foi ajustada para 1,5 °C/min e mantida,
de acordo com o manual do equipamento, que sugere realizar as analises com a taxa em uma

varia¢do de 1 a 2 °C/min.

4.4.3 Espectroscopia de absor¢do na regido infravermelho (IV)

A analise espectroscopica na regido do infravermelho de CBS-1 foi realizada pelo
Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara, usando
um Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF), marca Perckin

Elmer®, modelo FT-IR SPECTRUM 100. Foram utilizadas pastilhas de brometo de potassio
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(KBr) na propor¢ao de 1% de amostra. A andlise foi adquirida na faixa de nimero de onda de

4000 a 400 cm.

4.4.4 Espectroscopia de Ressondancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H e '*C de CBS-1, foram realizados em um espectrometro
da marca Bruker® modelo Avance DRX-500, no Centro Nordestino de Aplicagdo e uso de
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara. As
analises foram adquiridas na frequéncia de 500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para carbono-
13.

Para obtencdo dos espectros de RMN, foi utilizado agua deuterada (D20). Os
deslocamentos quimicos (d) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e referenciados, no
caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as moléculas

residuais do solvente deuterado utilizado: dgua (Jox 4,80) ppm.

4.5 Atividades Bioldgicas

4.5.1 Atividade antioxidante pela captura do radical livie DPPH’

O ensaio da atividade antioxidante foi realizado através da captura do radical livre
DPPH?, que se trata de uma das técnicas utilizadas para detectar a capacidade antioxidante de
compostos. Ele ¢ caracterizado como um radical livre estavel em razdo da deslocalizagao do
elétron extra sobre a molécula como um todo. Na reac¢do ocorre a captura do hidrogénio presente
na substancia antioxidante pela molécula de DPPH®, formando um composto estavel e reduzido

(Figura 3, pag 24) (KEDARE et al., 2011).
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Figura 3 - Reago de captura do radical DPPH’ frente a um agente antioxidante

h Q h Q
* H
O,N N N O,N N——N
Radical livre Nao radical

Fonte: Adaptacdo de KEDARE et al., 2011.

Para a avaliagao da atividade antioxidante, foi realizado o método Hegazi e El Hady
(2002), o qual foi utilizado uma solu¢do metanolica de DPPH® 60 puM, tendo como padrdes
positivos um antioxidante natural, o acido ascorbico (vitamina C) nas concentragdes de
0,00951; 0,000975; 0,00048; 0,00024; 0,00012 mg/ml e um antioxidante sintético, o acido 6-
hidroxi  2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico  (Trolox) nas  concentragdes de
0,01563;0,00781; 0,0039; 0,00195; 0,000975 mg/mL. Das amostras de EHRCD, das fra¢des F1,
F2 e F3 resultantes do topico 4.3, e do EERCD, foram analisadas as seguintes concentragdes em
metanol: 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,01563 mg/mL. Os padrdes foram analisados em
concentragdes menores que 0,25mg/mL pois possuem alta eficacia de inibicao do radical livre
em solugdo e ficariam muito concentrados. Ja as amostras ndo inibiam o radical tanto quanto
os padrdes, desta forma foram analisadas em concentragdes maiores.

Ap6s a adicao da solugdo de DPPH® nas solugdes contendo amostra, armazenou-se
as mesmas na auséncia de luz por 30 minutos. Apos esse periodo cada solugdo foi transferida
individualmente para uma cubeta de quartzo e as leituras foram analisadas em um
espectrofotdmetro da marca Shimadzu, modelo UV mini-1240. O equipamento foi previamente
calibrado com metanol PA da marca Synth® e o comprimento de onda (A) foi ajustado em 520
nm. A medida do branco foi realizada com 2 mL de metanol e 2 mL da solucdo de DPPH®, e o
procedimento foi realizado em triplicata.

Os dados das leituras de absorbancia das amostras foram analisados utilizando a
Equacdo 1 descrita a seguir, onde AA% corresponde a porcentagem da atividade antioxidante.

AA% = [1- ( )] X100 (1)

Abs amostra
Abs Branco

A partir dos resultados analisados na equagdo, foi construida uma curva de
porcentagem da capacidade inibitoria da amostra em rela¢do ao radical livre em solucdo (eixo

y) vs concentragao em mg/mL (eixo x), apresentado como graficos (grafico 1 — 6, pag. 28 - 30)
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permitindo assim o calculo da concentragdo capaz de reduzir o radical em solugdo em 50% ou

30% (Concentragdo inibitoria de 50% -Clso; Concentragdo inibitoria de 30% - Clao).

4.5.2 Avaliagdo da seguranga ndo clinica — toxicidade aguda 96h

Uma amostra de 10,3 mg do extrato hexanico foi analisada quanto seus efeitos
ansiolitico-simile e seguran¢a nao clinica - toxicidade aguda frente a peixe zebra (Danio rerio)
adulto (ZFa), selvagens, de ambos os sexos com idade de 60-90 dias, tamanhos de 3.5+ 0.5 cm
e peso 0.4 £ 0.1 g obtidos da Agroquimica: Comércio de Produtos Veterindrios LTDA, um
fornecedor em Fortaleza (Cear4, Brasil). Grupos de 40—50 peixes foram aclimatados em aquario
de vidro de 9 L a temperatura ambiente (262 °C) por 24 horas, contendo agua desclorada
(ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com ciclo diario de
14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam ragao a vontade 24 horas antes dos experimentos.
Apbs os experimentos, os peixes foram sacrificados com agua gelada (2-4°C) por até 2 minutos
até que ocorresse a perda dos movimentos operculares. Todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara
(CEUA-UECE), sob protocolo n® 05299177/2021 (Anexo 1).

O estudo da toxicidade aguda foi realizado de acordo com a Organizagao de Cooperacao
Economica e Método Padrao de Desenvolvimento (OECD, 1992) para determinar a CL50-96h.
Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com 20 pL. de EHRCb (0,05
ou 0,5 ou 5,0 mg/mL) ou veiculo (DMSO 3% - dimetilsulfoxido; controle). Apds os tratamentos
avaliou-se a mortalidade dos ZFa a cada 24 horas. Apds 96 h, foi anotado o nimero de peixes
mortos em cada grupo e determinado a concentracdo letal capaz de matar 50% dos animais
(CLso) através do método matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca

de 95% (ARELLANO-AGUIAR et al., 2015).

4.5.3 Efeito ansiolitico-simile

O efeito ansiolitico-simile foi explorado no Teste Claro & Escuro, realizado em um
aquario de vidro (30 x 15 x 20 cm) com uma zona clara e outra escura. O aquario foi cheio com
3 cm de dgua da torneira, pré-tratada com anticloro e livre de drogas, pois sendo raso restringe
do aquario habitacional, provocando um comportamento de ansiedade bem estabelecida num

novo ambiente (GEBAUER et al., 2011).
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Os animais utilizados foram peixe zebra adultos em grupos de 6, os quais foram tratados
com 20 uL de EHRCb (0,05 ou 0,5 ou 5,0 mg/mL; i.p.) ou Diazepam (DZP; Controle
ansiolitico; 5,0 mg/mL; ip.) ou veiculo (DMSO 3%; ip.). Um grupo de animais sem
tratamentos foi incluido (Naive). Apdés 30 minutos dos tratamentos via intraperitoneal, os
animais foram individualmente adicionados na zona clara do aquario e o efeito ansiolitico-
simile foi quantificado como o tempo (s) de permanéncia na zona clara durante 5 minutos de
analise. Os dados foram expressos como valores da média = erro padrao da média para cada
grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribui¢do e homogeneidade dos
dados, as diferencas entre os grupos foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA
unidirecional), seguido do teste de Tukey. A analise foi realizada com o software GraphPad

Prism v. 5.01. O nivel de significincia estatistica foi estabelecido em 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao

Do processo de extragdo a partir das 114 gramas de raizes de Capraria biflora
obteve-se o total de 547,7 mg para o extrato hexanico (EHRCb), que apresentou-se com
coloragdo roxo-escuro e textura pastosa. Em contrapartida do extrato etanolico (EERCD)
obteve-se um total de 1,84 g e uma coloracdo ainda mais escura. Além disso, durante a obtengao
do EERCD houve a precipitagdo de um so6lido de coloragdo branca codificado como CBS-1, o

qual obteve-se uma massa de 515 mg.

5.2 Ensaios biologicos

5.2.1 Analise da atividade antioxidante

A concentracdo inibitéria ¢ calculada a partir da quantidade de antioxidante
necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial de DPPH®, correspondente ao Clso. Desta
forma, um menor valor de Clso em uma amostra, corresponde a um consumo maior de DPPH®
(SOUSA et al., 2007; VERRUCK et al. 2018).

A partir dos resultados das analises de atividades bioldgicas, citadas no item 4.5.1
foi construida uma curva de porcentagem da capacidade inibitoria (eixo y) vs concentragdo em
mg/mL (eixo x), permitindo assim o célculo da concentragdo o inibitdria de 50% (Clso).

Na andlise realizada com EHRCb o Clso foi de 0,1091mg/mL, enquanto sua fragao
F2 apresentou Clso de 0,2269 mg/mL (Grafico 1-2, pag. 28). Da fragdo F1 ndo foi observado
atividade antioxidante, e da fragao F3 foi calculado a concentragdo inibitoria de 30% (Clzo) de
0,3337 mg/mL (Grafico 3, pag. 29). No caso da analise com EERCb o Cls foi igual a 0,1965
mg/mL (grafico 4, pag. 29). Em relagdo aos padrdes positivos a vitamina C apresentou Clso de
0,001985 mg/mL, enquanto o trolox obteve um Clso de 0,00704 mg/mL (grafico 5-6, pag. 30).
A atividade antioxidante se dd por meio de comparagdo, sendo assim, os dados de ICso, IC30 €

Desvio padrao obtidos foram reunidos na Tabela 1 (pag. 30).



28

Grafico 1: Curva de calibracao da atividade antioxidante do EHRCb
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Grafico 2: Curva de calibracdo da atividade antioxidante da fragdao F2
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Grafico 3: Curva de calibragdo da atividade antioxidante da fracdo F3
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Grafico 4: Curva de calibragdo da atividade antioxidante do EERCb
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Grafico 5: Curva de calibragdo da atividade antioxidante do padrdo positivo acido ascorbico
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Grafico 6: Curva de calibragdo da atividade antioxidante do padrao positivo trolox
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Tabela 1 — Dados de concentragao inibitoria das amostras de EHRCb, F1-3, EERCD e dos padrdes positivos (trolox
e acido ascorbico) para determinagdo da capacidade antioxidante.

Amostra Clso (ng/mL)  Clzo (png/mL)  Desvio Padriao Clspy  Desvio Padriao Clso

Extrato hexanico 0,1091 - 0,057136532 -
F1 - - - -
F2 0,2269 - 0,059844047 -

F3 - 0,3337 - 0,108956
Extrato etandlico 0,1965 - 0,014414 -
Padrao trolox 0,00704 - 0,000865012 -
Padrio 4cido ascorbico 0,0019854 - 5,001 x 10° -

Fonte: Autoria propria.
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Tendo em vista a Tabela 1 (pag. 30), € possivel observar que os padrdes, trolox e
acido ascorbico, apresentaram um valor de Clsp menor que o extrato hexanico das raizes
Capraria biflora e suas fragcdes, bem como o do extrato etanolico. Todavia, considerando-se
que a matriz que compde um extrato ¢ uma mistura de constituintes ¢ possivel que outros
ensaios e estudos possam levar a compostos com maior potencial antioxidante, ou até mesmo a
observagao de uma interagao entre os constituintes, onde os mesmos possuam melhor atividade

quando estao em conjunto.

5.2.2 Andlise da toxicidade aguda 96h

Para a avalia¢ao da toxicidade, os animais foram tratados com o extrato hexanico
(EHRCDb) utilizando como veiculo o DMSO 3% (dimetilsulf6xido), e monitorados avaliando-
se quantitativamente a taxa de mortalidade a cada 24 horas. Como resultado, constatou-se que
a amostra se mostrou segura, pois ndo foi toxica frente a peixe zebra (ZFa) até 96 h de analise

(CLso > 5,0 mg/mL), como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados dos testes de toxicidade aguda do EHRCD frente ao peixe zebra adulto. CN - Grupo controle
negativo: DMSO 3%. C1 - concentracdo 1 (0,005 mg/mL). C2 - concentragdo 2 (0,5 mg/mL). C3 - concentragdo
3 (5,0 mg/mL). CLso-concentragéo letal para matar 50% dos ZFa; IV — intervalo de confianga;

Mortalidade 96h
Amostra CN Cl1 C2 C3 CLso (mg/mL)/ IV
EHRCb 0 0 0 0 >5,0

Fonte: Laboratdrio de Bioprospec¢do de Produtos Naturais e Biotecnologia (LBPNB) - UECE

5.2.3 Avaliagao do efeito ansiolitico-simile

O efeito ansiolitico-simile analisado pelo teste do claro & escuro apresentou
resultado positivo, ndo apresentando variacao em relacao ao efeito do Diazepam, administrado

como controle (Figura 4, pag 32).
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Figura 4: Efeito ansiolitico-simile do EHRCb em ZFa no Teste do Claro & Escuro (0-5min). Naive - animais nao
tratados; Veiculo — DMSO 3% (20 uL; i.p.). DZP — Diazepam (5,0 mg/mL; 20 uL i.p.). Os valores representam a
média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (*p<0,01 ou **p<0,001
vs. Naive ou Veiculo).
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Fonte: Laboratério de Bioprospec¢ao de Produtos Naturais e Biotecnologia (LBPNB) - UECE

Sendo assim, o EHRCDb pode ser considerado uma boa opgao de fitoterapico com
aplicacdo no tratamento da ansiedade, tendo em vista que o uso de medicamentos ansioliticos,
com destaque para os benzodiazepinicos (como o Diazepam, utilizado como controle), ¢
crescente e que o uso prolongado dessa classe de medicamentos pode gerar dependéncia, além

de apresentar inimeros efeitos colaterais como disautonomias, reducdo da atencdo, agitagao

(ALVES, DE FREITAS, MACHADO, 2022).

5.3 Caracterizacio do constituinte CBS-1

O CBS-1, obtido a partir do extrato etanolico (EERCb) foi submetido a sucessivas
lavagens com acetona para sua purificacdo, e apresentou-se como um pé de coloracao branca e
ponto de fusdo 160,2 — 162,2°C.

No espectro de IV, a banda correspondente ao niimero de onda 3288 cm™
apresentou-se alargada e intensa, caracteristico do estiramento O-H, indicando que o sélido
apresenta grupos hidroxila. A banda em 2933 cm™ de ligacdes C-H € correspondente ao
Carbono sp® e as absor¢des em 1091 e 1018 cm™ sdo correspondentes a ligagdes C-O 4lcoois
primarios e secundarios) (Figura 5, pag 33). Essas caracteristicas sugerem que o sélido se trata

de um actcar.
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O espectro de RMN de 'H (500, 05 MHz, D>0), apresentou sinais de deslocamento
on 3,71; 3,83 e 3,90, todos em regido de hidrogénios alifaticos (Figura 6, pag.34). Ja o espectro
de RMN de "*C (125,75 MHz, D,O) (Figura 7, pag. 34), apresentou os seguintes sinais: dc
63,33; 69,40; 70,96.

Figura 5 — Espectro na regido de infravermelho do CBS-1
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Figura 6 - Espectro de RMN 'H (500, 05 MHz, D,0) de CBS-
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Figura 7 - Espectro de RMN '3C (125,75 MHz, D,0) de CBS-1
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Fonte: Autoria propria
A analise dos dados obtidos possibilita identificar o CBS-1 como um composto de
cadeia simples, aberta e polihidroxilado. Para uma caracterizacdo mais precisa, os dados de
RMN de '*C foram comparados com a literatura de Souza (2011) apresentados na Tabela 3(pag.

35), podendo identificd-lo como manitol (Figura 8, pag. 35).
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O manitol trata-se de um alcool de aglicar que apresenta propriedades antioxidantes
e efeitos renoprotetores por meio da reducdo no estresse oxidativo, além de ser utilizado
clinicamente para redug¢do da pressdo intraocular refrataria, oligiria e algumas formas de

insuficiéncia renal aguda (LLORENTE, 2015; SOUSA, 2021).

Tabela 3 — Anélise comparativa de dados de RMN '3C (125,75 MHz, D,0) de CBS-1 com os dados reportados
na literatura para o manitol.

D:0
CBS-1 Literatura (SOUZA,
2011)
C Jc oc
1-1 63,33 63,96
2-2 69,40 70,01
3-3 70,96 71,57

Fonte: Autoria propria.

Figura 8. Estrutura de CBS-1
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6 CONCLUSOES

A atividade antioxidante pdde ser observada tanto no extrato hexanico (EHRCD)
como no extrato etandlico (EERCb). O EHRCb apresentou o melhor Cls entre as amostras
analisadas, igual a 0,1091 mg/mL. Ja nas fracdes F2 e F3, essa atividade pode ter sido alterada
devido a uma provavel sinergia entre os compostos provocando a diminui¢do do potencial
antioxidante quando eles foram separados, ou at¢ mesmo a inibicao dessa atividade, no caso de
FI.

O efeito ansiolitico-simile relacionado a Capraria biflora esta sendo reportado pela
primeira vez na literatura, a partir do EHRCb. Além disso, o EHRCb ndo se mostrou toxico
durante as 96 h de analise em peixe zebra adulto (ZFa).

No extrato hexanico foi notada através da Cromatografia em Camada Delgada a
presenga de varias substancias ndo purificadas, onde ha possivelmente a presenca da biflorina,
uma naftoquinona que apresenta relatos na literatura com atividade anticancerigena.

No extrato etanolico foi possivel caracterizar CBS-1 como manitol, um agucar
simples de cadeia aberta, que apresenta fungdo renoprotetora podendo assim ser usado em
formulagdes ou fabricagdo de fitoterapicos como uma alternativa para tratar disfungdes renais.

O EERCDb ainda precisa ser investigado quanto ao seu efeito ansiolitico.
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