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 Caracterização química e atividades biológicas de Bauhinia rufa (Bong.) 

Steud. e Schinus terebinthifolius Raddi 

 

RESUMO 

As plantas medicinais são utilizadas para o tratamento de diversas doenças, 

dentre elas, o diabetes e as infecções, as quais são fatores determinantes no 

aumento dos gastos em saúde pública e redução da qualidade de vida. Nesta 

perspectiva, foi criada uma Relação Nacional de Plantas Medicinais de 

Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS) para estimular o 

desenvolvimento de novas drogas. Bauhinia rufa (Bong.) Steud. e Schinus 

terebinthifolius Raddi são plantas medicinais cujos gêneros integram a 

RENISUS. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a composição 

química e atividades biológicas de B. rufa e S. terebinthifolius. O perfil químico 

e as atividades biológicas do extrato metanólico das folhas de B. rufa (MEBr), 

dos extratos metanólicos das raízes, cascas do caule e folhas (MESL) de S. 

terebinthifolius e, dos extratos de acetato de etila dos fungos endofíticos 

isolados dos frutos, cascas do caule e raízes de S. terebinthifolius foram 

avaliados. As atividades biológicas avaliadas incluem o controle do balanço 

redox, glicêmico e bacteriano. Em resumo, os principais resultados apontam 

que todos os extratos caracterizados apresentaram compostos fenólicos e 

atividade antioxidante. O MEBr e MESL apresentaram potencial sobre o 

controle glicêmico, adicionalmente não foram tóxicos nas concentrações 

avaliadas. O extrato do fungo endofítico Ochrocladosporium elatum dos frutos 

de S. terebinthifolius apresentou atividade antibacteriana contra bactérias 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Salmonella enteritidis. Em 

conclusão, os resultados deste estudo indicam atividades biológicas de 

diferentes extratos de B. rufa, de S. terebinthifolius e do fungo endofítico 

Ochrocladosporium elatum isolado dessa planta, indicando recursos naturais 

promissores no controle do balanço redox, glicêmico e bacteriano. Por fim, 

destacamos que esta tese será apresentada por meio de uma breve 

introdução, revisão de literatura e três artigos científicos gerados pelos dados 

obtidos. 

 

Palavras-chave: plantas medicinais, fungos endofíticos, compostos fenólicos, 

estresse oxidativo, diabetes, infecções bacterianas  
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Chemical characterization and biological activities of Bauhinia rufa 

(Bong.) Steud. and Schinus terebinthifolius Raddi 

 

ABSTRACT 

Medicinal plants are used to treat various diseases, including diabetes and 

infections, which are determining factors in increasing public health 

expenditures and reducing the quality of life of these people. In this perspective, 

was created a National List of Medicinal Plants of Interest to the Unified Health 

System (RENISUS) for to estimulate the development of new drugs. Bauhinia 

rufa (Bong.) Steud. and Schinus terebinthifolius Raddi are medicinal plants 

whose genus are part of RENISUS list. In this context, the objective of this 

study was to evaluate the chemical composition and the biological activities of 

B. rufa and S. terebinthifolius. The chemical profile and the biological activities 

of the methanolic extract of the leaves of B. rufa (MEBr), the methanolic 

extracts from roots, stem bark and leaves (MESL) of S. terebinthifolius and the 

ethyl acetate extracts of isolated endophytic fungi of fruits, stem bark and roots 

of S. terebinthifolius were evaluated. The biological activities evaluated include 

control of redox balance, glycemic and bacterial. In summary, the main results 

indicate that all the extracts characterized presented phenolic compounds and 

antioxidant activity. MEBr and MESL presented potential on glycemic control, 

additionally they were not toxic at the concentrations evaluated. The extract of 

the endophytic fungus Ochrocladosporium elatum of the fruits of S. 

terebinthifolius showed antibacterial activity against bacteria Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumonia and Salmonella enteritidis. In conclusion, the 

results of this study indicate biological activities of different extracts of B. rufa, 

S. terebinthifolius and the endophytic fungus Ochrocladosporium elatum 

isolated from this plant, indicating promising natural resources in the control of 

redox balance, glycemic and bacterial. Finally, we emphasize that this thesis 

will be presented through a brief introduction, literature review and three 

scientific articles generated by the data obtained. 

 

Key words: medicinal plants, endophytic fungi, phenolic compounds, oxidative 

stress, diabetes, bacterial infections 
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INTRODUÇÃO  

Bauhinia rufa (Bong.) Steud. e Schinus terebinthifolius Raddi são 

espécies vegetais nativas presentes no Cerrado do estado do Mato Grosso do 

Sul, Brasil, as quais representam gêneros integrantes da Relação Nacional de 

Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde brasileiro 

(RENISUS), para o desenvolvimento de pesquisas que visam identificar sua 

eficácia biológica e, segurança microbiológica e toxicológica (Brandão et al., 

2006; RENISUS, 2009; Caffaro et al., 2015).  

As propriedades biológicas das plantas medicinais e/ou produtos 

naturais são atribuídas aos seus metabólitos bioativos, alcaloides, terpenoides 

e compostos fenólicos (Heras et al., 2003; Matsuura e Fett-Neto, 2015; Amiot et 

al., 2016). Adicionalmente, as atividades terapêuticas observadas pelas plantas 

medicinais podem estar relacionadas aos metabólitos bioativos produzidos por 

fungos endofíticos (Aly et al., 2011). Desta maneira, as plantas medicinais e os 

fungos endofíticos são fontes alternativas para obtenção de metabólitos 

bioativos para a prevenção e tratamento de doenças (Aly et al., 2011; Sofowora 

et al., 2013).  

Nas últimas décadas, o diabetes e as doenças infecciosas se tornaram 

problemas de saúde pública globais, devido ao aumento dos gastos e redução 

da qualidade de vida que geram (Revelas, 2012; Al-Lawati, 2017). O diabetes 

é caracterizado principalmente pela hiperglicemia, a qual está diretamente 

relacionada ao aumento dos níveis de radicais livres, que desencadeiam ou 

agravagam o quadro de estresse oxidativo e, proporcionam anormalidades 

estruturais e funcionais do endotélio e outros tecidos, contribuindo para o 

desenvolvimento das complicações diabéticas (Giacco e Brownlee, 2010).   

As alterações dos sistemas antioxidantes em indivíduos diabéticos 

podem facilitar o desenvolvimento de infecções bacterianas (Vairamon et  al., 

2009). As infecções mais comuns em indivíduos diabéticos envolvem a derme 

(Vairamon et  al., 2009; Hobizal e Wukich, 2012). Os indivíduos diabéticos são 

mais suceptíveis a infecções e, as lesões no pé, comumente caracterizadas 

como pé diabético, resultante da neuropatia e/ou vasculopatia, considerada 

uma complicação que determina sofrimento e piora na qualidade de vida, é um 

importante fator de predisposição para o desenvolvimento de infecções por 

Staphylococcus aureus (Vairamon et  al., 2009; Hobizal e Wukich, 2012). 
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Nesta perspectiva, as buscas por compostos antioxidantes, 

antidiabéticos e antimicrobianos se fazem necessárias para a obtenção de 

metabólitos bioativos e geração de novos fármacos que melhorem parâmetros 

relacionados ao diabetes, infecções bacterianas e, proporcionem qualidade de 

vida. Neste contexto, os objetivos deste estudo foram avaliar a composição 

química e atividades biológicas de B. rufa e S. terebinthifolius. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Plantas medicinais 

As plantas medicinais são utilizadas para o tratamento de doenças 

desde o início das civilizações, sendo o método terapêutico mais antigo que se 

conhece (Petrovska, 2012). Atualmente, na perspectiva de promover qualidade 

de vida, as plantas medicinais e/ou produtos de origem natural são utilizadas 

como alternativa terapêutica, na prevenção e tratamento de doenças, redução 

de efeitos colaterais de tratamentos alopáticos e também para a obtenção de 

novas moléculas bioativas (Sofowora et al., 2013). 

Apesar dos avanços da medicina moderna, o uso da medicina tradicional 

permanece como opção viável para grande parte da população mundial 

(Rakotoarivelo et al., 2005; Boer e Cotingting, 2014). Boer e Cotingting (2014) 

levantaram no Sudeste da Ásia e países próximos, um quantitativo de cerca de 

2000 diferentes plantas, com mais de 5000 combinações, utilizadas por 

mulheres para o tratamento de diversas doenças. Estudos de Giovannini et al. 

(2016) e Wet et al. (2013), mostram a utilização da medicina tradicional para o 

tratamento de diabetes e infecções cutâneas por populações da América 

Central e África, respectivamente.  

A utilização de plantas medicinais leva a necessidade de estudos que 

comprovem sua eficácia e segurança de uso, incluindo análises 

microbiológicas e estudos de toxicidade (Ratajczak et al., 2015). Na busca por 

contribuir para a assistência farmacêutica sobre a promoção da segurança de 

uso e eficácia de plantas medicinais e desenvolvimento de fitoterápicos, o 

Sistema Único de Saúde (SUS) do Brasil, criou uma lista incluindo espécies 

utilizadas na medicina popular brasileira (Tabela 1).  

As plantas medicinais podem ser fornecidas pelo SUS sobre diferentes 

formas que incluem plantas medicinais frescas ou secas e, fitoterápicos. As 

plantas medicinais são vegetais que apresentam eficácia biológica que podem 
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ser indicadas pelo conhecimento tradicional e, geralmente são utilizadas 

como infusão, decocto, dentre outros (Sofowora et al., 2013). A partir delas, 

podem ser gerados fitoterápicos, que são medicamentos obtidos a partir de 

extratos, tinturas, óleos essenciais, dentre outros (Sofowora et al., 2013). O 

processo de produção dos fitoterápicos garante a qualidade microbiológica e 

a eficácia no uso do produto natural (Ratajczak et al., 2015). 

As propriedades terapêuticas das plantas medicinais são atribuídas aos 

seus metabólitos bioativos, os quais são responsáveis pela manutenção da 

planta no ambiente, e possuem importante função na adaptação do vegetal e 

contribuem para o funcionamento dos processos ecológicos (Pavarini et al., 

2012). Estes metabólitos bioativos são provenientes diretamente do 

metabolismo secundário dos vegetais (Wink, 2015) ou da atividade metabólica 

de fungos endofíticos presentes em diversas espécies.    
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Tabela 1. Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS.  

Espécie Nome popular 

Achillea millefolium Mil-folhas 
Allium sativum Alho 
Aloe spp (A. vera ou A. barbadensis) Babosa 
Alpinia spp (A. zerumbet ou A. speciosa) Colônia 
Anacardium occidentale Caju 
Ananas comosus Abacaxi 
Apuleia ferrea  Pau-ferro 
Arrabidaea chica Cipó-cruz 
Artemisia absinthium Losna 
Baccharis trimera Carqueja 
Bauhinia spp (B. affinis, B. forficata ou B. variegata) Pata-de-vaca 
Bidens pilosa Picão-preto 
Calendula officinalis Calêndula 
Carapa guianensis Andiroba 
Casearia sylvestris Guaçatonga 
Chamomilla recutita  Camomila 
Chenopodium ambrosioides Erva-de-santa-maria 
Copaifera spp Copaíba 
Cordia spp (C. curassavica ou C. verbenacea) Erva-baleeira 
Costus spp (C. scaber ou C. spicatus) Cana-do-brejo 
Croton spp (C. cajucara ou C. zehntneri) Sacaca 
Curcuma longa Açafrão-da-terra 
Cynara scolymus Alcachofra 
Dalbergia subcymosa Verônica 
Eleutherine plicata Marupazinho 
Equisetum arvense Cavalinha 
Erythrina mulungu Mulungu 
Eucalyptus globulus Eucalipto 
Eugenia uniflora  Pitanga 
Foeniculum vulgare Funcho 
Glycine max Soja 
Harpagophytum procumbens Garra-do-diabo 
Jatropha gossypiifolia Pinhão-roxo 
Justicia pectoralis Anador 
Kalanchoe pinnata  Folha-da-fortuna 
Lamium álbum Urtiga-branca 
Lippia sidoides Alecrim-pimenta 
Malva sylvestris Malva 
Maytenus spp (M. aquifolium ou M. ilicifolia) Espinheira-santa 
Mentha pulegium Poejo 
Mentha spp (M. crispa, M. piperita ou M. villosa) Hortelã 
Mikania spp (M. glomerata ou M. laevigata) Guaco 
Momordica charantia Melão-de-são-caetano 
Morus spp Amora 
Ocimum gratissimum Alfavaca 
Orbignya speciosa Babaçu 
Passiflora spp (P. alata, P. edulis ou P. incarnata) Maracujá 
Persea spp (P. gratissima ou P. americana) Abacate 
Petroselinum sativum Salsa 
Phyllanthus spp (P. amarus, P.niruri, P. tenellus) Quebra-pedra 
Plantago major Tanchagem 
Plectranthus barbatus Boldo-brasileiro 
Polygonum spp (P. acre ou P. hydropiperoides) Erva-de-bicho 
Portulaca pilosa Amor-crescido 
Psidium guajava Goiaba 
Punica granatum Romã 
Rhamnus purshiana Cáscara-sagrada 
Ruta graveolens Arruda 
Salix alba Salgueiro-branco 
Schinus terebinthifolius Pimenta-rosa 
Solanum paniculatum Jurubeba 
Solidago microglossa Arnica-do-mato 
Stryphnodendron adstringens Barbatimão 
Syzygium spp (S. jambolanum ou S. cumini) Jambolão 
Tabebuia avellanedeae Ipê-roxo 
Tagetes minuta Cravo-de-defunto 
Trifolium pratense Trevo-dos-prados 
Uncaria tomentosa Unha-de-gato 
Vernonia condensata Boldo-da-bahia 
Zingiber officinale Gengibre 
Adaptada de RENISUS, 2009. Fonte: http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2017/junho/06/renisus.pdf  
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2.2. Fungos endofíticos  

Os fungos endofíticos são organismos que colonizam os tecidos 

vegetais e, em simbiose utilizam os metabólitos primários produzidos pelas 

plantas, auxiliando na proteção, manutenção e crescimento da planta 

hospedeira, a partir da produção de metabólitos secundários (Aly et al., 2011; 

Rajamanikyam et al., 2017).  

Os fungos endofíticos de plantas medicinais são fontes alternativas e 

promissoras para obtenção de metabólitos bioativos e, são alvos de estudos 

tendo em vista a pesquisa e detecção de novos compostos com atividade 

biológica para geração de novos fármacos de origem natural (Aly et al., 2011).  

Os metabólitos bioativos obtidos dos fungos endofíticos apresentam 

diferentes aplicações biológicas que incluem as atividades imunossupressora, 

antimicrobiana, antiviral, anticancerígena, antidiabética, anti-inflamatória e 

antioxidante, além disso, podem ser produzidos em grande escala após seu 

isolamento (Sudha et al., 2016). 

A penicilina foi o primeiro metabólito bioativo isolado de um fungo, 

conhecido como Penicillium notatum, sendo o primeiro antibacteriano 

disponível (Strobel et al., 2014). Desde a sua descoberta inúmeros estudos 

científicos sobre a atividade antimicrobiana dos fungos endofíticos isolados de 

várias fontes vegetais são demonstradas (Sudha et al., 2016).  

Os metabólitos bioativos com atividade antineoplásica, taxol e vincristina 

foram isolados pela primeira vez das plantas medicinais Taxus brevifolia e 

Catharanthus roseus e, posteriormente de seus fungos endofíticos Taxomyces 

andreanae e Fusarium oxysporum, respectivamente (Kumar et al., 2013). 

 

2.3. Metabólitos secundários 

Os metabólitos secundários são responsáveis por diversas atividades de 

manutenção e defesa das plantas medicinais (Demain e Fang, 2000; Pavarini 

et al., 2012). Esses metabólitos são produzidos a partir do metabolismo da 

glicose, por meio das vias do ácido chiquímico, acetato e, combinação de 

ambas as vias para a produção de alcaloides, terpenos e compostos fenólicos 

(Figura 1) (Demain e Fang, 2000). 
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  Figura 1. Rota biossintética (simplificada) dos metabólitos secundários. 

 

Os alcaloides constituem um grupo heterogêneo de substâncias 

nitrogenadas (Matsuura e Fett-Neto, 2015). Em sistema biológico, os alvos 

moleculares de alcaloides incluem neuroreceptores ou a modulação de outras 

etapas na transdução de sinal neuronal incluindo canais iônicos ou enzimas, 

que absorvem ou metabolizam neurotransmissores ou segundos mensageiros. 

Adicionalmente, vários alcaloides interferem no DNA, telômeros, telomerase, 

topoisomerase, citoesqueleto ou biossíntese de proteínas que ocasionam 

mutagênese ou induzem a apoptose (Matsuura e Fett-Neto, 2015). 

Mecanismos por meio dos quais muitos alcaloides são utilizados como agentes 

quimioterápicos e antimicrobianos (Cushnie et al., 2014; Matsuura e Fett-Neto, 

2015). 

Os terpenos são constituídos por unidades isoprênicas, subdivididos em 

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos ou 

carotenoides (Heras et al., 2003). Em sistema biológico, pela sua natureza 

lipofílica, os terpenos apresentam a capacidade de interagir com a membrana 

celular, aumentando a fluidez e a permeabilidade das mesmas pela modulação 

da atividade de proteínas e receptores de membrana, podendo inclusive 

ocasionar morte celular (Heras et al., 2003). Em geral, os terpenos apresentam 

atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria (Heras et al., 2003; Zacchino et al., 

2017). Além disso, os carotenoides são descritos por seu potencial antioxidante 

Aminoácidos 

aromáticos 

Alcaloides 

Ácido chiquímico Acetil-CoA 

Compostos 

fenólicos 

GLICOSE 

Via mevalonato 

Isopropenos 

Terpenos 
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devido à especificidade da sua estrutura molecular que permite a ressonância 

da molécula e reestabilização (Grassmann, 2005).  

Os compostos fenólicos apresentam anéis aromáticos e grupos hidroxila em 

sua molécula (Foti, 2007; Alov et al., 2015). Em sistema biológico, os 

compostos fenólicos apresentam a capacidade de eliminar e estabilizar radicais 

livres, inibir reações de peroxidação lipídica, quelar ou se complexar com 

metais (Foti, 2007; Alov et al., 2015). Em estudos científicos, os compostos 

fenólicos têm se destacado por apresentar um amplo espectro de atividades 

biológicas, principalmente antioxidante, além de contribuir com a prevenção 

e/ou tratamento de diversas doenças (Amiot et al., 2016).  

 

2.4. Aplicações biológicas 

2.4.1. Estresse oxidativo e controle do balanço redox 

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) e o sistema de defesa antioxidante do 

organismo (Sies, 1997). As EROs são produzidas, durante a respiração celular 

na mitocôndria e, em condições fisiológicas, participam da manutenção dos 

sistemas biológicos como mensageiros de sinalização e proliferação celular 

(Sena et al., 2012). No processo de fosforilação oxidativa, o oxigênio sofre 

reações de oxi-redução formando EROs radicalares e não-radicalares (Sena et 

al., 2012).   

As EROs radicalares consistem em moléculas que apresentam elétrons 

desemparelhados em sua última camada de valência, proporcionado 

instabilidade química e alta capacidade reativa e, incluem ânion radical 

superóxido (O2
•–), radical hidroperoxila (HO2

•) e radical hidroxila (•OH) 

(Lushchak, 2014). As EROs não-radicalares são quimicamente mais estáveis, 

entretanto, altamente reativas, como por exemplo o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (Lushchak, 2014).  

As EROs são formadas a partir da redução do oxigênio a O2
•– ou HO2

• 

(forma protonada do O2
•–) (Fridovich, 1997). O O2

•– pode atuar como agente 

oxidante ou redutor e originar outras EROs, entretanto, é considerado pouco 

reativo (Fridovich, 1997). Em sequência, a enzima superóxido dismutase (SOD) 

dismuta duas moléculas de O2
•– a H2O2 (Bray et al., 1974).  

O H2O2 é uma EROs altamente reativa, podendo promover danos à 

membrana lipídica, por reagir com lipídeos e proteínas (Kanner et al., 1983). O 
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H2O2 pode oxidar íon ferroso a íon férrico por meio da Reação de Fenton, 

gerando o OH• (Winterbourn, 1995). O OH• é considerado a EROs mais reativa 

em sistemas biológicos, para o qual não há sistema enzimático de defesa 

(Lipinski, 2011). Normalmente a reatividade do H2O2 é neutralizada na 

mitocôndria pela atuação das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e 

glutationa peroxidase (GPx), que convertem o H2O2 em uma molécula de água 

e uma molécula de oxigênio (Alfonso-Prieto et al., 2009; Heverly-Coulson e 

Boyd, 2010). 

Os componentes celulares, proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos, são 

altamente susceptíveis aos danos oxidativos gerados pelo excesso de EROs 

(Salvi et al., 2001; Stark, 2005). A membrana celular é a organela mais atingida 

em decorrência da peroxidação lipídica e, nesse processo, o OH• é a principal 

EROs que estimula a lipoperoxidação (Stark, 2005; Ayala et al., 2014). A 

reação de peroxidação lipídica se inicia com a oxidação do ácido graxo 

poliinsaturado da membrana celular, pela redução do OH• e, consequente 

formação do radical lipídico (L•), que reage com o oxigênio, originando o radical 

peroxila (LOO•) (Stark, 2005; Ayala et al., 2014). O LOO• pode reduzir outro 

OH• e formar novamente o L•, acarretando alterações na estrutura e 

permeabilidade da membrana, pela geração de hidroperóxido lipídico que pode 

ser fragmentado a aldeídos, tais como malondialdeído (MDA) (Stark, 2005; 

Ayala et al., 2014). O MDA é um subproduto importante na resposta 

inflamatória, entretando, em excesso pode participar do processo de 

desenvolvimento de doenças e aumento de complicações em um quadro 

patológico (Thiele et al., 2004; Sugiura et al., 2010).  

A manutenção do equilíbrio redox no organismo ocorre pela atuação do 

sistema de defesa antioxidante endógeno associado aos antioxidantes 

exógenos, substâncias capazes de reduzir ou inibir o processo oxidativo 

(Birben et al., 2012). O sistema de defesa endógeno é constituído por 

antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos. O sistema enzimático inclui a 

ação das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e glutationa redutase (GR) e, 

o sistema não-enzimático inclui a glutationa reduzida (GSH) e glutationa 

oxidada (GSSG) (Bhattacharya, 2015) (Tabela 2). 

Os antioxidantes exógenos consistem em substâncias naturais e 

sintéticas provenientes da alimentação (Pokorny, 2007). Dentre os 

antioxidantes exógenos naturais estão minerais (zinco, cobre, manganês, ferro 
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e selênio), vitaminas E e C (tocoferol e ácido ascórbico, respectivamente), 

terpenos (carotenoides) e compostos fenólicos (ácidos fenólicos, flavonoides e 

taninos) e, dentre os antioxidantes sintéticos estão o hidroxianisol butilado 

(BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT) (Tabela 2). 
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Tabela 2. Características e mecanismos de ação dos antioxidantes endógenos e exógenos.  

Antioxidantes Características Mecanismo de ação Referência 

Endógenos    
Enzimáticos    

SOD Metaloenzima; Co-fator: Cu, Zn e Mn Dismutar: O2
•– em H2O2. Perry et al. (2010) 

CAT Hemeproteína; Co-fator:  
Fe3+-protoporfirina 

Catalisar: H2O2 em H2O e O2. Alfonso-Prieto et al. (2009) 

GPx Co-fator: Se; Substrato: GSH  Catalisar: H2O2 em água e oxigênio. 
Oxidar: GSH a GSSH. 

Heverly-Coulson e Boyd (2010) 

GR Flavoproteína  Reduzir: NADPH em NADP+. 
Reduzir: GSSH a GSH. 

Heverly-Coulson e Boyd (2010) 

Não-enzimáticos    
GSH Tripeptídeo: glicina, ácido glutâmico e 

cisteína 
Substrato de GPx. Heverly-Coulson e Boyd (2010) 

GSSG Forma pontes dissulfeto (-SS-) Produto de GPx. Heverly-Coulson e Boyd (2010) 
    
     Exógenos 

   

Sintéticos    
BHA e BHT Lipofílicos Doar elétrons. Yehye et al. (2015) 

 
Naturais    

Minerais Co-fatores de enzimas antioxidantes Auxiliar nos processos de oxi-redução. Perry et al. (2010) 
Alfonso-Prieto et al. (2009) 
Heverly-Coulson e Boyd (2010) 

Vitaminas E Lipofílico Proteger membrana contra a lipoperoxidação; 
atuar diretamente em O2

•–, •OH e LOO•.  
Traber e Atkinson (2007) 

Vitamina C Hidrofílico Inibir radicais livres; restaurar a vitamina E. Bendich et al. (1986) 
Carotenoides Tetraterpeno lipofílico Inibir a ação de radicais livres e a peroxidação 

lipídica, eliminando LOO•. 
Stahl e Sies (2003) 

Flavonoides e taninos Compostos fenólicos hidrofílicos Doar hidrogênio ou elétrons; inibir radicais livres e 
reações de peroxidação lipídica; quelar ou se 
complexar com metais; atuar sobre O2•– e •OH. 

Heim et al. (2002) 
Riedl et al. (2002) 

SOD: superóxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutaiona oxidada; Cu: cobre; Zn: zinco; Mn: manganês; Fe
3+

: íon 
férrico;  O2

•–
: ânion radical superóxido; 

•
OH: radical hidroxila; LOO

•
: radical peroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio; H2O: água; O2: oxigênio; NADPH e  NADP

+
: nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato;  BHA: hidroxianisol butilado; BHT: hidroxitolueno butilado. 
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2.4.2. Diabetes e controle glicêmico 

O diabetes mellitus é uma doença multifatorial caracterizada pela 

hiperglicemia, resultante da deficiência da secreção de insulina ou resistência 

das células à ação desse hormônio (American Diabetes Association, 2010). A 

exposição prolongada dos tecidos vasculares à hiperglicemia contribui para o 

estresse oxidativo e ocasiona danos aos tecidos, pelo aumento do fluxo de 

glicose através da via do poliol, ativação de isoformas da proteína quinase C 

(PKC) e formação de produtos finais de glicação avançada (AGEs) (Chung et 

al., 2003; Geraldes e King, 2010; Singh et al., 2014). 

Na via dos polióis em quadro hiperglicêmico, o aumento do estresse 

oxidativo é ocasionado pela redução da disponibilidade de nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), pela atuação da enzima aldose 

redutase na conversão de glicose a sorbitol (Chung et al., 2003). A aldose 

redutase é uma enzima encontrada nos túbulos renais, endotélio vascular, 

retina e neurônios, onde a absorção de glicose é mediada por transportadores 

de glicose tipo 2 e 3, de maneira independente à insulina, ou seja, as 

concentrações de glicose intracelular aumentam paralelamente à hiperglicemia 

(Chung et al., 2003). Adicionalmente, o sorbitol é convertido à frutose, 

resultando no aumento da síntese de diacilglicerol, o principal ativador 

fisiológico de PKC (Geraldes e King, 2010). 

A ativação de PKC induz produção de óxido nítrico e aumento da 

atividade da enzima óxido nítrico sintase endotelial, da produção do 

vasoconstritor endotelina 1 e do fator de crescimento do endotélio vascular 

(Geraldes e King, 2010). Dessa maneira, a ativação de PKC gera 

anormalidades estruturais e funcionais do endotélio e, consequentemente 

redução do fluxo sanguíneo e permeabilidade vascular, contribuindo para o 

desenvolvimento das complicações diabéticas (Geraldes e King, 2010). 

A formação de AGEs também contribui para o desenvolvimento dos 

mesmos quadros de complicações diabéticas (Singh et al., 2014). Os AGEs 

constituem uma variedade de moléculas formadas pela interação amino-

carbonila, entre açúcares redutores e proteínas ou lipídeos oxidados e, podem 

ser originados pela reação de Maillard e via do estresse carbonílico (Singh et 

al., 2014). Na via clássica da reação de Maillard, os AGEs são formados em 

três etapas que incluem, a formação das bases de Schiff, a geração dos 

produtos de Amadori e, a condensação com unidades amina primárias (Singh 
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et al., 2014). A via do estresse carbonílico origina os AGEs em duas etapas 

que incluem, a oxidação de lipídeos ou de açúcares a compostos dicarbonílicos 

e, a interação dos compostos diacarbonílicos com aminoácidos (Singh et al., 

2014). A ligação dos AGEs aos seus receptores induzem a disfunção celular 

pelo estímulo a produção de citocinas inflamatórias, fator de crescimento I  e 

fator de necrose tumoral α. Além disso, os AGEs se acumulam na maioria dos 

órgãos-alvo que podem ser acometidos no diabetes como rins, retina e placas 

ateroscleróticas (Singh et al., 2014). 

Os mecanismos estudados para o controle glicêmico incluem inibição da 

absorção de glicose pela inibição da atividade de enzimas digestivas α-

glicosidase e α-amilase, inibição da proteína cotransportadora de sódio/glicose 

2 (SGLT2), bem como mecanismos posteriores a absorção, que incluem a 

ativação da translocação intracelular do transportador de glicose tipo 4 

(GLUT4), aumento da sensibilidade do substrato 1 receptor de insulina (IRS1) e 

aumento da secreção de insulina (Proks et al., 2002; Funaki et al., 2004; Laar, 

2008; Fu et al., 2013; Zou et al., 2017) (Tabela 3). Estes mecanismos podem 

ser ativados por diferentes substâncias como inibidores de glicosidases, 

inibidores de SGLT2, biguanidas, tiazolidinedionas, sulfonilureias e análogos do 

peptídeo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) (Bischoff, 1995; Hauner, 2002; 

Proks et al., 2002; Dharmalingam et al., 2011; Lee et al., 2012; Kalra et al., 

2014) (Tabela 3).  

Entretanto, em especial pelo número crescente de novos casos de 

diabetes no mundo e pela toxicidade dos fármacos disponíveis atualmente, 

buscam-se alternativas terapêuticas derivadas de plantas medicinais eficazes e 

com menos efeitos colaterais. Nesta perspectiva, os compostos fenólicos são 

descritos por modular mecanismos de controle glicêmico e do balanço redox, 

dois importantes fatores nos quadros de diabetes (Kim et al., 2016).  
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Tabela 3. Medicamentos para o controle glicêmico: classes, mecanismos de ação, exemplo e efeitos colaterais. 

Classe Mecanismo  Medicamento  Efeitos colaterais Referências 

Inibidores de glicosidases Inibição (antagonista) da atividade de enzimas 
digestivas α-amilase e α-glicosidase. Retardo 
da absorção intestinal de glicose. 

Acarbose Flatulência, diarreia e dores 
abdominais. 

Bischoff (1995) 

Inibidores de SGLT2 Redução da reabsorção de glicose dos túbulos 
renais proximais. 

Dapagliflozina Infecção urinária e poliúria. Kalra et al. (2014) 

Biguanidas Translocação de GLUT4 e aumento da 
atividade da enzima glicogênio sintetase.  

Metformina Diarreia e náuseas. Lee et al. (2012) 

Tiazolidinedionas (TZDs) Aumento da expressão de GLUT4 pela 
ativação de PPAR-γ. Aumento da 
sensibilidade à insulina. 

Rosiglitazona  Toxicidade hepática e 
aumento da massa corporal. 

Hauner (2002) 

Sulfonilureias Insulinotrópico: aumento da secreção de 
insulina. 

Glibenclamida Hipoglicemia e aumento da 
massa corporal. 

Proks et al. (2002) 

Análogo de GLP-1 Aumento da síntese e secreção de insulina, 
além da redução de glucagon. 

Liraglutida Hipoglicemia, náuseas, 
vômitos e diarreia. 

Dharmalingam et al. 
(2011) 

SGLT2: proteína cotransportadora de sódio/glicose 2; GLUT4: transportador de glicose tipo 4; PPAR-γ: receptores de proliferador de peroxissomos gamma; GLP1: peptídeo 
semelhante a glucagon 1.   
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2.4.3. Infecções e controle bacteriano 

As infecções bacterianas são um sério problema de saúde pública mundial 

devido ao aumento da resistência desses microrganismos aos medicamentos 

existentes, limitando as opções de tratamento (Revelas, 2012). Dentre as 

bactérias que contribuem para o desenvolvimento de infecções resistentes 

destacamos Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Salmonella 

enteritidis (Revelas, 2012). 

A espécie S. aureus é uma bactéria gram-positiva resistente a múltiplos 

agentes antimicrobianos, sendo constantemente fonte de infecções humanas, 

incluindo endocardite infecciosa, osteomielite, infecções pulmonares, 

gastroenterite, infecções do trato urinário e infecções cutâneas (Robert e 

Moellering, 2012; Taylor e Unakal, 2017). Algumas infecções bacterianas por S. 

aureus podem ocasionar complicações em outros quadros patológicos, como 

por exemplo, a infecção cutânea do pé diabético por S. aureus em indivíduos 

diabéticos (Vairamon et  al., 2009; Hobizal e Wukich, 2012).  

K. pneumoniae e S. enteritidis são bactérias gram-negativas. A bactéria K. 

pneumoniae é associada principalmente a infecções do trato urinário, 

pneumonia e infecções sanguíneas e, também ocasiona abscesso hepático 

piogênico, endoftalmite e meningite (Martin e Bachman, 2018). A bactéria S. 

enteritidis é a principal responsável por contaminações de origem alimentar, 

ocasionando infecções no trato gastrointestinal e desenvolvimento de doenças 

sistêmicas (Anderson e Kendall, 2017). 

O controle do crescimento bacteriano é realizado por diferentes classes 

de medicamentos que atuam sobre diferentes alvos nas bactérias (Henry, 

1943; Williamson et al., 1986; Hooper, 1999; Chopra e Roberts, 2001). Os 

principais alvos dos medicamentos antibacterianos incluem a parede celular, a 

membrana plasmática, a síntese proteica, o metabolismo de ácidos nucleicos e 

a ação direta sobre o DNA (Henry, 1943; Williamson et al., 1986; Hooper, 1999; 

Chopra e Roberts, 2001; Calvo e Martínez-Martínez, 2009) (Tabela 4).    

Contudo, o aumento do número de bactérias resistentes e o baixo 

desenvolvimento de novas drogas nas últimas décadas, buscam-se alternativas 

terapêuticas derivadas de plantas medicinais e/ou produtos naturais eficazes e 

com baixos efeitos colaterais. Nesta perspectiva, os compostos fenólicos, 

terpenos e alcalóides são descritos por modular mecanismos de controle 

microbiano (Cushinie e Lamb, 2011; Cushnie et al., 2014; Zacchino et al., 

2017).  
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Tabela 4. Medicamentos antibacterianos: classe, exemplo e mecanismos de ação. 

Classe Medicamento Mecanismo Referência 

Sulfonamidas 
 

Sulfadiazina Interferem na síntese de nucleotídeos.  Henry (1943) 

β-lactâmicos 
 

Amoxicilina 
 

Inibe a síntese de peptideoglicano da parede celular 
bacteriana. 

Williamson et al. (1986) 

Tetraciclinas Doxiciclina  Inibe a síntese proteica impedindo a ligação do RNAt ao 
complexo RNAm-ribossomo. 

Chopra e Roberts (2001) 

Fluoroquinolonas Ciprofloxacina Inibe Topoisomerase II e não permite a replicação e 
transcrição do DNA. 

Hooper (1999) 

RNAt: RNA transportador; RNAm: RNA mensageiro.  
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2.5. Bauhinia rufa Bong. Steud 

Bauhinia rufa (Bong.) Steud. (Fabaceae) (Figura 2), conhecida 

popularmente como pata-de-vaca, unha-de-vaca ou catinga-de-tamanduá, é 

uma espécie nativa do Cerrado do estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.  

O gênero Bauhinia abrange cerca de 300 espécies, sendo a B. forficata a 

mais estudada. Espécies do gênero Bauhinia são utilizadas popularmente, para 

o controle lipídico e glicêmico (Silva et al., 2010; Caffaro et al., 2015) e, 

algumas pesquisas apontam que esta ação está associada ao seu potencial 

antioxidante (Sousa et al., 2004; Salgueiro et al., 2013; Farag et al., 2015). 

Inclusive, o gênero Bauhinia faz parte das plantas medicinais indicadas pelo 

Sistema Único de Saúde no Brasil (RENISUS, 2009). 

As espécies de Bauhinia apresentam metabólitos como flavonoides, 

taninos, além de terpenoides, aos quais são atribuídas parte de seu potencial 

biológico (Tabela 5). Contudo, são escassos os estudos sobre a composição 

química e atividades biológicas da espécie B. rufa.  

 

Figura 2. Bauhinia rufa Bong. Steud. (A) planta inteira (B) flores, frutos e 
folhas.  
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Tabela 5. Bauhinia spp. no controle glicêmico: espécies, parte da planta e solvente usado, compostos químicos e atividades biológicas. 

Espécie Extrato; Parte vegetal Compostos químicos Atividade e modelo biológico Referência 

B. candicans Metanólico; folhas. - Hipoglicemiante e antidiabética; coelhos 
normoglicêmicos e diabéticos. 

Fuentes et al. (2004) 

B. cheilandra Metanólico; folhas. cumarinas, flavonoides, proantocianidinas, 
terpenoides, monoglicosideos de quercetina e 
kaempferol e β-sistosterol. 

Hipoglicemiante e antidiabética; ratos normoglicêmicos e 
diabéticos. 

Almeida et al. (2006) 

B. forficata Etanólico; folhas. - Antioxidante, anti-glicação e inibitória de α-amilase, α-
glucosidase e lipase pancreática. 

Franco et al. (2018) 

B. forficata Aquoso, etanólico e 
hexânico; folhas.  

- Antidiabética; ratos diabéticos. Lino et al. (2004) 

B. forficata Aquoso; folhas.  quercetina-3,7-O-diramnosídeo e kaempferol-3,7-O -
diramnosídeo 

Hipoglicemiante; camundongos normoglicêmicos.  Menezes et al. (2007) 

B. forficata Decocto; folhas. - Antidiabética; ratos diabéticos. Pepato et al. (2002) 
B. forficata Infusão; folhas. quercetina-3-O-(2-rhamnosil) rutinosídeo, 

kaempferol-3-O-(2-ramnosil) rutinosídeo, quercetina-
3-O-rutinosídeo e kaempferol-3-O-rutinosídeo 

Antioxidante; eritrócitos humanos em altas 
concentrações de glicose. 

Salgueiro et al. (2013) 

B. forficata Infusão; folhas. kaempferol-3-O-(2-ramnosil) rutinosídeo, quercetina-
3-O-(2-ramnosil) rutinosídeo, quercetina-3-O-
rutinosídeo, kaempferol-3-O-rutinosídeo 

Hepatoprotetor; ratos diabéticos. Salgueiro et al. (2016) 

B. forficata Butanólico; folhas. - Antidiabética; ratos diabéticos. Silva et al. (2002) 
B. forficata Fração butanólica; folhas. kaempferol-3,7-O-(α)-diramnosídeo Antioxidante e antidiabética; ratos diabéticos.  Sousa et al. (2004) 
B. malabarica Etanólico; folhas. - Inibitória de α-glicosidase. Dej-adisai et al. (2015) 
B. megalandra Metanólico; folhas. quercetina 3-O-α- (2'-galol) ramnosídeo e 

kaempferol 3-O-α-(2''galoil) ramnosídeo 
Anti-hiperglicemiante; inibição de glicose-6-fosfatase. Estrada et al. (2005) 

B. megalandra Aquoso; folhas. - Inibitória da absorção intestinal da glicose e redução da 
tolerância à glicose; ratos normoglicêmicos. 

Gonzalez-Mujica et al. (2003) 

B. thoningii Aquoso; folhas. - Antidiabética; ratos diabéticos. Ojezele e Abatan (2011)  
B. tomentosa Aquoso; folhas. - Antidiabética; ratos diabéticos.  Devaki et al. (2011) 
B. vahlii Etanólico; folhas. quercetina glicosídeos de quercetina. Antioxidante e anti-hiperglicemiante; ratos diabéticos. Elbanna et al. (2017) 
B. vahlii Etanólico e clorofórmio; 

cascas do caule. 
alcaloides, flavonoides, fitosteróis, compostos 
fenólicos e glicosídeos 

Anti-inflamatória e antidiabética; camundongos 
diabéticos. 

Narayan et al. (2012) 

B. variegata Aquoso; folhas. compostos fenólicos Antidiabética; ratos diabéticos. Kulkarni et al. (2016) 
B. variegata Etanólico; folhas.  Roseosídeo Insulinotrópica; células INS-1. Frankish et al. (2010) 

- : não há avaliação de compostos químicos na referência citada. 
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2.6. Schinus terebinthifolius Raddi 

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) (Figura 3), conhecida 

popularmente como aroeira-vermelha ou pimenta-rosa, é uma espécie nativa 

do estado do Mato Grosso do Sul, Brasil, utilizada popularmente no tratamento 

de feridas e úlceras da pele, tumores, diarreia, artrite, infecções do trato 

urinário e do sistema respiratório e, inclusive faz parte das plantas medicinais 

indicadas pelo Sistema Único de Saúde no Brasil (Brandão et al., 2006; 

RENISUS, 2009). Estudos prévios, demostram que S. terebinthifolius apresenta 

dentre seus constituintes, compostos fenólicos, aos quais são atribuídas 

diferentes atividades biológicas apresentadas na Tabela 6.  

Adicionalmente, a atividade antimicrobiana do extrato dos fungos 

endofíticos isolados das folhas de S. terebinthifolius também foram relatadas 

na literatura (Silva et al., 2017;  Tonial et al., 2017; Tonial et al., 2016). No 

entanto, não existem estudos sobre a composição química e atividades 

biológicas dos fungos endofíticos isolados dos frutos, cascas do caule e raiz de 

S. terebinthifolius. 

 

Figura 3. S. terebinthifolius Raddi (A) planta inteira, (B) folhas e flores (C) 
frutos. 
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Tabela 6. Schinus terebinthifolius: partes utilizadas, extratos, compostos químicos e atividades biológicas de Schinus terebinthifolius Raddi. 
Parte utilizada Extrato Compostos químicos Atividades biológicas  Autor Ano   

Frutos - triterpenos Anti-inflamatória Jain et al. 1995  
Frutos Alcoólico compostos fenólicos Antimicrobiano Degaspari et al. 2005  
Frutos Óleo essencial α-felandreno, β-felandreno, α-terpineol, α-pineno, β-pineno, p-cimeno 

e γ-cadineno 
Antioxidante e anticâncer  Bendaoud et  al. 2010  

Frutos Óleo essencial α-pineno Anticâncer  Matsuo et al. 2011  
Frutos Óleo essencial δ-3-careno, limoneno, α-felandreno, α-pineno, trans-cariofileno Antimicrobiana Cole et al. 2014  
Frutos Óleo essencial (r)-(+)-limoneno e α-filandreno Anti-hiperalgésica e antidepressiva Piccinelli et al. 2014  
Frutos Hidrometanólico compostos fenólicos: naringenina e ácido gálico Antioxidante e Anti-hipertensiva  Glória et al. 2017  
Frutos Óleo essencial α-pineno e α-fellandreno Antibacteriana Salem et al. 2018  
Folhas Aquoso compostos fenólicos Antiproliferativa Queires et al. 2006  
Folhas Acetato de etila ácido gálico, galato de metila e 1,2,3,4,6-pentagolailglicose Antialérgica Cavalher-Machado et al. 2008  
Folhas Etanólico ácido cafeico, ácido cumárico e o ácido siringico Antioxidante e antimicrobiana El-Massry et al. 2009  
Folhas Hidroetanólico schinol Antifúngica Johann et al. 2010  
Folhas Óleo essencial p-cymen-7-ol, 9-epi-(e)-cariofileno, carvona e verbenona Antibacteriana Silva et al. 2010  
Folhas Óleo essencial germacreno d, biciclogermacreno, β-pineno, β-longipineno Citotóxica  Santana et al.  2012  
Folhas Óleo essencial - Cicatrizante  Estevão et al. 2013  
Folhas - lectina Antimicrobiana Gomes et al. 2013  
Folhas Metanólico - Antigenotóxica e antimutagênica Fedel-Mysato et al. 2014  
Folhas Etanólico triterpenos Antiparasitária Morais et al.  2014  
Folhas, cascas 
do caule e frutos 

Etanólico compostos fenólicos Antioxidante e antibacteriana D’Sousa’Costa et al. 2015 
 

Folhas Etanólico compostos fenólicos Hepatoprotetor Abdou et al. 2015  
Folhas Hidroalcoólico - Anti-inflamatória  Rosas et al. 2015  
Folhas Óleo essencial - Anti-inflamatória  Estevão et al. 2017  

Folhas Metanólico 
sitosterol-3-o-glicopiranosídeo; derivados de ácido gálico,  1,2,3,4,6-
penta-ogaloil-glicopiranosídeo, metil galato, robustaflavona, 
quercetina, luteolina 

Antioxidante, anti-inflamatória e anticâncer Silva et al. 2017 
 

Folhas Metanólico compostos fenólicos Antioxidante  Rocha et al. 2017  
Folhas e frutos Etanólicos ácidos fenólicos, taninos, ácidos graxos, triterpenos e biflavonoides Antibacteriana Silva et al.  2018  
Folhas Óleo essencial ácidos graxos e hidrocarbonetos monoterpênicos Antibacteriana Ennigrou et al. 2018  

Folhas 
Fração 
metanólica 

antraquinonas, triterpenos, flavonoides, saponinas e cumarinas. Antioxidante  Scheid et al. 2018 
 

Cascas do caule Hidroalcoólico - Cicatrizante Coutinho et al. 2006  
Cascas do caule Hidroalcoólico - Cicatrizante Lucena et al. 2006  
Cascas do caule Decocto - Antiulcerogênica Carlini et al. 2010  
Cascas do caule Tintura - Fungistática e fungicida Alves et al. 2012  
Cascas do caule Hidroalcoólico - Cicatrizante  Santos et al. 2012  
Cascas do caule Tintura - Fungistática e fungicida Alves et al.  2013  
Cascas do caule Hidroalcoólico - Cicatrizante  Santos et al.  2013  
Cascas do caule Hidroetanólico - Antimicrobiana Melo et al. 2014  
Cascas do caule Hidroetanólico flavan-3-ols, catequina e galocatequina Anti-viral  Nocchi et al. 2016  
Cascas do caule Hidroalcoólico - Cicatrizante  Scheibe et al. 2016  
Cascas do caule Hidroetanólico ácido gálico, catequina, epicatequina e ácido elágico  Anti-histamínica  Nunes-Neto et al. 2017  

- : informações não citadas na referência utilizada. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral: 

 Avaliar a composição química e atividades biológicas de Bauhinia rufa 

(Bong.) Steud. e Schinus terebinthifolius Raddi. 

 

3.2. Objetivos específicos: 

3.2.1. Investigar os efeitos de B. rufa no estresse oxidativo e controle glicêmico 

in vitro e in vivo; 

3.2.2. Avaliar a qualidade microbiológica, perfil químico e potencial antioxidante 

e antidiabético das raízes, cascas do caule e folhas de S.terebinthifolius; 

3.2.3. Investigar o perfil químico, potencial antioxidante e antibacteriano dos 

extratos dos fungos endofíticos isolados dos frutos, cascas do caule e raiz de 

S. teribinthifolius. 
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5.1. Efeitos de Bauhinia rufa (Bong.) Steud no estresse oxidativo e 

controle glicêmico: estudo in vitro e in vivo 

 

Resumo 

O estresse oxidativo pode desencadear ou agravar diversas doenças, como 

diabetes. Associados, o estresse oxidativo e a hiperglicemia aumentam o risco 

de desenvolvimento de doenças cardiovasculares. O objetivo desse estudo foi 

investigar a composição fitoquímica do extrato metanólico das folhas de 

Bauhinia rufa (Bong.) Steud. (MEBr) e seus efeitos biológicos no controle do 

estresse oxidativo e glicêmico. Foram determinados por ensaios 

espectrofotométricos as concentrações de compostos fenólicos, ácidos 

fenólicos, flavonoides e a presença de taninos condensados no MEBr. Os 

compostos fenólicos foram identificados por HPLC-DAD-MS/MS. A atividade 

antioxidante do MEBr foi observada nos ensaios de DPPH•, ABTS•+, FRAP, 

poder redutor e branqueamento de β-caroteno. Em eritrócitos humanos, o 

MEBr aumentou a atividade da enzima superóxido dismutase, reduziu a 

hemólise oxidativa e os níveis de malodialdeído (MDA). Adicionalmente, o 

apresentou atividade anti-glicação pelas vias frutose e glioxal. As elevações da 

hemoglobina glicada, colesterol e MDA do coração, induzidas pela dieta de alta 

gordura foram prevenidas pelo MEBr.  Sobre parâmetros do controle glicêmico, 

o MEBr inibiu a atividade das enzimas digestivas α-amilase e α-glicosidase e, 

em camundongos submetidos a sobrecarga de amido o MEBr reduziu a 

hiperglicemia pós-prandial. Em conjunto, o MEBr tem ação antioxidante e 

antihiperglicemiante, apresentando potencial para reduzir os danos do estresse 

oxidativo e contribuir para o controle glicêmico, provavelmente por ações 

mediadas pelos flavonoides glicosilados identificados no extrato.  

 

Palavras-chave: pata-de-vaca, compostos fenólicos, antioxidante, produtos 

finais de glicação avançada, α-amilase e α-glicosidase   
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Introdução  

O estresse oxidativo é uma condição caracterizada como desbalanço 

redox intracelular, decorrente do aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) em desequilíbrio com o sistema de defesa antioxidante do 

organismo (Lushchak et al., 2014).  As EROs podem atuar sobre DNA, 

proteínas ou lipídeos e gerar danos celulares que desencadeiam o 

desenvolvimento de diversas doenças, como diabetes (Araki e Nishikawa, 

2010; Han, 2016).  

Diabetes é uma desordem metabólica que tem como principal 

característica a glicemia elevada (Kharroubi e Darwish, 2015). Em 2017, foram 

estimadas cerca de 451 milhões de pessoas com diabetes em todo o mundo e, 

os gastos globais com a saúde relacionados ao diabetes atingiram 850 bilhões 

de dólares (Cho et al., 2018).  

A hiperglicemia estimula a produção de EROs e de produtos finais de 

glicação avançada (AGEs), os quais são fatores importantes na geração de 

danos cardiovasculares no quadro diabético (Yamagishi et al., 2012; Fiorentino 

et al., 2013). Dentre as abordagens terapêuticas promissoras para a prevenção 

e/ou tratamento de complicações diabéticas, está à utilização de produtos 

antioxidantes (Golbidi et al., 2011), anti-glicação (Abbas et al., 2016) e 

substâncias capazes de reduzir a absorção intestinal de glicose (Tundis et al., 

2010). 

Os compostos fenólicos são descritos por modular mecanismos 

antioxidantes e de controle glicêmico (Lü et al., 2010; Kim et al., 2016). Nesta 

perspectiva, as investigações para geração de produtos naturais para o 

controle do estresse oxidativo e hiperglicemia são extremamente relevantes. 

Neste sentido, as plantas medicinais vêm sendo estudadas por apresentar 

atividade antioxidante, anti-glicação e por serem capazes de regular a atividade 

de enzimas digestivas relacionadas ao controle glicêmico (Galeno et al., 2014; 

Hung et al., 2017).  

Bauhinia rufa (Bong.) Steud. (Fabaceae), conhecida popularmente como 

pata-de-vaca, unha-de-vaca ou catinga-de-tamanduá, é uma espécie nativa do 

Cerrado brasileiro e utilizada popularmente como hipoglicemiante (Silva et al., 

2010; Caffaro et al., 2015). Não existem estudos sobre sua composição 

química e são escassos os relatos científicos que comprovem suas atividades 
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biológicas. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar a 

composição fitoquímica do extrato metanólico das folhas de B. rufa (MEBr) e, 

avaliar suas atividades biológicas in vitro e in vivo, sobre o controle do estresse 

oxidativo e glicêmico. 

 

Material e métodos 

Material vegetal e preparação do MEBr 

Folhas de Bauhinia rufa (Bong.) Steud foram coletadas após autorização 

obtida pelo Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO 

n° 45365-1). O material vegetal foi coletado em Dourados, Mato Grosso do Sul, 

Brasil, sob as coordenadas geográficas 22° 13’ 16” W 54° 48’ 2”. Uma exsicata 

foi depositada no herbário da Universidade Federal da Grande Dourados, Brasil 

(DDMS n° 4878). O material vegetal seco (360,60 g) foi mantido em maceração 

exaustiva em metanol P.A. O filtrado foi concentrado sob vácuo em evaporador 

rotativo a 45 ºC e ao final liofilizado para obteção do extrato metanólico das 

folhas de B. rufa (MEBr). O rendimento do MEBr foi de 16%. 

 

Compostos químicos 

Ácido ascórbico 

O ácido ascórbico foi determinado de acordo com o método descrito por 

Barros et al. (2007). O extrato (100 mg) foi misturado ao ácido metafosfórico 

1% (10 mL). A mistura foi incubada a temperatura ambiente no escuro durante 

45 min. Após esse período, a mistura foi filtrada com papel filtro Whatman n° 4. 

O filtrado (1 mL) foi misturado ao 2,6-diclorofenolindofenol (9 mL) e, incubado a 

temperatura ambiente no escuro durante 30 min. Após esse período, a 

absorbância foi mensurada a 515 nm. O ácido ascórbico (0,020-0,12 mg/mL) 

foi utilizado para calcular a curva padrão. Os resultados foram expressos em 

mg de ácido ascórbico/g de extrato. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos foram determinados de acordo com o método 

descrito por Pinela et al. (2011). O extrato na concentração de 0,625 mg/mL 

(250 µL) foi misturado ao HCl 0,1% (250 µL, preparado em etanol 95%) e ao 

HCl 2% (4550 µL). A mistura foi incubada em temperatura ambiente durante 15 
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min. Após esse período, a absorbância foi mensurada a 280, 320 e 360 nm, 

para avaliação dos compostos fenólicos totais, ácido fenólicos e flavonoides, 

respectivamente. O ácido gálico (50-500 µg/mL) foi utilizado para calcular a 

curva padrão dos compostos fenólicos totais e, os resultados foram expressos 

em mg equivalentes de ácido gálico (EAG)/g de extrato. O ácido cafeico (50-

500 µg/mL) foi utilizado para calcular a curva padrão dos ácidos fenólicos e, os 

resultados foram expressos em mg equivalentes de ácido cafeico (EAC)/g de 

extrato. A quercetina (30-300 µg/mL) foi utilizada para calcular a curva padrão 

dos flavonoides e, os resultados foram expressos em mg equivalentes de 

quercetina (EQ)/g de extrato. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Identificação dos compostos de MEBr por HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS  

 O MEBr (6 µg) foi injetado no cromatógrafo Shimadzu LC-20AD UFLC, 

acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD) e espectrômetro de massa 

ESI-QTOF microTOF III. O DAD foi monitorado entre 240-800 nm e MS entre 

m/z 120-1200 em modo negativo e modo positivo. A energia de colisão (CID) 

MS/MS variou de 45 a 65 eV. A fase estacionária foi uma coluna de 

cromatografia Kinetex C-18 (Phenomenex, 2,6 μ, 150 x 2,1 mm) aplicando um 

gradiente de eluição de água (Fase A) e acetonitrila (Fase B), ambas com 

ácido fórmico 0,1%: 0-2 min 3% B; 2-25 min 3-25% B; 25-35 min 25-62% B, 

seguido de lavagem e recondicionamento da coluna (11 min). A vazão foi de 

0,3 mL/min. Os dados foram processados usando o software Data Analysis 

versão 4.2 (Bruker) e os compostos foram identificados com base nos 

espectros de UV, tempo de retenção e perfil de fragmentação em comparação 

com a literatura. 

 

Atividade antioxidante 

Ensaio DPPH• 

A atividade antioxidante foi avaliada pela inibição do radical livre 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•) de acordo com o método descrito por Campos et 

al. (2014). O extrato nas concentrações finais de 0,1 a 1000 μg/mL (200 μL) foi 

misturado a solução de DPPH• 0,11 mM (1800 μL, preparado em etanol 80%). 

A mistura foi incubada à temperatura ambiente no escuro durante 30 min. A 

absorbância foi mensurada a 517 nm. O ácido ascórbico e o butil-hidroxitolueno 
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(BHT) foram utilizados como controles positivos. O controle negativo foi 

preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu 

solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte fórmula: 

% Inibição = (1 - Absamostra/Abscontrole) x 100. A concentração da amostra capaz 

de inibir 50% (IC50) foi determinada. Três experimentos independentes foram 

realizados em triplicata. 

 

Ensaio ABTS•+  

A atividade antioxidante foi avaliada pela inibição do radical livre 2,2'-

azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) (ABTS•+) de acordo com o método 

descrito por Campos et al. (2015). O radical livre ABTS•+ foi preparado pela 

mistura de ABTS 7 mM (5 mL) e persulfato de potássio 140 mM (88 μL). A 

mistura foi incubada em temperatura ambiente no escuro por 12-16 h. Após 

esse período, a solução de ABTS•+ foi diluída em etanol P.A. até atingir a 

absorbância de 0,70 ± 0,05 a 734 nm. Em seguida, o extrato nas 

concentrações finais de 0,1 a 200 μg/mL (20 μL) foi misturado a solução de 

ABTS•+ (1980 μL). A mistura foi incubada à temperatura ambiente no escuro 

durante 6 min. A absorbância foi mensurada a 734 nm. O ácido ascórbico e 

BHT foram utilizados como controles positivos. O controle negativo foi 

preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu 

solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte fórmula: 

% Inibição = [(Abscontrole/Absamostra)/Abscontrole] x 100. A concentração da amostra 

capaz de inibir 50% (IC50) foi determinada. Três experimentos independentes 

foram realizados em triplicata. 

 

Ensaio FRAP 

A atividade antioxidante foi avaliada pelo poder redutor férrico (FRAP) de 

acordo com o método descrito por Pulido et al. (2000). O reagente FRAP foi 

preparado pela mistura da solução de TPTZ 10 mM (10 mL, preparado em HCl 

40 mM), FeCl3•6H2O 20 mM (10 mL) e tampão acetato 300 mM, pH 3,6 (100 

mL). O extrato nas concentrações de 1-1000 µg/mL (100 µL) foi misturado ao 

reagente FRAP (3 mL) e água destilada (300 µL). A mistura foi incubada à 

temperatura ambiente no escuro durante 20 min. A absorbância foi mensurada 

a 595 nm. O ácido ascórbico foi utilizado como controle positivo. O controle 
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negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato 

pelo seu solvente. A concentração efetiva média (EC50) da amostra foi 

determinada utilizando a equação de regressão correspondente. Três 

experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

Ensaio de poder redutor  

A atividade antioxidante foi avaliada pelo poder redutor de acordo com o 

método descrito por Berker et al. (2007). O extrato nas concentrações de 1-

1000 µg/mL (1 mL) foi misturado ao tampão fosfato 0,2 M pH 6,6 (2,5 mL) e 

K3Fe(CN)6 1% (2,5 mL). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min. Após 

esse período, foi adicionado ácido tricloroacético 10% (2,5 mL). A uma alíquota 

dessa mistura (2,5 mL) foram adiconados, água (2,5 mL) e FeCl3•6H2O 0,1% 

(0,5 mL). A absorbância foi mensurada a 700 nm. O ácido ascórbico foi 

utilizado como controle positivo. O controle negativo foi preparado utilizando o 

mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu solvente. A concentração 

efetiva média (EC50) da amostra foi determinada utilizando a equação de 

regressão correspondente. Três experimentos independentes foram realizados 

em triplicata. 

 

Ensaio de branqueamento de β-caroteno 

A atividade antioxidante foi avaliada pela inibição do branqueamento de 

β-caroteno de acordo com o método descrito por Taga et al. (1984). A solução 

de β-caroteno foi preparada pela mistura de β-caroteno (2 mg) e clorofórmio 

(10 mL). A emulsão de reação foi preparada em uma balão de ebulição, pela 

mistura da solução de β-caroteno (1 mL), ácido linoléico (20 mg) e Tween 40 

(200 mg), o clorofórmio foi removido utilizando um evaporador rotativo a 40 °C 

e, por último, água destilada oxigenada (50 mL) foi adicionada. O extrato nas 

concentrações de 1-1000 µg/mL (0,2 mL) foi misturado à emulsão (5 mL). A 

mistura foi incubada a 50 °C durante 60 min. A absorbância foi mensurada a 

470 nm no tempo 0 (antes da incubação) e 60 min (após a incubação). O 

hidroxianisol butilado (BHA) foi utilizado como controle positivo. O controle 

negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato 

pelo seu solvente. O branco consistiu na mistura de 2 mg de ácido linoleico, 20 

mg de Tween 40 e 5 mL de água oxigenada. A porcentagem de inibição foi 
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calculada utilizando a seguinte fórmula: % Inibição = (1 - Absamostra/Abscontrole) x 

100. A concentração da amostra capaz de inibir 50% (IC50) foi determinada. 

Três experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

Ensaio de enzimas antioxidantes 

Os ensaios para avaliação da atividade das enzimas antioxidantes foram 

realizados em microplacas, utilizando supensão de eritrócitos 1:200 (preparada 

em tampão fosfato de potássio a 25 mM, pH 7,5, suplementado com albumina 

de soro bovino 0,1% e EDTA 1 mM). O extrato nas concentrações finais de 50 

a 250 μg/mL foi misturado a suspensão de eritrócitos. A mistura foi incubada à 

37 °C durante 20 min. Dois experimentos independentes foram realizados em 

triplicata.  

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada utilizando o 

kit comercial Fluka® de acordo com as instruções do fabricante. Os dados são 

expressos como a unidade internacional (UI) normalizada para a concentração 

de hemoglobina em mM/L (UI/Hb, mM).  

A atividade da catalase (CAT) foi determinada espectrofotometricamente 

pela taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2), de acordo com o 

método descrito por Xu et al. (2008), com modificações para microplacas. Os 

dados foram normalizados para os níveis de hemoglobina e, a atividade foi 

expressa em µM/min/mL/mM Hb.  

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada pelo método 

colorimétrico descrito por Paglia e Valentine (1967), adaptado para 

microplacas. Os dados foram normalizados pelos níveis de hemoglobina e a 

atividade enzimática foi expressa em nM/min/mL/ Hb, mM. 

 

Eritrócitos humanos 

O ensaio utilizando eritrócitos humanos foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), 

Brasil (CEP n° 1.739.987). A atividade antioxidante em modelo de eritrócitos 

humanos foi realizada de acordo com o método descrito por Rocha et al. 

(2017). O sangue periférico de doadores saudáveis foi coletado em tubos 

contendo citrato de sódio. Os tubos foram centrifugados a 2000 xg durante 5 

min para descarte do plasma sanguíneo e leucócitos. Os eritrócitos foram 
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lavados três vezes com solução de cloreto de sódio 0,9% (NaCl) e, em 

seguida, uma suspensão de eritrócitos 10% foi preparada em NaCl 0,9%. 

 

Hemólise e hemólise oxidativa 

O extrato nas concentrações finais de 50 a 250 μg/mL (250 μL) foi 

misturado a suspensão de eritrócitos 10% (250 μL). A mistura foi pré-incubada 

à 37 °C durante 30 min. Após esse período, foi adicionada a solução de NaCl 

0,9% (500 μL) ou AAPH 50 mM (500 μL). A mistura permaneceu incubada a 37 

°C durante 180 min, com agitação periódica. Após esse período, a mistura foi 

centrifugada a 2000 xg durante 5 min. A absorbância do sobrenadante (200 μL) 

foi mensurada a 540 nm. O ácido ascórbico foi utilizado como controle positivo. 

O controle negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, 

substituindo o extrato pelo seu solvente. A hemólise total (HT) foi induzida pela 

incubação da suspensão de eritrócitos (250 μL) com água destilada (750 μL). A 

porcentagem de hemólise foi calculada utilizando a seguinte fórmula: % 

Hemólise = (Absamostra/AbsHT) x 100. Três experimentos independentes foram 

realizados em triplicata. 

 

Dosagem de malondialdeído (MDA)  

O extrato nas concentrações finais de 50 a 250 μg/mL (250 μL) foi 

misturado a solução de eritrócitos 10% (250 μL). A mistura foi pré-incubada à 

35 °C durante 30 min. Após esse período, foi adicionada a solução de AAPH 50 

mM (500 μL). A mistura permaneceu incubada a 37 °C durante 180 min, com 

agitação periódica. Após esse período, a mistura foi centrifugada a 2000 xg 

durante 5 min e, o sobrenadante (500 μL) foi adicionado ao ácido tiobarbitúrico 

10 nmol (1 mL) (preparado em tampão monobásico de fosfato de potássio 75 

mM, pH 2,5) que posteriormente, foi incubado a 96 °C durante 45 min. Após 

esse período, o material foi resfriado e foram adicionados 4 mL de álcool n-

butílico, seguido de agitação e centrifugação a 2000 xg por 15 min. A 

absorbância do sobrenadante foi mensurada a 532 nm. O ácido ascórbico foi 

utilizado como controle positivo. O controle negativo foi preparado utilizando o 

mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu solvente. O controle 

padrão foi preparado pela mistura de MDA 20 mM (500 μL) e ácido 

tiobarbitúrico (1 mL). Os níveis de MDA das amostras foram expressos em 
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nmol/mL, obtidos pela seguinte fórmula: MDA (nmol/mL) = ABSamostra x (20 x 

220,32 / ABSpadrão). Dois experimentos independentes foram realizados em 

duplicata. 

 

Ensaio anti-glicação 

A atividade anti-glicação foi avaliada de acordo com o método descrito 

por Kiho et al. (2004). As soluções de frutose 0,1 mM, glioxal 30 mM e BSA 8 

mg/mL foram preparadas em tampão fosfato 0,2 M pH 7,4, contendo azida de 

sódio 3 mM como agente antimicrobiano. O extrato nas concentrações finais de 

1 a 100 μg/mL (30 μL) foi misturado ao BSA (300 μL) e a frutose ou glioxal (135 

μL). A mistura foi incubada à 37 °C durante 48 h ou 72 h sob condições 

estéreis. A fluorescência foi detectada (λex 330 nm e λem 420 nm) em leitor de 

microplacas. A quercetina foi utilizada como controle positivo. O controle 

negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato 

pelo seu solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte 

fórmula: % Inibição = (1- Fluorescênciaamostra/Fluorescênciacontrole) x 100. A 

concentração da amostra capaz de inibir 50% (IC50) foi determinada. Três 

experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

Enzimas digestivas relacionadas ao controle glicêmico 

Ensaio de alfa-amilase 

O ensaio de α-amilase foi realizado de acordo com o método descrito 

por Kazeem et al. (2013). As soluções do substrato amido e da enzima α-

amilase foram preparadas em tampão fosfato de sódio 0,02 M (pH 6,9). O 

extrato nas concentrações finais de 1 a 30 mg/mL (125 μL) foi misturado a α-

amilase 0,5 mg/mL (125 μL). A mistura foi pré-incubada à 25 °C durante 10 

min. Em seguida, para iniciar a reação foi adicionado amido 1% (125 µL). A 

mistura de reação permaneceu incubada a 25 °C durante 10 min e, a reação foi 

interrompida pela adição de ácido dinitrossalicílico (250 μL). A mistura foi 

incubada a 100 °C durante 5 min e, posteriormente resfriada. A mistura de 

reação foi diluída com água destilada (2,5 mL). A absorbância foi mensurada a 

540 nm. A acarbose foi utilizada como controle positivo. O controle negativo foi 

preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu 

solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte fórmula: 
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% Inibição = [(Abscontrole/Absamostra)/Abscontrole] x 100. A concentração da amostra 

capaz de inibir 50% (IC50) foi determinada. Dois experimentos independentes 

foram realizados em triplicata. 

 

Ensaio de alfa-glicosidase 

O ensaio de α-glicosidase foi realizado de acordo com o método descrito 

por Kazeem et al. (2013), utilizando α-glucosidase de Saccharomyces 

cerevisiae. As soluções do substrato p-nitrofenil glicopiranosídeo (pNPG) e da 

enzima α-glucosidase foram preparadas em tampão fosfato 20 mM, pH 6,9. O 

extrato nas concentrações finais de 1 a 100 μg/mL (5 μL) foi misturado a α-

glicosidase 1 U/mL (10 μL). A mistura foi pré-incubada à 37 °C durante 20 min. 

Em seguida, para iniciar a reação foi adicionado pNPG 3 mM (5 µL). A mistura 

de reação permaneceu incubada a 37 °C durante 20 min e, a reação foi 

interrompida pela adição de Na2CO3 0,1 M (200 μL). A absorbância foi 

mensurada a 405 nm. A acarbose foi utilizada como controle positivo. O 

controle negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo 

o extrato pelo seu solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando 

a seguinte fórmula: % Inibição = [(Abscontrole/Absamostra)/Abscontrole] x 100. A 

concentração da amostra capaz de inibir 50% (IC50) foi determinada. Dois 

experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

Estudos in vivo 

Os procedimentos experimentais com camundongos seguiram as 

normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e foram aprovados pela Comissão de Ética para Uso de Animais da 

Universidade Federal da Grande Dourados (parecer nº 37/2015 CEUA/UFGD). 

Camundongos C57Bl/6 com 20-30 g, 16-24 semanas de idade foram obtidos 

do Biotério Central da Universidade Federal da Grande Dourados-MS, Brasil. 

Os camundongos foram alojados em microisoladores (5 camundongos por 

microisolador), mantidos em condições padrão (12 h de luz e 12 h de escuro, 

22 ± 2 °C), com acesso à água e ração ad libitum. Antes do início do 

experimento, os camundongos foram aclimatados às condições laboratoriais. A 

dose para os ensaios in vivo foi selecionada com base no estudo de toxicidade 

aguda. A dose escolhida foi um décimo da dose considerada segura. 
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Toxicidade aguda 

O teste de toxicidade aguda foi realizado com base nos protocolos da 

Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)- Guidelines 

425. No primeiro dia, um camundongo fêmea C57Bl/6 em jejum de 8 h recebeu 

a dose de 2000 mg/kg de MEBr via gavagem. Sequencialmente, outros quatro 

camundongos foram submetidos a jejum durante 8 h e uma dose única de 2000 

mg/kg de MEBr. O mesmo procedimento foi realizado posteriormente com 

outro grupo de camundongos utilizando a dose de 5000 mg/kg do MEBr, para 

definição da dose letal para 50% dos camundongos (DL50). Os camundongos 

foram observados periodicamente durante as primeiras 24 h, posteriormente, 

uma vez ao dia durante 14 dias. A massa corporal, o consumo de água e ração 

foram registrados. Ao final do período de observação, todos os camundongos 

foram submetidos à eutanásia. Os órgãos (coração, pulmão, fígado e rins) 

foram retirados, pesados e analisados macroscopicamente. O sangue dos 

camundongos foi retirado para análises hematológicas. 

 

Modelo de estresse oxidativo in vivo 

O efeito do MEBr foi avaliado sobre modelo de estresse oxidativo in vivo, 

induzido pela dieta de alta gordura (HFD), constituída por 40% de gordura. O 

experimento foi realizado com camundongos C57Bl/6 machos, durante 12 

semanas. Trinta camundongos foram divididos aleatoriamente em grupos: (I) 

ND-Controle: dieta padrão e água via gavagem, (II) HFD-Controle: HFD e água 

via gavagem e, (III) HFD-MEBr: HFD e MEBr 200 mg/kg via gavagem. A dieta e 

a gavagem foram mantidas durante 90 dias. A massa corporal, o consumo de 

água e ração foram registrados semanalmente. Ao final do período de 

experimentação, todos os camundongos foram submetidos à eutanásia. Os 

órgãos foram retirados, pesados e os níveis de malondialdeído (MDA) foram 

avaliados. O sangue dos camundongos foi coletado para análises bioquímicas.   

 

Teste de tolerância à glicose 

O teste de tolerância à glicose foi realizado seguindo metodologia 

descrita por Lanjhiyana et al. (2011). Para isso, foram utilizados camundongos 

machos C57Bl/6 adultos. Os camundongos permaneceram em jejum durante 
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12 h e foram divididos em dois grupos de cinco camundongos cada: (I) 

Controle: água via gavagem e, (II) MEBr: extrato metanólico de B. rufa na dose 

única de 200 mg/kg via gavagem. Após 30 min da administração dos 

tratamentos, todos os camundongos receberam uma solução de glicose (2 

g/kg) via gavagem. As amostras de sangue foram coletadas pela veia caudal 

nos tempos 0 (imediatamente antes da administração de glicose), 30, 60, 90, 

120 e 180 min (após a administração de glicose). Os níveis de glicose no 

sangue foram determinados utilizando o glicosímetro AccuChek® active. 

 

Teste de tolerância ao amido  

O teste de tolerância ao amido foi realizado seguindo metodologia 

descrita por Mohamed et al. (2015). Para isso, foram utilizados camundongos 

machos C57Bl/6 adultos. Os camundongos permaneceram em jejum durante 

12 h e foram divididos em dois grupos de cinco camundongos cada: (I) 

Controle: água via gavagem e, (II) MEBr: extrato metanólico de B. rufa na dose 

única de 200 mg/kg via gavagem. Após 30 min da administração dos 

tratamentos, todos os camundongos receberam uma solução de amido (3 g/kg) 

via gavagem. As amostras de sangue foram coletadas pela veia caudal nos 

tempos -30 (imediatamente antes da administração dos tratamentos), 0 

(imediatamente antes da administração de amido), 30, 60, 90, 120 e 180 min 

(após a administração de amido). Os níveis de glicose no sangue foram 

determinados utilizando o glicosímetro AccuChek® active. 

 

Análise estatística 

Os dados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(SEM). Para análise dos dados nos testes de tolerância a glicose e ao amido 

foi empregado o Test t e calculada área sobre a curva (AUC). Para análise e 

comparação entre os grupos experimentais nos demais ensaios foi empregado 

o teste de variância ANOVA com pós-teste Student Newman Keuls. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas com auxílio do programa GraphPad 

Prism, versão 5.0. Os dados foram considerados significativos quando P<0,05.  
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Resultados  

Determinação das concentrações totais de ácido ascórbico, fenólicos, 

ácidos fenólicos e flavonoides 

As concentrações de ácido ascórbico, compostos fenólicos totais, ácidos 

fenólicos e flavonoides presentes no MEBr foram 0,034 ± 0,002 mg/g de 

extrato, 230,63 ± 13,92 mg EAG/g de extrato, 60,01 ± 3,63 mg EAC/g de 

extrato e 92,54 ± 4,35 mg EQ/g de extrato, respectivamente. Os principais 

compostos fenólicos do extrato foram os flavonoides.  

 

Identificação de compostos por HPLC-DAD-MS 

Os compostos presentes no MEBr foram identificados por HPLC-DAD-

MS/MS (Figura 1 e Tabela 1). O pico 1 (m/z 330,1188 [M+H]+, C14H19NO8), 

gerou o fragmento m/z 168 (C8H10NO3)
+, referindo-se à perda de um grupo 

glicosídeo e, foi identificado como cianoglicosídeo com uma hexose e um ciano 

derivado com a fórmula C8H9NO3, essa classe de compostos já foi relatada em 

Bauhinia (Fort et al., 2001; Erdemgil et al., 2003). O composto 2 (m/z 327,1074 

[M+H]+, C15H18O8) mostrou um espectro UV compatível com um grupo 

coumaroil e foi identificado de acordo com os dados relatados por Anttonen et 

al. (2006) como coumaroil-O-hexosídeo. Os picos 3 e 4 m/z 413 (C19H34O8) não 

absorveram no espectro UV monitorizado (240-800 nm) e, de acordo com 

dados reportados por Yoshikawa et al. (2007), pode ser identificado como 

megastigmane-O-hexosídeo. 

Os outros compostos identificados no extrato mostraram espectros UV 

compatíveis com um esqueleto de flavonol, com duas bandas centradas em 

cerca de 270-280 nm e 340-360 nm. Esta classe é comumente encontrada no 

gênero Bauhinia (Ferreres et al., 2012; Gašic et al., 2014; Farag et al., 2015). 

Os picos 5, 6, 7 e 11 (m/z 379 [M-H]-, C21H20O13), apresentaram o fragmento 

m/z 316 [M-H--hexose]•-, compatível com a perda de um grupo hexosídeo, 

identificados como derivados de miricetina-O-hexosídeo (Panda, et al., 2015). 

Os compostos 8 e 10 (m/z 449 [M-H]-, C20H18O12) formaram o mesmo 

fragmento mencionado (m/z 316), no entanto, neste caso, referindo-se perda 

de um pentosídeo, identificado como miricetina-O-pentosídeo (Ferreres et al., 

2012). Os compostos 12 e 13 m/z 463 [M-H]- foram compatíveis com a fórmula 

molecular C21H20O12, que contém um oxigênio a menos que os derivados de 
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miricetina-O-hexosídeo, e geraram o fragmento m/z 300 [M-H--hexose]•-, 

referindo-se à perda de um grupo hexosídeo, sendo identificado como 

quercetina-O-hexosídeo (Al-Sayed et al., 2016). Assim como, o composto 16 

com m/z 447,0954 [M-H]-, também gerou o íon radical m/z 300 e foi identificado 

como quercetina-O-deoxihexosídeo (Farag et al., 2015). O composto 15 (m/z 

433,0754 [M-H]-, C20H18O11) foi identificado como quercetina-O-pentosídeo 

devido à perda de um grupo pentosídeo revelado pelo fragmento m/z 300 [M-

pentose]•- (Ferreres et al., 2012). Enquanto o composto 17 (m/z 315,0499 [M-

H]-, C16H12O7) forneceu o m/z 315 [M-H]- e foi identificado como 

metoxiquercetina, conferindo com os dados relatados por Farag et al. (2015) e 

Gašic et al. (2014). 

Finalmente, o composto 14 (m/z 447,0908 [M-H]-, C21H20O11), 

apresentou fórmula molecular com um oxigênio a menos que a quercetina-O-

hexosídeo e gerou o fragmento radical m/z 284,0299 [M-H--hexose]•-, relativo à 

perda de um grupo hexosídeo, identificado como kaempferol-O-hexosídeo 

(Ferreres et al., 2012). 

Todos os flavonoides identificados já foram relatados no gênero 

Bauhinia (Ferreres et al., 2012; Gašic et al., 2014; Farag et al., 2015; Al-Sayed 

et al., 2016). 
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Figura 1. Cromatograma do pico de base no modo de ionização negativa do extrato metanólico das follhas de Bauhinia rufa 

(Bong.) Steud (MEBr). Os picos 1-17 foram identificados na Tabela 1. 
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 Tabela 1. Compostos presentes no extrato metanólico de Bauhinia rufa (Bong.) Steud (MEBr) identificados por HPLC-DAD-MS / MS. 

Pico RT (min) UV 
(λ max) 

Fórmula 
Molecular 

[M-H]
- 

(m/z) 
[M+H]

+ 

(m/z) 
MS/MS 
(m/z) - 

MS/MS 
(m/z) + 

Composto/Classe 

1 3 258 C14H19NO8 - 330,1188 - 168,0686 Cianoglicosídeo 
2 13,2 280 C15H18O8 325,0919 327,1074 - - coumaroil-O-hexosídeo 
3 20,4 - C19H34O8 389,2131 391,2212 - - megastgmane-O-hexosídeo 
4 21 - C19H34O8 389,2137 391,2091   megastgmane-O-hexosídeo 
5 21,4 270/350 C21H20O13 479,082 481,0986 316,0189 319,0474; 273,0419;245,0471 miricetina-O-hexosídeo 
6 21,8 270/350 C21H20O13 479,0811 481,0992 316,0204 - miricetina-O-hexosídeo 
7 22 270/350 C21H20O13 479,0772 481,0977 - - miricetina-O-hexosídeo 
8 22,3 270/350 C20H18O12 - 451,881  319,0459; 273,0394 miricetina-O-pentosídeo 
9 22,3 270/350 - - 563,2158 - - desconhecido 
10 23,1 260/351 C20H18O12 449,0703 451,0887 316,0201; 

287,0269; 
271,0220 

319,0470; 273,0368; 165,0159. miricetina-O-pentosídeo 

11 23,5 256/348 C21H20O12 463,0863 465,1026 316,0210; 
271,0257; 
178,9971 

319,0433; 245,0471; 153,0141 miricetina-O-hexosídeo 

12 23,9 258/350 C21H20O12 463,0866 465,1039 300,0248; 
271,0235 

303,0611 quercetina-O-hexosídeo 

13 24,4 268/350 C21H20O12 463,0864 465,1047 300,0253; 303,0513 quercetina-O-hexosídeo 
14 25,6 265/340 C21H20O11 447,0908 449,1081 284,0299 287,0552 kaempferol-O-hexosídeo 
15 25,8 260/351 C20H18O11 433,0754 435,0921 300,0257; 

271,0254; 
255,0295; 
178,9950 

303,0476; 257,0433; 229,0515; 
201,0507 

quercetina-O-pentosídeo 

16 26,5 255/347 C21H20O11 447,0904 449,1097 300,0257; 
271,0238; 
178,9948 

303,0515; 257,0440; 229,0501 quercetina-O-deoxihexosídeo 

17 32,7 270/360 C16H12O7 315,0499 317,0657 300,0277; 
271,0242; 
255,0283 

302,0423; 274,0486; 228,0422; metoxiquercetina 

RT: tempo de retenção. 



 
 

53 
 

Atividades in vitro 

Antioxidante 

A atividade antioxidante do MEBr foi observada nos ensaios DPPH•, 

ABTS•+, FRAP, poder redutor, branqueamento de β-caroteno (Tabela 2), 

atividade de enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx (Figura 2),  hemólise 

oxidativa e dosagem de MDA em eritrócitos humanos (Figura 3) e atividade 

anti-glicação (Tabela 3).   

Em relação aos controles utilizados, a concentração do MEBr capaz de 

inibir 50% (IC50) do radical DPPH• e ABTS•+ foi maior que o ácido ascórbico 

(aproximadamente 3 vezes) e menor que o BHT (aproximadamente 3 vezes) 

(Tabela 2). As concentrações efetivas médias (EC50) do MEBr nos ensaios 

FRAP e poder redutor foram maiores que o ácido ascórbico (aproximadamente 

4 e 5 vezes, respectivamente) (Tabela 2). No ensaio de branqueamento do β-

caroteno, o MEBr apresentou IC50 maior que o BHA (aproximadamente 52 

vezes) (Tabela 2).  A IC50 do ácido ascórbico não foi detectada no ensaio de 

branqueamento de β-caroteno (Tabela 2). 

Em eritrócitos humanos, o MEBr aumentou a atividade da enzima 

antioxidante SOD em todas as concentrações avaliadas (50-250 µg/mL), de 

maneira independente da concentração (aproximadamente 17 ± 1%) e, não 

alterou a atividade das enzimas antioxidantes CAT e GPx (Figura 2). 

A incubação dos eritrócitos humanos com MEBr não promoveu hemólise 

durante 180 min de avaliação nas concentrações testadas (Figura 3). O MEBr 

reduziu o estresse oxidativo induzido pelo agente oxidante AAPH em eritrócitos 

humanos, como observado pelos menores níveis de hemólise (50 ± 4%, 35 ± 

3%, 29 ± 3% e 35 ± 10%) e de MDA gerados (72 ± 8%, 50 ± 3%, 41 ± 6% e 27 

± 2%), de maneira dependente da concentração (75, 100, 125 e 250 µg/mL, 

respectivamente) (Figura 3). 

O MEBr apresentou atividade anti-glicação, com IC50 superior ao 

controle quercetina via frutose (aproximadamente 9 vezes) e via glioxal 

(aproximadamente 1,5 vezes) (Tabela 3).   
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Tabela 2. Atividade antioxidante do extrato metanólico das folhas de Bauhinia rufa (Bong.) Steud (MEBr). 

Antioxidante lipofílico: BHT para DPPH• e ABTS•+ e BHA para branqueamento de β-caroteno; -: não realizado; ND: não detectado. 
Os resultados são expressos em média ± SEM. 
 

Amostra 
DPPH• ABTS•+ FRAP Poder redutor Branqueamento β-caroteno 

IC50 (μg/mL) EC50 (μg/mL) IC50 (μg/mL) 

Ácido ascórbico   3,06 ± 0,09   2,30 ± 0,08   33,58 ± 0,80   42,97 ± 0,70   ND 

Antioxidante lipofílico 21,49 ± 0,39 22,77 ± 2,18     -     -   3,80 ± 0,10 

MEBr   8,23 ± 0,46    5,24 ± 0,37 125,88 ± 4,81 231,11 ± 2,87 196,99 ± 20,51 
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Figura 2. Efeito do extrato metanólico das folhas de Bauhinia rufa (Bong.) Steud (MEBr) sobre a atividade de enzimas 
antioxidantes de eritrócitos humanos: (A) superóxido dismutase, (B) catalase e (C) glutationa peroxidase. Os valores são 
expressos como média ± SEM. **P<0,01 versus Controle. 
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Figura 3. Efeito do extrato metanólico das folhas de Bauhinia rufa (Bong.) Steud. (MEBr) em eritrócitos humanos sobre (A) 
hemólise, (B) hemólise oxidativa induzida por AAPH 50 mM e respectivos (C) níveis de malodialdeído (MDA) gerados. Os valores 
são expressos como média ± SEM. ***P<0,001 versus Controle. 
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Tabela 3. Atividade anti-glicação do extrato metanólico das folhas de Bauhinia 
rufa (Bong.) Steud (MEBr) via frutose e glioxal. 

Amostra 
Anti-glicação IC50 (µg/mL) 

Frutose Glioxal 

Quercetina 0,32 ± 0,01 35,59 ± 0,48 

MEBr 2,76 ± 0,09 53,13 ± 0,43 

Os resultados são expressos em média ± SEM. 

 
Enzimas digestivas relacionadas ao controle glicêmico 

A tabela 4 demonstra o efeito do MEBr sobre a atividade das enzimas 

digestivas relacionadas ao controle glicêmico, α-amilase e α-glicosidase. O 

MEBr inibiu a atividade da enzima α-amilase aproximadamente 2 vezes, com 

IC50 maior que a droga de referência acarbose. Sua ação inibitória também foi 

observada sobre a atividade da enzima digestiva α-glicosidase, embora a IC50 

da acarbose não tenha sido detectada para atividade dessa enzima.  

 

Tabela 4. Efeito do extrato metanólico das folhas de Bauhinia rufa (Bong.) 
Steud (MEBr) sobre a atividade das enzimas digestivas α-amilase e α-
glicosidase relacionadas ao controle glicêmico. 

Amostra α-Amilase α-Glicosidase 

 IC50 (mg/mL) IC50 (µg/mL) 

Acarbose 3,39 ± 0,11   ND 

MEBr 6,80 ± 0,09 16,54 ± 0,86 

ND: não detectado. Os resultados são expressos em média ± SEM. 

 

Atividades in vivo 

Toxicidade aguda 

A Tabela 5 apresenta os parâmetros antropométricos e hematológicos de 

camundongos tratados com MEBr no teste de toxicidade aguda. Não foi 

observada mortalidade durante o período experimental após a administração 

das doses de 2000 e 5000 mg/kg de MEBr. Os camundongos tratados com 

2000 e 5000 mg/kg do MEBr não apresentaram alterações nos parâmetros 

antropométricos e hematológicos, exceto aumento do fígado na maior dose. 

Assim, considerando os dados em conjunto, a DL50 do MEBr foi estimada como 

superior a 5000 mg/kg e, os ensaios in vivo seguiram com a dose de 200 

mg/kg, ou seja, 10 vezes menor que a dose considerada segura nesse estudo. 
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Tabela 5. Efeito do extrato metanólico das folhas de Bauhinia rufa (Bong.) Steud (MEBr) sobre parâmetros antropométricos e 
hematológicos de camundongos C57Bl/6 em teste de toxicidade aguda.  

Parâmetros Controle 
MEBr 

2000 mg/kg 5000 mg/kg 

Antropométricos    
Δ MC (%)   3,42 ± 0,95   1,48 ± 1,61   2,99 ± 1,89 
Consumo de água (mL/dia)   5,10 ± 0,23   4,83 ± 0,43   4,53 ± 0,42 
Consumo de ração (g/dia)   3,44 ± 0,16   3,41 ± 0,22   3,33 ± 0,21 
Fígado (g/100 g de MC)    3,74 ± 0,05a    3,83 ± 0,04a     4,02 ± 0,06b 
Pulmão (g/100 g de MC)   0,62 ± 0,02   0,63 ± 0,02    0,61 ± 0,01 
Rins (g/100 g de MC)   1,02 ± 0,02   1,03 ± 0,02    1,04 ± 0,01 
Coração (g/100 g de MC)   0,49 ± 0,03   0,56 ± 0,02    0,55 ± 0,02 

Hematológicos    
Contagem de hemácias (mm6)   9,75 ± 0,16   9,65 ± 0,10     9,66 ± 0,08 
Hemoglobina (g/L)               13,82 ± 018 13,74 ± 0,18   14,17 ± 0,17 
VCM (fL) 55,92 ± 0,33 56,26 ± 0,28   56,87 ± 0,16 
HCM (pg) 14,23 ± 0,06 14,24 ± 0,07   14,46 ± 0,21 
CHCM (g/dL) 25,34 ± 0,23 25,32 ± 0,19   25,78 ± 0,14 
Plaquetas (mm3) 904,60 ± 52,23 883,40 ± 26,46 941,33 ± 8,59 
Contagem de leucócitos (mm3)   3,58 ± 0,29   3,17 ± 0,36      3,13 ± 0,24 
Neutrófilos (%)   6,38 ± 2,30   4,14 ± 0,69      3,50 ± 0,60 
Linfócitos (%) 93,08 ± 2,31 95,30 ± 0,64    95,93 ± 0,83 
Monócitos (%)   0,30 ± 0,16   0,36 ± 0,12      0,45 ± 0,26 

Δ MC (%): variação em % entre peso corporal final e inicial; VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentração de hemoglobina 
corpuscular média. Os valores são expressos como média ± SEM. N=5 camundongos por grupo. Letras diferentes sobrescritas 
indicam diferença estatística significativa entre os grupos (P <0,05). 
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Controle do estresse oxidativo 

A tabela 6 apresenta os parâmetros antropométricos e bioquímicos de 

camundongos alimentados por 90 dias com as dietas padrão (ND-Controle) e 

de alta gordura (HFD). Os camundongos alimentados com HFD (grupo HFD-

Controle) apresentaram aumento da massa corporal e da quantidade de 

calorias ingeridas além, de redução do consumo de água quando comparados 

aos camundongos alimentados com dieta padrão normolipídica (grupo ND-

Controle) (Tabela 6). Os camundongos em HFD tratados com o MEBr (HFD-

MEBr) apresentaram aumento na quantidade de calorias ingeridas e, no 

consumo de água quando comparados aos demais grupos (Tabela 6). 

O efeito do MEBr no controle do estresse oxidativo em camundongos 

tratados com HFD foi observado pelos menores níveis de hemoglobina glicada 

(HbA1C) (Tabela 6) e de MDA do coração (Figura 4). As elevações de 20 ± 3% 

da HbA1C, de 45 ± 8% do colesterol e de 78 ± 29% do MDA do coração 

induzidas pela HFD foram prevenidas pelo tratamento com o MEBr. O grupo 

HFD-MEBr apresentaram níveis semelhantes aos camundongos tratados com 

dieta padrão (ND-Controle). Não foram observadas alterações na glicemia dos 

camundongos entre os grupos avaliados. 
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Figura 4. Malondialdeído (MDA) do coração de camundongos C57Bl/6 
alimentados por 90 dias com as dietas padrão (ND-Controle) e de alta gordura 
(HFD). Os camundongos alimentados com HFD foram tratados com água 
(HFD-Controle) e extrato metanólico das folhas de Bauhinia rufa (Bong.) Steud 
(HFD-MEBr). Os valores são expressos como média ± SEM. N=10. Letras 
diferentes indicam diferença estatística significativa entre os grupos (P <0,05). 
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Tabela 6. Parâmetros antropométricos e bioquímicos de camundongos C57Bl/6 alimentados por 90 dias com as dietas padrão (ND-
Controle) e de alta gordura (HFD). Os camundongos alimentados com HFD foram concomitantemente tratados com água (HFD-
Controle) e extrato metanólico das folhas de Bauhinia rufa (Bong.) Steud (HFD-MEBr). 

Parâmetros ND-Controle HFD-Controle HFD-MEBr 

Antropométricos    

Δ MC (%)  14,33 ± 2,60ª 31,89 ± 3,96b  31,24 ± 5,05b 

Consumo de água (mL/dia)    2,89 ± 0,05ª   2,38 ± 0,02b    3,20 ± 0,02c 

Consumo de ração (Kcal/dia)    9,46 ± 0,11ª           11,11 ± 0,09b   12,79 ± 0,06c 

Fígado (g)   0,947 ± 0,031  0,897 ± 0,020   0,979 ± 0,036 

Rins (g) 0,279 ± 0,09  0,254 ± 0,005   0,266 ± 0,007 

Coração (g)   0,133 ± 0,005  0,123 ± 0,002   0,130 ± 0,002 

Bioquímicos    

Glicemia (mg/dL) 147,52 ± 22,51 185,52 ± 13,76  174,80 ± 23,55 

Colesterol (mg/dL)  76,33 ± 3,91ª          110,40 ± 6,02b   84,60 ± 7,40a 

HbA1C (%)    2,09 ± 0,21ª     2,52 ± 0,06b     1,89 ± 0,08a 

Δ MC (%): variação em % entre peso corporal final e inicial; HbA1C: hemoglobina glicada. Os valores são expressos como média ± 
SEM. N=10 camundongos por grupo. Letras diferentes sobrescritas indicam diferença estatística significativa entre os grupos (P 
<0,05). 
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Controle glicêmico 

A figura 5 demonstra os efeitos do MEBr na glicemia de camundongos 

normoglicêmicos após sobrecarga de glicose e amido. O extrato não alterou a 

glicemia após sobrecarga de glicose (Figura 5 A e B). Contudo, após 

sobrecarga de amido, foi observada redução do pico glicêmico aos 30 min em 

20 ± 2% (Figura 5C), bem como, a glicemia pós-prandial em 14 ± 1%, avaliada 

pela AUC até 120 min (Figura 5C).  
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Figura 5. Efeitos do extrato metanólico das folhas de Bauhinia rufa (Bong.) Steud (MEBr) (200 mg/kg) em camundongos C57Bl/6 
normoglicêmicos após sobrecarga de glicose e amido: (A) glicemia e (B) AUC obtidos no teste de tolerância à glicose; (C) glicemia 
e (D) AUC obtidos no teste de tolerância ao amido. Os grupos Controle receberam água via gavagem. Os valores são expressos 
como média ± SEM. N=5. *P<0,05; **P<0,01 versus Controle. 
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Discussão  

Este estudo investigou pela primeira vez a composição fitoquímica do 

MEBr e seus efeitos biológicos sobre o controle do estresse oxidativo e 

glicêmico. Dentre os compostos fenólicos presentes no MEBr foram 

identificados diversos compostos fenólicos, como flavonoides glicosilados, 

constituídos pelas agliconas miricetina, quercetina e kaempferol, além de 

cianoglicosídeo, megastigmane glicosídeo e glicosídeos de flavonoides p-

coumaroil. 

Os compostos fenólicos são descritos por seu potencial antioxidante, 

atribuído a sua habilidade de redução e capacidade em inibir reações de 

peroxição lipídica, conferida por seus grupos hidroxilas (Foti, 2007; Ružić et al., 

2010; Alov et al., 2015). A atividade antioxidante do MEBr foi observada pela 

estabilização de moléculas radicalares nos ensaios DPPH•, ABTS•+, pela sua 

capacidade de redução nos ensaios FRAP e poder redutor e pela inibição da 

oxidação em substrato lipídico no ensaio de branqueamento do β-caroteno pelo 

ácido linoleico.   

As agliconas miricetina, quercetina e kaempferol, como as presentes no 

MEBr, são reconhecidos antioxidantes, além disso, cianoglicosídeo, 

megastigmane glicosídeo e glicosídeos de flavonoides p-coumaroil também já 

foram descritos por seu potencial antioxidante (Silva et al., 2013; Nomoto et al., 

2013; Li et al., 2017). A glicosilação dos compostos fenólicos melhora sua 

bioatividade em sistemas biológicos (Xu et al., 2016; Xiao, 2017).  

O desbalanço redox em sistemas biológicos pode desencadear ou 

agravar um estado patológico, como diabetes (Araki e Nishikawa, 2010). Os 

danos oxidativos celulares ocasionados pelo excesso de EROs podem ser 

prevenidos ou reduzidos pela modulação do balanço redox, por meio da 

inibição de radicais livres, como observado nesse estudo, mas também por 

outros mecanismos como a ativação de enzimas antioxidantes, redução da 

peroxidação lipídica e consequente preservação da membrana celular e dos 

processos decorrentes desta organela (Rani et al., 2016).  

As enzimas antioxidantes contribuem para o balanço redox. O MEBr 

aumentou a atividade da enzima antioxidante SOD. A SOD é responsável por 

dismutar o ânion radical superóxido (O2
•–) a peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(Zelko et al., 2002). O O2
•– atua como uma molécula de sinalização, regulando 
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numerosos processos biológicos, entretanto, sua superprodução desencadeia 

o desenvolvimento de diversas doenças, como as cardiovasculares (Fukai e 

Ushio-Fukai, 2011; Chiste et al., 2015). Em condições fisiopatológicas o H2O2 

pode reagir com o íon ferroso (Fe2+) intracelular por meio da Reação de 

Fenton, gerando radical hidroxila (•OH), considerado altamente reativo, pois 

não existe sistema endógeno de neutralização para esta molécula (Halliwell e 

Gutteridge, 1992).  

O flavonoide glicosilado miricetina presente no MEBr já foi associado ao 

aumento da atividade de SOD e redução da peroxidação lipídica no fígado, rim 

e pulmão de camundongos diabéticos alimentados com HFD (Baldissera et al., 

2016). Em estudos recentes, compostos fenólicos, como cianoglicosídeo e 

glicosídeos de flavonoides com p-coumaroil, exibiram atividade de quelação de 

metal (Fe2+) o que pode impedir a formação do •OH (Perron e Brumaghim, 

2009; Silva et al., 2013; Li et al., 2017). Assim, considerando a presença dos 

flavonoides glicosilados no MEBr, todos os mecanismos anteriormente 

apresentados podem estar associados ao efeito do extrato sobre o controle do 

estresse oxidativo observados pelos menores níveis de hemólise e MDA em 

eritrócitos humanos.  

Adicionalmente, o estresse oxidativo associado à hiperglicemia aumenta 

o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares (Fiorentino et al., 

2013). A hiperglicemia eleva a produção de radicais livres, principalmente por 

proporcionar a glicação de proteínas ou formação de AGEs (Singh et al., 2014). 

Os AGEs constituem uma variedade de moléculas formadas pela interação 

amino-carbonila, de proteínas e açúcares redutores (Singh et al., 2014). Alguns 

flavonoides glicosilados de quercetina a e kaempferol foram associados à 

atividade anti-glicação (Lal et al., 2012; Ahmad et al., 2016). O MEBr 

apresentou atividade anti-glicação, além de prevenir o aumento da HbA1C em 

camundongos alimentados com HFD.  

O consumo de dieta de alta gordura (HFD) promove o estresse oxidativo 

pela redução da atividade do sistema antioxidante endógeno, aumento dos 

produtos de peroxidação lipídica e carbonilação de proteínas (Rani et al., 

2016). Nessa condição, o estresse oxidativo com decorrente disfunção 

mitocondrial é reconhecido como contribuinte para o dano cardiovascular em 
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camundongos alimentados com HFD, devido a produção de AGEs (Yu et al., 

2017). 

A redução do estresse oxidativo cardíaco pelo MEBr em camundongos 

alimentados com HFD foi observada pelos menores níveis de MDA gerados no 

coração e, podem estar relacionados aos flavonoides glicosilados presente no 

MEBr e seu potencial antioxidante, demonstrado pela sua ação estimulatória 

sobre a atividade da enzima antioxidante SOD e seus efeitos anti-glicação. 

Adicionalmente, a hiperglicemia pós-prandial aumenta a produção de 

O2•– e, pode gerar produtos de glicação e peroxidação lipídica, que atuam 

como ativadores de quinases que geram a disfunção endotelial e 

consequentemente o desenvolvimento das complicações microvasculares e 

macrovasculares do diabetes, que aumentam o risco de eventos 

cardiovasculares (Yamagishi et al., 2012). Assim, o controle do metabolismo de 

carboidratos por meio da inibição da absorção intestinal de glicose torna-se 

uma alternativa terapêutica para o controle glicêmico pós-prandial e co-

morbidades (Tundis et al., 2010). O MEBr inibiu a atividade das enzimas 

digestivas α-amilase e α-glicosidase e, estas ações podem estar relacionadas a 

presença de flavonoides glicosilados no extrado, como quercetina, kaempferol 

e miricetina, os quais já foram associados à inibição da atividade dessas 

enzimas (Rubilar et al., 2011; Thanakosai and Phuwapraisirisan, 2013; 

Wubshet et al., 2015). 

A redução da hiperglicemia pós-prandial por inibidores enzimáticos, 

como acarbose, sugere uma redução do risco de eventos cardiovasculares em 

longo prazo, em especial pelas menores complicações microvasculares e 

macrovasculares associadas a redução do estresse oxidativo. No entanto, o 

uso terapêutico de acarbose promove efeitos secundários, como desconforto 

abdominal, distensão, flatulência e diarreia, sendo utilizado apenas para o 

tratamento de diabetes (Standl et al., 2014) e portanto novas alternativas com 

menos efeitos colaterais têm sido investigadas.  

O MEBr reduziu a glicemia pós-prandial em camundongos C57Bl/6 

normoglicêmicos, após sobrecarga de amido. O flavonoide glicosilado 

quercetina já foi relatado por apresentar efeitos sobre o controle glicêmico 

(Heyman et al., 2014), bem como o kaempferol glicosilado, que já foi descrito 

por atuar sobre o controle glicêmico e metabolismo lipídico, pela regulação 
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negativa de receptores γ ativados por proliferador de peroxissomo (PPAR-γ) e 

proteína de ligação a elemento regulador de esterol (SREBP-1c) (Zang et al., 

2015). 

Em conjunto, os efeitos biológicos apresentados pelo MEBr, 

provavelmente mediados pelos flavonoides glicosilados, indicam o potencial do 

extrato em reduzir danos do estresse oxidativo, por meio da redução do 

excesso de EROs por captação direta, ativação da enzima antioxidante SOD, 

prevenção da peroxidação lipídica e efeito anti-glicação, além de contribuir para 

o controle glicêmico por meio da inibição de enzimas digestivas α-amilase e α-

glicosidase e modulação da glicemia pós-prandial. Portanto, B. rufa torna-se 

um alvo promissor para outros estudos e para o desenvolvimento de novos 

produtos coadjuvantes no tratamento da diabetes. 
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5.2. Qualidade microbiológica, perfil químico e atividade antioxidante e 

antidiabética de Schinus terebinthifolius Raddi 

 

Resumo  

Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida popularmente como pimenta-rosa, é 

uma espécie vegetal amplamente utilizada na medicina popular do Brasil para 

diversos fins. O objetivo desse estudo foi investigar a qualidade microbiológica, 

segurança de uso, perfil químico, potencial antioxidante e antidiabético de 

diferentes partes de S. terebinthifolius.  Análises microbiologias realizadas dos 

extratos metanólicos das raízes (MESR), cascas do caule (MESB) e folhas 

(MESL) de S. terebinthifolius revelaram ausência de crescimento microbiano. 

As concentrações de compostos fenólicos, ácidos fenólicos, flavonoides e a 

presença de taninos condensados dos extratos foram determinados por 

ensaios espectrofotométricos. Os compostos fenólicos do MESL foram 

identificados por cromatografia líquida acoplada ao detector de arranjo de 

diodos e espectrometria de massas (CLAE-DAD-EM). A atividade antioxidante 

dos extratos foi determinada pelos ensaios de DPPH•, ABTS•+, FRAP, poder 

redutor, branqueamento de β-caroteno e dosagem de MDA em eritrócitos 

humanos. As propriedades antidiabéticas dos extratos foram demonstradas in 

vitro pela inibição da enzima α-glicosidase e atividade anti-glicação via frutose 

e glioxal. Após verificação de ausência de toxicidade aguda, in vivo, o MESL 

apresentou capacidade de reduzir a glicemia pós-pradial após sobrecarga de 

glicose em camundongos normoglicêmios e, o consumo de água, de ração, 

massa do fígado, glicemia, hemoglobina glicada e níveis séricos de AST e ALT 

em camundongos diabéticos. Em conjunto, os extratos de S. terebinthifolius 

demonstram segurança microbiológica para uso e apresentam atividades 

antioxidante e antidiabética, provavelmente mediadas pelos compostos 

químicos presentes como, o ácido gálico, galotaninos e flavonols glicosilados.   

 

Palavras-chave: pimenta-rosa, segurança de uso, compostos fenólicos, 

estresse oxidativo, controle glicêmico, diabetes 
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Introdução 

Schinus terebinthifolius Raddi, pertencente à família Anacardiaceae, é 

uma planta medicinal nativa do Brasil, conhecida popularmente como aroeira-

vermelha ou pimenta-rosa. Estudos prévios, demostram que S. terebinthifolius 

apresenta dentre seus fitoquímicos, compostos fenólicos, aos quais são 

atribuídas diferentes atividades biológicas. Na medicina popular esta planta é 

utilizada para o tratamento de feridas e úlceras da pele, tumores, diarreia, 

artrite, infecções do trato urinário e do sistema respiratório (Brandão et al., 

2006). Dentre as atividades farmacológicas descritas para esta planta, estão as 

atividades antimicrobiana (Silva et al., 2017a), antiulcerogênica (Carlini et al., 

2010), anticâncer (Silva et al., 2017b), anti-histamínica (Nunes-Neto et al., 

2017),  anti-hipertensiva (Glória et al., 2017), anti-hiperalgésica (Piccinelli et al., 

2015), cicatrizante (Estevão et al., 2017),  anti-inflamatória (Silva et al., 2017b),  

e antioxidante (Rocha et al., 2017) em diferentes modelos. 

A crescente utilização de plantas medicinais amplia a necessidade de 

estudos que comprovem sua eficácia e segurança de uso. Dentre os principais 

fatores que afetam essas características dos produtos naturais esta a 

qualidade microbiológica, pois, a presença e a quantidade de algumas 

espécies de microrganismos na matéria-prima podem influenciar diretamente a 

atividade biológica do produto final (Ratajczak et al., 2015). As análises 

microbiológicas das plantas medicinais e/ou produtos farmacêuticos não 

estéreis visam identificar e quantificar os microrganismos presentes, a fim de 

garantir a qualidade e segurança no uso destes produtos para saúde humana 

(Ratajczak et al., 2015).  

Dentre as doenças atualmente consideradas epidemias globais e, com 

perspectivas de crescimento na população mundial, para a qual se busca 

constantemente novas alternativas terapêuticas, está o diabetes mellitus 

(Kharroubi e Darwish, 2015; Wild et al., 2004). Essa é uma doença multifatorial 

caracterizada pelo desenvolvimento de distúrbios metabólicos que envolvem 

inicialmente a elevação da glicemia em resposta a secreção deficiente de 

insulina (diabetes tipo 1) ou resistência celular a esse hormônio (diabetes tipo 

2) (Kharroubi e Darwish, 2015).  

A exposição prolongada à hiperglicemia está diretamente relacionada ao 

aumento dos níveis de radicais livres, que desencadeiam ou agravagam o 
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quadro de estresse oxidativo. Em conjunto, essas alterações levam à 

anormalidades estruturais e funcionais do endotélio e outros tecidos, 

contribuindo para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e outras 

comorbidades em diabéticos (Node e Inoue 2009; Singh et al., 2014; Kharroubi 

e Darwish, 2015). As complicações diabéticas são potencializadas por fatores 

como a hiperglicemia pós-prandial e a formação de produtos finais de glicação 

avançada (AGEs) (Node e Inoue 2009; Singh et al., 2014). Assim, plantas 

medicinais com propriedades antioxidantes e com capacidade de reduzir a 

hiperglicemia tornam-se alternativas no tratamento do diabetes.   

Neste contexto, os objetivos deste estudo foram determinar a qualidade e 

segurança de uso, identificar os compostos químicos, avaliar as propriedades 

antioxidantes e antidiabéticas in vitro e in vivo de diferentes partes de S. 

terebinthifolius.   

 

Material e métodos  

Material vegetal e preparação do extrato  

Raízes, cascas do caule e folhas de Schinus terebinthifolius Raddi foram 

coletadas após autorização obtida pelo Sistema de Autorização e Informação 

em Biodiversidade (SISBIO n° 45365-1). O material vegetal foi coletado em 

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, sob as coordenadas geográficas 

22°11'43.7568"S e 54°56'8.0916" W. Uma exsicata foi depositada no herbário 

da Universidade Federal da Grande Dourados, Brasil (DDMS n° 4889). Os 

materiais vegetais foram secos, pulverizados e posteriormente mantidos em 

maceração exaustiva em metanol P.A. O filtrado foi concentrado sob vácuo em 

evaporador rotativo a 45 °C e ao final liofilizado. Os rendimentos dos extratos 

metanólicos foram de aproximadamente 2% para raízes (MESR), 7% para 

cascas do caule (MESB) e 13% para as folhas (MESL) de S. terebinthifolius.  

 

Análises microbiológicas 

Para a avaliação dos microrganismos, 5 g de pó ou 1 g de extrato foram 

pesados assepticamente e homogeneizados com 45 ou 9 mL de solução de 

peptona estéril 0,5%, respectivamente. As diluições seriadas (1:10) da amostra 

foram preparadas a partir deste homogeneizado no mesmo diluente estéril. 
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Foram realizados dois ensaios independes em duplicata, como descritos a 

seguir. 

 

Microrganismos mesófilos e psicrófilos 

A quantificação dos microrganismos mesófilos e psicrófilos totais foram 

realizadas seguindo a NP-3788 (2002). As diluições da amostra foram 

inoculadas por incorporação (1 mL) ou espalhamento (0,1 mL), utilizando o 

meio de cultura Plate Count Agar. A contagem de colônias foi realizada após 

incubação das placas a 30 °C durante 72 h ou 15 °C durante 5 dias, para 

microrganismos mesófilos e psicrófilos, respectivamente. Os resultados foram 

expressos como unidades formadoras de colônias por grama (UFC/g). 

 

Bolores e leveduras  

  A contagem de bolores e leveduras foi realizada em meio de cultura 

DG18. As diluições da amostra (0,1 mL) foram inoculadas por espalhamento e 

incubadas a 25 °C durante 5 dias, seguindo a ISO-21527-2 (2008). As 

contagens microbianas foram expressas como UFC/g. 

 

Esporos Clostridium sp. sulfito-redutor  

A quantificação de esporos Clostridium sp. sulfito-redutor foi realizada de 

acordo com ISO-15213 (2003). Para isso, diluições da amostra foram 

aquecidas a 80 °C durante 10 min. Posteriormente, 1 mL das diluições da 

amostra foram adicionadas aos tubos contendo base ágar de sulfito de ferro. 

Em seguida, adicionou-se outra camada de ágar. Após a solidificação, os tubos 

foram incubados a 37 °C durante 5 dias. O aparecimento de colônias negras foi 

considerado como um resultado positivo. Os resultados foram expressos como 

UFC/g. 

 

Salmonella sp. 

A detecção de Salmonella sp. foi realizada utilizando o teste de 

imunodifusão 1-2, conforme descrito pela AOAC (1989). Os resultados foram 

obtidos após o pré-enriquecimento da amostra em água peptonada tamponada 

estéril (1:10) incubada a 37 °C durante 24 h. Os resultados foram interpretados 

visualmente acompanhando o desenvolvimento de um imunobanda. 
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Escherichia coli 

A quantificação de E. coli foi realizada utilizando o sistema kit SimPlate 

da Bio Control de acordo com AOAC (2005). O meio de cultura fornecido foi 

pré-hidratado em 9 mL de água destilada e as diluições da amostra (1 mL) 

foram inoculadas, seguindo as recomendações do fabricante. O conteúdo foi 

vertido sobre placas contendo 84 poços. As placas foram incubadas a 37 °C 

durante 24 h. A quantificação de E. coli foi determinada pela contagem do 

número de poços em que a fluorescência foi observada após a exposição à luz 

ultravioleta a 365 nm. As populações de E. coli foram definidas com base nos 

números de poços positivos, correlacionando com a tabela de conversão do 

SimPlate e expressas como UFC/g. 

 

Staphylococcus aureus 

Para verificar a presença de S. aureus, as diluições da amostra (0,1 mL) 

foram inoculadas por espalhamento em ágar Baird-Parker com Egg Yolk 

Tellurito Emulsion como descrito pela NP-4400-1 (2002), por 48 h a 37 °C. Os 

resultados foram expressos como UFC/g. 

 

Bacillus cereus 

A contagem de B. cereus foi realizada seguindo ISO 7932 (2004), 

utilizando Mannitol-egg yolk-polymyxin B agar (MYP). As diluições da amostra 

(0,1 mL) foram inoculadas por espalhamento e incubadas a 30 °C durante 24 h. 

A contagem de colônias típicas de B. cereus (com superfície seca e áspera, 

vermelho-púrpura com precipitado branco) foi expressa como UFC/g. 

 

Compostos químicos 

β-caroteno e licopeno 

O β-caroteno e o licopeno foram determinados de acordo com o método 

descrito por Barros et al. (2007). O extrato (150 mg) foi misturado a acetona-

hexano 4:6 (10 mL). A mistura foi agitada durante 1 min. Após esse período, a 

mistura foi filtrada utilizando papel filtro Whatman n° 4. A absorbância (A) foi 

mensurada a 453, 505 e 663 nm. Os conteúdos de β-caroteno e licopeno foram 

calculados de acordo com as seguintes equações: β-caroteno = 0,216 x A663 - 
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0,304 x A505 + 0,452 x A453; licopeno = -0,0458 x A663 + 0,372 x A505 - 0,0806 x 

A453. Os resultados foram expressos em mg de carotenoide/g de extrato. Os 

ensaios foram realizados em triplicata.  

 

Ácido ascórbico 

O ácido ascórbico foi determinado de acordo com o método descrito por 

Barros et al. (2007). O extrato (100 mg) foi misturado ao ácido metafosfórico 

1% (10 mL). A mistura foi incubada a temperatura ambiente no escuro durante 

45 min. Após esse período, a mistura foi filtrada com papel filtro Whatman n° 4. 

O filtrado (1 mL) foi misturado ao 2,6-diclorofenolindofenol (9 mL) e, incubado a 

temperatura ambiente no escuro durante 30 min. Após esse período, a 

absorbância foi mensurada a 515 nm. O ácido ascórbico (0,020-0,12 mg/mL) 

foi utilizado para calcular a curva padrão. Os resultados foram expressos em 

mg de ácido ascórbico/g de extrato. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos foram determinados de acordo com o método 

descrito por Pinela et al. (2011). O extrato na concentração de 0,625 mg/mL 

(250 µL) foi misturado ao HCl 0,1% (250 µL, preparado em etanol 95%) e ao 

HCl 2% (4550 µL). A mistura foi incubada em temperatura ambiente durante 15 

min. Após esse período, a absorbância foi mensurada a 280, 320 e 360 nm, 

para avaliação dos compostos fenólicos totais, ácido fenólicos e flavonoides, 

respectivamente. O ácido gálico (50-500 µg/mL) foi utilizado para calcular a 

curva padrão dos fenólicos totais e, os resultados foram expressos em mg 

equivalentes de ácido gálico (EAG)/g de extrato. O ácido cafeico (50-500 

µg/mL) foi utilizado para calcular a curva padrão dos ácidos fenólicos e, os 

resultados foram expressos em mg equivalentes de ácido cafeico (EAC)/g de 

extrato. A quercetina (30-300 µg/mL) foi utilizada para calcular a curva padrão 

dos flavonoides e, os resultados foram expressos em mg equivalentes de 

quercetina (EQ)/g de extrato. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Identificação dos compostos de MESL por LC-DAD-MS 

O extrato metanólico de folhas de S. terebinthifolius (MESL) foi analisado 

por LC-DAD-MS Prominence Shimadzu acoplado a um detector de arranjo de 
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diodos (DAD) e espectrômetro de massa (MicrOTOF-Q III). Uma coluna 

Kinetex C18 (2,6 µm, 150 x 2,1 mm, Phenomenex) foi utilizada, aplicando-se 

com o volume de injeção, vazão e temperatura de forno de 4 μL, 0,3 mL/min e 

50 °C, respectivamente. Acetonitrila (solvente B) e água (solvente A), ambos 

contendo ácido fórmico 0,1%, foram utilizados como fase móvel, utilizando o 

seguinte perfil de eluição por gradiente: 0-8 min 3% B, 8-30 min 8-25% B, 30-

60 min 25-80% B e 60-63 min 80% B. Para a espectrometria de massa, 

nitrogênio foi utilizado como gás nebulizador (4 Bar), gás de secagem (9 L/min) 

e de colisão aplicando uma voltagem no capilar de 2,5 kV. O extrato foi 

avaliado na concentração de 1 mg/mL em modo ionização negativa e positiva. 

 

Atividade antioxidante 

Ensaio DPPH• 

A atividade antioxidante foi avaliada pela inibição do radical livre 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•) de acordo com o método descrito por Campos et 

al. (2014). O extrato nas concentrações finais de 0,1 a 1000 μg/mL (200 μL) foi 

misturado a solução de DPPH• 0,11 mM (1800 μL, preparado em etanol 80%). 

A mistura foi incubada à temperatura ambiente no escuro durante 30 min. A 

absorbância foi mensurada a 517 nm. O ácido ascórbico e o butil-hidroxitolueno 

(BHT) foram utilizados como controles positivos. O controle negativo foi 

preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu 

solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte fórmula: 

% Inibição = (1 - Absamostra/Abscontrole) x 100. A concentração da amostra capaz 

de inibir 50% (IC50) foi determinada. Três experimentos independentes foram 

realizados em triplicata. 

 

Ensaio ABTS•+  

A atividade antioxidante foi avaliada pela inibição do radical livre 2,2'-

azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) (ABTS•+) de acordo com o método 

descrito por Campos et al. (2015). O radical livre ABTS•+ foi preparado pela 

mistura de ABTS 7 mM (5 mL) e persulfato de potássio 140 mM (88 μL). A 

mistura foi incubada em temperatura ambiente no escuro por 12-16 h. Após 

esse período, a solução de ABTS•+ foi diluída em etanol P.A. até atingir a 

absorbância de 0,70 ± 0,05 a 734 nm. Em seguida, o extrato nas 
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concentrações finais de 0,1 a 200 μg/mL (20 μL) foi misturado a solução de 

ABTS•+ (1980 μL). A mistura foi incubada à temperatura ambiente no escuro 

durante 6 min. A absorbância foi mensurada a 734 nm. O ácido ascórbico e 

BHT foram utilizados como controles positivos. O controle negativo foi 

preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu 

solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte fórmula: 

% Inibição = [(Abscontrole/Absamostra)/Abscontrole] x 100. A concentração da amostra 

capaz de inibir 50% (IC50) foi determinada. Três experimentos independentes 

foram realizados em triplicata. 

 

Ensaio FRAP 

A atividade antioxidante foi avaliada pelo poder redutor férrico (FRAP) de 

acordo com o método descrito por Pulido et al. (2000). O reagente FRAP foi 

preparado pela mistura da solução de TPTZ 10 mM (10 mL, preparado em HCl 

40 mM, FeCl3•6H2O 20 mM (10 mL) e tampão acetato 300 mM, pH 3,6 (100 

mL). O extrato nas concentrações de 1-1000 µg/mL (100 µL) foi misturado ao 

reagente FRAP (3 mL) e água destilada (300 µL). A mistura foi incubada à 

temperatura ambiente no escuro durante 20 min. A absorbância foi mensurada 

a 595 nm. O ácido ascórbico foi utilizado como controle positivo. O controle 

negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato 

pelo seu solvente. A concentração efetiva média (EC50) da amostra foi 

determinada utilizando a equação de regressão correspondente. Três 

experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

Ensaio de poder redutor  

A atividade antioxidante foi avaliada pelo poder redutor de acordo com o 

método descrito por Berker et al. (2007). O extrato nas concentrações de 1-

1000 µg/mL (1 mL) foi misturado ao tampão fosfato 0,2 M pH 6,6 (2,5 mL) e 

K3Fe(CN)6 1% (2,5 mL). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min. Após 

esse período, foi adicionado ácido tricloroacético 10% (2,5 mL). A uma alíquota 

dessa mistura (2,5 mL) foram adiconados, água (2,5 mL) e FeCl3•6H2O 0,1% 

(0,5 mL). A absorbância foi mensurada a 700 nm. O ácido ascórbico foi 

utilizado como controle positivo. O controle negativo foi preparado utilizando o 

mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu solvente. A concentração 
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efetiva média (EC50) da amostra foi determinada utilizando a equação de 

regressão correspondente. Três experimentos independentes foram realizados 

em triplicata. 

 

Ensaio de branqueamento de β-caroteno 

A atividade antioxidante foi avaliada pela inibição do branqueamento de 

β-caroteno de acordo com o método descrito por Taga et al. (1984). A solução 

de β-caroteno foi preparada pela mistura de β-caroteno (2 mg) e clorofórmio 

(10 mL). A emulsão de reação foi preparada em uma balão de ebulição, pela 

mistura da solução de β-caroteno (1 mL), ácido linoléico (20 mg) e Tween 40 

(200 mg), o clorofórmio foi removido utilizando um evaporador rotativo a 40 °C 

e, por último, água destilada oxigenada (50 mL) foi adicionada. O extrato nas 

concentrações de 1-1000 µg/mL (0,2 mL) foi misturado à emulsão (5 mL). A 

mistura foi incubada a 50 °C durante 60 min. A absorbância foi mensurada a 

470 nm no tempo 0 (antes da incubação) e 60 min (após a incubação). O 

hidroxianisol butilado (BHA) foi utilizado como controle positivo. O controle 

negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato 

pelo seu solvente. O branco (zero no espectrofotômetro) consistiu na mistura 

de 2 mg de ácido linoleico, 20 mg de Tween 40 e 5 mL de água oxigenada. A 

porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte fórmula: % Inibição 

= (1 - Absamostra/Abscontrole) x 100. A concentração da amostra capaz de inibir 

50% (IC50) foi determinada. Três experimentos independentes foram realizados 

em triplicata. 

 

Dosagem de malondialdeído (MDA) 

O ensaio utilizando eritrócitos humanos foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), 

Brasil (CEP n° 1.739.987). A atividade antioxidante em modelo de eritrócitos 

humanos foi realizada de acordo com o método descrito por Rocha et al. 

(2017). O sangue periférico de doadores saudáveis foi coletado em tubos 

contendo citrato de sódio. Os tubos foram centrifugados a 2000 xg durante 5 

min para descarte do plasma sanguíneo e leucócitos. Os eritrócitos foram 

lavados três vezes com solução de cloreto de sódio 0,9% (NaCl) e, em 

seguida, uma suspensão de eritrócitos 10% foi preparada em NaCl 0,9%. 
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O extrato nas concentrações finais de 50 a 250 μg/mL (250 μL) foi 

misturado a suspensão de eritrócitos 10% (250 μL). A mistura foi pré-incubada 

à 37 °C durante 30 min. Após esse período, foi adicionada a solução de AAPH 

50 mM (500 μL). A mistura permaneceu incubada a 37 °C durante 180 min, 

com agitação periódica. Após esse período, a mistura foi centrifugada a 2000 

xg durante 5 min e, o sobrenadante (500 μL) foi adicionado ao ácido 

tiobarbitúrico 10 nmol (1 mL) (preparado em tampão monobásico de fosfato de 

potássio 75 mM, pH 2,5) que posteriormente, foi incubado a 96 °C durante 45 

min. Após esse período, o material foi resfriado e foram adicionados 4 mL de 

álcool n-butílico, seguido de agitação e centrifugação a 2000 xg por 15 min. A 

absorbância do sobrenadante foi mensurada a 532 nm. O ácido ascórbico foi 

utilizado como controle positivo. O controle negativo foi preparado utilizando o 

mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu solvente. O controle 

padrão foi preparado pela mistura de MDA 20 mM (500 μL) e ácido 

tiobarbitúrico (1 mL). Os níveis de MDA das amostras foram expressos em 

nmol/mL, obtidos pela seguinte fórmula: MDA (nmol/mL) = ABSamostra x (20 x 

220,32 / ABSpadrão). Dois experimentos independentes foram realizados em 

duplicata. 

 

Propriedades antidiabéticas 

Ensaio de alfa-glicosidase 

O ensaio de α-glicosidase foi realizado de acordo com o método descrito 

por Kazeem et al. (2013), utilizando α-glucosidase de Saccharomyces 

cerevisiae. A solução do substrato p-nitrofenil glicopiranosídeo (pNPG) foi 

preparada em tampão fosfato 20 mM, pH 6,9. O extrato nas concentrações 

finais de 1 a 100 μg/mL (5 μL) foi misturado a α-glicosidase 1 U/mL (10 μL). A 

mistura foi pré-incubada à 37 °C durante 20 min. Em seguida, para iniciar a 

reação foi adicionado pNPG 3 mM (5 µL). A mistura de reação permaneceu 

incubada a 37 °C durante 20 min e, a reação foi interrompida pela adição de 

Na2CO3 0,1 M (200 μL). A absorbância foi mensurada a 405 nm. O controle 

negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato 

pelo seu solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte 

fórmula: % Inibição = [(Abscontrole/Absamostra)/Abscontrole] x 100. A concentração da 
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amostra capaz de inibir 50% (IC50) foi determinada. Dois experimentos 

independentes foram realizados em triplicata. 

 

Ensaio anti-glicação 

A atividade anti-glicação foi avaliada de acordo com o método descrito 

por Kiho et al. (2004). As soluções de frutose 0,1 mM, glioxal 30 mM e BSA 8 

mg/mL foram preparadas em tampão fosfato 0,2 M pH 7,4, contendo azida de 

sódio 3 mM como agente antimicrobiano. O extrato nas concentrações finais de 

1 a 100 μg/mL (30 μL) foi misturado ao BSA (300 μL) e a frutose ou glioxal (135 

μL). A mistura foi incubada à 37 °C durante 48 h ou 72 h sob condições 

estéreis. A fluorescência foi detectada (λex 330 nm e λem 420 nm) em leitor de 

microplacas. A quercetina foi utilizada como controle positivo. O controle 

negativo foi preparado utilizando o mesmo procedimento, substituindo o extrato 

pelo seu solvente. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte 

fórmula: % Inibição = (1- Fluorescênciaamostra/Fluorescênciacontrole) x 100. A 

concentração da amostra capaz de inibir 50% (IC50) foi determinada. Três 

experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

Estudos in vivo 

Os procedimentos experimentais com camundongos seguiram as 

normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e foram aprovados pela Comissão de Ética para Uso de Animais da 

Universidade Federal da Grande Dourados (parecer n° 37/2015 CEUA/UFGD). 

Camundongos C57Bl/6 com 20-30 g, 16-24 semanas de idade foram obtidos 

do Biotério Central da Universidade Federal da Grande Dourados-MS, Brasil. 

Os camundongos foram alojados em microisoladores (5 camundongos por 

microisolador), mantidos em condições padrão (12 h de luz e 12 h de escuro, 

22 ± 2 °C), com acesso à água e ração ad libitum. Antes do início do 

experimento, os camundongos foram aclimatados às condições laboratoriais. A 

dose administrada para os ensaios in vivo foi selecionada com base no estudo 

de toxicidade aguda. A dose escolhida foi um décimo da dose considerada 

segura. 
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Toxicidade aguda 

O teste de toxicidade aguda foi realizado com base nos protocolos da 

Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)- Guidelines 

425. No primeiro dia, um camundongo C57Bl/6 em jejum de 8 h recebeu a dose 

de 2000 mg/kg de MESL via gavagem. Sequencialmente, outros quatro 

camundongos foram submetidos a jejum durante 8 h e uma dose única de 2000 

mg/kg de MESL. O mesmo procedimento foi realizado posteriormente com 

outro grupo de camundongos utilizando a dose de 5000 mg/kg do MESL, para 

definição da dose letal para 50% dos camundongos (DL50). Os camundongos 

foram observados periodicamente durante as primeiras 24 h, posteriormente, 

uma vez ao dia durante 14 dias. A massa corporal, o consumo de água e ração 

foram registrados. Ao final do período de observação, todos os camundongos 

foram submetidos à eutanásia. Os órgãos (coração, pulmão, fígado e rins) 

foram retirados, pesados e analisados macroscopicamente.  

 

Teste de tolerância à glicose 

O teste de tolerância à glicose foi realizado seguindo metodologia 

descrita por Lanjhiyana et al. (2011). Para isso, foram utilizados camundongos 

machos C57Bl/6 adultos. Os camundongos permaneceram em jejum durante 

12 h e foram divididos em quatro grupos de cinco camundongos cada: (I) 

Controle: água via gavagem, (II) Glib: glibenclamida 10 mg/kg via gavagem, (III) 

Met: metformina 100 mg/kg via gavagem e, (IV) MESL: extrato metanólico das 

folhas de S. terebinthifolius 200 mg/kg via gavagem. Todos os camundongos 

receberam uma solução de glicose (2 g/kg) via gavagem. As amostras de 

sangue foram coletadas pela veia caudal nos tempos 0 (imediatamente antes 

da administração da glicose), 30, 60, 90, 120 e 180 min (após a administração 

da glicose). Os níveis de glicose no sangue foram determinados utilizando o 

glicosímetro AccuChek® active. 

 

Indução de diabetes e procedimento experimental 

  Camundongos C57Bl/6 submetidos a 12 h de jejum foram induzidos ao 

diabetes por uma única injeção intraperitoneal de solução de aloxano 

monohidrato 180 mg/kg. A solução de aloxano monohidrato foi preparada com 

NaCl 0,9%. Após 72 h da injeção os níveis séricos de glicose foram 
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determinados com auxilio do glicosímetro AccuChek® active.  Os camundongos 

com glicemia em jejum acima de 200 mg/dL foram considerados diabéticos. 

Os camundongos foram divididos em quatro grupos de cinco animais, 

sendo: (I) ND-Controle: camundongos normoglicêmicos tratados com água; (II) 

D-Controle: camundongos diabéticos tratados com água; (III) D-Met: 

camundongos diabéticos tratados com metformina 100 mg/kg e, (IV) D-MESL: 

camundongos diabéticos tratados com extrato metanólico das folhas de S. 

terebinthifolius 200 mg/kg. Os tratamentos foram administrados via gavagem 

durante 28 dias, uma vez ao dia. Após esse período, os camundongos foram 

eutanasiados e o sangue coletado para avaliação de parâmetros bioquímicos e 

hematológicos. Os órgãos (coração, fígado e rins) foram retirados e pesados 

para cálculo de massa relativa (g de órgão por 100 g de massa corporal). 

 

Análise estatística 

Os dados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(SEM). Para análise e comparação entre os grupos experimentais foi 

empregado o teste de variância ANOVA com pós-teste Student Newman Keuls, 

A área sobre a curva (AUC) foi empregada para o ensaio de GTT. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas com auxílio do programa GraphPad 

Prism, versão 5.0. Os dados foram considerados significativos quando P<0,05. 
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Resultados 

Qualidade microbiológica 

A tabela 1 apresenta a avaliação microbiológica das raízes (MESR), 

cascas do caule (MESB) e folhas (MESL) de S. terebinthifolius. O crescimento 

de microrganismos mesófilos foi observado no pó das raízes, cascas do caule 

e folhas de S. terebinthifolius. Colônias de microrganismos psicrófilos, bolores e 

leveduras cresceram no pó das raízes e cascas do caule. Não foi observado o 

crescimento de microrganismos patogênicos, exceto no pó das raízes, onde 

cresceram colônias de B. cereus. Contudo, nos extratos metanólicos 

preparados a partir do pó das raízes, cascas do caule e folhas de S. 

terebinthifolius não houve crescimento microbiano.  
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Tabela 1. Avaliações microbiológicas (UFC/g) do pó e do extrato metanólico da raiz, cascas do caule e folhas de Schinus 
terebinthifolius Raddi. 

Os valores são expressos como média ± SEM. 

 Pó Extrato 

Raiz Cascas do caule Folhas Raiz Cascas do caule Folhas 

Microrganismos mesófilos 1,90 x 10-3 ± 0,001 1,43 x 100 ± 0,11 5,17 x 10-1 ± 0,01 ausente ausente ausente 
Microrganismos psicrófilos    4,70 x 100 ± 1,54 4,73 x 101 ± 7,70 ausente ausente ausente ausente 
Bolores e leveduras 1,93 x 101 ± 1,85 4,95 x 101 ± 7,70 ausente ausente ausente ausente 
Clostridium sulfito redutor ausente ausente ausente ausente ausente ausente 
Salmonella sp. ausente ausente ausente ausente ausente ausente 
Escherichia coli ausente ausente ausente ausente ausente ausente 
Staphylococcus aureus ausente ausente ausente ausente ausente ausente 
Bacillus cereus 1,87 x 101 ± 7,21 ausente ausente ausente ausente ausente 
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Compostos químicos 

A tabela 2 demonstra o conteúdo de compostos lipofílicos e hidrofílicos 

do MESR, MESB e MESL. Os compostos hidrofílicos se destacaram em todos 

os extratos sendo os compostos fenólicos majoritários. O MESB e MESL 

apresentaram maior concentração de ácidos fenólicos e flavonoides. 
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Tabela 2. Compostos lipofílicos e hidrofílicos do extrato metanólico da raiz (MESR), cascas do caule (MESB) e folhas (MESL) de 
Schinus terebinthifolius Raddi. 

Os valores são expressos como média ± SEM. 

Compostos químicos MESR MESB MESL 

Lipofílico    
β-Caroteno (mg/g extrato)     0,054 ± 0,006    0,313 ± 0,027    1,455 ± 0,009 
Licopeno (mg/g extrato)     0,029 ± 0,002    0,049 ± 0,008    0,013 ± 0,002 

Hidrofílico    
Ácido ascórbico (mg/g extrato)     0,115 ± 0,002     0,123 ± 0,002    0,070 ± 0,003 
Fenólicos (mg EAG/g extrato) 300,42 ± 9,30 274,94 ± 8,09  446,48 ± 28,93 
Ácidos fenólicos (mg EAC/g extrato)  24,49 ±1,80   49,12 ± 1,30             52,95 ± 4,23 
Flavonoides (mg EQ/g extrato)   21,16 ± 2,65   55,72 ± 1,56   57,78 ± 3,79 



 
 

90 
 

Atividade antioxidante  

A atividade antioxidante do MESR, MESB e MESL foi observada nos 

ensaios DPPH•, ABTS•+, FRAP, poder redutor, branqueamento de β-caroteno 

(Tabela 3) e dosagem de MDA em eritrócitos humanos (Figura 1). 

Em relação aos controles utilizados, as concentrações dos extratos 

capazes de inibir 50% (IC50) do radical DPPH• e ABTS•+ foram semelhantes ao 

ácido ascórbico e inferiores ao BHT (Tabela 3). As concentrações efetivas 

médias (EC50) do MESL nos ensaios FRAP e poder redutor foram menores 

quando comparadas aos MESR e MESB e, aproximadamente duas vezes 

maiores em comparação ao ácido ascórbico (Tabela 3).  

No ensaio de branqueamento de β-caroteno (Tabela 3), o MESL 

demonstrou menor IC50 em comparação aos demais extratos e maior IC50 que o 

antioxidante BHA (aproximadamente 18 vezes).  A IC50 do ácido ascórbico não 

foi detectada nesse ensaio.  

 Em eritrócitos humanos, os extratos reduziram o estresse oxidativo 

induzido pelo agente oxidante AAPH, demonstrado pelos menores níveis de 

MDA gerados (Figura 3). O MESL promoveu os menores níveis de MDA nas 

concentrações avaliadas (50 a 125 µg/mL), comparado aos demais extratos e 

ao controle ácido ascórbico (Figura 3).  
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Tabela 3. Atividade antioxidante do extrato metanólico da raiz (MESR), cascas do caule (MESB) e folhas (MESL) de Schinus 
terebinthifolius Raddi.  

Antioxidante lipofílico: BHT para DPPH• e ABTS•+; BHA para o ensaio de branqueamento com β-caroteno. ND: não detectado. -: 
não realizado. Os valores são expressos como média ± SEM. 

Amostra DPPH• ABTS•+ FRAP Poder redutor Branqueamento β-
caroteno 

IC50 (μg/mL) EC50 (μg/mL) IC50 (μg/mL) 

Ácido ascórbico   3,06 ± 0,16   2,31 ± 0,05   33,58 ± 0,80    42,97 ± 0,70   ND 

Antioxidante lipofílico 37,45 ± 3,09 20,87 ± 1,82           -      -   3,80 ± 0,10 

MESR   6,31 ± 0,06   3,25 ± 0,22   85,11 ± 4,27 133,52 ± 1,11 176,56 ± 21,30 

MESB   4,50 ± 0,11   4,45 ± 0,49 116,33 ± 3,53 169,76 ± 1,90  220,37 ± 35,99 

MESL   4,17 ± 0,69   3,83 ± 0,36   68,78 ± 2,01   95,30 ± 3,64   67,06 ± 3,78 
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Figura 1. Atividade antioxidante do extrato metanólico da raiz (MESR), cascas 
do caule (MESB) e folhas (MESL) de Schinus terebinthifolius Raddi em 
eritrócitos humanos submetido ao estresse oxidativo induzido por AAPH. MDA: 
malondialdeído. Os valores são expressos como média ± SEM. ***P <0,001 
versus Controle. 

 

Propriedades antidiabéticas in vitro 

As propriedades antidiabéticas do MESR, MESB e MESL foram 

determinadas in vitro pela inibição da atividade da enzima digestiva α-

glicosidase e pelo efeito anti-glicação, vias frutose e glioxal (Tabela 4).  

Os extratos de S. terebinthifolius inibiram a atividade da enzima α-

glicosidase, sendo que o MESL apresentou atividade superior em relação aos 

demais, com IC50 aproximadamente duas vezes menor em comparação aos 

demais (Tabela 4). O MESL apresentou atividade anti-glicação superior 

comparado aos demais extratos e, em relação ao controle quercetina 

apresentou IC50 maior (aproximadamente 4 vezes) na via frutose e, semelhante 

via glioxal (Tabela 4). 
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Tabela 4. Inibição de α-glicosidase e atividade anti-glicação do extrato metanólico da raiz (MESR), cascas do caule (MESB) e 
folhas (MESL) de Schinus terebinthifolius Raddi. 

-: não realizado. Os valores são expressos como média ± SEM. 

Amostra  
α-Glicosidase 

Anti-glicação 

Frutose Glioxal 

 IC50 (μg/mL) IC50 (μg/mL) 

Quercetina   - 0,32 ± 0,01    35,12 ± 0,27 
MESR 31,16 ± 0,17 3,16 ± 0,01  116,18 ± 2,23 
MESB 33,01 ± 1,65 1,54 ± 0,03    98,43 ± 0,48 
MESL 16,13 ± 0,49 1,29 ± 0,01     32,40 ± 0,84 
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Perfil químico do MESL 

  Os compostos químicos foram identificados por seus espectros de 

massas e íons fragmentos comparados aos dados publicados na literatura. 

Alguns metabólitos foram confirmados pela injeção de padrão autêntico. Os 

compostos identificados foram flavonols O-glicosilados (4-7, 9-10, 12-14, 16-17, 

19-20), galotaninos (3, 8, 15, 18), ácido gálico 1 e seus derivados 2, 11 (Figura 

2, Tabela 5) Os principais compostos observados no cromatograma (λ = 270-

330 nm) foram o ácido 4-O-metil-gálico (2) e o penta-O-galoil hexosídeo (15) 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Perfil cromatográfico a 270-330 nm do extrato metanólico de folhas 
de Schinus terebinthifolius Raddi (MESL). 
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Tabela 5. Identificação dos compostos do extrato metanólico das folhas de Schinus terebinthifolius por LC-DAD-MS/MS. 

Pico 
RT 

(min) 
Composto UV (nm) FM 

Modo negativo (m/z)  Modo positivo (m/z) 

MS [M-H]- 
(ppmer) 

MS/MS 
MS [M+H]+ 

(ppmer) 
MS/MS 

1 2,4 Ácido gálico* 270 C7H6O5 169,0146 (2,1) - 171,0295 (4,0) - 
2 8,2 Ácido gálico 4-O-metil 271 C8H8O5 183,0304 (2,8) - 185,0451 (3,6) 153 
3 19,5 Tri-O-galoil hexosídeo 278 C27H24O18 635,0873 (2,7) 465, 313, 169 659,0883Na (4,3) 153 
4 21,4 Miricetina-O-hexosídeo  265, 365 C21H20O13 479,0819 (2,6) 316 481,0993 (3,3) 319 
5 21,6 Miricetina-O-hexosil-deoxihexosídeo 265, 355 C27H30O17 625,1396 (2,3) 479, 316 627,1564 (1,3) 481, 319 
6 21,8 Miricetina-O-hexosil-deoxihexosídeo 265, 355 C27H30O17 625,1416 (1,0) 479, 316 627,1585 (4,6) 481, 319 
7 22,3 Miricetina-O-pentosídeo 265, 353 C20H18O12 449,0721 (1,0) 316 451,0888 (3,7) 319, 273, 245, 167 
8 23,2 Tetra-O-galoilhexosídeo 278 C34H28O22 787,1000 (0,1) 635, 617, 465, 169 811,0966Na (0,2) - 
9 23,5 Miricetina-O-deoxihexosídeo 265, 350 C21H20O12 463,0882 (1,3) 316, 271 465,1048 (4,3) 319, 245, 217, 153 
10 23,8 Quercetina-O-hexosídeo 265, 353 C21H20O12 463,0881 (0,2) 300 465,1044 (3,6) 303 
11 24,4 Metil digalato 275 C15H12O9 335,0412 (1,1) 183 337,0568 (4,2) 153 
12 25,1 Quercetina-O-pentosídeo 263, 355 C20H18O11 433,0775 (0,4) 300, 271 435,0911 (2,5) 303 
13 25,5 Quercetina-O-pentosídeo 263, 355 C20H18O11 433,0772 (0,9) 300, 271 435,0938 (3,7) 303 
14 25,6 Kaempferol-O-hexosídeo 263, 350 C21H20O11 447,0950 (3,9) 284 449,1086 (1,8) 287 
15 25,7 Penta-O-galoil hexosídeo 279 C41H32O26 939,1102 (0,8) 787, 769, 617, 599, 

447, 277, 169, 125 
963,1107Na (3,4) 793, 641, 471, 301, 

153 
16 26,5 Quercetina-O-deoxihexosídeo 260, 350 C21H20O11 447,0943 (2,2) 300, 271, 255 449,1070 (1,9) 303 
17 27,1 Kaempferol-O-pentosídeo 263, 350 C20H34O9 417,2125 (1,3) 284 419,0991 (4,5) 287 
18 27,9 Hexa-O-galoil hexosídeo 280 C48H36O30 1091,1212 (0.6) 921, 769, 617, 393 1115,1175Na (0,7) - 
19 28,5 Miricetina-O-galoil-O-deoxihexosídeo 267, 280, 

350 
C28H24O16 615,1003 (1,9) 317 617,1145 (1,2) - 

20 28,9 Kaempferol-O-deoxihexosídeo 263, 350 C21H20O10 431,0989 (1,1) 284 433,1121 (2,0) 287 
21 64,0 Desconhecido 300 C24H36O3 371,2581 (2,8) 327 373,2747 (2,7) 355 

RT: tempo de retenção; (ppmer): erro em ppm; Na: [M+Na]+; *: confirmado por padrão autêntico.
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Os picos 1, 2 e 11 mostraram λmax ≈ 280 nm e o ácido gálico (1) foi 

confirmado por padrão. O composto 2 exibiu íons de m/z 185,0451 [M+H]+ e 

183,0304 [M-H]-, confirmando a fórmula molecular C8H8O5 e uma metila 

adicional no ácido gálico. O íon fragmento m/z 153,0186 (C7H5O4
+, erro 2,4 

ppm) indicou a perda de uma molécula de metanol (32 u), este é o íon 

diagnóstico para o grupo metil em C-4 (Liao et al., 2013), essa perda do radical 

metil e subsequente moléculas de CO2 sugerem o substituinte metil em C-3 ou 

C-7 (carboxil) (Kumar et al., 2015; Ersan et al., 2016). Para o composto 11, o 

íon m/z 335,0412 [M-H]- (C15H11O9
-, erro 2,8 ppm) produziu um íon fragmento 

m/z 183 pela perda de uma unidade de galoil, a qual é relativa a um galoil 

metilado, como relatado por Ersan et al. (2016). Assim, os compostos 1, 2 e 11 

foram identificados como ácido gálico, ácido 4-O-metil-gálico e metil digalato, 

respectivamente. 

As substâncias 3, 8, 15 e 18 apresentaram bandas de absorção com 

λmax semelhante ao ácido gálico. Além disso, eles revelaram perdas 

consecutivas de unidades de galoil (152 u) ou perdas de unidade de galoil e 

subsequentemente uma molécula de água (170 u), revelando o típico íon 

fragmento de m/z 169 [ácido gálico-H]-, bem como a ausência do íon m/z 301, 

o que confirmou a identificação dos galotaninos (Ersan et al., 2016; Muccilli et 

al., 2017). Por exemplo, o composto 15 exibiu um íon intenso m/z 939,1102 [M-

H]- (compatível com C41H31O26
-) e produziu os íons fragmentos por perdas de 

unidades de galoil como m/z 787 [M-H-galoil]-, 769 [M-H-galoil-H2O]-, 617 [M-H-

2x galoil-H2O]-, 599 [M-H-2x galoil-2x H2O]-, 447 [M-H-3x galoil-2x H2O]-, 277 

[M-H-4x galoil-3x H2O]-, assim confirmaram a identificação do penta-O-

galoilhexosídeo, um composto já descrito para S. terebinthifolius (Hayashi et 

al., 1989). Assim, as substâncias 3, 8 e 18 foram identificadas como tri-O-galoil 

hexosídeo, tetra-O-galoil hexosídeo e hexa-O-galoil hexosídeo, 

respectivamente. Todos os dados foram confirmados com os dados publicados 

para esses compostos (Kumar et al., 2015; Abu-Reidah et al., 2015; Ersan et 

al., 2016; Muccilli et al., 2017). 

Os compostos 4-7, 9-10, 12-14, 16-17 e 19-20 revelaram espectros de 

UV semelhantes a flavonol (λmax ≈ 265 e 350 nm) (Ersan et al., 2016). As 

substâncias 4-7, 9 e 19 produziram o  íon fragmento relativas à aglicona de m/z 

316, enquanto os compostos 10, 12, 16 e 14, 17, 20 produziram os íons 
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fragmentos m/z 284 e 300 no íon modo negativo, os quais são compatíveis 

com agliconas miricetina (C15H8O8
-), kaempferol (C15H8O6

-•) e quercetina 

(C15H8O7
-•). As perdas de 132, 146 e 162 u confirmaram os açúcares pentosil, 

desoxihexosil e hexosil, respectivamente. Todos os íons fragmentos foram 

semelhantes pelos dados relatados na literatura (March et al., 2006; Liao et al., 

2013; Ersan et al., 2016). 

 

Toxicidade aguda 

A Tabela 6 apresenta os parâmetros antropométricos de camundongos 

tratados com MESL no teste de toxicidade aguda. Não foi observada 

mortalidade durante o período experimental após administração das doses de 

2000 e 5000 mg/kg de MESL. Os camundongos tratados com 2000 mg/kg do 

MESL não apresentaram alterações nos parâmetros antropométricos (Tabela 

6). Contudo, os camundongos tratados com 5000 mg/kg do MESL 

apresentaram redução da massa corporal, aumento no consumo de água e 

ração, e leve redução da massa equivalente dos rins quando comparados aos 

demais grupos. Assim, considerando os dados em conjunto, a DL50 do MESL 

foi estimada como superior a 5000 mg/kg e, os ensaios in vivo seguiram com a 

dose de 200 mg/kg, ou seja, 10 vezes menor que a dose considerada segura 

nesse estudo.  
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Tabela 6. Parâmetros antropométricos de camundongos C57Bl/6 normais em teste de toxicidade aguda tratados com extrato 
metanólico de folhas de Schinus terebinthifolius Raddi (MESL). 

Parâmetros antropométricos Control MESL 

2000 mg/kg 5000 mg/kg 

Δ MC (%) -0,31 ± 1,30a -2,78 ± 1,62ab -5,73 ± 1,11b 
Consumo de água (mL/dia)  6,25 ± 0,45a  6,02 ± 0,52a 12,36 ± 0,77b 
Consumo de alimento (g/dia)  3,84 ± 0,21a   5,14 ± 0,31ab  6,30 ± 0,65b 
Fígado (g/100 g de MC) 3,93 ± 0,10 3,59 ± 0,09  3,75 ± 0,14 
Pulmão (g/100 g de MC) 0,60 ± 0,02 0,68 ± 0,09  0,62 ± 0,02 
Rim (g/100 g de MC)    1,06 ± 0,02ab   1,11 ± 0,06a    0,95 ± 0,02b 
Coração (g/100 g de MC)  0,56 ± 0,03  0,57 ± 0,04   0,54 ± 0,02 

Δ MC (%): variação entre % de massa corporal final e massa corporal inicial. Os valores são expressos como média ± SEM. N = 5 
camundongos por grupo. Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas. 
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Propriedades antidiabéticas in vivo 

Teste de tolerância oral à glicose 

A figura 3 demonstra os efeitos do MESL na glicemia de camundongos 

normoglicêmicos após sobrecarga oral de glicose. O MESL reduziu o pico 

glicêmico aos 30 min em 35 ± 5% (Figura 3A), bem como a glicemia pós-

prandial em 24 ± 6%, avaliada pela AUC até 180 min (Figura 3B), quando 

comparado ao grupo Controle. Adicionalmente, o efeito apresentado pelo 

MESL sobre a glicemia dos camundongos normoglicêmicos foi semelhante ao 

promovido pela glibenclamida e inferior ao da metformina. 
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Figura 3. (A) Glicemia e (B) AUC obtidos no teste de tolerância à glicose em camundongos C57Bl/6 normoglicêmicos que receberam 
uma dose única de: água (Control), glibenclamida 10 mg/kg (Glib), metformina 100 mg/kg (Met) e extrato metanólico de folhas de 
Schinus terebinthifolius Raddi 200 mg/kg (MESL). Os valores são expressos como média ± SEM. N = 5 camundongos por grupo. 
Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas. 
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Atividade antidiabética in vivo 

A tabela 7 apresenta os parâmetros antropométricos e bioquímicos de 

camundongos C57Bl/6 normoglicêmicos (ND-Controle) e diabéticos tratados 

com água (D-Controle), metformina (D-Met) e MESL (D-MESL).  

Os camundongos diabéticos (D-Controle) apresentaram aumento no 

consumo de água e ração, elevação da glicemia, hemoglobina glicada, 

enzimas hepáticas AST e ALT e massa do fígado, comparado ao grupo ND-

Controle (Tabela 7). Os camundongos diabéticos tratados com o MESL (D-

MESL) apresentaram redução do consumo de água e normalização dos 

demais parâmetros antropométricos e bioquímicos (Tabela 7). Os efeitos 

apresentados pelo MESL sobre os parâmetros avaliados em camundongos 

diabéticos foram superiores aos efeitos demonstrados pela droga de referência 

metformina nas concentrações avaliadas (Tabela 7).  
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Tabela 7. Parâmetros antropométricos e bioquímicos de camundongos C57Bl/6 normoglicêmicos (ND-Control) e diabéticos, 
tratados durante 28 dias com água (D-Control), metformina 100 mg/kg (D-Met) e extrato metanólico de folhas de Schinus 
terebinthifolius Raddi 200 mg/kg (D-MESL). 

Parâmetros Normal Diabético 

ND-Control D-Control D-Met D-MESL 

Antropométricos     
Δ Massa corporal (%)     5,71 ± 2,43   0,43 ± 4,21  7,95 ± 3,12   8,60 ± 2,05 
Consumo de água (mL/dia)       7,51± 0,38a   30,41 ± 1,49b        23,32 ± 1,15c  11,23 ± 0,76d 
Consumo de alimento (g/dia)      4,55 ± 0,24a     6,79 ± 0,47b   6,51 ± 0,17b    4,81 ± 0,23a 
Fígado (g/100 g de MC)        4,14 ± 0,15ac     5,21 ± 0,15b    4,69 ± 0,20ab    4,02 ± 0,17c 
Rim (g/100 g de MC)     1,08 ± 0,03    1,48 ± 0,05  1,12 ± 0,09   1,03 ± 0,03 
Coração (g/100 g de MC)     0,45 ± 0,01    0,46 ± 0,01  0,45 ± 0,01   0,49 ± 0,03 

Bioquímicos     
Glicemia (mg/dL)   134,40 ± 6,39a    481,25 ± 14,57b  288,00 ± 74,69c   160,33 ± 22,00a 
HbA1c (%)       4,82 ± 0,02a      9,13 ± 0,48b      6,74 ± 1,26ab      6,05 ± 0,61a 
Total colesterol (mg/dL)   99,74 ± 6,90 105,55 ± 7,98 95,44 ± 6,41 108,73 ± 1,57 
HDL-colesterol (mg/dL) 102,72 ± 8,41 107,90 ± 7,68 91,24 ± 6,35 106,92 ± 2,17 
Triglicerídeos (mg/dL)    50,80 ± 4,13   48,90 ± 5,36 56,36 ± 6,32   66,27 ± 5,63 
AST (U/L)     63,54 ± 6,15a     163,08 ± 20,04b     77,84 ± 13,06a     61,23 ± 7,98a 
ALT (U/L)     26,32 ± 2,58a       71,98 ± 15,29b   35,20 ± 4,61a     30,48 ± 4,01a 
Ureia (mg/dL) 106,34 ± 8,86    143,25 ± 20,51   112,82 ± 12,72  105,55 ± 8,37 
Creatinina (mg/dL)      0,23 ± 0,02      0,27 ± 0,02     0,25 ± 0,02      0,23 ± 0,01 

Δ MC (%): variação entre % de massa corporal final e massa corporal inicial; HbA1c: hemoglobina glicada; AST: aspartato 
transaminase; ALT: alanina transaminase. Os valores são expressos como média ± SEM. N = 5 camundongos por grupo. Letras 
diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas. 
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Discussão 

O conhecimento científico sobre as atividades biológicas das plantas 

medicinais pode estimular o desenvolvimento de novas alternativas 

terapêuticas. Schinus terebinthifolius Raddi é uma planta medicinal utilizada 

popularmente para diversos fins, inclusive faz parte das plantas medicinais 

indicadas pelo sistema público de saúde no Brasil (RENISUS, 2009).  

A segurança de uso dos produtos naturais inclui avaliações 

microbiológicas e toxicológicas desses produtos. A presença de 

microrganismos nas plantas é o resultado de diferentes interferentes, oriundos 

do solo, ar e água e, muitos destes contaminantes em produtos farmacêuticos 

não estéreis podem alterar suas propriedades terapêuticas e ocasionar danos à 

saúde (Ratajczak et al., 2015). A presença do microrganismo patogênico 

Bacillus cereus, apenas no pó das raízes de S. terebinthifolius e, a ausência de 

crescimento microbiano nos extratos de todas as partes vegetais da planta, 

pode indicar a segurança microbiológica para uso desse material, 

caracterizando-o como um produto natural de qualidade (Santos et al., 2018). 

Adicionalmente, a ausência de sinais de tóxicos, no teste de toxicidade aguda, 

favorece a avaliação do potencial farmacológico de S. terebinthifolius. 

Os extratos vegetais apresentam um conjunto de diferentes compostos 

bioativos e, os compostos fenólicos foram majoritários nos extratos de S. 

terebinthifolius. Dentre os extratos, o MESL demonstrou maior conteúdo de 

compostos fenólicos e maior eficiência nas atividades antioxidantes avaliadas. 

Sabidamente, os compostos fenólicos atuam como antioxidantes, em especial, 

pela sua habilidade em doar hidrogênio ou elétrons, inibindo a ação de EROs e 

reações de peroxidação lipídica (Rice-Evans et al., 1997).  

A captura de radicais livres observada nesse estudo indica o potencial 

desses extratos em doar elétrons para estabilização de moléculas radicalares. 

Essa capacidade é fundamental, pois o excesso de radicais livres é um dos 

principais fatores que acarretam e agravam quadros patológicos, como câncer 

(Reuter et al., 2010), obesidade (Fernandez-Sanchez et al., 2011), doenças 

cardiovasculares (Csányi e Miler, 2014) e diabetes (Giacco e Brownlee, 2010).  

O radical hidroxila (OH•) é uma das moléculas mais reativas para a qual 

não há sistema endógeno de defesa (Lipinski, 2011). Ele é formado na reação 

de Fenton, quando o íon férrico (Fe2+) é oxidado a íon ferroso (Fe3+) pelo 
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peróxido de hidrogênio (H2O2) (Winterbourn, 1995). Os extratos de S. 

terebinthifolius apresentaram um baixo poder redutor de ferro comparado ao 

padrão ácido ascórbico e, portanto podem evitar a geração de OH•. Alguns 

antioxidantes com elevado poder redutor de ferro podem apresentar 

características pró-oxidantes (Chobot e Hadacek, 2011). 

Nos sistemas biológicos, os lipídeos das membranas são alvos do OH•, 

sendo este capaz de oxidar ácidos graxos poliinsaturados e formar 

hidroperóxidos lipídicos (Ayala et al., 2014). A inibição da oxidação do 

substrato lipídico β-caroteno pelos extratos de S. terebinthifolius pode indicar 

capacidade de prevenir alterações na estrutura e permeabilidade da membrana 

decorrentes da peroxidação lipídica.   

Essas alterações das membranas podem ser decorrentes de 

subprodutos tóxicos da peroxidação lipídica, como o malondialdeído (MDA) 

(Grotto et al., 2009). Nos eritrócitos humanos induzidos ao estresse oxidativo, 

os extratos de S. terebinthifolius reduziram os níveis de MDA gerados, sendo o 

MESL o extrato que apresentou melhor atividade.  

O estresse oxidativo afeta praticamente todos os sistemas fisiológicos e 

está associado ao desenvolvimento de diversas doenças, dentre elas o 

diabetes (Giacco e Brownlee, 2010). O aumento da glicemia também eleva a 

produção de radicais livres, especialmente por acarretar a glicação de 

proteínas (Singh et al., 2014). A hemoglobina glicada e a frutosamina são 

exemplos de produtos de Amadori (Gillery, 2014) que originam AGEs. A 

formação de AGEs está intimamente relacionada ao desenvolvimento das 

complicações diabéticas (Node e Inoue, 2009, Singh et al., 2014), portanto, o 

controle glicêmico é fundamental para prevenir tais eventos (Skyler, 2004). A 

ligação dos AGEs aos seus receptores acarreta a disfunção celular, que inclui o 

estímulo à produção de citocinas inflamatórias, como a interleucina 1 e 6 (IL-1 

e IL-6), fator de crescimento I (GF-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

(Singh et al., 2014). Os AGEs se acumulam na maioria dos órgãos-alvo 

acometidos no diabetes, como por exemplo, rins e retina (Singh et al., 2014). A 

atividade anti-glicação dos extratos foi observada pela diminuição da glicação 

via frutose e via glioxal, sendo o MESL superior aos demais. Os animais 

diabéticos tratados com o MESL apresentaram redução dos níveis de 

hemoglobina glicada.   
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A hiperglicemia pós-prandial também colabora para o agravamento do 

estado de estresse oxidativo, pela indução da produção excessiva de ânion 

radical superóxido, que pode reagir com o óxido nítrico (NO) e produzir 

peroxinitrito (ONOO–) (Ceriello, 2005, Node e Inoue, 2009). O aumento da 

produção de espécies reativas associado aos produtos de glicação conduz ao 

desenvolvimento da disfunção endotelial e, complicações microvasculares e 

macrovasculares no diabetes (Node e Inoue, 2009). 

O controle do estresse oxidativo e da hiperglicemia, bem como do 

quadro diabético, tem sido relacionado à ação de diversas substâncias 

naturais, dentre as quais se destacam os compostos fenólicos (Rice-Evans et 

al., 1997, Xie e Chen, 2013). No MESL foram identificados ácido gálico e seus 

derivados, galotaninos e flavonols glicosilados de miricetina, quercetina e 

kaempferol. Em outros estudos, estes compostos fenólicos têm sido 

relacionados à ação antioxidante e de controle glicêmico. O ácido gálico e seus 

derivados são descritos por reduzir o estresse oxidativo (Omobowale et al., 

2017, Karimi-Khouzani et al., 2017, Abdel-Moneim et al., 2017). Os taninos 

apresentam propriedades antioxidantes, mas principalmente de manutenção 

glicêmica, atuando sobre a inibição de α-glicosidase (Lee et al., 2017, Muccilli 

et al., 2017). Estudos apontam o efeito da quercetina glicosilada sobre a 

redução glicêmica, através da proteção de células pancreáticas ou por 

melhorar a sensibilidade à insulina (Yan et al., 2015). A redução da glicemia em 

jejum e dos níveis séricos de hemoglobina glicada in vivo já foi observada após 

administração de kaemperol glicosilado (Zang et al., 2015). Outros estudos 

observaram que flavonols glicosilados também são capazes de inibir a 

atividade de α-glicosidase (Sun et al., 2014) e a glicação de proteínas in vitro 

(Kim et al., 2004). Adicionalmente aos efeitos já apontados, o MESL reduziu a 

glicemia pós-prandial em camundongos normoglicêmicos após sobrecarga de 

glicose, indicando sua capacidade de alterar mecanismos de controle 

glicêmico.  

Dentre os mecanismos atualmente utilizados para o controle da 

hiperglicemia, destaca-se a inibição da atividade da enzima digestiva α-

glicosidase que regula a absorção de glicose, gerada a partir do amido (van de 

Laar, 2008). Os inibidores de glicosidase existentes, como acarbose, o miglitol 

e a voglibose atuam como antagonistas enzimáticos de α-glicosidase, 
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reduzindo a absorção intestinal da glicose e a glicemia pós-prandial, entretanto, 

produzem efeitos colaterais, como flatulência, diarreia e dores abdominais (van 

de Laar et al., 2005). Os extratos de S. terebinthifolius, em especial o MESL, 

inibiram a atividade de α-glicosidase e, a inibição da atividade desta enzima 

tem sido um alvo promissor para o desenvolvimento de drogas antidiabéticas 

(van de Laar, 2008). 

Os sintomas clássicos da hiperglicemia crônica, polidipsia e polifagia, 

que refletem desequilíbrios homeostáticos no quadro diabético (Fournier, 2000, 

American Diabetes Association, 2009), foram revertidos parcial ou totalmente 

com a administração do MESL a camundongos diabéticos.  A normalização no 

consumo dos camundongos diabéticos tratados com MESL correlaciona-se 

positivamente com a redução dos níveis de glicose e hemoglobina glicada 

observada nesses animais.  

Assim também, a hepatomegalia e elevação nos níveis de AST e ALT 

apresentada pelos camundongos diabéticos, provavelmente relacionadas ao 

acúmulo excessivo de glicogênio nos hepatócitos (Sarkhy et al., 2017), foi 

revertida totalmente nos camundongos diabéticos tratados com MESL, os quais 

apresentaram normalização da massa do fígado e das enzimas hepáticas, AST 

e ALT, semelhantes aos camundongos tratados com metformina.  

Em conjunto, os dados mostram que os extrados de S. terebinthifolius 

apresentam segurança microbiológica para uso, e, que, em especial o MESL 

atua no controle do estresse oxidativo, da hiperglicemia pós-prandial e dos 

principais sintomas do diabetes, provavelmente mediados pelos seus 

compostos químicos, ácido gálico, galotaninos e flavonols glicosilados.    
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5.3. Compostos químicos, atividade antioxidante e antibacteriana dos 
extratos dos fungos endofíticos isolados dos frutos, cascas do caule e 
raiz de Schinus teribinthifolius Raddi 
 

Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar os compostos químicos, atividade 

antioxidante e antibacteriana dos extratos dos fungos endofíticos isolados dos 

frutos, cascas do caule e raiz de Schinus teribinthifolius Raddi. Dezesseis 

fungos endofíticos foram isolados dos frutos, cascas do caule e raiz de S. 

teribinthifolius. Foram identificadas cinco ordens incluindo, Mucorales, 

Xylariales, Diaporthales, Eurotiales e Pleosporales. O conteúdo de compostos 

fenólicos totais, ácidos fenólicos e flavonoides dos extratos acetato de etila dos 

fungos endofíticos foram analisados.  A atividade antioxidante dos extratos dos 

fungos endofíticos foi avaliada pelos métodos de DPPH•, FRAP e inibição do 

branqueamento de β-caroteno. A atividade antibacteriana dos extratos dos 

fungos endofíticos foi testada contra seis cepas patogênicas humanas, sendo 

três estirpes ATCC e três hospitalares: Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae e Salmonella enteritidis. Os extratos dos fungos endofíticos 

apresentaram os flavonoides como compostos majoritários, seguido dos ácidos 

fenólicos. O decanol foi o composto volátil predominante em todos os extratos 

estudados. Dentre os fungos endofíticos avaliados, o extrato do fungo 

endofítico Ochrocladosporium elatum (EAOe) apresentou maior conteúdo 

fenólico e exibiu melhor perfil antioxidante em todos os ensaios realizados. 

Adiconalmente, o EAOe apresentou melhor atividade antibacteriana, sendo 

eficaz contra todas as cepas testadas. Para as estirpes ATCC e hospitalar de 

S. aureus, a concentração inibitória mínima (MIC) e a concentração bactericida 

mínima (MBC) do EAOe foi de 0,5 mg/mL. Para a bactéria K. pneumoniae 

ATCC, o EAOe apresentou MIC 0,13 mg/mL e MBC 0,25 mg/mL, e para estirpe 

hospitalar seu efeito foi bacteriostático, com MIC 1,00 mg/mL. O EAOe exibiu 

MIC e MBC de 0,5 mg/mL para cepa ATTC de S. enteritidis, e para estirpe 

hospitalar seu comportamento foi bacteriostático, com MIC de 1,00 mg/mL. Os 

resultados observados para EAOe, indicam um recurso natural promissor com 

potencial antioxidante e antibacteriano.  

Palavras-chave: pimenta-rosa, produtos naturais, estresse oxidativo, infecções 
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Introdução 

Os fungos endofíticos são uma fonte alternativa e promissora para a 

geração de novos fármacos de origem natural (Aly et al., 2011). Dentre os 

exemplos de compostos ativos isolados de fungos endofíticos está à penicilina, 

um antibacteriano isolado da espécie Penicillium notatum (Strobel et al., 2014). 

Estudos mostram que os fungos endofíticos são capazes de produzir 

metabólitos bioativos de plantas, como por exemplo, o taxol e a vincristina, 

reconhecidos antineoplásicos isolados das espécies de plantas Taxus brevifolia 

e Catharanthus roseus e, produzidos pelos fungos endofíticos Taxomyces 

andreanae e Fusarium oxysporum (Kumar et al., 2013; Stierle et al., 1993). 

A bioprospecção para a geração de novos produtos naturais é um 

recurso que vem sendo amplamente utilizado na ciência para fins medicinais 

(Tanvir et al., 2017; Coulibaly et al., 2014; Benko-Iseppon et al., 2010).  Os 

fungos endofíticos de plantas medicinais são fonte de metabolitos bioativos e, 

são alvos de estudos tendo em vista a pesquisa e detecção de novos 

compostos com atividade biológica de interesse, em nível farmacêutico e 

medicinal, tais como antioxidantes e antibióticos (Mani et al., 2015). 

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) conhecida popularmente 

como aroeira-vermelha, pimenta-rosa ou aroeira-pimenteira é uma planta 

medicinal nativa do Brasil. A utilização etnofarmacológica desta espécie 

incluem o tratamento de feridas e úlceras cutâneas, tumores, diarreia, artrite, 

infecções urinárias e respiratórias (Morton et al., 1978; Brandão et al., 2006). 

As atividades antioxidante (Rocha et al., 2017; Silva et al., 2017a; 

D'Sousa'Costa et al., 2015; Bendaoud et al., 2010; El-Massry et al., 2009) e 

antimicrobiana (Silva et al., 2017b;  D'Sousa'Costa et al., 2015; Cole et al., 

2014; Alves et al., 2013; El-Massry et al., 2009) das diferentes partes da planta 

da espécie S. terebinthifolius vem sendo estudadas utilizando diferentes 

modelos farmacológicos. 

Existem alguns estudos sobre a atividade antimicrobiana dos fungos 

endofíticos isolados das folhas de S. terebinthifolius (Silva et al., 2017c;  Tonial 

et al., 2017; Tonial et al., 2016), no entanto, não existem estudos sobre a 

composição química e atividades biológicas dos fungos endofíticos isolados 

dos frutos, cascas do caule e raiz desta espécie. Neste contexto, este estudo 

busca identificar os compostos químicos, avaliar a atividade antioxidante e 
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antibacteriana dos extratos dos fungos endofíticos isolados dos frutos, cascas 

do caule e raiz de S. teribinthifolius. 

 

Material e Métodos 

Fungos endofíticos 

Os fungos endofíticos foram isolados dos frutos, cascas do caule e raiz 

de S. terebinthifolius Raddi. Para isso, 1 g de material pulverizado foi 

desinfectado em 5 mL de etanol 70% durante  2 min, 5 mL de hipoclorito de 

sódio 4% durante 5 min e lavado 2 vezes com 5 mL de água destilada estéril. 

Em cada etapa, o material foi centrifugado a 3000 rpm por 2 min e o 

sobrenadante descartado. O material pulverizado e esterilizado foi inoculado 

em placas de Petri contendo meio de cultura sólido extrato malte ágar (MEA), 

batata dextrose ágar (PDA) e rosa bengala, suplementado com ácido tartárico 

10%, para inibir o crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a 25 °C 

durante 7 dias. As colônias formadas dos fungos endofíticos foram 

posteriormente isoladas em novas placas. Dezesseis fungos endofíticos foram 

selecionados para identificação.  

 

Extração, amplificação e sequenciamento de DNA  

A identificação molecular dos fungos endofíticos foi realizada pelo 

laboratório ®STABVIDA, Lda, Caparica, Portugal. Para extração do DNA dos 

fungos endofíticos, uma colônia de cada cultura foi suspendida em 10 µL de 

PBS estéril (1x, pH 7,4). A extração de DNA da cultura de células foi 

armazenada em Micro Card Indicador FTATM. A amplificação de um segmento 

contendo as regiões ITS e D1/D2 foi realizada por PCR de um segmento 

contendo. Posteriormente, foi realizado o sequenciamento do produto 

amplificado (DNA Sanger sense e antisense). O sequenciamento foi realizado 

utilizando iniciadores específicos de ITS (ITS1/ITS4) e primers específicos 

D1/D2 (NL1/NL4). As espécies foram identificadas a partir de cada sequência 

de consensus BLASTed contra base de dados de nucleotídeos NCBI.  Árvore 

filogenética foi construída com auxílio do programa CLC Sequence Viewer 

7.8.1. Os fungos endofíticos identificados, foram congelados em meio MEA 5% 

glicerol, com identificação ESA-FE 1 ao 15 (Escola Superior Agrária-Fungos 

Endofíticos). 
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Extração dos fungos endofíticos  

A extração dos fungos endofíticos foi realizada de acordo com protocolo 

de Kjer et al. (2010). Os 10 fungos endofíticos que apresentaram crescimento 

superior a 5% foram inoculados em extrato de malte caldo por 2 semanas. O 

pré-inoculo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 1000 mL contendo 300 mL 

de MEA, adicionando três discos de micélio fúngico crescidos em ágar (6 mm), 

de cada cultura isolada. Para obtenção dos extratos fúngicos, todas as culturas 

foram maceradas com 250 mL de acetato de etila a 25 °C por 24 h e 

posteriormente filtrados e particionado em um Funil de separação de 500 mL, 

com 200 mL de acetato de etila e 100 mL de água destilada. Os extratos de 

acetato de etila dos fungos endofíticos foram concentrados utilizando 

evaporador rotativo a vácuo, a pressão reduzida, a 40 °C. Os extratos brutos 

foram posteriormente armazenados a -20 °C. 

 

Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos foram determinados de acordo com o método 

descrito por Pinela et al. (2011). O extrato na concentração de 2 mg/mL (10 µL) 

foi misturado ao HCl 0,1% (10 µL, preparado em etanol 95%) e ao HCl 2% (180 

µL). A mistura foi incubada em temperatura ambiente durante 15 min. Após 

esse período, a absorbância foi mensurada a 280, 320 e 360 nm, para 

avaliação dos compostos fenólicos totais, ácidos fenólicos e flavonoides, 

respectivamente. O ácido gálico (50-500 µg/mL) foi utilizado para calcular a 

curva padrão dos compostos fenólicos totais e, os resultados foram expressos 

em mg equivalentes de ácido gálico (EAG)/g de extrato. O ácido cafeico (50-

500 µg/mL) foi utilizado para calcular a curva padrão dos ácidos fenólicos e, os 

resultados foram expressos em mg equivalentes de ácido cafeico (EAC)/g de 

extrato. A quercetina (30-300 µg/mL) foi utilizada para calcular a curva padrão 

dos flavonoides e, os resultados foram expressos em mg equivalentes de 

quercetina (EQ)/g de extrato. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Atividade antioxidante 

Ensaio DPPH•  

A atividade antioxidante foi avaliada pela inibição do radical livre 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•) de acordo com o método descrito por Bobo-
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García et al. (2014).  O extrato na concentração de 2 mg/mL (20 µL) foi 

misturado a solução de DPPH• 150 µM (180 µL). A mistura foi incubada à 

temperatura ambiente no escuro durante 40 min. A absorbância foi mensurada 

a 515 nm. O ácido ascórbico e o hidroxianisol butilado (BHA) foram utilizados 

como controles positivos. O controle negativo foi preparado utilizando o mesmo 

procedimento, substituindo o extrato pelo seu solvente. O trolox (0,1-1 mg/mL) 

foi utilizado para calcular a curva padrão. Os resultados foram expressos como 

mg equivalentes de trolox/g de extrato. Os extratos com inibição superior a 

50% tiveram a concentração inibitória média (IC50) calculada. O percentual de 

inibição do DPPH• foi obtido pela equação: Inibição DPPH• (%) = (1-

Absamostra/Abscontrole) x 100. Foram realizados dois experimentos independentes 

em duplicata.   

 

FRAP 

A atividade antioxidante foi avaliada pelo poder redutor férrico (FRAP) de 

acordo com o método descrito por Ustundag et al. (2016). O reagente FRAP foi 

preparado pela mistura da solução de TPTZ 10 mM (1 mL, preparado em HCl 

40 mM), FeCl3•6H2O 20 mM (1 mL) e tampão acetato 300 mM, pH 3,6 (10 mL). 

O extrato na concentração de 2 mg/mL (20 µL) foi misturado ao reagente FRAP 

(280 µL). A mistura foi incubada à temperatura ambiente no escuro durante 30 

min. A absorbância foi mensurada a 593 nm. O ácido ascórbico e o BHA foram 

utilizados como controles positivos. O controle negativo foi preparado utilizando 

o mesmo procedimento, substituindo o extrato pelo seu solvente. O sulfato de 

amônio e ferro (II) (0,03-0,3 mg/mL) foi utilizado para calcular a curva padrão. 

Os resultados foram expressos como mg equivalentes de Fe II/ g de extrato. 

Os extratos com absorbâncias superiores a 0,5 tiveram a concentração efetiva 

média (EC50) calculada. Foram realizados dois experimentos independentes 

em duplicata.   

 

Ensaio de branqueamento de β-caroteno 

A atividade antioxidante foi avaliada pela inibição do branqueamento do 

β-caroteno de acordo com o método descrito por Koleva et al. (2002). A 

solução de β-caroteno foi preparada pela mistura de β-caroteno (1 mg) e 

clorofórmio (5 mL). A emulsão de reação foi preparada em uma balão de 
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ebulição, pela mistura da solução de β-caroteno (1 mL), ácido linoléico (20 mg) 

e Tween 40 (200 mg), o clorofórmio foi removido utilizando um evaporador 

rotativo a 40 °C durante 15 min e, por último, água destilada oxigenada (50 mL) 

foi adicionada. O extrato na concentração de 2 mg/mL (30 µL) foi misturado à 

emulsão (250 µL). A mistura foi incubada a 50 °C durante 120 min. A 

absorbância foi mensurada a 470 nm no tempo 0 (antes da incubação) e 60 

min (após a incubação). O ácido ascórbico e o BHA foram utilizados como 

controles positivos. O controle negativo foi preparado utilizando o mesmo 

procedimento, substituindo o extrato pelo seu solvente. O branco consistiu na 

mistura de 2 mg de ácido linoleico, 20 mg de Tween 40 e 5 mL de água 

oxigenada. A porcentagem de inibição foi calculada utilizando a seguinte 

fórmula: % Inibição = (1 - Absamostra/Abscontrole) x 100. Os extratos com inibição 

superior a 50% tiveram a concentração inibitória média (IC50) calculada. Foram 

realizados dois experimentos independentes foram realizados em duplicata. 

 

Atividade antibacteriana  

A capacidade antibacteriana foi avaliada de acordo com o método de 

microplaca descrito por Molla et al. (2016). Foram utilizadas três bactérias 

patogênicas humanas neste estudo, cepas American Type Culture Collection 

(ATCC) e hospitalares obtidas da Escola Superior Agrária (ESA). Gram-

positivas: Staphylococcus aureus ATCC 43300 e Staphylococcus aureus ESA 

111. Gram-negativas: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Klebsiella 

pneumoniae ESA 232, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella 

enteritidis ESA 206. Inicialmente, as cepas bacterianas foram inoculadas em 

placa de ágar nutritivo estéril e incubadas a 37 °C por 24h. As cepas 

bacterianas foram sub-cultivadas em caldo nutritivo overnight, antes do teste. 

Extratos dos fungos endofíticos (0,1-1 mg/mL), foram diluídos utilizando 

o método de microdiluição em série em caldo nutritivo.  Para determinar a 

concentração inibitória mínima (MIC), foi utilizado 30 µL de rezasurina 0,01%. 

Logo em seguida, foram inoculados 20 µL de bactéria, escala MacFarland 

(absorbância 0,3-0,4 a 540 nm). Foram realizados dois experimentos 

independentes em duplicata. Metanol 0,5% foi utilizado como controle negativo. 

Gentamicina foi utilizada como referência (0,0001-1 mg/mL). Todas as placas 

foram incubadas a 37 °C durante 24 h. Para avaliação da concentração 
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bactericida mínima (MBC), 20 µL dos poços negativos para crescimento 

bacteriano foram semeados por espalhamento em placas contendo ágar 

nutritivo, incubados a 37 °C durante 24 h. O resultado com crescimento inferior 

a 10 colônias foi considerado bactericida e, superior a 10 colônias foi 

considerado bacteriostático.  

 

Compostos voláteis GC-MS 

A análise de compostos voláteis foi realizada utilizando um cromatógrafo 

de gases Varian 3800 equipado com um espectrômetro de massa modelo 

Saturn 2000 da Varian e uma fonte de íons de impacto de elétrons (EI). Os 

compostos foram separados em uma coluna capilar Sapiens-Wax MS (30 m, 

0.15 mm i.d., espessura do filme 0.15 µm). O programa de temperatura foi 

inicialmente ajustado para 60 °C mantidos durante 2 min, aumentado 

gradualmente para 234°C a uma taxa de 3 °C/min e finalmente para 260 °C a 

uma taxa de 5 °C/min. Foi utilizado o gás Hélio 49 (Praxair) como gás 

transportador, a um fluxo constante de 1.3 mL/min. A porta de injeção, linha de 

transferência e temperaturas da fonte de íons foram ajustados para 250 °C. 

Foram utilizados 70 elétrons volts de energia de ionização, e o intervalo de 

varredura em massa foi definido de 35 m/z para 260 m/z em varredura 

completa com um intervalo de 610 ms. A injeção foi realizada em modo 

splitless, mantido por 30 s. O tempo de atraso do solvente foi definido a 3 min. 

Os dados foram processados no programa MS Data Review (v.6.9.3). Todos os 

componentes voláteis foram identificados comparando-se com os índices de 

retenção e os espectros de massa obtidos de padrões puros. 

 

Resultados  

Identificação dos fungos endofíticos  

Foram isoladas 16 espécies de fungos endofíticos em S. terebinthifolius, 

sendo identificadas 15 espécies (Tabela 1).  As cepas dos fungos observadas 

pertencem as seguintes ordens: Mucorales, Xylariales, Diaporthales, Eurotiales 

e Pleosporales (Tabela 1).  

A frequência de colonização está apresentada na Tabela 2. Dentre as 

espécies identificadas M.racemosus estava presente em 30,77 % das amostras 

de frutos e não foi detectado nas amostras de raiz e do caule. B. pondoensis foi 
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isolada a partir de todas as amostras estudadas, com uma porcetagem de 

colonização que oscilou entre 6,92 a 15,38%. T. verruculosum foi observado 

predominantemente na raiz (frequência de colonização 43,18%) e 

Dothideomycetes sp. no caule (Tabela 2). 

 

Tabela 1. Espécies identificadas com base na sequência de consensus BLASTed contra 

base de dados de nucleotídeos NCBI. 

N° Espécie Ordem NCBI Identidade (%) 

1 Mucor racemosus Mucorales AJ271061.1 99 

2 Hymenopleella hippophaeicol Xylariales KT949901.1 98 

3 Bartalinia pondoensis Xylariales GU291796.1 96 

4 Xylaria cf. heliscus Xylariales JQ760911.1 99 

5 Diaporthe sp. Diaporthales KU747906.1 98 

6 Diaporthe endophytica Diaporthales KX988294.1 99 

7 Diaporthe eres Diaporthales HQ115664.1 96 

8 Penicillium cinnamopurpureum Eurotiales AF033414.1 99 

9 Penicillium olsonii Eurotiales EF200100.1 100 

10 Talaromyces sp. Eurotiales JX244062.1 98 

11 Talaromyces verruculosum Eurotiales AF510496.1 98 

12 Talaromyces atroroseus Eurotiales LT558942.1 93 

13 Talaromyces minioluteus Eurotiales AY213618.1 96 

14 Ochrocladosporium elatum Pleosporales EU040233.1 96 

15 Dothideomycetes sp. Pleosporales KX908640.1 97 

16 Desconhecido nd nd nd 

nd: não detectado. 
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Figura 1. A) Árvore filogenética de máxima probabilidade obtida a partir da análise dos fragmentos de restrição da região ITS1. Os 

valores numéricos indicam o suporte ao bootstrap e probabilidades posteriores nesta ordem. B) Microscopia 100x e macromorfologia 

do fungo endofítico O. elatum em extrato malte ágar (MEA). 

Ochrocladosporium elatum 
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Tabela 2. Frequência de colonização (%) e rendimento do extrato dos fungos endofíticos isolados dos frutos, cascas do caule e 
raiz de S. terebinthifolius Raddi. 

N° Espécie Identificação 
ESA 

Frequência de colonização (%) Rendimento (mg) 

Frutos Caule Raiz 

1 M.racemosus ESA-FE1 30,77 nd nd 49,20 

2 H. hippophaeicol ESA-FE2 nd 2,53 nd nd 

3 B. pondoensis ESA-FE3 15,38 8,86 6,82 13,00 

4 X. cf. heliscus ESA-FE4 nd 1,27 nd nd 

5 Diaporthe sp. ESA-FE5 15,38 27,85 nd 19,20 

6 D. endophytica ESA-FE6 15,38 10,13 nd 62,00 

7 D. eres ESA-FE7 nd 3,80 nd nd 

8 P. cinnamopurpureum ESA-FE8 nd nd 1,14 nd 

9 P. olsonii ESA-FE9 15,38 nd nd 80,60 

10 Talaromyces sp. ESA-FE10 nd nd 2,27 nd 

11 T. verruculosum ESA-FE11 nd nd 18,18 182,00 

12 T. atroroseus ESA-FE12 nd 1,27 43,18 175,60 

13 T. minioluteus ESA-FE13 nd nd 28,41 219,00 

14 O. elatum ESA-FE14 7,69 nd nd 25,20 

15 Dothideomycetes sp. ESA-FE15 nd 43,04 nd 22,10 

16 Não identificado - nd 1,27 nd nd 

ESA: Escola Superior Agrária de Bragança; nd: não detectado. 
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Compostos fenólicos  

 Os extratos das 10 espécies de fungos endofíticos isolados de S. terebinthifolius, apresentaram como constituintes fenólicos 

majoritários flavonoides (Tabela 3). Dentre os endófitos, o extrato do fungo endofítico O. elatum (EAOc) apresentou maior 

quantidade de ácidos fenólicos e flavonoides. 

 

Tabela 3. Compostos fenólicos dos extratos dos fungos endofíticos de S. terebinthifolius Raddi. 

 

Fungos endofíticos 

Compostos fenólicos totais Ácidos fenólicos Flavonoides 

(mg EAG/g)  (mg EAC/g) (mg EQ/g) 

M. racemosus 51,58 ± 1,33 6,99 ± 0,85 18,28 ± 1,02 

B. pondoensis 70,48 ± 0,64 16,13 ± 0,83 46,85 ± 1,70 

Diaporthe sp. 65,61 ± 0,74 14,74 ± 0,02 43,43 ± 0,93 

D.endophytica 30,59 ± 1,55 0,95 ± 0,32 10,93 ± 0,46 

P. olsonii 70,51 ± 0,80 10,44 ± 0,10 41,40 ± 0,69 

T. verruculosum 75,52 ± 0,18 20,01 ± 0,17 76,51 ± 1,62 

T. atroroseus 18,72 ± 0,74 0,00 ± 0,00 8,68 ± 0,56 

T. minioluteus 21,66 ± 1,58 0,00 ± 0,00 5,08 ± 0,74 

O. elatum 85,18 ± 2,73 25,18 ± 1,38 72,41 ± 4,35 

Dothideomycetes sp. 58,72 ± 0,25 9,15 ± 0,08 28,62 ± 0,44 

AG: ácido gálico; AC: ácido cafeico; Q: quercetina. Os resultados são expressos em média ± SEM. 
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Atividade antioxidante  

As propriedades antioxidantes dos extratos dos fungos endofíticos foram 

avaliadas pelos métodos de captura do radical livre DPPH•, poder redutor do 

ferro FRAP e inibição do branqueamento de β-caroteno (Tabela 4). Todos os 

extratos dos fungos endofíticos de S. terebinthifolius apresentaram atividade 

antioxidante. O EAOc apresentou a maior atividade antioxidante comparado 

aos demais extratos. Os valores de IC50 para os ensaios de DPPH• e inibição 

do branqueamento β-caroteno, além do EC50 para o ensaio de FRAP para o 

EAOe estão apresentados na Tabela 5.  
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Tabela 4. Propriedades antioxidantes dos extratos dos fungos endofíticos de S. terebinthifolius Raddi. 

Fungos endofíticos 
DPPH• 

(mg equivalente Trolox/g) 

FRAP 

(mg equivalente Fe II/g) 

Inibição do branqueamento β-caroteno (%) 

(2 mg/mL) 

M. racemosus 238,79 ± 18,43 166,11 ± 9,37 31,54 ± 0,88 

B. pondoensis 80,35 ± 7,80 102,13 ± 1,67 29,36 ± 0,89 

Diaporthe sp. 201,98 ± 16,37 153,40 ± 5,25 44,47 ± 0,20 

D. endophytica 67,54 ± 2,23 46,30 ± 2,00 30,05 ± 0,66 

P. olsonii 119,33 ± 7,24 82,18 ± 3,44 43,12 ± 0,09 

T. verruculosum 206,16 ± 7,74 94,70 ± 1,90 28,69 ± 1,37 

T. atroroseus 54,17 ± 7,46 30,62 ± 1,25 6,61 ± 0,29 

T. minioluteus 91,32 ± 13,20 27,32 ± 0,52 4,65 ± 0,01 

O. elatum 758,91 ± 0,01 272,72 ± 10,31 80,06 ± 0,01 

Dothideomycetes sp. 151,08 ± 16,04 104,79 ± 11,85 37,86 ± 0,18 

Os resultados são expressos em média ± SEM. 
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Tabela 5. Propriedades antioxidantes do extrato do fungo endofítico O. elatum (EAOe). 

Amostras DPPH• (IC50) FRAP (EC50) Branqueamento β-caroteno (IC50) 

Ácido ascórbico 74,09 ± 0,72 28,30 ± 0,27 nd 

BHA 79,87 ± 1,45 55,78 ± 1,85 4,92 ± 0,21 

EAOe 677,27 ± 1,57 539,14 ± 6,70 161,36 ± 19,07 

nd: não detectado. Os resultados são expressos em média ± SEM. 
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Atividade antibacteriana  

A atividade antibacteriana dos extratos dos fungos endofíticos foi 

avaliada contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Os 10 extratos dos 

fungos testados apresentaram atividade antibacteriana contra pelo menos uma 

bactéria patogênica humana (Tabela 6). 

Os extratos mostraram atividades seletivas contra a maioria das estirpes 

bacterianas testadas. M. racemosus, D. endophytica, T. minioluteus, O. elatum 

e Dothideomycetes sp inibiram o crescimento de S. aureus, com valores de 

MIC que oscilaram entre 0,5 e 1,0 mg/mL. 

K. pneumoniae ATCC foi a estirpe mais sensível aos  extratos testados 

(concentrações entre 0,13 e 0,50 mg/mL), seguida de S. enteritidis ATCC 

(concentrações entre 0,25 e 1 mg/mL), cujo o crescimento foi inibido pelos 10 

extratos Para estas estirpes todos os extratos apresentaram atividade 

bactericida.  

Os extratos de D. endophytica e O. elatum foram ativos contra todas as 

bactérias testadas. Entretanto, o EAOe evidenciou maior eficácia para as 

estirpes S. aureus ATCC e hospitalar (MBC de 0,5 mg/mL). O antibiótico de 

referência gentamicina, não foi eficaz contra as estirpes ATCC e hospitalar de 

S. aureus, sendo ativo contra as estirpes de K. pneumoniae, seguido de S. 

enteritidis.  
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Tabela 6. Concentração inibitória mínima (MIC) e concentração bactericida mínima (MBC) (mg/mL), dos extratos dos fungos 
endofíticos isolados de S. terebinthifolius Raddi.  

ATCC: American Type Culture Collection; ESA: Escola Superior Agrária de Bragança; nd, não detectado (resultado superior a 1,00 

mg/mL); *MBC 

 

Fungos endofíticos 

Bactérias gram-positivas  Bactérias gram-negativas 

Staphylococcus aureus   Klebsiella pneumoniae Salmonella enteritidis 

ATCC 43300 ESA 111  ATCC 13883 ESA 232 ATCC 13076 ESA 206 

M. racemosus 1,00* 1,00*  0,25* nd 0,25* nd 

B. pondoensis nd nd  0,25* nd 0,25/0,50* nd 

Diaporthe sp. nd nd  0,50* nd 0,50* nd 

D. endophytica 1,00 1,00  0,50* 1,00 0,50* 1,00 

P. olsonii nd nd  0,25/0,50* nd 0,25* nd 

T. verruculosum nd nd  0,25* nd 1,00* nd 

T. atroroseus nd nd  0,50* nd 0,50* nd 

T. minioluteus 1,00 1,00  0,50/1,00* nd 0,50* nd 

O. elatum 0,50* 0,50*  0,13/0,25* 1,00 0,50* 1,00 

Dothideomycetes sp. 1,00 1,00  0,25/0,50* nd 0,50* nd 

Gentamicina nd nd  0,0002/0,0006* 0,0003* 0,002* 0,0002/0,002* 
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Compostos voláteis  

Os compostos voláteis foram identificados nos extratos dos fungos endofíticos que apresentaram melhor atividade antibacteriana 

contra as cepas testadas. Dentre os compostos voláteis identificados, o composto 1-dodecanol foi majoritário em todos os extratos 

selecionados (Tabela 7).  

 
Tabela 7. Compostos voláteis dos extratos de acetado de etila dos fungos endofíticos de S. terebinhtifolius Raddi. 

Compostos voláteis TR  Fungos endofíticos 

(mg/L) (min) M. racemosus D. endophytica T. verruculosum O. elatum Dothideomycetes sp. 

Ácido acético 11,22 0,87 2,52 8,70 1,65 1,76 

Ácido 3-metilbutírico 18,69 nd nd 9,67 8,03 0,12 

Acetato 2-feniletilo 24,05 1,66 1,87 0,26 0,18 0,10 

2-feniletanol 27,02 4,17 56,01 1,55 1,97 0,46 

1-dodecanol 29,43 21,02 42,87 28,08 18,41 23,84 

g-decalactona 34,44 1,74 0,24 1,72 nd nd 

Ácido hexadecanoico 54,77 nd nd 13,96 nd nd 

4-octanol (padrão) 12,57 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 

TR: tempo de retenção; nd: não detectado. 
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Discussão 

Neste estudo, foram isolados e identificados pela primeira vez, os fungos 

endofíticos dos frutos, cascas do caule e raiz de S. terebinthifolius. Os 

compostos bioativos e suas atividades biológicas foram investigados.  

Assim como já identificado para as folhas de S. terebinthifolius, neste 

estudo foi observado o crescimento de espécies dos gêneros Diaporthe nos 

frutos e cascas do caule, Xylaria nas cascas do caule e Penicillium para os 

frutos e raiz (Tonial et al., 2017; Tonial et al., 2016; Lima et al., 2012). Além 

destes, neste estudo foram identificados os gêneros Mucor, Hymenopleella, 

Bartalinia, Talaromyces, Ochrocladosporium e Dothideomycetes. 

Para avaliação da composição química e atividades biológicas, 

antioxidante e antibacteriana foram selecionados 10 fungos endofíticos com 

frequência de colonização superior a 5%. Foi verificado que os extratos dos 

fungos endofíticos isolados de S. terebinthifolius apresentaram dentre seus 

compostos fenólicos, flavonoides como grupo majoritário, seguido ácidos 

fenólicos.   

Os compostos fenólicos são descritos por seu potencial antioxidante, 

devido sua habilidade em eliminar radicais livres, alto poder redutor e 

capacidade de inibir a oxidação lipídica, devido à presença de grupamentos 

hidroxilas em sua molécula (Amorati e Valgimigli, 2012; Cheng e Li, 2004; Rice-

Evans et al., 1997). Neste trabalho, as atividades antioxidantes observadas 

pela eliminação do radical livre DPPH•, poder redutor do ferro no ensaio FRAP, 

e inibição do branqueamento do β-caroteno por meio da redução da oxidação 

do ácido linoleico a radicais livres, corroboram essa perspectiva.  

O extrato do fungo endofítico O. elatum (EAOe), apresentou maior 

conteúdo fenólico e melhores propriedades antioxidantes.  Dentre os dez 

fungos endofíticos selecionados neste estudo, apenas o extrato de Diaporthe 

sp. (Tanapichatsakul et al., 2017) e compostos isolados de Dothideomycete sp. 

(Leutou et al., 2012) apresentam  atividade antioxidante relatada na literatura, 

utilizando o método de eliminação do radical livre DPPH•. Não existem estudos 

sobre a constituição química e atividade biológica do EAOe, o que torna os 

resultados observados neste estudo promissores. 

Além disso, os compostos fenólicos apresentam uma grande diversidade 

estrutural e, a presença de grupamentos hidroxilas, bem como, sua posição de 
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substituição e comprimento da cadeia lateral saturada, influenciam na a 

atividade antibacteriana, permitindo uma eficácia seletiva e atividade contra 

microrganismos resistentes (Rempe et al., 2017; Cushnie e Lamb, 2011; Cueva 

et al., 2010).  

S. aureus é uma bactéria gram-positiva, entretanto, esse patógeno 

humano apresenta mecanismos para adquirir resistência a múltiplos agentes 

antimicrobianos, sendo constantemente fonte de infecções humanas, incluindo 

endocardite infecciosa, infecções cutâneas, osteomielite, infecções 

pulmonares, gastroenterite e infecções do trato urinário (Taylor e Unakal, 2017; 

Bhimji e Unakal, 2017; Robert e Moellering, 2012). Neste estudo, a 

gentamicina, não inibiu o crescimento de S. aureus, no entanto, cinco extratos 

dos fungos endofíticos (M. racemosus, D. endophytica, T. minioluteus, O. 

elatum e Dothideomycetes sp.) foram capazes de inibir o crescimento do 

patógeno. Dentre os fungos ativos contra S. aureus, o EAOe apresentou maior 

eficácia nas cepas ATCC e hospitalar com MIC e MBC de 0,5 mg/mL.    

Outros estudos mostram a atividade antibacteriana contra a bactéria S. 

aureus de extratos obtidos dos fungos endofíticos Mucor racemosus (Tajdini et 

al., 2010), extrato e compostos isolados de Diaporthe sp. (Tanapichatsakul et 

al., 2017; Sousa et al., 2016; Li et al., 2015) e compostos isolados do fungo 

endofítico Dothideomycete sp. (Leutou et al., 2012), contra a bactéria S. 

aureus. Compostos isolados da espécie T. minioluteus foram testadas em 

estudo anterior contra bactéria S. aureus, onde os valores de MIC foram 

considerados superiores a 100 μg/mL (Kaur et al., 2016). Não existem estudos 

sobre a atividade antibacteriana do fungo endofítico O. elatum, tornando os 

resultados obtidos neste estudo relevantes para o desenvolvimento de 

produtos antibacterianos. 

K. pneumoniae e S. enteritidis são bactérias gram-negativas. A bactéria 

K. pneumoniae esta associada principalmente a infecções hospitalares, 

infecções do trato urinário, pneumonia e infecções sanguíneas e, também 

ocasionam abscesso hepático piogênico, endoftalmite e meningite (Martin e 

Bachman, 2018). A bactéria S. enteritidis é a principal responsável por 

contaminações de origem alimentar, ocasionando infecções no trato 

gastrointestinal e desenvolvimento de doenças sistêmicas (Anderson e Kendall, 

2017). 
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Todos os extratos dos fungos endofíticos isolados e identificados neste 

estudo foram ativos contra as estirpes ATCC de K. pneumoniae e S. enteritidis, 

entretanto, apenas D. endophytica e O. elatum foram eficazes nas estirpes 

hospitalares de K. pneumoniae e S. enteritidis.  Este estudo corrobora 

pesquisas anteriores, onde o extrato obtido do fungo endofítico Mucor 

racemosus (Tajdini et al., 2010) e Diaporthe sp. (Tanapichatsakul et al., 2017) 

apresentaram atividade antibacteriana contra K. pneumoniae. Não existem 

pesquisas com os fungos endofíticos identificados neste estudo contra a 

bactéria S. enteritidis. 

Os compostos antibacterianos podem atuar sobre diferentes alvos nas 

bactérias que incluem a parede celular, a membrana plasmática, a síntese 

proteica, o metabolismo de ácidos nucleicos e a ação direta sobre o DNA 

(Calvo e Martínez-Martínez, 2009).    

Os compostos voláteis são descritos por seu potencial antimicrobiano 

(Jirovetz et al., 2011; Ryssel et al., 2009; Hayashida et al., 2008; Togashi et al., 

2007; Fraud et al., 2003). Dentre os fungos endofíticos avaliados, O. elatum se 

destacou por apresentar melhor atividade antioxidante e antibacteriana, 

atribuída aos compostos fenólicos e compostos voláteis. Dentre os compostos 

voláteis identificados no EAOe, o 1-dodecanol foi majoritário, seguido pelo 

ácido 3-metilbutírico, 2-feniletanol, ácido acético e acetato 2-feniletilo. 

A atividade antibacteriana do 1-dodecanol e do ácido 3-metilbutírico já 

foi reportada contra bactérias resistentes, atribuída as suas cadeias de carbono 

alifáticas, que atuam sobre a integridade da membrana plasmática (Yang et al., 

2016; Hayashida et al., 2008; Togashi et al., 2007). O álcool aromático 2-

feniletanol (Fraud et al., 2003), o ácido acético (Ryssel et al., 2009) e, o acetato 

2-feniletilo (Jirovetz et al., 2011) apresentam atividade antibacteriana contra 

diferentes bactérias gram-positiva e gram-negativa. 

Em conclusão, este estudo evidenciou pela primeira vez a atividade 

biológica do EAOe, isolado dos frutos de S. terebinhtifolius.  As atividades 

antioxidante e antibacteriana podem ser atribuídas aos compostos fenólicos e 

compostos voláteis. O EAOe pode ser indicado como uma fonte natural 

promissora de compostos antioxidantes e antibacterianos.  
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