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Avaliacdo da atividade antioxidante e antibacteriana do extrato bruto e
fragcOes das folhas de Tetradenia riparia Hochst. Codd (Lamiaceae)

RESUMO

Desde os primérdios da humanidade as plantas sao utilizadas para o
tratamento de enfermidades devido as suas propriedades terapéuticas, pois
constituem uma fonte de compostos biologicamente ativos com grande
interesse cientifico para as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia.
Hoje, a busca por produtos benéficos ao homem e ao meio ambiente tem
aumentado a pesquisa na area antioxidante e antimicrobiana, devido ao relato
de toxicidade e resisténcia. Desta forma, este trabalho teve o intuito de avaliar
a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato bruto e das fracoes de
Tetradenia riparia. A acao antioxidante foi avaliada pelos métodos sequestro do
DPPH(2,2-difenil-1-picril-hidrazila),sistema (-caroteno/ acido linoleico, método
de reducéo do ferro (FRAP) e potencial antioxidante reativo total (TRAP). O
fracionamento cromatografico em coluna proporcionou a obtencdo de 10
fracOes, que destas a fracdo obtida a partir da eluicdo com acetato de etila:
metanol (8:2)(FR-I1X) apresentou resultados promissores quanto ao potencial
antioxidante com 181,67 pug de acido galico mg, Clso de 0,61 ug mLt, 55,61%
de protecgéo, 4,59 uM sulfato ferroso mg™ e 4,15 uM de trolox em 62,5 pug mL,
respectivamente. Por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) na FR-IX foram
detectadas a presenca da astragalina, luteolina e boronolida.A acéo
antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo (MIC) com a
determinacdoda concentracao inibitoriaminima (CIM), as fracdes obtidas pelas
fases moveisdiclorometano: hexano 7:3 e 8:2 (FR-Il); diclorometano: hexano
9:1 e diclorometano 100% (FR-IIl) apresentaram potencial antibacteriano sobre
a cepa ATCC 29213Staphylococcus aureus com CIM de 1,95 e 0,98 pug mL™,
respectivamente. Deste modo, o fracionamento cromatografico foi de suma
importancia para detectar a presenca de fracbes com atividade antioxidante e
antibacteriana superior ao extrato bruto de mirra.

Palavras-chave: plantas medicinais, antioxidante, antimicrobiana.



Evaluation of the antioxidant and antibacterial activity of the crude extract
and fractions of the leaves of Tetradenia riparia Hochst. Codd (Lamiaceae)

ABSTRACT

Since human being earliest days, plants is used to diseases treatment due their
therapeutic properties, once they are a source of biologically active compounds
with great scientific interest for pharmaceutical, cosmetic and food industries.
Nowadays, the pursuit for beneficial products to human and to environment has
increased the research on antioxidant and antimicrobial areas due to the toxicity
and resistance reports. This work aimed to evaluate antioxidant and
antimicrobial activities of crude extract and fractions of Tetradenia riparia.
Antioxidant action was evaluated through the DPPH scavenging (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl), B-Carotene/ linoleic acid assay, ferric reducing (FRAP) and
total reactive antioxidant potential (TRAP). Column chromatographic
fractionation provided 10m fractions, where among them the fraction gotten by
the elution with ethyl acetate: methanol (8:2) (FR-IX) present promising results
in relation to its antioxidant potential with 181,67 pg of gallic acid mg, Clso of
0,61 pug mL1, 55,61% of protection, 4,59 uM ferrous sulfate mg* and 4,15 uM of
trolox in 62,5 ug mL, respectively. By nuclear magnetic resonance (NMR) in
the FR-IX was detected the presence of astragalin, luteolon and boronolide.
Antimicrobial activity was evaluated by broth microdilution method with the
determination of the minimum inhibitory concentration (MIC), fraction obtained
by dichloromethane mobile phases: hexane 7:3 and 8:2 (FR-Il);
dichloromethane: hexane 9:1 and dichloromethane 100% (FR-IIl) presented an
antibacterial potential on ATCC 29213 Staphylococcus aureus strains with MIC
of 1,95 and 0,98 pug mL™, respectively. In this way, chromatographic fractioning
was utmost important to detect the presence of fractions with superior
antioxidant and antibacterial activities to the myrrh crude extract.

Keywords: Medicinal plants, antioxidante, antimicrobial
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1. INTRODUCAO

Durante séculos as plantas foram utilizadas na medicina popular para o
tratamento de uma variedade de enfermidades, pois elas sao fontes naturais de
compostos biologicamente ativos, aumentando o interesse cientifico no estudo
fitoquimico de diferentes espécies vegetais (VEIGA JUNIOR et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2006; BAKKALI et al., 2008).

Existe uma crescente demanda na busca por compostos que tenham
propriedades terapéuticas na area de produtos antioxidantes tanto para o
lancamento de novos produtos quanto para substituir os antioxidantes
sintéticos utilizados comercialmente. Como também na area de antibacterianos
devido ao surgimento de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos
convencionais ocasionando um enorme problema em nivel de saude publica
em paises desenvolvidos e que estdo em desenvolvimento. Com isso 0s
produtos naturais tornaram-se alvo de pesquisas por compostos que tenham
maior eficacia, menor toxicidade a saude e menor impacto ambiental (MELO et
al., 2006; SANTOS e NOVALES, 2012).

A Tetradenia riparia (Hochst) Cood popularmente conhecida como mirra,
é um arbusto da familia Lamiaceae tradicional da regido da Africa Central,
plantada ao redor das casas para afastar o mosquito Anopheles vetor da
malaria e é muito empregada na medicina popular. No Brasil essa espécie foi
introduzida como planta ornamental exoética sendo cultivada em parques,
jardins residenciais e hortos (ZELNIK et al.,, 1978; MARTINS, MARTINS,
CAVALHEIRO, 2008; GAIROLA et al., 2009). Na medicina tradicional da Africa
suas folhas séo utilizadas no tratamento de doencas como malaria, angina,
doenca tropical de pele, gastroenterites, gonorreia, diarreia, abcessos
dentéarios, dores de cabeca, bronquite, tosse, Ulceras, esterilidade feminina,
doencas renais, febres e outras (VAN PUYVELDE et al, 1981; VAN
PUYVELDE et al., 1986; GAZIM et al, 2014).

Estudos com informacBes quanto a composicdo fitoquimica e a
avaliacdo das atividades biologicas do extrato de T. riparia, ainda sé&o
escassos, mas de suma importancia no meio cientifico e tecnoldgico, tornando-

Se necessaria sua investigacao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliacao das atividades antioxidante e antibacteriana do extrato bruto e
fracOes obtidas das folhas de Tetradenia riparia.

2.2 Objetivos especificos

Preparacao do extrato hidro alcodlico das folhas de T. riparia.
Obtencéo das fracbes por Cromatografia em Coluna Classica.

Avaliacdo do potencial antioxidante e atividade antibacteriana do extrato

e das fracoes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), planta
medicinal é todo ou qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos, diretamente na
producdo de extratos, pomadas, xaropes e compressas, como indiretamente,
no fornecimento de precursores de farmacos sintéticos e semi-sintéticos
(DAJOZ, 2005; VIEGAS-JUNIOR et al, 2005; LAMEIRA e PINTO, 2008,
KALLUF, 2008).

Muitas vezes, algumas plantas medicinais sdo consumidas sem
comprovacao cientifica de propriedades farmacoldgicas, assim tornando-se
importante problema de saude devido a ndo comprovacdo de sua eficacia e
efeitos adversos (CARVALHO et al., 2012).

O Brasil € um dos paises com maiores perspectivas para exploracao
econdbmica da biodiversidade com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, em funcdo do nimero expressivo de espécies nativas, das condi¢cdes
climaticas favoraveis e do grande potencial hidrico (SIMOES et al., 2007;
GUILHERMINO, QUENTAL e BOMTEMPO, 2012).

Houve um grande crescimento no interesse mundial em medicamentos
fitoterapicos, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento.
As empresas farmacéuticas vém acompanhando o crescimento do mercado,
estimulando o aparecimento de estudos farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos
de bem-controlados e randomizados para comprovar a seguranca e eficacia
(CALIXTO, 2000).

Pesquisas de caracterizacdo e quantificacdo de compostos bioativos
auxiliam tanto no fortalecimento da fitoterapia popular, quanto a farmacologia
moderna (TAIZ e ZEIGER, 2009). Assim, colabora¢bes multidisciplinares e
internacionais se fazem necessarias na exploracao de produtos naturais, como
fonte para o desenvolvimento de farmacos (SIMOES et al., 2007).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns

de seus constituintes, tais como flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos,
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lignanas, cumarinas, saponinas e outras classes de metabdlitos secundarios,
tem sido objeto de incessantes estudos, onde foram comprovadas suas acgoes
farmacoldgicas (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

3.2 METABOLISMO SECUNDARIO

O metabolismo € o0 conjunto de reacgdes quimicas que ocorrem
continuamente em cada célula, sendo direcionadas por enzimas especificas.
Os compostos produzidos, degradados ou transformados por essas reacdes
sdo denominados metabolitos e as reacfes enzimaticas sdo designadas como
anabdlicas, catabolicas ou biotransformacao, respectivamente (SIMOES et al.,
2007).

As plantas produzem uma grande variedade de compostos quimicos
vegetais que sdo classificados em dois grupos: os chamados metabdlitos
primarios ou essenciais que sao ligados diretamente ao crescimento e
desenvolvimento do vegetal como processos anabdlicos (biossintese de
proteinas, DNA, RNA, carboidratos e lipideos) e processos -catabdlicos
(degradacdo de macromoléculas) e apresentam distribuicdo em todos os
grupos vegetais, e 0os chamados metabdlitos secundarios ou especiais, que
atuam na defesa contra herbivoros e micro-organismos, e na atracdo de
polinizadores ou dispersores de sementes (SIMOES et al., 2007; TAIZ e
ZEIGER, 2009). Alguns fatores externos (Figura 1), podem alterar a producéo
de metabdlitos secundarios como sazonalidade, ritmo circadiano e
desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, protecdo contra raios
ultravioleta (UV), nutrientes (macronutrientes e micronutrientes), altitude e
poluicdo atmosférica (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).
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Figural: Fatores que influenciam a composi¢do quimica dos metabolitos secundéarios das plantas. Fonte:

Goggo-Neto e Lopes, 2007.

Do ponto de vista quimico, os produtos do metabolismo secundéario sao
originados a partir do metabolismo da glicose por duas rotas metabdlicas
principais a do acido chiquimico e a do acetato. O acido chiquimico origina 0s
aminoacidos aromaticos, precursores de parte dos alcaloides, taninos
hidrolisaveis, ligninas, lignanas e cumarinas. O acetato origina precursores
responsaveis pela origem dos terpenos, dentre eles os Oleos essenciais e
outras classes de alcaloides. Antraquinonas, os flavonoides e taninos
condensados séo originados por ambas as vias (ROBBERS, SPEEDIE,
TYLER, 1997; SIMOES et al., 2007; TAIZ e ZEIGER, 2009).

Alguns compostos do metabolismo secundario apresentam propriedades
farmacoldgicas descritas na literatura, entre eles estdo os alcaloides,
flavonoides, taninos efenilpropenos e terpenos (6leo essencial) que
frequentemente apresentam acdes biolégicas como, por exemplo, calmante,
cicatrizante, antimicrobiana, antiespasmaédica, adstringentes, expectorante,
vasodilatador, anti-inflamatdria, sedativa, estimulante, anestésica, analgésica,
alucinégena, podendo alguns ser cancerigenos, e outros, antitumorais
(LORENZI e MATOS, 2008).



22

3.3 FAMILIA LAMIACEAE

A familia Lamiaceae (Labiatae) pertence a ordem Tubiflora e Lamiales,
inclui cerca de 300 géneros e 7500 espécies que sdo nativas principalmente do
Mediterraneo, da Australia, do sudoeste da Asia e da Africa do Sul. No Brasil
ha ocorréncia de 28 géneros e cerca de 350 espécies. Geralmente séo plantas
herbaceas ou arbustivas e comumente arométicas. A maioria das espécies €
conhecida pelo seu uso condimentar, e muitas delas possuem atividades
bioldgicas relatadas na literatura (LORENZI e SOUZA, 2008).

A maioria das espécies dessa familia possui folhas opostas ou
alternadas, em geral com odor intenso. As flores sédo vistosas, pequenas ou
grandes, bissexuadas e zigomorfas, a inflorescéncia quase sempre axilar e o
fruto geralmente baga ou esquizocarpo (JOLY, 2002; LORENZI e SOUZA,
2008).

Dentre os géneros cultivados no Brasil, algumas espécies se destacam
na medicina popular, na culinaria, como condimento, e como plantas
ornamentais, entre eles Hyptis suaveolens L. (alfavacédo), H. mutabilis e H.
atrorubens; Lavandula angustifolia Mill (alfazema); Leonotis nepetaefolia L.
(cordao-do-frade); Leonurus sibiricus L. (macaé), L. cardiaca e L. sibiricus;
Leucas martinicensis (Jacq.) R. Br.(catinga-de-mulata); Marrubim vulgare L.
(hortela-grande); Melissa officinalis L. (cidreira); Mentha avensis (hortela-do-
Brasil), M. piperita L. (horteld) e M. pulegium L. (poejo); Ocimum basilicum L.
(manjericédo), O. selloi Benth. EO. vulgare L. (orégano); Rosmarinus officinalis
L. (alecrim); Salvia officinalis L. (salvia) (JOLY, 2002; LORENZI e MATOS,
2008).

Dentre os géneros pertencentes a familia Lamiaceae estd o género
Tetradenia que foi descrito primeiramente por Benthan em 1830, quando
localizou a espécie T. fruticosa no planalto central da ilha de Madagascar, na
Africa. Foi descrito por Codd. (1983), sete espécies do género Iboza N.E.Br. na
Africa continental entre elas a T. Barberae (Africa do Sul), T. brevispicata
(Botsuana, no sudoeste do Zimbabue e partes vizinhas da Africa do Sul) e T.
riparia (Africa do Sul, Etidpia, Angola e Namibia). Atualmente s&o reconhecidas

cinquenta e nove espécies. Com relacdo ao habitat, preferem locais rochosos,
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entretanto a T. riparia prefere locais Umidos e altitudes mais baixas
(PHILLIPSON e STEYN, 2008).

3.4 Tetradenia riparia (Hochst.) Codd

A Tetradenia riparia Hochsteter Codd (Figura 2a), pertencente a familia
Laminaceae, tem como sinonimias Iboza riparia N. E. Br., Moschosma riparium
N. E. Br., Iboza bainesii N. E. Br., Iboza galpinii N. E. Br.(VAN PUYVELDE et
al., 1986; VAN PUYVELDE et al., 1987a; WEAVER et al., 1994; CAMPBELL et
al, 1996).

E um arbusto com alcance médio de 1,20 a 1,60 metros de altura, com
folhas largo-ovaladas, denteadas e espessas. Sua textura € facilmente
identificada ao toque e possui odor caracteristico pela presenca de 6leo

essencial em suas folhas (Figura 2b), (LORENZI e SOUZA, 2008).

Figura 2a. Exemplar de T. riparia. Figura 2b. Folhas de T. riparia.

Na Africa Central, é popularmente conhecida como umuravumba e na
Africa do Sul, ao norte da Namibia, Angola, Botswana e ao leste da Africa
tropical com nome indigena de Iboza, que é derivado da palavra Zulu referindo-
se as folhas de aroméaticas (COOPOOSAMY e NAIDOO, 2011).

A espécie, na Africa, € cultivada ao redor das casas para repelir os
mosquitos vetores de doencas, sendo utilizada popularmente como infusdo ou
decoccéo aquosa das folhas para gripes e resfriados, esterilidade feminina,
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bronquite, abcessos dentarios, problemas de estdmago, doencas renais,
flatuléncia, Ulceras na boca, diarreia e febre (especialmente malaria) é usado
externamente, como inalacéo, para dores de cabeca (VAN PUYVELDE etal.,
1981; VAN PUYVELDE et al., 1986; CAMPBELLet al., 1997; COOPOOSAMY e
NAIDOO, 2011).

No Brasil, essa espécie foi introduzida como planta ornamental exotica
cultivada em parques, jardins residenciais e hortos, conhecida popularmente
como incenso, lavandula, limonete, pluma-de-névoa e falsa-mirra (ZELNIK et
al.,1978; MARTINS, MARTINS, CAVALHEIRO, 2008).

Por ser muito utilizada pelos médicos tradicionais na Africa no
tratamento de doencas, surgiu a necessidade de testar as propriedades
curativas da planta, assim como a presenca de metabdlitos secundarios com
acao terapéutica comprovada, que venham a explicar tais propriedades
associadas a planta (HARBONE, 1988; EDEOGA, OKWU, MBAEBIE et al.,
2005; MDLOLO, SHANDU, OYEDEJI,2008).

Algumas substancias foram isoladas do extrato das folhas de T. riparia
(Figura 3), como os diterpendides ibozol (I), 7-a-hidroxiroileanona (Il) (ZELNIK
et al., 1978), 8 (14), 15-sandaracopimaradieno-7a, 18-diol (V)(DE KIMPE et al.,
1982), 8 (14), 15-sandaracopimaradieno-2a, 18-diol (VAN PUYVELDE et al.,
1987a); as a-pironas umuravumbolida (Ill), diacetilboronolida (IV) (VAN
PUYVELDE et al.,, 1979), 1’,2’-diacetilboronolida (VAN PUYVELDE et al.,
1981), tetranolida (VAN PUYVELDE e DE KIMPE., 1998) e os esterois
sitosterol, stigmasterol e campesterol (ZELNIK et al., 1978; VAN PUYVELDE et
al., 1986).
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Ibozol (1) 7-a-hidroxileanona (I1)
@)
O
@) OR
H
OH R=AcouH
diacetilboronolide (1V) Umuravumbolide (IIl)

8 (14), 15-sandaracopimaradieno - 7a, 18-diol (V)

Figura 3: Férmulas estruturais dos compostos isolados do extrato das folhas de T. riparia

Estudos relatam atividades bioldgicas dos extratos e compostos isolados
das folhas de T. riparia como: antiespasmddica, antifingica, antibacteriana,
anti-helmintica, anti-inflamatoria, antiviral, anticolinesterasica, antioxidante,

antimicobacteriana e antidiarreia, descritos na Tabela 1.



Tabela 1-Estudos farmacoldgicos da T. riparia.
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Tipo de extrato

Atividades testadas

Referéncias

Aquoso, acetato de etila e

etandlico

Antiespasmadica, antifungica (Candida
albicans), antibacteriana
(Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia  coli), anti-
helmintica (Caenorhabditi selegans),

anti-inflamatéria.

OKEM, FINNIE,
VANSTADEN, 2012.

Etandlico

Antibacteriana (Escherichia coli,
Candida albicans, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Microsporum canis, Thichophyton
menthagrophites) e antiviral

(poliomielite, herpes, coxsakie)

VLIETINCK et al,
1995.

Aquoso

Antimicrobiana (Bacilus cereus, Serratia
liquefactions, Serratia  marcescens,
Salmonella thipy, Escherichia coli,
Proteus wvulgaris e Staphylococcus
epidermidis).

NGULE et al., 2014.

Metanoélico

Anticolinesterasica e antioxidante
(DPPH e sistema [-caroteno/acido

linoleico)

AMOO et al., 2012.

Etandlico e composto
isolado 8 (14),15-
sandaracopimaradieno- 7q,
18-diol

Antimicobacteriana (Micobacterium
tuberculosis).

VAN PUYVELDE et
al., 1987a.

Composto 8 (14), 15-
sandaracopimaradieno -
7a, 18-diol

Antiespasmadica.

VAN PUYVELDE et
al., 1987b.

Etandlico Antiparasitaria (Ascaris suun). WASSWA e OLILA,
2006.

Metandlico Antidiarreica  (Salmonella thipy e NGULE e NDIKU,
Escherichia coli). 2014.

Etandlico Antimicobacteriana (Mycobacterium VAN PUYVELDE,

simiae e M. tuberculosis)

NTAWUKILIYAYO,
PORTALES, 1994
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3.5 ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sdo atomos ou grupos de &tomos que possuem um
elétron livre ou desemparelhado se tornando espécies muito reativas, pois
necessitam captar elétrons de outras moléculas a fim de buscar equilibrio
eletroquimico, na chamada reacéo de oxidac&o. Por sua vez, as moléculas que
perdem elétrons tornam-se instaveis e reativas, e acabam por buscar equilibrio
captando elétrons de outras moléculas em efeito cascata (AVELLO e
SUWALSKY, 2006; SOUSA et al., 2007).

As reacOes de oxidacdo sado controladas por antioxidantes que sao
substancias que em baixas concentracdes, comparadas ao substrato oxidavel,
retardam ou inibem a oxidacdo do substrato, podendo ser enziméticos ou ndo
enzimaticos. Nas reacfes de neutralizacdo os radicais livres se tornam nao
reativos, formando produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro
antioxidante (SOUSA et al., 2007; MORAES et al., 2009).

Os radicais livres possuem diferentes papéis no organismo e encontram-
se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias biologicas importantes.
Entretanto, seu excesso apresenta efeitos deletérios, como danos ao DNA,
proteinas e organelas celulares, como mitocondrias e membranas, provocando
alteracbes na estrutura e funcdes celulares e, por isso, se encontram
envolvidos em diversas patologias como o0 envelhecimento e doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento, como céancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfun¢des cerebrais
(RAMALHO e JORGE, 2006; ALVES et al., 2010).

A presenca de radicais livres além de ocasionar problemas a saude,
também afeta o setor industrial, pois causam alteracdes nos produtos (ALVES
et al., 2010).

Devido a tendéncia da utilizagdo de ingredientes naturais nos alimentos,
ha um crescente aumento nos estudos, visando a descoberta de produtos
naturais, a fim de encontrar substancias com maior eficacia e menor toxicidade
a saude (DEMO et al., 1998). Os compostos fendélicos encontrados nas plantas

sao considerados compostos com um grande potencial antioxidante e tém sido



28

estudados devido a sua atuacdo na inibicdo da peroxidacdo lipidica e da
lipooxigenase in vitro (SOARES, 2002).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade
antioxidante in vitro, importante ferramenta que auxilia na busca por
substancias bioativas potencialmente interessantes, bem como na selecao de
matéria-prima para o estudo. A escolha do método €& importante para
comprovar a presenca de compostos antioxidantes que previnam o ataque de
radicais livres, portanto, testes preliminares devem ser realizados a fim de
adequar o ensaio a ser adotado de forma segura e precisa (SANCHEZ-
MORENO, LARRAURI, SAURA-CALIXTO, 1998; ALVES et al., 2010).

Algumas das metodologias mais utilizadas para determinar a capacidade
antioxidante ocorrem por remocao de um radical peroxil (ORAC- capacidade de
absorcdo do radical oxigénio e TRAP — potencial antioxidante reativo total);
capacidade de reducdo de metal (FRAP- capacidade antioxidante por reducéo
do ferro; CUPRAC - capacidade antioxidante por reducdo do cobre);
capacidade de remocao de radical organico (ABTS — 2,2’-azino-bis (acido-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico); sequestro do radical DPPH); o método da co-
oxidagao do [-caroteno/acido linoléico (SANCHEZ-MORENO, LARRAURI,
SAURA-CALIXTO, 1998; ALVES et al., 2010).

A espectroscopia por fluorescéncia € uma das técnicas que tem sido
abundantemente utilizada para medir o poder antioxidante de compostos
naturais, pois combina alta sensibilidade, especificidade e precisao, originando
algumas metodologias como o ORAC e o TRAP. O TRAP foi descrito
primeiramente por Wayner, (1985) onde é medida a quimioluminescéncia do
luminol induzida pela presenca de um azoiniciador como o 2,2’-azo-bis (2-
amidinopropano) conhecido como ABAP, que sofre decomposigao térmica em
uma velocidade controlada produzindo radicais peroxila. Quando ha a presenca
de um antioxidante na reacdo ocorre a perda da quimioluminescéncia que é
medida em lumindmetro (A 545 nm) por um periodo de 15-30 minutos. A
capacidade antioxidante €& expressa em equivalentes de uM/ g ou mg de
amostra a partir de uma curva padrao de trolox e de um gréafico da diminuicéo
da fluorescéncia da amostra em fungdo do tempo (REPETTO et al., 1996;

ALVES et al., 2010).
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No método ORAC, o radical peroxila gerado a partir da reacédo do AAPH
dicloreto de 2,2’-azobis (2-amidinopropano) com oxigénio atmosférico reage
com um indicador fluorescente, formando um produto que ndo emite
fluorescéncia podendo ser medido por espectrofluorimetria em comprimento de
onda de 575-578 nm. Atualmente, utiliza-se como indicador a fluoresceina ou
diclorofluoresceina sendo estes mais estaveis e nao interagem com O0s
antioxidantes. Porém, com a presenc¢a de um antioxidante o indicador ndo é
oxidado pelo radical livre, ndo ocasionando a perda da fluorescéncia. A
atividade antioxidante de uma substancia é determinada, através de uma curva
da intensidade da fluorescéncia em funcdo do tempo e usando uma curva
padrao de trolox. Os resultados s&o expressos em equivalentes de uM de trolox
(ALVES et al., 2010).

Alguns métodos eletroquimicos sdo baseados na capacidade de
reducdo de metais, como € o caso da técnica FRAP, descrita por Pulido, Bravo,
Saura-Calixto (2000), onde é medido o poder antioxidante de uma amostra pela
sua capacidade em reduzir o Fe®* em Fe®" (Figura 4). A reacéo ocorre pela
formacdo de um complexo do Fe** com o TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazina)
formando um sal férrico o ferritripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) em meio acido (pH
3,6), com a presenca de um agente antioxidante, que reduz o (Fe**-TPTZ) a
ferroso- tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ), que possui intensa coloracdo azul, que
pode ser medida em espectrofotometro em 593 nm. Uma das limitacGes da
técnica é que nem todo antioxidante tem a capacidade em reduzir Fe**, como
também pode haver compostos que ndo sao antioxidantes que tem a
capacidade de reduzir metais (PULIDO et al, 2000; VASCONCELOS et al.,
2007).

) LN.-.L 'TI'N"T"‘ “N” ) S ..,,l,..N;] AN
N/ N. + antioxidante AN N
[ Feiil) T - | @ ]

NT L' N o ° N“N \N“' l

I ® L} i B S
Fe()(TPTZ),1>* [Fe()(TPTZ)y)?*

Figura 4: Reacéo de reducado do Fe®* em Fe® pela acdo de um antioxidante. Fonte: HUANG; OU; PRIOR (2005).
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O sistema B-caroteno/acido linoléico, originalmente descrito por Marco
(1968), avalia a capacidade de uma amostra proteger o B-caroteno da oxidacéo
que é causada pelos radicais livres formados pela peroxidacdo do &cido
linoleico. O B-caroteno tem coloracdo alaranjada, porém quando sofre oxidacao
ocasiona a descoloracdo que € medida espectrofotometricamente em 470 nm,
medida em intervalos de 15 em 15 minutos, por um tempo de 2 horas. E um
teste simples e sensivel que permite avaliar a atividade antioxidante (AA) de
amostras termossensiveis sendo muito empregado para compostos oriundos
de extratos vegetais, frutas e bebidas (VASCONCELOS et al., 2007; ALVES et
al., 2010).

O meétodo do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi descrito
primeiramente por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e modificado por
Sanchez-Moreno et al. (1998). Este método € baseado na capacidade de um
antioxidante de sequestrar o radical livre DPPH, que possui coloragéo violeta
intensa caracterizado com absor¢do em 515 nm, reduzindo-o a hidrazina
(Figura 5). Com a presenca da hidrazina ocorre a mudanca da cor violeta para
amarelo palido. Os resultados sdo expressos em ECsy que determinam a
quantidade necessaria do antioxidante para reduzir 50% da quantidade inicial
de DPPH e por porcentagem da atividade antioxidante (AA).
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& BHT Oy

Radical DPPH DPPH reduzido

(violeta) (amarelo)

Figura 5: Reacdo quimica entre DPPH com o antioxidante (BHT). Fonte: Adaptado (OLIVEIRA, VALENTIM,
GOULART, 2009).

Dentre estes métodos, ABTS, FRAP, DPPH e ORAC séao alguns dos
mais usados atualmente pela simples execucéo e confiabilidade dos resultados
(PEREZ-JIMENEZ e SAURA CALIXTO, 2006).

3.6 ANTIMICROBIANOS
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A pesquisa por novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido
ao surgimento de micro-organismos resistentes e de infec¢cdes oportunistas
fatais, associadas doencgas imunossupressoras como a AIDS, tratamentos
invasivos como a quimioterapia antineoplasica e transplantes de 6rgdos onde
0S pacientes apresentam quadro de alteracdo no sistema imunoldgico
(OSTROSKY et al., 2007).

Um dos fatores que sédo considerados importantes no desenvolvimento
dessas cepas resistentes a drogas €& que muitos antibioticos sao
bacteriostaticos (inibem o crescimento) em vez de bactericidas (BLACK, 2002).
Ha dois tipos de resisténcia bacteriana, a natural, representada por grupos
bacterianos que ndo sdo sensiveis a determinados antibidticos como, por
exemplo, resisténcia a polimixina apresentada pela Stenotrophomonas
maltophilia, ou adquirida, também chamada de secundaria, que ocorre pelo
desenvolvimento de mecanismos de defesa, seja exposta a um agente indutor
(mutacdo) ou na aquisicdo de genes de resisténcia (AMATO NETO et al.,
2000).

O estudo de agentes antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo
importante em varios setores industriais como o farmacéutico, cosmético e
alimenticio. Atualmente, vém crescendo o nimero de estudos sobre o uso de
produtos naturais, seja em forma de extratos, 6leos essenciais e compostos
isolados, como alternativa de controlar a presenca de bactérias patogénicas.
Tendo em vista a imensa biodiversidade do Brasil ha a possibilidade da
descoberta de novos agentes com atividade antimicrobiana (OSTROSKY et al.,
2007; VALERIANO, 2012).

A forma de avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais é
através da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) que determina a menor
quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do micro-

organismo utilizado para o respectivo teste (PINTO et al., 2003).

Diversas técnicas sdo utilizadas para definir se o extrato de uma planta
possui atividade antimicrobiana. As metodologias padronizadas sao
recomendadas pelo manual da CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute) e os métodos mais comumente usados para avaliar o potencial
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antimicrobiano séo os de difusdo em agar e o de diluicdo em caldo. (ALVES et
al., 2008).

7

O método de difusdo em agar é um método fisico, onde o micro-
organismo e a substancia teste sdo adicionados em um meio de cultura sélido
relacionando o halo de inibicdo, se limita a micro-organismos de crescimento
rapido sendo eles aerdbios ou aerbbios facultativos. A avaliacdo é comparativa
frente a um padréo biolégico de referéncia (controle positivo) e a zona ou o
halo de inibicdo de crescimento é medida em milimetros (mm) partindo-se da
circunferéncia do disco, até a margem onde ha crescimento de micro-
organismos. A dimensao do halo classifica como: sensiveis a substancia teste,
moderadamente sensiveis e resistentes quando nao inibe o crescimento do
micro-organismo. O teste ndo fornece um resultado quantitativo, mas sim
qualitativo (KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al., 2003; OSTROSKY et
al., 2007).

No método de diluicdo em caldo o micro-organismo é adicionado com a
substancia em teste em um meio de cultura liquido. Também é utilizado um
padrdo biol6gico de referéncia. O crescimento microbiano € detectado pela
turbidez ou com a ajuda de reveladores quimicos, sendo um teste que fornece
resultados quantitativos (PINTO et al., 2003; OSTROSKY et al., 2007). Divide-
se em duas metodologias: a macrodiluicdo, técnica pouco utilizada, onde se
utilizam tubos de ensaio de 1 a 10 mL. Por ser um teste que exige um volume
maior tem como desvantagens a quantidade de reagentes utilizada, o espaco
necessario para o armazenamento dos tubos, a possibilidade da ocorréncia de
erros durante a preparacdo das concentracdes antimicrobianas e,
principalmente, o trabalho manual dispendioso na preparacdo do teste
(OSTROSKY et al., 2007; ALVES et al., 2008).

A microdiluicdo (Figura 6) corresponde a miniaturizacdo da técnica de
macrodiluicdo, onde se utilizam microplacas de 96 e 80 pocos de fundo
redondo ou chato, para permitir melhor visualizacdo do crescimento bacteriano,
com volume de 100-200 yL. Tem como vantagens a economia de espaco e de

reagentes, a reprodutibilidade dos resultados devido a possibilidade de

preparacdo de grande quantidade de placas a partir da mesma seérie de
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diluicdes de antimicrobianos; a geracdo de um resultado quantitativo (CIM), a
conveniéncia de poder utlizar placas pré-fabricadas e sistemas
computadorizados e como desvantagem o custo das placas utilizadas
(OSTROSKY et al., 2007; ALVES et al., 2008).

Figura 6: Foto da microplaca utilizada no teste de microdiluigdo em caldo. Fonte: A Autora.

Alguns fatores interferem nos resultados da atividade antimicrobiana,
tais como, o tipo de meio de cultura, pH, disponibilidade de oxigénio, in6culo,
condi¢bes de incubacéo, entre outros. A escolha do método a ser utilizado é
importante e depende do tipo e quantidade de amostra utilizada,
disponibilidade de equipamentos e pessoal, entre outras. Entretanto o método
de diluicdo em agar por microdiluicdo é o mais utilizado, devido a simplicidade
de execucao e baixo custo (OSTROSKY et al., 2007; ALVES et al., 2008).
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Avaliagdo da atividade antioxidante e antibacteriana do extrato bruto e fracoes

das folhas de Tetradenia riparia Hochst. Codd (Lamiaceae)

RESUMO

Tetradenia riparia (Hochst) Cood é membro da familia Lamiaceae, nativa da Africa Central,
popularmente conhecida como mirra, onde é comumente utilizada no tratamento de diversas
enfermidades. O extrato etanolico (extrato bruto) das folhas de Tetradenia riparia foi submetido ao
fracionamento cromatografico em coluna. Tanto no extrato bruto, quanto nas fracbes foram
mensuradas as quantidades de fendis totais e a acdo antioxidante pelos métodos de sequestro do
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), sistema B-caroteno/ acido linoleico, método de reducdo do
ferro (FRAP) e potencial antioxidante reativo total (TRAP). A fracdo obtida a partir da eluicdo com
acetato de etila: metanol (8:2) (FR-1X) apresentou resultados promissores quanto ao potencial
antioxidante com 181,67 g de acido galico mg™, Cls de 0,61 pg mL™, 55,61% de protecéo, 4,59
UM sulfato ferroso mg™ e 4,15 uM de trolox em 62,5 ug mL™, respectivamente. O extrato e as
fracdes foram caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e na FR-1X foram
detectadas a presenca da astragalina, luteolina e boronolida. A atividade antibacteriana pelo método
de microdiluicdo em caldo (MIC) foi determinada pela concentracdo inibitoria minima (CIM). As
fracOes obtidas pelas fases moveis diclorometano: hexano 7:3 e 8:2 (FR-11); diclorometano: hexano
9:1 e diclorometano 100% (FR-I1I) apresentaram potencial antibacteriano sobre a cepa ATCC

29213 Sthaphylococcus aureus com CIM de 1,95 e 0,98 pg mL™, respectivamente.

Palavras-chave: Tetradenia riparia, fracionamento, antioxidante, antibacteriana.
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ABSTRACT

Tetradenia riparia (Hochst) Cood is from Lamiaceae family, native from Central Africa, and is
popularly known as myrrh, where is commonly used in the treatment of several diseases. Ethanolic
extract (crude extract) from Tetradenia riparia leaves was submitted to the fractioning in
chromatographic column. Crude extract as well the fractions was measured the amount of total
phenol and antioxidant actions by DPPH scavenge method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), -
Carotene/ linoleic acid assay, ferric reducing (FRAP) and total reactive antioxidant potential
(TRAP). The fraction obtained through the elution with ethyl acetate: methanol (8:2) (FR-1X)
present promising results in relation to its antioxidant potential with 181,67 pg of gallic acid mg™,
Clso in 62,5 pg mL™, respectively. The extract and fractions characterizes by nuclear magnetic
resonance (NMR) and in FR- IX were detected the presence of astragalin, luteolon and boronolide.
Antimicrobial activity was evaluated by broth microdilution method with the determination of the
minimum inhibitory concentration (MIC). Fraction obtained by dichloromethane mobile phases:
hexane 7:3 and 8:2 (FR-II); dichloromethane: hexane 9: 1 and dichloromethane 100% (FR-III)
presented an antibacterial potential on ATCC 29213 Sthaphylococcus aureus strains with MIC 1,95

and 0,98 pug mL™, respectively.

Keywords: Tetradenia riparia, fractioning, antioxidante, antibacterial.
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Introducgéo

Dentre as propriedades terapéuticas de suma importancia no meio cientifico estdo a agdo

antioxidante e antimicrobiana. Os radicais livres sdo espécies reativas de oxigénio (EROs), tais
como radical hidroxila (*OH), anion radical super6xido (O,¢) e o radical hidroperoxila (ROO®),

causam danos ao DNA ou podem oxidar lipidios e proteinas, estdo associados ao envelhecimento e
algumas doencas como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e
disfuncdes cerebrais, ndo somente acarretando problemas a satde, como também na conservacao de
produtos industrializados, pois sdo responsaveis pelas alteracdes das caracteristicas organolépticas
como cor e odor em produtos farmacéuticos e cosméticos, e sabor nos alimentos, acarretando

também na perda da qualidade nutricional (Ramalho e Jorge, 2006; Alves et al., 2010).

O surgimento de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos convencionais tém
aumentado drasticamente nos ultimos anos ocasionando um enorme problema a saude publica em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Além de dificultarem o tratamento de infecgdes, a
contaminacdo de alimentos por micro-organismos patogénicos, como é o caso da Escherichia coli e
Salmonella thyphimurium, geram a preocupacdo em criar estratégias que permitam o controle e que
venham garantir a qualidade e a seguranca dos produtos de consumo no mercado (Shinohara et al.,

2008; Santos e Novales, 2012).

Os extratos vegetais contém inimeros constituintes quimicos que podem apresentar efeitos
sinérgicos entre 0s seus principios ativos (Maciel et al., 2002; Simfes e Spitzer, 2007). Os
processos de fracionamento de extratos tém a finalidade de obter uma fragdo e posteriormente o
isolamento do composto de interesse com atividade farmacologica estudada (Maciel et al., 2002;
Brand&o et al., 2010). As técnicas cromatograficas sdo comumente empregadas no fracionamento
de extratos, visando o isolamento e a elucidacdo estrutural dos principios ativos, permitindo
predizer se o principal componente quimico responsavel pela atividade biologica foi realmente

determinado (Filho e Yunes, 1998). Nesse sentido, a familia Lamiaceae possui espécies com acoes

44



farmacoldgicas comprovadas, entre elas a Tetradenia riparia (Hochst) Cood que é um tipo de
arbusto nativo da regido da Africa Central, conhecido popularmente como mirra, umuravumba,
incenso, limonete e falsa-mirra (Martins et al., 2008; Gairola et al., 2009). E uma planta empregada
na medicina popular no tratamento de doengas como malaria, angina, dores de cabeca, doenca
tropical de pele, gastroenterites, doencas renais e febre (Van Puyvelde et al., 1981; Van Puyvelde et
al., 1986; Campbell et al., 1997). No Brasil essa espécie foi introduzida como planta ornamental

exotica cultivada em parques, jardins e hortos (Zelnik et al., 1978; Martins et al., 2008).

Ha& relatos na literatura de atividades bioldgicas do extrato T. riparia, como a atividade
antioxidante (Amoo et al., 2012; Sadashiva et al., 2014), antibacteriana (Vlietinck et al., 1995;
Ngule et al., 2014), antifungica, anti-helmintica (Okem et al., 2012) e antiparasitaria (Wasswa e
Olila, 2006). A partir do extrato foram isolados e identificados compostos como o ibozol, 7-a-
hidroxiroileanona (Zelniket al., 1978), do extrato cloroférmico o 8 (14), 15-sandaracopimaradieno -
70,18-diol que sdo diterpendides; (DeKimpe et al., 1982), as a-pironas umuravumbolida e
diacetilboronolida (Van Puyelde et al., 1981), 1°,2’-dideacetilboronolida e deacetilumuravumbolida,

e 0s esterois sitosterol, stigmasterol e campesterol (Zelnik et al., 1978; VVan Puyeldeet al., 1986).

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar a composicdo fitoquimica, atividade antioxidante
pelos métodos do DPPH, pB-caroteno-acido linoleico, FRAP, TRAP e Fendis Totais e atividade
antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo do extrato bruto (EB) e fracdes provenientes

do fracionamento do EB de Tetradenia riparia por cromatografia classica.

Materiais e métodos

Material vegetal e coleta
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As folhas de T. riparia foram coletadas entre marco e abril de 2014, no inicio da manha. A
espécie foi proveniente da cidade de Umuarama, regido Noroeste do Estado do Parand nas
coordenadas (S23° 46,225 ¢ WO 53° 16,730’) e altitude de 391m. A exsicata foi depositada no

Herbério Educacional da Universidade Paranaense — HEUP em Umuarama (PR), sob 0 n° 2502.

Obtencéo do extrato hidroalcodlico bruto de T. riparia

O material vegetal fresco (580g) foi secado a temperatura ambiente. Apds, pulverizado em
moinho de facas e martelos (Usiram) até obter granulometria de 0,5 mm. O p6 obtido (230g) foi
submetido ao processo de maceracdo dindmica com renovacgdo do solvente utilizando alcool etilico
70% v/v, até o esgotamento do material vegetal (Miranda et al., 2009). Em seguida, o filtrado foi
concentrado sob presséo reduzida em evaporador rotatorio (Tecnal TE-211) a 40°C, até obtencéo do

extrato bruto (EB).

Fracionamento do extrato bruto

A técnica utilizada para obtencdo das fracdes de T. riparia foi a cromatografia em coluna
(CC) descrita por Gazim et al. (2014). Silica gel 60 (Macherey-Nagel 0,01-0,02 mm) foi utilizada
como fase estacionaria na proporcao de 25¢g de silica por grama de extrato. O EB foi misturado a
uma proporcao de 1:1:1 com silica e hexano, levou-se em banho-maria (Biopar) até evaporacdo do
solvente e formacdo de p6. O empacotamento da coluna com a silica 0 EB previamente preparado
foi colocado na superficie da silica e eluido com fases moéveis de polaridades crescentes: hexano,
hexano: diclorometano (9:1; 8:2; 7:3; 1:1; 3:7; 2:8; 1:9), diclorometano, diclorometano: acetato de
etila (9:1; 8:2; 7:3; 1:1. 3:7; 2:8; 1:9), acetato de etila, acetato de etila: metanol (9:1; 8:2; 7:3; 1:1;

3:7; 2:8; 1:9) e metanol. As fragdes coletadas foram concentradas com evaporador rotatorio a 45°C.
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Identificagdo quimica

Os espectros de RMN*3C e 'H, DEPT 135, COSY'H-'H, HSQC e HMBC foram obtidos em
um aparelho Bruker, modelo BioSpinGmbH, com ressonancia de 75,46 MHz para o carbono e
300,06 MHz para o hidrogénio. Foi utilizada a temperatura de 250°C e as amostras foram

solubilizadas em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds).

Atividade antioxidante

Quantificacao de fendis totais

A quantificacdo de compostos fenolicos do EB e das fracfes de T. riparia foi feita utilizando
o0 reagente Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e Rossi (1965), modificado por Viuda-Martos et
al. (2010). As amostras foram diluidas em metanol, a fim de se obter uma concentra¢do de 1,0 mg
mL™.

Uma fracdo de 0,3 mL da solu¢do metandlica de cada amostra foi misturada com 2,5 mL de
solucdo aquosa do reagente Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5% (m/v).
A mistura foi mantida por 15 minutos em banho-maria (BIOPAR) a 50 °C. A absorbéancia foi lida
em espectrofotdmetro UV/VIS (Shimadzu 1601PC) em 760 nm. O volume de amostra foi
substituido por metanol para o branco.

A concentracdo de fenois foi calculada a partir da curva padrdo de acido galico (0 a 2000

uM). Os resultados foram expressos em pg equivalentes de acido galico (EAG)/ mg de amostra.

Sequestro dos radicais livres do DPPH
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Com o objetivo de determinar a capacidade de sequestro de radicais livres DPPH foi seguida
a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995), modificado por Rufino et al. (2007). 100
uL de diferentes concentracdes do EB e das fragOes de T. riparia (1,0; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,625
mg mL™) foram misturados a 3,9 mL de solugdo metanolica de DPPH (60 uM), preparada
imediatamente antes do uso. A mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 30
minutos. A reducédo da absorbancia foi medida a 515 nm em espectrofotometro UV/VIS (Shimadzu
1601PC) em cubeta de vidro. A partir de uma correlacdo entre absorbancia versus concentragédo da
amostra antioxidante, foi determinada a concentracdo da amostra antioxidante necessaria para

reduzir 50% dos radicais livres (Clsp).

Método sistema beta-caroteno/acido linoleico

A capacidade antioxidante das amostras foi avaliada segundo descrito por Mattos et al.
(2009), com modificacdes. A reacdo pode ser monitorada espectrofotometricamente pela perda da
colorag@o do f-caroteno em 470 nm, com leitura em intervalos de 15 minutos, por um tempo total
de 2 horas. Para tanto em um baldo de fundo redondo (protegido da luz com papel aluminio) foi
adicionado 50 mg de &acido linoleico, 200 mg de Tween 40 e 1 mL de solucédo cloroférmica de beta-
caroteno (1 mgmL™). O solvente foi removido em evaporador rotatério (Tecnal TE-211), a 50 °C,
por aproximadamente 10 minutos. A mistura resultante foi dissolvida em 50 mL de &gua deionizada
e oxigenada (por borbulhamento de oxigénio por 30 minutos) sob vigorosa agitacdo, para a
formacdo de uma emulsdo. A emulsdo teve a absorbancia ajustada para 0,7 a 470 nm. A atividade
antioxidante das amostras foi determinada pela mistura de 5,0 mL da emulsdo com 0,5 mL das
amostras em diferentes concentragdes (1,0; 0,75; 0,5 e 0,25 mg mL™). Apés homogeneizacdo a
mistura foi mantida a 50°C com medida da reducdo da absorbancia a 470 nm, em intervalos de 15

minutos, ao longo de 2 horas.

48



Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da oxidagéo, seguindo a Eq. 1,
onde a reducdo da absorbancia do sistema sem antioxidante foi considerado como 100% de
oxidagdo. A partir das absorbancias, seguindo a Eq. 2, foi calculada a porcentagem de oxidacdo
correlacionando o decréscimo da absorbancia das amostras com a absorbancia do sistema, a
porcentagem de oxidacdo de cada amostra foi subtraida de 100 (Eg. 3), para a porcentagem de

inibicdo da oxidagdo (Rufino et al. 2006a).
Reducao da absorbancia = Ainicial — Afinal (Ea.1)
% de oxidacao = [(Reducao A)amostra X 100] / (Redugdo A)sistema (Eq.2)

% de protecdo = 100 — (% Oxidagéo) (Eq.3)

Método de reducéo do ferro (FRAP)

Seguindo a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), modificada por Rufino et al.
(2006Db). Para preparar o reagente FRAP foram combinados 25 mL de tampé&o acetato (0,3 M), 2,5
mL de uma solucdo aquosa de 2,4,6-tris (2-piridil)-triazina (TPTZ - 10 mM) e 2,5 mL de solucéo
aquosa de cloreto férrico (20 mM). A solucdo reagente foi composta de 90 puL de cada amostra
antioxidante em diferentes concentracdes (500; 250; 125 ¢ 62,5 pg mL™), 270 uL de agua destilada
e 2,7 mL do reagente FRAP. A mistura foi homogeneizada e mantida a 37 °C por 30 minutos. A
absorbancia foi lida em 595 nm, empregando espectrofotometro UV/VIS (Shimadzu 1601PC).
Utilizando uma curva padrdo de sulfato ferroso (0 a 2000 uM) a atividade antioxidante foi expressa

em pM de sulfato ferroso mg de amostra™.

Potencial antioxidante reativo total (TRAP) por luminescéncia
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A TRAP foi avaliada por quimioluminescéncia, segundo a técnica descrita por Repetto et al.
(1996). Essa técnica avalia os niveis de antioxidantes totais, especificamente os de baixa massa
molar, por meio de uma reacdo contendo 200 uM de 2,2-azo-bis (2-amidinopropano) (ABAP) e 200
uM de luminol com adigéo da amostra ajustando o volume a 1 mL. Para a reagdo foram adicionados
50 pL de luminol, 70 pL. de amostra e 50 pL de ABAP a 830 pL de tampao Glicina 0,1 M pH 8,6 a
37° C e submetido & reagdo no lumindmetro (Glomax™ 20/ 20 Luminometer), com captaco de
resposta de leitura por segundo durante 15 minutos. A adicdo de 70 uL. da amostra antioxidante
diminui a luminescéncia produzida a niveis basais por um periodo (tempo de inducdo — Ting)
proporcional a quantidade de antioxidante presente na amostra, até que atinja o nivel de geracdo de
luz padréo. O sistema foi calibrado com trolox e a comparacao entre o t jn,g da reacdo com trolox e o
t ingda reacdo com amostra permitiu obter valores de TRAP em uM de trolox. O TRAP das amostras

foi calculado usando a seguinte Equagdo 4:

TRAP (uM de trolox) = Ti,q amostra /Tiygtrolox (Eq. 4)

onde Ting= tempo de inducdo para que o antioxidante produzisse a formacdo de peroxidos

por nimero de fétons em 1 min. de leitura.

Atividade antibacteriana

Amostras bacterianas

Foram testadas bactérias ATCC Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC® 29213,
Enterococcus faecalis ATCC® 29212 e Bacillus cereus ATCC® 11778) e Bacilos Gram negativos
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(Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, Escherichia coli ATCC® 25922, Salmonella thymurium
ATCC® 14028 e Aeromonas hydrophila ATCC® 7966) incubadas por 24 horas a 37° C em meio de

cultura Tryptic Soya Agar (Difco Laboratories).

Determinagéo da concentragao inibitdria minima

A determinacéo da concentracéo inibitoria minima (CIM) do EB e das fra¢Ges foi realizada
pelo método de microdiluicdo em caldo (MIC), usando Muller Hinton Broth (Difco Laboratories)
com ajuste de cétions célcio (Ca?*) e magnésio (Mg?*) (CAMHB, Difco Laboratories, Sparks, MD,
EUA), segundo recomendagdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015),
utilizando S. aureus e P. aeruginosa e o antibacteriano Meropenem (lote 09405C-1, Astra Zeneca,

Cotia, Brasil) como controles.

Foi preparada uma solucéo do EB e das fracdes de 10 mg mL™ diluida em CAMBH para as
bactérias, em seguida distribuiu-se 100uL do meio de cultura em pogos de uma placa de
microdiluicdo (microplaca de microtitulagdio fundo em “U” 96 pocos, KASVI); a seguir,
acrescentando 100uL da solucdo das amostras ao primeiro poco e, ap6s homogeneizacao, foi feito a
diluicdo seriada até o penultimo poco, obtendo-se concentracBes finais de: 500; 120; 125; 62,5;
31,2; 15,6; 7.8; 3,9; 1,95; 0,98 ¢ 0,49 nug mL* respectivamente. Uma suspens@o microbiana em
salina foi preparada, com turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da Escala Mc Farland (1 x 10® UFC mL’
1), a seguir a suspensdo foi diluida em salina na proporgdo de 1:20 (5 x 10° UFC mL™). Desta
suspensdo, foram inoculados 10uL em cada pogo ja contendo as concentracdes do EB e das fragdes.
O controle de esterilidade e de crescimento foi realizado no ultimo poco. Apo6s as microplacas
foram incubadas a 35°C por 18 horas em condicdes de aerobiose. A CIM foi determinada apds
revelagdo com o reagente cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (Biotec), onde 10 puL do reagente foram

adicionados aos pocos das microplacas e as microplacas foram incubadas por um periodo de 10
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minutos (Berridge et al., 1996). Onde houve crescimento microbiano foi observado o aparecimento
da coloracdo rosea e a auséncia de cor quando ndo houve crescimento determinando a menor
concentracdo do EB e das fragdes de T. riparia capaz de causar inibi¢do total do crescimento das

espécies bacterianas (CLSI, 2015).

Andlise estatistica

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como médias e seu
devido desvio padrdo. Os dados foram processados e submetidos a analise de variancia (ANOVA),
e as diferencas entre as médias foram determinadas pelo Teste de Tukey ou Scott-Knott com 5%

nivel de significancia.

Resultados e discussao

Fracionamento do extrato bruto de T. riparia

A partir do fracionamento do extrato bruto foram obtidas 25 fragdes. Cada uma das fragoes
foi submetida a analise de cromatografia em camada delgada (tolueno: acetato de etila: acido
acético 1:1:1) (CCD), e aquelas que apresentaram perfis cromatogréaficos semelhantes foram
reunidas em um mesmo grupo, independente da mistura eluente empregada no fracionamento do
extrato bruto. Deste reagrupamento resultaram 10 fracdes (Tabela 1), que foram submetidas a

identificagdo quimica e aos testes de atividades biologicas.
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Tabela 1

Reagrupamento das fracdes.

Fracgdo (FR-X)

Fracdes agrupadas

Fases Moéveis

Vi

VIl

VIl

lab

6e7

8e9

10

11

12

13e14

15a18

19

20a25

Hexano (100%),
Hexano: Diclorometano

(9:1, 8:2,7:3,5:5)

Diclorometano: Hexano (7:3, 8:2)

Diclorometano: Hexano (9:1)

Diclorometano 100%

Diclorometano: Acetato de etila
(9:1)

Diclorometano: Acetato de etila
(8:2)

Diclorometano: Acetato de etila
(7:3)

Diclorometano: Acetato de etila
(5:5, 3:7)

Acetato de etila: Diclorometano
(8:2,9:1)
Acetato de etila 100% e Acetato
de etila: Metanol (9:1)

Acetato de etila: Metanol (8:2)

Acetato de etila: Metanol

(7:3,5:5, 3:7, 2:3, 1:9) e Metanol
100%

Identificacédo quimica
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As 10 frages foram submetidas a testes preliminares, com o intuito de avaliar as provaveis
atividades antioxidantes e antimicrobianas. A fragcdo que apresentou resultados mais expressivos
para a atividade antioxidante foi a FR-1X. J& para atividade antimicrobiana, as fracBes mais
interessantes foram FR-II e I1l. Desta forma, foram realizadas as elucidagdes estruturais por RMN

das trés fracGes de interesse neste estudo.

A identificacdo quimica das fraces e do EB de T. riparia foi realizada pelos dados de RMN
'H e 3C, DEPT 135° e as correlacdes de COSY*H-'H, HSQC e HMC e com a comparacdo de

dados espectrais presentes na literatura.

O espectro de RMN **C da fragcdo FR-1X obtida a partir da eluicio com acetato de etila:
metanol (8:2) est4 apresentado abaixo, na Figura 1, e os dados de RMN de 'H e de *3C para as
substancias identificadas como demonstrado na Tabela 2. Trés substancias conhecidas foram
identificadas como majoritarias, boronolida, uma a-pirona, luteolina, uma flavona e astragalina, um
flavonol. A proporcdo da mistura é 1:2:3, tendo como majoritario a astragalina. A FR-1X apresentou

compostos minoritarios isdbmeros da a-pirona boronolida.

i1
— 17220

118177
—170.52

—=182
176.94

— 1712
—=16:
163.03

WM

186 IES 1.811- 193 182 131 ].80 1?9 13'8 1?? ].'.l'C- 1?5 l'M 1T3 ].?2 ].?]. l?D ng 168 ].G? IEG 165 IG-'I 1.63 102 llEl IEG ].;9 ISE la? ISE ].a.m

Fig. 1. Espectro de RMN “*C da FR-1X em DMSO —d6, 75,46 MHz.
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Tabela 2

Dados de deslocamentos quimicos (5 ppm) do RMN de *H e de **C para as substancias identificadas na FR-

IX.
Boronolida(1) Luteolina (2) Astragalina (3)
d¢ dy(mult., J em Hz) d¢ dx(mult., J em d¢ dx(mult., J em Hz)

Hz)

2 163,03 164,23 157,39

3 121,74 7,00; (dd ,J=6,0 e 3,0 Hz) 102,98 6,66; s 131,59

4 145,94 7,37-7,47; m 182,20 176,94

5 24,93 2,74-2,78; m 157,39 161,54

6 75,23 3,73-3,77, m 98,76 6,19; d (J=3,0 99,41 6,44;d(J=3,0Hz)
Hz)

7 164,00 164,57

8 95,46 6,11;d (J=3,0 95,46 6,10;d(J=3,0Hz)
Hz)

9 157,04 157,04

10 104,94 104,15

I 73,31 2,84-2,92; m 119,09 121,74

2’ 70,02 2,96-3,05; m 113,34  6,21;(d;J=3,0 146,02 6,25;(d; J=15,0Hz)
Hz)

3 69,69 3,56; m 145,94 113,47 7,45;( d;J=15,0Hz)

4 33,14 2,23-2,25; m 149,81 160,44

5 26,70 1,97-1,99; m 11904  741;,(dJ=60 9859  4,64;(d;J=3,0Hz)
Hz)

6’ 21,83 0,86-0,88; m 121,71 6,70; (dd;J=3,0 113,47 7,45;(d;J=15,0Hz)

e 6,0 Hz)

7 13,98 1,17;s - -

1 98,59 4,64; ( d;J=3,0Hz)

2” 74,45 3,39-4,01; m

37 78,86 3,39-4,01; m

4 70,12 3,39-4,01; m

5” 77,23 3,39-4,01; m
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6 63,16 3,39-4,01; m

Ac 18,48 1,82;s
(Me)
20,45 1,98;s
20,78 1,90; s
Ac 172,2
(C=0)
172,12
170,52

As estruturas quimicas dos compostos identificados na FR- 1X estdo demonstradas na Figura

Boronolida Luteolina

6
1" 5!: 6"
2 o) CH,OH
OH o HO~&73~ LOH
HO 4
Astragalina

Fig.2. Estruturas quimicas elucidadas da Boronolida, Luteolina e Astragalina pelos dados de RMN 'H e *C,

DEPT 135° e as correlagdes de COSY 'H-'H, HSQC e HMBC e com a comparacdo de dados espectrais presentes na

literatura.
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No espectro de RMN'H (DMSO-d6, 300 MHz) da boronolida observam-se os sinais
caracteristicos de trés singletos em 6y 1,82; 1,90 e 1,98 ppm evidenciando os hidrogénios metilicos
dos grupos acetatos presentes na estrutura. Os carbonos metilicos destes mesmos grupos acetatos
aparecem em d¢ 18,48; 20,45 e 20,78 ppm. Os carbonos carbonilicos (C=0) dos grupos acetatos
ocorrem em 6c170, 52; 172,12 e 172,20 ppm. O duplo dubleto em 64 7,00 (J= 6,0 e 3,0 Hz) pode
ser assinalado a H2, enquanto que o sinal em 6¢ 121,74 ppm pode ser atribuido a C3. Os multipletos
na regido oy 0,86-3,56 ppm séo devidos aos hidrogénios presentes no anel da pirona. Os hidrogénios
da cadeia lateral alifatica geram os multipletos na regido de 643,77-7,47 ppm devido aos
acoplamentos de spin. Os dados de oy (ppm) para os hidrogénios presentes na estrutura da a-pirona
estdo de acordo com o descrito na literatura (Honda et al., 1996). A boronolida foi isolada das
folhas de T. fruticosa e T. barbera (Franca e Polonsky, 1971; Davie-Coleman e Rivett, 1987). A T.
riparia apresenta a-pironas em sua composicao quimica, conforme relatado por Van Puyvelde et al.
(1979), foram isolados das folhas umuravumbolida, deacetilumuravumbolida; diacetilboronolida,
dideacetilboronolida e o tetradenolida (Zelnik et al., 1978; Van Puyelde et al., 1981; Van Puyelde et

al., 1986).

O espectro de RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) da luteolina mostrou sinais caracteristicos de
hidrogénio do carbono carbindlico do grupamento carbonilico o, B insaturado (84 6,66 ppm; ),
corroborado pela presenca de um sinal em 8¢ 102,98 ppm no espectro de RMN “*C do anel pirano

(C), que é compativel com a presenca da luteolina (Figura 2).

O espectro de RMN *H (DMSO-d6, 300 MHz) da luteolina (Figura 2B), é caracterizado pelo
singlete em 6,66 ppm, associado a H3, caracteristico de um sistema carbonilico a, B insaturado.
Este sistema é confirmado pelo sinal em 102,98 ppm no espectro de RMN **C atribuido ao carbono
olefinico C3. Os sinais de H6 e H8 aparecem como dois dubletos em dn: 6,19 e 6,11 ppm (J=3,0
Hz), respectivamente. Os de C6 e C8 aparecem em &c 98,76 e 95,46 ppm, respectivamente. A
presenca do acoplamento orto e meta de H6” (6,70 ppm; dd (J=3,0 e 6,0 Hz)) com o0 H5’ (7,41 ppm;

d (J=6,0 Hz)) e H2’(6,21 ppm; d (J=3,0 Hz)) é observado no espectro. N&do é observado
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desdobramento do sinal devido ao acoplamento H2’ ¢ H5’, sendo entdo provavelmente seu J=0 Hz
ou proximo a este valor. Os sinais dos carbonos quaternarios oxigenados presentes na estrutura da
flavona, C5, C7 e C9, apresentam deslocamento quimico respectivamente de 157,39; 164,00 e
157,04 ppm, estando de acordo com o descrito na literatura (Oliveira e Carvalho, 1999). A luteolina
foi identificada em outras espécies da familia Lamiacea e como, por exemplo, no extrato metanolico
das folhas de Ajuga ciliata (Inomata et al., 2013), Melittis melissophyllum (Skrzypczak-Pietraszek e
Pietraszek, 2014), no extrato metanolico das partes areas de P. nissolii (Bucar et al., 1998) e de

Thymus sipyleus (Ozgen et al., 2011).

A astragalina, identificada pelo espectro de RMN'H (DMSO-d6, 300 MHz), mostra sinais
de seis hidrogénios arométicos na regido entre oy 6,10-7,45 ppm, e sete hidrogénios alifaticos, entre
o 3,39-4,64 ppm. Os hidrogénios H6 e H8 acoplam entre si em uma relacdo meta (J = 3,0 Hz)
formando dubletos em 6y 6,44 e 6,10 ppm, respectivamente. Este sistema é corroborado pelos sinais
de RMN™C em 99,14 e 94,11 ppm para C6 e C8, respectivamente. Os demais quatro hidrogénios
aromaticos estdo no outro anel benzénico, e, devido a simetria da estrutura apresentam a
equivaléncia magnética entre H2” ¢ H6” ¢ entre H3* e H5’. Assim, ocorre acoplamento orto (J =
15,0 Hz), e os sinais séo dois a dois. A presenca de sinais na regido do espectro entre d= 3,39-4,64
ppm formando um multipleto, sugere uma unidade glicosidica na estrutura observando cinco
hidrogénios metinicos carbin6licos e dois metilénicos e os sinais dc 63,16-98,59 ppm para 0s
carbonos. O hidrogénio anomérico da unidade glicosidica absorve em &y 4,64 ppm, na forma de um
dubleto (J=3,0 Hz). Os dados de 6¢c (ppm) para os carbonos presentes na estrutura do flavonol estdo
de acordo com o descrito na literatura (Wei et al., 2011). A astragalina foi identificada em outras
espécies da familia Lamiaceae, como por exemplo, no extrato etanolico das partes areas de
Leonurus cardiaca (Bernatoniene et al., 2014), do extrato metanolico das partes areas de Phlomis

spinidens (Takeda et al., 2001) e na espeécie Salvia cavaleriei (Zhao et al., 1997).

Os espectros de RMN *H das FR- 11 e 11l apresentaram um dubleto e um tripleto na regido

compreendida entre 4 5,20- 5,50 ppm, demonstrados na Figura 4, caracteristicos da presenca do
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diterpendide 8(14),15-sandaracopimaradieno-7a,18-diol, que em sua estrutura apresenta 0s
carbonos olefinicos C15 com um hidrogénio e C16 com dois hidrogénios (Figura3), que acoplam
entre si formando os sinais tipicos. Este composto foi previamente identificado no extrato
cloroférmico das folhas de T. riparia por DeKimpe et al. (1982), reforcando a possibilidade da
presenca deste constituinte nas fracdes. Os demais espectros de *C, DEPT 135, COSY'H-'H,

HSQC e HMBC destas fracdes estdo em andamento para a confirmagdo da composic¢éo quimica.
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Fig. 3. Espectro de RMN *H das FR- I e 11l em DMSO —dg, 300 MHz.
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Fig. 4. Estrutura quimica do 8 (14),15-sandaracopimaradieno-7a,18-diol.

Atividade antioxidante

Os resultados obtidos da quantificacdo de fenois totais para a atividade antioxidante do EB e
das fracdes da mirra pelos métodos DPPH, B-caroteno / &cido linoleico, FRAP estdo apresentados

na Tabela 3.
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Tabela 3

Teor de fendis e atividade antioxidante do EB e das fracdes de Tetradenia riparia.

) Sistema -
FENOIS DPPH Caroteno/acido FRAP
linoleico
M Sulfato
ng acido galico mg™ Clgp (Mg mL™) % inibicdo da H
amostra 50 (MY oxidagdo 1mg mL™* Ferroso mg
Amostra™
EB 94,31+ 2,75° 0,91+0,01f 51,52+0,64¢ 2,04+0,06¢
FR- | 17,46+0,70' 54,97+14,13% 10,50+3,59¢ 0,160,06'
FR- 11 34,27+0,43" 10,41+1,32° 80,15+2,92° 0,34+0,01'
FR- 111 47,60+2,08 7,36+0,23¢ 68,80+1,99° 0,66+0,02°
FR- IV 57,69+0,80° 14,59+2,17° 55,73+1,64° 0,33+0,01'
FR-V 45,35+1,22° 53,63+20,64° 58,97+0,36° 0,33+0,02'
FR- VI 52,86+1,30° 8,35+1,72¢ 42,03+0,86° 0,49+0,03"
FR- VII 119,85+0,56" 0,88+0,01¢ 39,57+4,68° 2,23+0,25°
FR- VIII 76,94+0,16° 1,75+0,01° 15,76+1,53" 1,89+0,04°
FR- IX 181,97+1,01° 0,61+0,02" 55,61+3,44° 4,59+0,15°
FR- X 46,33+ 3,667 1,70+0,10° 7,71+1,23° 1,44+0,20°
Quercetina - 0,02+0,01" - -
Trolox - - - 8,22+0,19°

- . ndo testado; Os valores sdo médias + desvio padrdo em triplicata e a analise estatistica dos dados foi realizada por
analise de variancia (ANOVA). Valores na mesma coluna com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p

<0,05).

O EB e fracdes analisadas apresentaram altos teores de fendis totais destacando a FR-1X
(181,97); FR-VII (119,85); 0 EB (94,31) e FR-VIII (76,9 pg 4cido galico mg de amostra™). Diante
da auséncia de estudos de dosagem de fendis totais do EB de T. riparia, os resultados encontrados
no presente experimento foram confrontados com estudos realizados com outras espécies da familia
Lamiaceae. Pitaro et al. (2012), encontraram valores de 147,96 pg acido galico mg™ extrato

etanélico de Ocimum basilicum e 12,46 pg 4cido galico mg™para o Origanum vulgare. Pohv et al.
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2012, investigaram a quantidade de fendis totais para os extratos etandlicos de Hyptis marrubioides,
H. lantanifolia, H. microphylla e H. suaveolens com valores de 37,33; 28,81; 27,84 e 24,99ug
4cido géalico mg de amostra™ respectivamente. Tawaha et al.(2007), avaliaram extratos metan6licos
de Salvia ceralophyla L. (21,9), Salvia fruticosa (24,1) e Teucrium polium L. 22,1 ug acido galico
mg™ de amostra. Quando comparados os valores de fendis totais descritos pelos autores com os
resultados encontrados no presente experimento, pode-se observar que as fragdes apresentaram
maior teor de fendis totais que o EB de T. riparia e os extratos utilizados pelos autores acima
citados, demonstrando que o EB e fragcBes da mirra apresentaram maior concentragdo de fendis que
as plantas da mesma familia Lamiaceae.

Devido ao alto teor de fendis totais (94,31ug acido galico mg de amostra) presente no EB e

fracGes de mirra tornou-se relevante a investigacdo por outros métodos antioxidantes.

Pelo teste do DPPH, o EB de T. riparia apresentou Clso de 0,913 mg mL™, sendo que as
fragbes FR-VII e FR-IX demonstraram maior potencial antioxidante que o EB e as demais fragdes
com Clso 0,885 e 0,619 mg mL™, respectivamente. Sadashiva et al. (2014) estudaram a atividade
antioxidante do extrato etandlico das folhas de T. riparia, pelo método do DPPH, obtendo Clsg
0,142 mg mL™. Outro estudo, realizado por Amoo et al. (2012), prepararam o extrato metanélico
por sonicacdo de folhas estocadas por 16 anos de T. riparia e avaliaram a atividade antioxidante

pelo método DPPH, obtendo 0 Clsy 0,041 mg mL™.

Pelo método da co-oxidacdo do B-caroteno / acido linoleico, o EB de T. riparia a uma
concentracdo 1 mg mL™ no tempo de 120 minutos apresentou 51,52% ou em 0,2 mgmL™
apresentou 16% de inibicdo da oxidacdo, destacando as fracBes FR-Il e FR-11I que apresentaram
valores maiores que o EB e as demais fracdes de 80,15 e 68,80 % de inibicdo da oxidagdo. O
expressivo potencial antioxidante pelo método da co-oxidagao do B-caroteno / acido linoleico destas
duas fracBes quando comparadas com o EB e as demais fragOes provavelmente deve-se a polaridade
que estas apresentam, pois foram separadas por um sistema apolar (Tabelal), apresentando este

método maior seletividade para compostos apolares (Alves et al., 2010). Estudos conduzidos por
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Amoo et al. (2012), investigaram a porcentagem de inibicdo da oxidagdo a uma concentracdo de 0,2
mg mL™ durante o tempo de 120 minutos do extrato metanélico das folhas frescas e estocadas por
16 anos de T. riparia, usando como solvente o metanol 50% (v v') e tiveram como resultados

64,5% e 67,2% de inibicdo da oxidag&o, respectivamente.

As diferencas nos perfis de potencial antioxidante dos extratos de T. riparia podem ser
atribuidas as diferencas na composi¢do quimica dos extratos, que sdo influenciados pela origem da
planta, época de coleta, processo de secagem, condi¢bes climéticas, solo, estado vegetativo e

processo de obtencéo do extrato (Simdes et al., 2007).

J4 na metodologia do FRAP, o EB de T. riparia apresentou 2,04 uM sulfato ferroso mg™,
sendo que as FR-1X4,59 e FR-VII e 2,23 uM sulfato ferroso mg™ demonstraram maior potencial
antioxidante que o EB e as demais fragOes. Diante da escassez de estudos de atividade antioxidante
do extrato de T. riparia, os resultados encontrados no presente experimento foram confrontados
com estudos realizados com outras espécies da familia Lamiaceae, como o extrato metanélico das
folhas de Scutella tornefortii, Stachys byzanthina e Salvia hypoleuca que apresentaram 0,22; 0,39 e
0,64 UM sulfato ferroso mg™, respectivamente (Gohari et al., 2011). Dudonné et al. (2009),
investigaram o extrato aquoso das folhas de Lavandula hybrida, que apresentou resultado de 4,54
UM sulfato ferroso mg™. Os resultados do EB e das fragdes FR-1X e FR-VII quando confrontados
com os dados descritos na literatura dos extratos da familia Lamiaceae apresentam maior potencial
antioxidante pelo método da reducdo do ferro (FRAP). O alto potencial antioxidante do EB e das
fracBes de mirra encontrados pelo método FRAP, quando comparado com as outras metodologias
investigadas nesse estudo, pode ser explicado pela presenca de compostos que possuem a

capacidade especifica de reduzir Fe** em Fe** (Vasconcelos, 2010).

Na metodologia de TRAP, foram avaliados o EB e as fra¢gdes FR-VII, FR-VIII, FR-1X e FR-
X, pois a metodologia apresenta a limitacdo de nao analisar compostos sem ou com pouca atividade

antioxidante. Os resultados obtidos para a atividade antioxidante pelo método do TRAP estdo
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demonstrados na Tabela 4. O EB mostrou em 62,5 pg mL™ equivaléncia a 1,45 pM de trolox e a
FR- IX com 4,15uM de trolox na mesma concentragdo, portanto foi a fragdo com maior potencial
antioxidante quando comparado ao EB e as demais fragdes testadas.

Tabela 4.

Atividade antioxidante do EB e das fracGes de T. riparia pelo método TRAP em uM de Trolox.

Concentragio 62,5 pg mL™*
EB 1,45+0,06°
FR-VII 2,81+0,08"
FR-VIII 2,74+0,01°
FR-1X 4,15+0,06°
FR-X 1,14+0,02°

Os valores sdo médias + desvio padrdo em triplicata e a anélise estatistica dos dados foi realizada por analise de

variancia (ANOVA). Valores na mesma coluna com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).

Diante da escassez de estudos de atividade antioxidante do extrato de T. riparia e com
espécies da mesma familia, os resultados encontrados no presente experimento foram confrontados
com estudos realizados com outras espécies. Siraichi et al. (2013), investigaram o extrato etandlico
de Arrabidaea chica (Bignoniaceae), que na concentracdo de 1,0 ug mL™* mostrou equivaléncia a
6,87 UM de trolox. Desmarchelier et al. (1998) encontraram valores de 62,5 pg mL™ equivaléncia a
80,06 puM de trolox para o extrato metandlico de Achyrocline satureioides (Asteraceae)

popularmente conhecida como macela.

Comparando-se os valores de atividade antioxidante pelo ensaio de TRAP utilizados na
comparagdo com 0s descritos em nosso trabalho, pode-se observar que o EB e as fra¢cGes da mirra

possuem menor capacidade antioxidante pela metodologia do que as plantas citadas.

65



Foi observada uma variacdo da acdo antioxidante pelos valores obtidos nos diferentes
métodos para 0 EB e as fragdes, isto se deu pelo fato de que cada metodologia possui um
mecanismo gerador de radical livre e de acdo sobre o radical, como também seletividade de acordo
com a polaridade dos compostos, sendo para compostos apolares (sistema [-caroteno/acido
linoleico) e polares (FRAP e DPPH), jA o TRAP ¢ especifico para substancias de baixo peso
molecular. Assim, foi possivel analisar o comportamento das amostras em cada técnica (Alves et

al., 2010).

De modo geral, a FR-IX apresentou maior quantidade de fenois totais e capacidade
antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e TRAP, correlacionando capacidade antioxidante com a

presenca da astragalina e luteolina, que sdo polifenois em sua composicéo.

A astragalina (kaempferol-3-O-B-glucopiranosideo) é um flavonol pertencente a classe dos
flavonoides, possui atividade antioxidante relatada por Tai et al. (2012), que isolaram a astragalina
de Pseudodrynaria coranans e determinaram a agdo antioxidante pelo método do DPPH com Clsg
115,4 pmolL™. Delvanazi et al. (2015), isolaram a astragalina da fracio metanélica das partes
aéreas de Dorema glabrum e analisaram a acdo antioxidante pelo ensaio do DPPH e mostraram Cls
43,2 ug mL™ para a astragalina. Vongsak et al. (2015) avaliaram também a acéo antioxidante da
astragalina pelo método do DPPH com Clsp 14,42 pg mL™, FRAP com 68,33 mmol de sulfato
ferroso equivalente /100g de extrato e pelo ABTS com 16,87 mmol de trolox equivalente/100g de
extrato. Também avaliaram a capacidade antioxidante pela metodologia do B-caroteno/ acido
linoleico para a astragalina isolada das partes aéreas de Rulus rigidus, que em 30 pg mL™ teve uma
capacidade antioxidante de 110,17% e pelo DPPH com Cls 9,11 pg mL™ (Nguelefack et al., 2011).
Han et al. (2004) isolou a astragalina das partes aéreas de Aceriphyllum rossii e determinou a acéo
antioxidante pelo método do ABTS com 0,402 mg L™ de vitamina C equivalente. A astragalina
também apresenta acdo anti-inflamatoria (Lee et al., 2011; Liu et al., 2015), antitumoral (Kim et

al., 2012) e antialérgica (Cho et al., 2015).
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A luteolina é um tipo de flavona que apresenta forte capacidade antioxidante de sequestro de
radical livre, conforme demonstrado por Pan et al. (2010), que isolaram de Buddleia officinalis e
determinaram o potencial antioxidante da luteolina pelos testes de DPPH e ABTS com Clsy de 3,09
e 2,20 pg mL™, respectivamente. Zampini et al. (2009) também isolaram das partes aéreas de
Baccharis incarum a luteolina e determinaram o Clsp 1,0 pg mL™ no método ABTS. Roy et al.
(2015) avaliaram a agdo de reducéo do ferro da luteolina e em 40 uM foi equivalente a 0,60 mmol
de sulfato ferroso L™, Hsu et al. (2005) também avaliaram a atividade antioxidante da luteolina
isolada de Glossogyne tenuifolia (Asteraceae) e pelo método do DPPH mostraram Clsg 12,18 ug
mL™ e pelo método do sequestro do anion superéxido apresentou Clso 24,52 pg mL™. Choi et al.
(2014) determinaram a acdo antioxidante da luteolina pelos métodos de sequestro do DPPH,
Peroxinitrito, 6xido nitrico e pela inibicdo total de espécies reativas de oxigénio que apresentou Clsg
de 6,69; 0,56; 1,74 e 1,16 pM mL™. A luteolina também apresenta ago anticolinesterasica, anti-

diabética, anti-inflamatoria (Choi et al., 2014) e antimicrobiana (Zampini et al., 2009).

Diante da escassez de estudos para o composto isolado Boronolida, ndo foi possivel concluir
se este age em sinergismo com a astragalina e luteolina na atividade antioxidante da FR-1X onde

estdo presentes.

Atividade antibacteriana

Os resultados encontrados para a atividade antibacteriana do EB e fragdes de T. riparia pelo
método de microdiluicdo em caldo (Tabela 5), mostraram que FR-I1I apresentou maior atividade
frente a0s micro-organismos Gram-positivos testados, com CIM 0,98 ug mL™ para S.aureus e 31,2
ng mL™ para E. faecalis e B. cereus, quando comparado com o EB e as demais fragdes, porém a

FR- I também apresentou alta atividade sobre a cepa utilizada de S.aureus (1,95 pg mL™). Quando
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comparado com o controle positivo Meropenem, todas as amostras apresentaram resultados

inferiores.

Tabela 5

Concentracéo Inibitéria Minima (ug mL™) do EB e das fracdes das folhas de T. riparia.

S. E. B. E. coli P. A. S. thyphimurium
aureus faecalis  cereus aeruginosa  hydrophila
EB 62,5 500° 125° >500? >500° >500° >500°
FR- 1 >500 250° >500? >500? >500? >500° >500?
FR- 11 1,95° >500°  >500° 125¢ >500° >500° 62,5°
FR- I 0,08 31,2¢ 31,22 >500° >500° >500° >500P
FR- IV 125° 31,2° 62,5  >500° >500° >500° >500°
FR-V 62,5 15,6' 31,2°  >500° >500° >500° >500°
FR- VI 125° >500° 62,5  >500° >500° >500° >500°
FR- VII 125° 125° 62,5  >500° >500° >500° >500°
FR- VIII 500° 125° 250° >500° >500° >500° >500°
FR- IX 500° 250° >500°  >500° >500° >500° >500°
FR- X >500? >500? >500? >500? >500? >500? >500?
Meropenem 0,03¢ - - - 0,25° - -

- . ndo testado; Os valores sdo médias + desvio padrdo em triplicata e a analise estatistica dos dados foi realizada por

analise de variancia (ANOVA). Valores na mesma coluna com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p

<0,05).

De modo geral, o0 EB e as fragcBes apresentaram maior acdo sobre as bactérias Gram-

positivas (S. aureus, E. faecalis e B. cereus) do que os bacilos Gram-negativos (P. aeruginosa, E.

coli, S. thymurium e A. hydrophila). Somente a FR- 11 apresentou agdo sobre as cepas de E. coli e S.
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thyphimurium com CIM de 125 e 62,5 pg mL™. O meropenem (controle positivo) mostrou CIM de
0,03 e 0,25 ug mL™ para S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente, estando de acordo com o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), que determina que o grau de
confiabilidade do teste por meio do ponto de corte do meropenem deve estar entre 0,03 a 0,12 ug
mL™ para S. aureus e para P. aeruginosa de 0,25 a 1 ugmL™, demonstrando portanto que a técnica

foi realizada adequadamente e os valores encontrados séo confiveis.

O EB neste estudo apresentou agdo sobre os micro-organismos S. aureus, E. faecalis e B.
cereus. McGaw et al. (2000) testou o extrato de T. riparia coletada em KwaZulu (Africa do Sul),
que ndo mostrou acdo sobre as cepas de S. aureus e E. coli. Ngule e Ndiku (2014) avaliaram a a¢ao
antibacteriana pelo método de difusdo em disco do extrato aquoso das folhas coletadas em Baraton
(Africa), que demonstrou atividade sobre as bactérias E. coli (22,67 mm), B. cereus (13,33 mm) e S.
typhi (13,33 mm). Ndamane et al. (2013), determinaram a a¢do antibacteriana pelo método de
microdiluicdo em caldo (MIC) em varios tipos de extratos: acetato de etila, diclorometano, hexano,
metanol e aquoso. As folhas foram coletadas na Provincia de Cape (Africa do Sul), o extrato
diclorometano nédo foi efetivo contra as cepas avaliadas (E. coli, P. aeruginosa, B. cereus e S.
aureus), ja o extrato metanélico foi o mais ativo com CIM de 1,0 mg mL™ para S. aureus e B.
cereus e 10 mg mL™ para E. coli e P. aeruginosa. O extrato hexano apresentou CIM de 10 mg mL™
para S. aureus, B. cereus, E. coli e P. aeruginosa. Os extratos aquoso e acetato de etila
apresentaram CIM de 5,0 mg mL™ para S. aureus, B. cereus 5,0 e 1,0 mgmL™ e 10 mgmL™ para E.
coli. E o extrato acetato de etila mostrou CIM de 10 mg mL™ para P. aeruginosa. Van Puyvelde et
al. (1994), avaliaram a atividade antimicobacteriana do extrato etandlico das folhas da mirra, que
apresentou CIM de 1000 e 500 pg mL™ para Mycobacterium simiae e M. tuberculosis,
respectivamente. Hakizamungu et al. (1992) investigaram a agdo antiprotozoaria do extrato
metanolico das folhas de mirra sobre Trichomonas vaginalis e tiveram como resultado 100% de

inibicdo em 50 mgmL™.
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As FR-11 e FR-11l foram as mais ativas sobre a cepa de S. aureus, conforme analise parcial
por RMN H' que talvez sugere a presenca do composto diterpendide 8(14),15-
sandaracopimaradieno -7a,18-diol, que foi previamente isolado do extrato cloroférmico das folhas
de T. riparia por De Kimpe et al. (1982), apresenta agdo antimicrobiana, relatada conforme descrito
por Van Puyvelde et al. (1986), que avaliaram a concentra¢cdo minima inibitoria pelo método de
microdiluicio em caldo (MIC) sobre as bactérias Gram-positivas [S. aureus (12,5 pg mL™), S.
epidermidis (12,5 ug mL™), S. pyogenes (12,5 ug mL™), B. subtilis (6,25 pg mL™), M. smegmatis
(12,5 ug mL™) ] e sobre as bactérias Gram-negativas P. vulgaris (25 ug mL™), P. solanacearum (25
nug mL™Y), S. dysentariae (12,5 ug mL™), e > 100 pg mL* para E. coli, P. aeruginosa e S.
typhimurium. Determinaram também a acdo antifangica sobre a A. boydii (50 pg mL™?), A. flavus
(100 pg mL™), C. albicans (12,5 ugmL™), M. breuseghenii (25 ug mL™), M. canis (25 pg mL™), M.
gypseum (50 pg mL™), Paecelomyces (100 pg mL™). Van Puyvelde et al. (1994) estudaram a ago
antimicobacteriana do composto sobre a cepa de M. tuberculosis tendo como resultado o CIM de
25-100 pg mL™. Este composto também apresenta acdo antiespasmadica (Van Puyvelde et al.

1987).

A FR-1X apresentou CIM de 500 e 250 pg mL™para as cepas de S. aureus e E. faecalis. O
flavonoide luteolina, que estd presente nesta fracdo, mostra potencial antibacteriano conforme
relatado por Zampini et al. (2009), com CIM de 100 pgmL™ para as cepas de S. aureus e E.
faecalis. Esta também possui atividade sobre as bactérias E. coli (Lee et al., 2010). Wen et al.
(2014) avaliaram a atividade antibacteriana e determinaram o CIM de 14,06 ugmL™ de luteolina
isolada das folhas de L. chinensis para as cepas de S. aureus, E. coli, S. dysenteriae, Salmonella e B.
thuringiensis. Desta forma, pode-se associar a acao a presenca da luteolina na FR-1X. N&o existem

relatos na literatura da acdo antimicrobiana da astragalina e boronolida presentes nesta fracéao.

Nosso trabalho demonstrou que o fracionamento do extrato foi de suma importancia para
detectar a presenca de fracdes com atividade antioxidante e antibacteriana superior ao EB de mirra.

O EB e a FR-IX apresentaram resultados promissores em relacdo ao potencial antioxidante e a FR-
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Il e FR-1Il na acdo antibacteriana sobre as cepas de bactérias Gram-positivas. Desta forma, séo

necessarias investigacdes em relacdo ao mecanismo de acao e acao in vivo.
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ANEXOS

1. Espectros de RMN da FR-1X.
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Fig. 1. Espectro de RMN *H da fracdo IX em DMSO —d6, 300 MHz.
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Fig. 2. Espectro de RMN **C da fracéo IX em DMSO -d6, 75,46 MHz.
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Fig. 3. Espectro de RMN COSY 'H-'H da fracio IX em DMSO —d6, 300 MHz.
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Fig. 4. Espectro de RMN DEPT 135° da fragdo IX em DMSO —d6, 75,46 MHz.
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Fig. 5. Espectro de RMN HMBCda frag¢do 1X em DMSO —d6, 300 e 75,46 MHz.
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2. Normas da Revista

The RevistaBrasileira de Farmacognosia (Brazilian Journal of Pharmacognosy) is a periodical
dedicated to the publication of original scientific work, reviews, and communications in the field of
Pharmacognosy (the study of biologically active natural products).

1. General rules

1.1 All submitted manuscripts must be unpublished. The simultaneous submission of manuscripts
describing the same work to other journals is not recommended. The Journal will accept
contributions on the understanding that the author has obtained the necessary authority for
publication; in the case of several authors, each of them should have consented to the corresponding
author.

1.2 The RevistaBrasileira de Farmacognosia accepts for publication original scientific work,
reviews, and communication articles written only in English. The content of the text is of entire
responsibility of the author(s), and does not necessarily reflect the opinion of the Editor, Editorial
Board or members of the Advisory Board.

1.3 Manuscripts written by authors whose mother language is not English should be checked by a
native speaker or a professional language editing service before submission. Assistance of
independent editing services can be found at
http://www.sbfgnosia.org.br/revista/englishassistance.html. All services are paid for and arranged
by the author, and the use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for
publication.

1.4 The RevistaBrasileira de Farmacognosia reserves the right to submit all received manuscripts to
ad hoc referees, whose names will be kept confidential, and will have the authority to decide on the
pertinence for acceptance. Referees may send back manuscripts to Editor-in-Chief, or to Section
Editors, for transmission to the author(s) with suggestions for necessary alterations, which are to be
made in order to conform to the standards and editorial rules of the Journal.

1.5 Al articles involving studies with humans or animals should have the approval and
authorization of the Ethics Committees on Research on Human Beings or on Animals of the
institutions to which the author(s) belong.

1.6 All plant, microorganism, marine organism materials used in the described research should be
supported by an indication of the site (including GPS coordinates, if possible) and country of origin,
the name of the person identifying the biological material, and the location of the voucher
specimen.

1.7 Authors should be prepared to provide documentary evidence that approval for collection was
afforded from an appropriate authority in the country of collection and, if applicable, to follow the
rules concerning the biodiversity rights.

1.8 It is desirable manuscripts dealing with essential oils that contain seasonal harvest and
biological activity exploring mechanisms of action or synergism.

1.9 The journal will not accept responsibility for research works which do not comply with the
author’s country of residence legislation.

1.10 We strongly recommend that authors avoid stating that the popular or traditional use of a
certain herb was confirmed by pre-clinical, in vitro or in vivo tests using animals.

1.11 The following immediate rejection criteria apply:
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the manuscript does not fall into the areas of interest of the Journal,
manuscripts not formatted in accordance with the standards of the journal (see Section 3);
the manuscript results are preliminary;

manuscripts reporting activity data without comparison to a reference, or without a positive control,
or no proper controls, and not based on adequate statistics;

the biological source (e.g. plant, microorganism, marine organism etc.) is not clearly identified,
authenticated, and documented,

experimental work on antioxidant activity of crude extracts without isolation, identification and
content estimation of the active compounds;

experimental work on antimicrobial activity with crude extracts without isolation and identification
of the active compounds, with large MIC values (ug/mL) for antimicrobial activity (> 250 pg/mL
for plant extracts and > 50 pug/ml for pure compounds), and without proper identification of culture
collections/strain designation codes;

experimental work on essential oils with only one sample of a single plant specimen with a single
chromatographic analysis and without proper statistical analysis; without oil yield (%) and
characterization and components quantification not performed using GC-MS-FID and the analysis
of the retention indexes of the components not calculated using n-alkane homologous series
together with analysis some of the isolated natural components. Biological activity results without
chemical characterization of the compounds.

Too preliminary data using in-vitro assays will not be acceptable, when i) no information on the
type of activity is given; ii) single dose or very high concentrations (must show dose-response
studies); iii) repetition of a simple bioassay (usually one assay with replicates); iv) lack of proper
controls (solvents; positive or negative substances according to the study); v) no IC50 values
whenever it is the case.

manuscripts with repetition of a single bioassay for yet another extract or plant;
use solely the brine shrimp assay (Artemiasalina) to access toxicity of extracts;

isolation and bioassay of well known compounds with tiny or no relation to the activity or to the
plant medicinal use without clear justification;

manuscripts reporting pharmacological or biological activities of crude extracts without chemical
and technical standardization.

2. Rules for the elaboration of contributions

2.1 The author(s) should retain a copy (electronic and paper) of the submitted manuscript, in the
event the loss or damage to the original sent to the journal.

2.2 The figures (photographs, charts, drawings etc) and tables should be inserted close to the point
at which they are discussed and numbered consecutively in Arabic numbers. The respective
captions should be clear, concise, with no abbreviations, and located underneath the figures. Their
respective position in the text should be indicated preferentially just after their citation in the body
of the manuscript.

When figures are from another font, a formal authorization is required.

2.3 Tables should be presented after the References and numbered consecutively using Arabic
numbers. Tables (numeric data) should not be closed by side lines. The respective captions must be
clear, concise, with no abbreviations, and located above table. There should be an indication of the
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approximate position in the text where tables should be placed, preferentially, just after their
citation in the body of the manuscript.

2.4 The captions of botanical illustrations (anatomical description abbreviations) should be in
accordance with the rules adopted by the Journal. Please request standards by email to
revista@sbfgnosia.org.br.

3. Text formatting and contents of the work

3.1 Original papers: Original papers are research articles describing original experimental results.
The manuscript should be arranged in the following order: Title, Abstract, Keywords, Introduction,
Material and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements, References, Figures with Legends,
Tables, Structural Formulas. Results and Discussion sections may appear as a combined “Results
and Discussion” section. The normal length of the main text of an Original Paper, excluding
references, tables, figures and figure legends, is about 3,000 words. In exceptional and well justified
cases longer manuscripts may be accepted. When submitting such manuscripts, authors should
provide a justification statement in the cover letter, giving compelling reasons for the length of the

paper.

3.2 Short communications: This section will cover mainly the isolation of known compounds from
new neotropical fonts, or complementary results of an ongoing work. The text should be arranged
as follows: Title, Abstract of 200 words, Keywords, Introductory Remarks, Material and Methods
with brief experimental details without subheadings, Results and Discussion as one body of text
without headlines, Acknowledgements, References up to 20 citations, Figures and/or Tables up to 3.
Authors should limit the text and not exceed 2,000 words.

3.3 Reviews will generally be invited by the Editor-in-Chief, and will only be considered those with
more than one hundred references. The main purpose of reviews is to provide a concise, accurate
introduction to the subject matter, and inform the reader critically of the latest developments in the
field. They should be as concise as possible and not include experimental details.

3.4. In addition to these Guidelines, a template (for original papers) and a sample cover letter are
available at www.sbfgnosia.org.br/revista. Authors are strongly recommended to follow these
formats when preparing a manuscript.

3.5 The originals should be on A4 size paper, double spaced using Times New Roman size 12 font,
fully justified, with margins of 2 cm.

3.6 Title and subtitle: They should be in lower case, using Times New Roman size 14 font, and in
accordance with the contents of the article, taking in consideration the scope and objectives of the
Journal.

3.7 Authors: The authors’ names should appear centered underneath the title. The first and last
names should appear in full, followed by the initials of all other names (e.g. Carlos N. U. Silva). In
the case of several authors, the names should be separated by commas.

3.8 Authors’ affiliation: After each author name there should be superscript Arabic numbers
indicating the institution to which they are affiliated. The list of institutions should appear
immediately below the list of authors. The name of the corresponding author should be identified
with a superscript asterisk indicating the address to which all correspondence should be sent. The
electronic institutional address, telephone, and fax number of the main author should appear after
references. The Journal will not publish commercial e-mail address.
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3.9 Abstract: A brief and concise abstract with 200 or less words highlighting the most important
information, including the methodology, results, and conclusions that allow readers to evaluate their
interest in the article and thus avoiding the reading of the full work.

3.10 Keywords: Very important for data base searches, thus validating the article, the authors
should identify a maximum of six Keywords, in alphabetical order and separated by commas, to
represent the content of the article.

3.11 Introduction: The Introduction should clearly establish the objectives of the work and its
relationship with other works in the same field. Extensive literature reviews should be replaced by
references of more recent publications, where these reviews have been published, and are available.

3.12 Materials and methods: The description of the Material and the Methods used should be brief,
and clear enough to make possible the comprehension and the reproducibility of the work.
Processes and techniques already published, unless extensively modified, should be referenced.
Plant names should be complete, including author name and family, according to
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2010/; www.theplantlist.org/ or www.tropicos.org.

3.13 Results: The Results should be presented with a minimum personal discussion or
interpretation, and whenever possible, be accompanied by adequate tables and figures. The data,
when pertinent, should be submitted to statistical analysis.

3.14 Discussion: The Discussion must be restricted to the significance of the data presented,
avoiding conclusions not based on them. Alternatively, at the discretion of the author, the Results
and Discussion could be presented in one section.

3.15 Acknowledgements: This is an optional item. Please acknowledge anyone who contributed
towards the article by making substantial contributions to the article.

3.16 Authors' contributions: The role of each author for the development of the study and/or the
elaboration of the manuscript must be clearly described, referred to by their initials. Please see
template for example.
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The formatting of the references should be standardized to conform to the requirements of the
journal as outlined. Preferentially use references that can be accessed by the readers worldwide.

4.1 References inside the text: at the beginning of the citation: Author in lower case, followed by
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In case the cited journal can not be easily accessible, it is recommended to present its Chemical
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5. Abbreviations

Units will be in accordance with the International System (SI) as adopted by the 11th General
Conference on Weights and Measures. Common abbreviations to be used are m meter; cm
centimeter; mm millimeter; um micrometer; nm nanometer; kg kilogram; g gram; mg milligram; ug
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6. lllustration

6. 1 The quality of the illustrations depends on the quality of the originals provided. Figures cannot
be modified or enhanced by the journal production staff. The graphics must be submitted as part of
the manuscript file. Contrast is important.

6.2 Remove all color from graphics, except for those graphics that author(s) would consider for
publication in color (see Costs section for details).
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online unless the author(s) agree to cover the extra expenses for the print publication irrespective of
the number of pages of the article.
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8. Processing fee
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