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Palavras-chave Cochlospermum regium pertencente a Familia Bixaceae, apresenta varios estudos quanto as suas agdes
bioldgicas em inumeros ensaios in vitro, entretanto pouco se sabe sobre o extrato floral. O trabalho teve por

Bixaceae objetivo avaliar o extrato hidroetandlico floral quanto a fitoquimica, atividade bioldgica, fotoprotetora e fisico-
Cochlospermum
Fitoquimica do érgéo floral
Flores

quimica. Flores de C. regium foram coletadas em area de Cerrado em abril a maio de 2020. O extrato
hidroetandlico foi produzido por maceragdo, o rendimento e conteido de umidade determinado em
porcentagem. O ensaio fitoquimico realizado qualitativamente em reagdes colorimétricas empregando diversos
reagentes. A cromatografia por camada delgada foi realizada usando diferentes eluidores e reveladores e os
resultados determinados em fator de retengdo Rfs. O ensaio para determinagdo da atividade de fotoprotegdo
realizada entre os comprimentos de ondas 200 a 400 nm em espectrofotdmetro UV-Vis. Para os ensaios
bioldgicos, foram determinados através da redugdo do radical DPPH e determinado em Cls, € para compostos
fendlicos totais por Folin-Ciocalteau. Os ensaios fisico-quimicos foram determinados para pH, sélidos totais,
indice de refragdo e densidade relativa. O rendimento de extrato foi de 19,41%, teor de umidade de 80,59%,
para fitoquimica, em especial para as classes de glicosideos cardiacos, cianogénicos, acidos organicos,
saponinas hemoliticas, fendlicos, flavonoides e catequinas. A classe de taninos condensados foi observada. A
varredura no UV-Vis apresentou bandas em 289, 376, 396 e 423 nm sugerindo a presenga de alcaloides,
fendlicos, flavonoides e carotenoides. Importante atividade hemolitica e fotoprotetora foram observadas
qualitativamente. A atividade antioxidante com Cls igual a 12,41 ug mL™, compostos fendlicos totais de 436,11
mg EAG 100 g’l de extrato seco, pH de 4,84, indice de refragdo de 1,4036 np, densidade relativa de 0,8219 g mL?
e a presenca de glicose como agucar redutor e de sacarose como agucar ndo redutor na analise cromatografica
em camada delgada. O extrato das flores de C. regium demonstraram em estudos importantes resultados in
vitro, sugerindo que novos ensaios devem ser realizados.

Palavras clave Cochlospermum regium, perteneciente a la Familia Bixaceae, presentando varios estudios sobre sus acciones
biolégicas en numerosos ensayos in vitro, sin embargo, se sabe poco sobre el extracto floral. El objetivo de este
Bixaceae trabajo fue evaluar el extracto floral hidroetandlico en términos de actividad fitoquimica, bioldgica,
Cth/ ospermum . fotoprotectora y fisico-quimica. Se recogieron flores de C. regium en el rea de Cerrado de abril a mayo de 2020.
F;toqutm/co del érgano floral El extracto hidroetandlico se produjo por maceracion, el rendimiento y el contenido de humedad se
Flores determinaron en porcentaje. La prueba fitoquimica se realizé cualitativamente en reacciones colorimétricas
utilizando varios reactivos. La cromatografia en capa fina se realizé utilizando diferentes eluyentes y
desarrolladores y, los resultados se determinaron en el factor de retencion Rfs. La prueba para determinar la
actividad de fotoproteccion llevada a cabo entre longitudes de onda de 200 a 400 nm en un espectrofotémetro
UV-Vis. Para los ensayos bioldgicos, se determinaron reduciendo el radical DPPH y se determinaron en Clsy, y
para los compuestos fendlicos totales por Folin-Ciocalteau. Las pruebas fisicoquimicas se determinaron para pH,
sdlidos totales, indice de refraccion y densidad relativa. El rendimiento del extracto fue 19,41%, contenido de
humedad 80,59%, para fitoquimica, especialmente para las clases de dcidos cardiacos, cianogénicos, orgdnicos,
saponinas hemoliticas, fendlicas, flavonoides y catequinas. Se observo la clase de taninos condensados. La
exploracion UV-Vis mostré bandas a 289, 376, 396 y 423 nm, lo que sugiere la presencia de alcaloides, fendlicos,
flavonoides y carotenoides. Se observo cualitativamente actividad hemolitica y fotoprotectora importante. La
actividad antioxidante Clsy igual a 12,41 ug mL™, compuestos fendlicos totales de 436,11 mg EAG 100 g™ de
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extracto seco, pH de 4,84, el indice de refraccién fue de 1,4036 ny, la densidad relativa fue de 0,8219 g mL™ y la
presencia de glucosa como azucar reductor y sacarosa como azucar no reductor en el andlisis cromatogrdfico de
capa fina. El extracto de las flores de C. regium demostrd en estudios, resultados importantes in vitro, lo que
sugiere que se deben realizar nuevas pruebas.

INTRODUCAO

O Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilg.,
conhecido popularmente por “algod3ozinho-do-cerrado,
pacote”,
Bixaceae, subordinada a ordem Malvales, com 12 espécies
de ocorréncia pantropical (LLERAS, 2015; DUARTE et al.,

2014). Esta espécie apresenta disposi¢cdo heterogénea em

algodoeiro-do-campo ou pertence a Familia

areas do dominio Cerrado brasileiro, sendo encontrado em
campo sujo, Cerrado sentido restrito, em beiras de estradas
e em dreas rurais antropomorfizadas, sendo considerada por
Batista et al. (2014), e Coelho et al. (2008) uma espécie
pioneira. O extrativismo e a destruicdo dos habitats de
Cerrado colocaram C. regium na lista de espécies vegetais
em risco de extingdo.

A espécie C. regium é nativa no Brasil, entretanto, ndo é
endémica, sendo encontrada em varias regides do pais, bem
como na Bolivia e no Paraguai (ANTAR, 2018). Apresenta
porte arbustivo, folhas simples e palmatilobadas, flores
amarelas vistosas e aromaticas, os frutos sdo do tipo
capsular e as sementes recobertas com lanugem branca
(Castro et al., 2004). O C. regium é considerada planta
fitoterdpica, sendo o drgdo terrestre um grande e profundo
rizoma, apresentando importantes agOes farmacoldgicas
comprovadas para uso na analgesia, como anti-inflamatério,
anti-infeccioso, no tratamento de Ulceras gastricas e artrite
reumatoide (RIBEIRO et al., 2017). O extrato hidroetandlico
do rizoma (xilopddio) apresenta acgdo anti-inflamatodria,
antimicrobiano e antipirético estando relacionados a
presenca de compostos fendlicos como produtos do
metabolismo secundario deste vegetal (SOLON et al., 2012;
CARVALHO, 2004).

Conforme relatado nos estudos de Arunachalam et al.
(2019), e Cunha-Laura et al. (2013), o extrato da raiz em
prévios estudos, apresentaram acido eldgico, acido gilico,
dihidrocaempferol-3-0-8-glucopiranosideo, pinoresinol,
dihidrocaempferol, excelsina, dihydrocaempferol-3-0-6-(6"-
galoil) glucopiranosideo, triacilbenzenos, coclosperminas A e
aromadendrina, 1-
3-0-
3-0-

B, flavonas naringenina e

hidroxitetradecanona-3, flavononas  glicosilada

glucopiranosil diidrocanferol e
glucosildihidrocaempferol.

O rizoma e as cascas de C. regium sdo amplamente

estudadas (MAI et al.,, 2016; BATISTA et al.,, 2014; CUNHA-
LAURA et al.,, 2013; SANTOS et al.,, 2012; MARCELINO
SANTOS NETO, 2010; ANDRADE et al., 2008; TOLEDO et al.,
2000), entretanto, os Orgdos aéreos talos, folhas, flores,
frutos e sementes apresentam escassos trabalhos
fitoquimicos (DOS SANTOS et al., 2012), e

trabalhos para o extrato floral e capitulos florais. Sendo

inexistem

necessario que estudos sejam realizados para este orgdo de
reproducdo, avaliando quais sdo os constituintes quimicos
fitoterapicos presentes.

O trabalho teve por objetivo avaliar o extrato
hidroetandlico floral de C. regium, quanto a fitoquimica,
atividades bioldégicas como atividade hemolitica e agente
antioxidante, conteddo de compostos fendlicos totais,

fotoprotetor e fisico-quimico.
MATERIAL E METODOS
Coleta e identifica¢do

Flores de C. regium foram coletadas no més de maio de
2020 em uma darea de Cerrado fitofisionomia sentido
restrito, localizado em Rio Verde, Goias, Brasil (17°47°06.0”’S
50°57’59.5””W. A espécie foi identificada pelo Bidlogo MscQ.
Antonio Carlos Pereira de Menezes Filho, através da chave de
identificagdo para Bixaceae, género Cochlospermum (Ribeiro;
Loiola, 2017). O material floral foi coletado nas primeiras
horas da manh3 entre as 6-8 am, e mantido resfriado na
presenca de gelo em caixa hermética, e em seguida, enviada
para o laboratério de Quimica Tecnolégica no Instituto
Federal Goiano — IF Goiano, Campus Rio Verde. Uma exsicata
foi herborizada, identificada e depositada no Herbario do IF
Goiano sob reconhecimento do Voucher HRV: 1034.

Produgdo e rendimento do extrato floral

O extrato hidroetandlico 70% (v/v) foi

conforme descrito por Sousa et al. (2018) adaptado. Aliquota

preparado

com 100 g de flores e capitulos florais foram pesados em
balanca analitica digital (Marte, Mod. W220). Em seguida,
foram transferidas para Erlenmeyer de 250 mL (Laborglas), e
submetidas a decocgdo em solugdo hidroetandlica 70%, e
mantido em resfriamento por 48 horas em geladeira a 4 °C.
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Apds este periodo, a solucdo foi filtrada em papel de filtro
(Unifil, C42),
transferido para um evaporador rotativo a temperatura de
50 °C, com pressdo reduzida de -750 mmHg. Em seguida, o
extrato foi congelado em refrigerador a -12 °C e transferido

qualitativo fixa azul e o sobrenadante

para liofilizador (Terroni, Mod. LS 3000) até completa
secagem. Apds este processo, a massa do extrato foi
determinada em balanga analitica digital, e o rendimento
determinado em porcentagem conforme equacgdo 1, descrita
por Alves et al. (2014).

Red% = [(g extrato seco x 100)/ g droga vegetal] Eq. [1]

A umidade foi determinada gravimetricamente conforme
descrito por Franzen et al. (2018). Através da diferenca de
peso em estufa a 105 °C até massa constante.

Prospecgdo fitoquimica

A determinagdo da composicao fitoquimica foi realizada

para glicosideos cardiacos, glicosideos cianogenénicos,

alcaloides, acidos organicos, agucares redutores e ndo
redutores, cumarinas, saponinas espumidica e hemolitica,
polissacarideos, fendlicos, taninos, flavonoides, purinas,
resinas, catequinas, depsideos e depsidonas, benzoquinonas,
naftoquinonas e olefinicas,

fenantraquinonas, dupla

antraquinonas, esteroides e triterpenoides,

sesquiterpenolactonas, heterosideos cianogenénicos,

proteinas e aminoacidos, leucoantocianidinas,

antocianidinas, flavanonas, flavonoles, flavanonas,
flavanonoles, xantonas, tempo de oxidagdo (min.), auronas,
calconas e azulenos, conforme descrito por Sousa et al.
(2007), Braga et al. (2019), (2004), e

Hernandez et al. (2019). A composi¢do fitoquimica foi

Barbosa et al.

avaliada conforme teste de cruzes (-) negativo, (+) fraco
positivo, (++) moderado positivo e (+++) forte positivo
(MACEDO et al., 2018; FONTANILLS et al., 2018).

A caracterizagdo do extrato hidroetandlico foi realizada
por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando
(DC-Fertigfolien Alugran® Xtra SIL
G/UV254), em tiras com as seguintes dimensdes (2 cm x 10

placa cromatografica

cm). Foram utilizadas as seguintes fases mdveis: acetona (P.A
— ACS, Alphatec) (10 mL), cloroférmio (P.A — ACS, Synth) (10
mL), acetato de etila (P.A — ACS, Synth) (10 mL) e etanol (P.A
— ACS, LS Chemicals) (10 mL), e como reveladores em
sistema de aspersdo para solugdes de vanilina sulfurica,
cloreto férrico, 4cido cromico, solugdo aquosa de
permanganato de potassio, solugdo metandlica de verde de
bromocresol, e solugdo de difenilamina acida, para lodo
sublimado em sistema de vaporizagdo, e andlise direta sob

luz ultravioleta nos comprimentos de ondas curto e longo de
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(254 nm e 365 nm). O fator de
determinado utilizando uma régua milimétrica, conforme
descrito por Alves et al. (2014).

A determinagdo da capacidade hemolitica foi realizada
conforme Sousa et al. (2018) adaptado. Onde 500 uL do
concentrado de eritrocitos a 5% em uma solugdo salina a
0,85% (m/v), apds adicdo de 50 uL de extrato floral bruto
hidroetandlico 70%, foi realizada micrografias 6pticas nos

retencdo (Rfs) foi

tempos 5, 10 e 15 minutos. O branco foi realizado com
concentrado de eritrécitos e solugdo hidroetandlica. O
esfregaco foi realizado apds o tempo em minutos utilizando
uma lamina extensora, e analisado em microscépio éptico
planacromatico (Olympus, Mod. NO226B4) com camera
digital acoplada 5 MP (Color, Mod. NO295).

Determinag¢do da capacidade de hemdlise

A determinacdo da capacidade hemolitica seguiu
conforme descrito por Ramos et al. (2020). Em trés tubos
Falcon conicos (Sarstedt) de 50 mL, foram acrescidos 5 mL de
solucdo fisioldgica de NaCl na concentracdo comercial de
0,9% (m/v) (Arboreto) e trés tubos Falcon cénicos como
destilada
hematopoiético. O ensaio foi realizado nas concentragGes
crescentes entre 50; 100; 150; 250; 500; 750; 1000 pg mL™

de extrato hidroetandlico floral 70% de C. regium utilizando

controle positivo contendo 3agua e tecido

baldo volumétrico de 25 mL (Laborglas). As amostras foram
incubadas em temperatura de 25 °C em banho
ultratermostatizado (Solab, Mod. SL 152-1) por 15 min. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (Solab, Mod. SL-
700) a 3000 RPM durante 20 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi analizado em espectrofotometro UV-Vis
(Belphotonics, Mod. M51) utilizando o comprimento de
ondas fixo de 540 nm no modo absorbancia. Foi utilizado
cubeta de quartzo com campo éptico de 1 mm. O percentual
hemolitico foi determinado com o Abs do controle positivo
como 100%. O porcentual hemolitico foi determinado
conforme equacdo 2, proposta por Dacie et al. (1975).

%Hem. = (Absamostra)*100/(Abscontrole) Eq. [2]

Atividade antioxidante e conteudo de fendlicos
totais

A capacidade antioxidante foi determinada pela redugdo
do radial livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), utilizando o
método de diluicdo em placa de 96 pogos. Uma solugdo 50
mL estoque de DPPH na concentragdo 0,002% (p/v) foi
diluida em metanol e mantida em local escuro e resfriado a
20 °C. As diluicbes foram preparadas a partir de 1 ug mL" do
extrato hidroetandlico floral nas seguintes concentragdes
100; 50; 25; 10; 5e 1 ug mL™" em metanol, e 400 pL mL™ da
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solugdo estoque de DPPH.

A placa foi mantida em local escuro e resfriado (caixa
hermética) até leitura. Apds 60 minutos de reacdo, a placa
foi escaneada em espectrofotometro para microplacas
(Polaris, Mod. EE) no comprimento de ondas de 517 nm.
Uma curva padrdo foi realizada entre as concentragdes 20 e
0,25 ug mL™, e como padrdo de agente antioxidante, 4cido
ascorbico (P.A — ACS, pureza de 99%). O percentual de
reducdo foi calculado conforme equacdo 3, descrita por Silva
et al. (2019).

Red% = [(Absamostra - Absbranco)*loo/Abssol. DPPH] Eq [3]

O célculo de concentragdo de inibigdo (Clso foi expresso
em ug mL'l). Para avaliagdo dos resultados, foi utilizado o
programa Prism 8’ (GraphPad — livre para teste por 30 dias,
2020), e a curva padrdo, foi determinada pela linearidade e a
equacdo da reta realizadas no programa Excel” (versdo paga,
2010).

O conteudo de compostos fendlicos totais foi
determinado conforme Menezes Filho et al. (2018). Em tubo
de ensaio foram acrescidos 8 mL de agua destilada, 0,5 mL
do extrato floral (20%) (m/v) e 0,5 mL de solu¢do aquosa na
concentracdo 1:9 de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, pureza
99%). O tubo de ensaio foi homogeneizado em Vortex
(Fanem, Mod. 251) por 1 minuto, e deixado em repouso por
5 minutos a 20 °C. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
solugdo aquosa saturada de carbonado de sédio anidro na
concentracgdo 7,5% (m/v), e homogeneizado em seguida por
1 min. em Vortex. A amostra foi mantida em local escuro e
em temperatura de 20 °C, por 60 min. Em seguida foi
realizada leitura em espectrofotometro (Belphotonics, Mod.
M51) em 720 nm. Uma curva de calibragdo foi realizada
entre as concentracdes 400 e 40 mg mL™ utilizando &cido
galico (Sigma-Aldrich, P.A —AC, pureza 99,9%). Os resultados

foram expressos em mg de EAG 100 g’1 de extrato seco.
Andlises fotoprotetora e fisico-quimica
Uma varredura no extrato foi realizada entre os

850 a
espectrofotometro UV-Vis (Belphotonics, Mod. M-51), com

comprimentos de ondas 250 nm em
cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6éptico para
verificar também a absor¢do nas regides ultravioleta A e B
(UVA e UVB) entre 260 a 400 nm conforme descrito por
Violante et al. (2009).

O pH foi determinado em pHmetro digital (Lucadena,
Mod. 2010-P). Uma aliquota de 100 mL de extrato bruto foi
utilizado para determina¢do do pH (CALA-CALVINO et al.,
2018). O conteudo de solidos totais foi determinado em

estufa com circulacdo de ar forcada (Nova Etica, Mod. 400-

3ND) a 105 °C por 3 horas. Foi aferido 5 g de extrato bruto,
apo6s 3 horas em aquecimento, o residuo foi determinado em
balanca analitica digital (Marte, Mod. WB 220), o resultado
foi expresso em porcentagem. O indice de refragdo
determinado em refratdmetro digital (Hanna Instruments,
Mod. HI96800), com faixa entre np 1,3330 a 1,5080. Foi
utilizado 3 gotas do extrato bruto hidroetandlico 70% (CALA-
CALVINO et al., 2018). A densidade relativa determinada em
proveta graduada 10 mL e o resultado expresso em g mL" 20
°C. Uma proveta (Vidrolabor) de 10 mL, previamente seca e
pesada, foi em seguida acrescida com o extrato bruto, e
analitica digital,

posteriormente pesado em balanga

conforme descrito por Dominguez et al. (2019) modificado.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os individuos de C. regium apresentaram periodo de
florescimento nos meses de abril a maio de 2020 na area de
Cerrado fitofisionomia sentido restrito, onde foram
coletadas para este estudo. As flores apresentaram durante
a coleta aroma leve e marcante, isso possivelmente estd
ligado aos constituintes do metabolismo secundario das
classes de compostos volateis como 6leo essencial. O aroma
é observado apenas no inicio da manha até 8-10 h e apds as
17-19 h, entre esse periodo, foram observados ndo sendo o
foco da pesquisa, visitas exclusivas de abelhas dos géneros
Apis, Bombus e Tetragonisca.

Ribeiro e Loiola (2017) em estudo descrevem periodo de
floragdo entre agosto a dezembro em areas do Bioma
Caatinga, sobretudo em vegetacdo savana estépico (Caatinga
arbustiva densa e aberta), floresta estacional decidual (mata
seca), floresta ombrdfila densa (mata Umida) e floresta
estacional semidecidual de terras baixas (tabuleiro costeiro),
no estado do Ceara, Brasil. Guarim Neto (2016) descreve o
periodo de floragao entre os meses de maio a julho em um
estudo generalista. Ja nos estudos de Noronha e Gottsberger
(1980) em area de Cerrado no municipio de Botucatu, Sdo
Paulo, Brasil, os pesquisadores observaram periodo de
floracdo em C. regium no més de outubro.

De acordo com Guarim Neto (2016), a inflorescéncia de
C. regium, é do tipo terminal, paniculada, apresentando
média de 15 flores por haste floral, coloracdo amarela-
dourado, vistosas, hermafroditas, polistémones, diclamideas,
pediceladas, pedicelos articulados na base (Figura 1). Ribeiro
e Loiola (2017) descrevem para C. regium inflorescéncia do
tipo racemo, e para outra espécie de Cochlospermum, C.
vitifolium inflorescéncia do tipo panicula coletadas no estado
do Ceard, Brasil. De Figueiredo et al. (2009) descrevem para
outra espécie de Cochlospermum, C. orinocense, flores

dispostas em inflorescéncias terminais do tipo panicula, ndo
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produzindo néctar, sendo conspicuas, apresentando
coloragdao amarelada, pentameras e actinomorfas.

Na Figura 1, estd apresentado um individuo de C. regium
com inflorescéncia e capitulos florais fotografado em area de
preservacdo permanente (APP), onde as flores foram
coletadas no periodo diurno no municipio de Rio Verde,

Goias, Brasil em 2020.

Figura 1. Individuo de Cochlospermum regium fotografado
em area de Cerrado, fitofisionomia sentido restrito. Haste
floral apresentando inflorescéncia e capitulos florais. Barra:
5-6 cm. Fonte: Autores, 2020.

As caracteristicas organolépticas apresentaram para o
extrato hidroetandlico floral, uma solugdo limpida, cristalina,
homogénea, cor amarelada e levemente aromdtica, o
rendimento do extrato foi de 19,41% e teor de umidade de
80,59%. Devido a inexisténcia de dados sobre o drgdo floral
em C. regium, este estudo comparou os resultados com
extratos florais de outras Familias, géneros e espécies. No
estudo de Filha (2018), foi observado rendimento de extrato
vitifolium de 21,49%. Quando
comparado a outros rendimentos de extratos vegetais, Silva

etandlico floral em C
et al. (2019), encontraram rendimento de extrato floral de
6,73% para Hibiscus rosa-sinensis, e para Hibiscus sabdariffa
de 27,95%. Franzen et al. (2018), avaliaram o rendimento de
extrato floral e conteddo de umidade para caléndula
(Calendula officinalis L.), girassol (Helianthus annus L.) e rosa
(Rosa x grandiflora Hort.) onde encontraram rendimentos de
10,65; 13,55 e 15,45%, e umidade de 89,35; 86,45 e 84,55%,
respectivamente. Moura et al. (2009) encontraram para a
flor de moringa (Moringa oleifera Lamarck) rendimento de
extrato igual a 16,6%.

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados da
prospeccao fitoquimica realizados no extrato hidroetandlico
floral de C. regium, coletadas em uma darea de Cerrado
sentido restrito.

Conforme se observa na Tabela 1, varias classes
fitoquimicas apresentaram resultados positivos, em especial
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para glicosideos cardiacos, glicosideos cianogénicos, acidos
organicos, saponinas hemoliticas, fendis, flavonoides, bem
como para catequinas. Taninos condensados ou catéquicos
estdo presentes no extrato hidroetandlico floral de C.
regium. Dos Santos et al. (2012), encontraram para os
extratos hidroetandlico das folhas, entrecascas e raizes de C.
regium a presencga de alcaloides, cumarinas, flavonoides,
saponinas e taninos. De acordo com Couto et al. (1998),
flores que apresentam pigmentos amarelos sdo ricos em
flavonois, corroborando com os resultados deste estudo para
a prospecgdo fitoquimica (Tabela 1), na determinagdo de
flavonoides por classes na (Tabela 2), e na varredura
espectral UV-Vis (Figura 2) do extrato hidroetandlico floral de
C. regium.

Os flavonoides e compostos fendlicos sdo as classes
predominantes em diversos 6rgaos vegetais de C. regium
(TOLEDO et al., 2000; CESCHINI; CAMPOS, 2006; SOLON et
al., 2012; CARVALHO et al., 2018; PEDROSO et al., 2019).
Sarmento Filha (2018) encontrou para o extrato etandlico
floral e fragdes hexanica, aceto etilica e hidrometandlica os
seguintes compostos acido quinico, glucose-galoil, acido
galico, acido carboxilico
desidropirogalico, Tris-galoil-HHDP-
hexosideo, tetra-galoil-hexosideo, metoxi-Tris-galoil-HHDP-

galoil-HHDP-hexosideo,

acido sinérgico,

hexosideo, 4cido eldgico, acido di-hexosideo cinamico,

isoquercitrina,  penta-Tris-O-galoil-glucose,  quercitrina,

tilirosideo, dicoumaroil-cafeoil, espemidina, dicoumaroil-
1 ,,6 5,10 . .
N*,N°,N™"-tricoumaroil

luteolina, acido triidroxi octadecadiendico e acido arjundlico.

cafeoil espemidina, espemidina,
Outra espécie de Cochlospermum, C. vitifolium demonstrou
em extratos metandlicos florais, varios compostos isolados
como apocarotendides cocloxantina, diidrococloxantina,
diidrovitixantina e vitixantina (Achenbach et al., 1989),
flavonoides taxifolina (LOPEZ, 1981), apigenina, carotenoides
capsantina, zeaxantina e licopeno (DIXIT et al., 1992).
Posteriormente foi realizada

uma varredura por

espectrofotometria no UV-Vis para o extrato bruto
hidroetandlico floral de C. regium entre os comprimentos de
ondas de 250 a 850 nm, como pode ser observado na (Figura
2).

Foram observadas bandas em 289, 376, 396 e 423 nm,
sugerindo a presenca de compostos alcaloides, fendlicos,
flavonoides e carotenoides no extrato hidroetandlico floral
de C. regium (Figura 2.). Inumeros trabalhos avaliaram por
espectroscopia no UV-Vis através de varreduras sendo
possivel presumir a presenca de determinadas classes
fitoquimicas, entretanto, ainda pouco se conhece sobre a
constituicdo fitoquimica de extratos florais. Estudos
aplicando esta técnica, também foram descritas por Garcia
et al. (2019), avaliando Familias, géneros e espécies distintas,

onde os pesquisadores também encontraram bandas entre
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Tabela 1. Prospeccao fitoquimica do extrato hidroetanolico floral de Cochlospermum regium realizado em Rio Verde, estado

de Goias, Brasil, em 2020.

Classes Resultados
Glicosideos cardiacos +++
Glicosideos cianogénicos +++
Alcaloides ++
Acidos organicos +++
Acucares redutores ++
Acucares ndo redutores ++
Cumarinas -
Saponinas espumidicas -
Saponinas hemoliticas +++
Polisacaridos +
Fenois +++
Taninos Verde
Flavonoides +++
Purinas -
Resinas -
Catequinas +++
Auronas e Chalconas ++
Depsideos e depsidonas +
Heterosideos cianogenénicos ++
Benzoquinonas, naftaquinonas e fenantraquinonas ++
Antraquinonas +
Esteroides e triterpenoides -
Sesquiterpenolactonas -
Proteinas e aminoacidos -
Leucoantocianidinas -
Antocianidinas -
Flavondis +++
Flavanonas +++
Flavanonéis +++
Xantonas +++
Dupla olefinicas +
Azulenos -
Tempo de oxidagao 5 seg.

(-) negativo. (+) fraco positivo. (++) moderado positivo. (+++) forte positivo. Taninos: verdes (Vd) condensados ou
catéquicos. Azuis (Az) hidrolisaveis ou galicos. Fonte: Autores, 2020.

Tabela 2. Determinacéo qualitativa para flavonoides por classe, no extrato floral de Cochlospermum regium.

Classes

pH3 pH85 pH11

Antocianinas e antocianidinas - - -

Flavonas, flavonois e xantonas

Calconas e auronas
Flavanondis

+++  H++ +++
- +++ -
+++ H++ -

(-) negativo. (+++) forte positivo. Fonte: Autores, 2020.

200 a 300 nm correspondente a classe de compostos
fendlicos, e entre 400 a 500 nm para compostos flavondlicos,
avaliando o extrato aquoso de Anacardium occidentale e
suas fracGes. Nos estudos de Souza et al. (2018), os
pesquisadores avaliaram o fruto de Bactris gasipaes
(pupunha) onde também encontraram a presenca de

compostos flavondlicos no extrato etandlico da casca com
duas bandas entre 260 e 290 nm e em 400 e 490 nm. J4 nos
estudos de Bernardi et al. (2017), os pesquisadores discutem
sobre a absor¢do de carotenoides entre a regido do espectro
eletrénico entre 350 a 550 nm. Ainda, os pesquisadores
encontraram em estudo bandas de absor¢cio em 424,3;
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453,9 e 477,7 nm, regido caracteristica de 8-caroteno para o
extrato de Hydrangea sp.

Conforme Margo et al. (2008), em produtos de origem
natural, grande parte das substancias responsaveis pela

regium Schrank. (Pilg.)] — Bixaceae

capacidade em diferentes concentragdes de extrato floral,
para determinagdo de um limite toxicolégico para a
utilizacdo do extrato. Sousa et al. (2018), Nunes (2015),
Karabaliev e Kochev (2003), e Cruz et al. (2002), discutem

Figura 2. Determinagdo por espectrometria de absor¢do no UV-Vis por varredura entre 250 a 850 nm do extrato
hidroetandlico floral de Cochlospermum regium. Fonte: Autores, 2020.

35 - 289

30 4 37

396423

25 -

20 -+

ancia

A

15 -
10 -

5 4

e

0

Absorb

-5

200 300 400

500

600 700 800 900

Comprimento de onda (nm)

coloracdo pertencem a classe dos flavonoides. Esta classe
peculiaridades em sua
apresentando esqueleto com 15 atomos de carbono na

possui estrutura  quimica,
forma Cs-C5-C sendo divididos em classes conforme o estado
oxidativo do anel central do pirano.

Na Figura 3, estdo apresentados estendidos de eritrdcitos
a 5% normociticos e apds adi¢do de extrato floral bruto de C.
regium, com 5 e 10 minutos de reagdo.

Conforme observado na Figura 3, o extrato puro floral de
C. regium, apresenta forte atividade hemolitica, constatando
a presenca da classe fitoquimica para saponinas hemoliticas.
Estudos futuros deverdo ser realizados avaliando essa

sobre a acdo bioldgica em que a classe de saponinas
hemoliticas estdo envolvidas. A toxicidade dessa classe
apresenta desde leve a acentuada causando danos a
membranas celulares especialmente em eritrocitos como
observado na (Figura 2, B e C). As saponinas hemoliticas
possuem a capacidade de interagdo com componentes da
membrana celular, com moléculas de esterois como o
colesterol, induzindo deformagdo na membrana provocando
o extravasamento do conteldo intracelular como a
hemoglobina.

Na Figura 4, estd apresentada a atividade de hemdlise em

diferentes concentragdes do extrato floral de C. regium sobre

Figura 3. Processo hemolitico provocado pelo extrato floral bruto de Cochlospermum regium in natura em suspendido de
eritrocitos 5%. Em (A) eritrocitos normociticos, (B) inicio do processo de hemolise, e em (C) eritrdcitos totalmente
hemolisados, restando apenas hemoglobina e plaquetas. Barras: (A) 500 pum, (B) 400 um, e em (C) 380 um. Fonte: Autores,
2020.
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eritrocitos.

Conforme se observa na Figura 4, o extrato
hidroetandlico floral de C. regium apresenta na maior
concentragdao de 1000 pg mL" atividade hemolitica de 77%
considerada alta, o mesmo é observado em todas as
concentragdes, mesmo na menor concentra¢do de 50 ug mL
' com 59%.

A falta de dados para comparagdo deste estudo com o
género Cochlospermum foi necessaria comparar com outros
extratos florais de distintos géneros e espécies, obtendo-se
uma discussdao mais ampla sobre os efeitos hemoliticos que
os varios extratos florais podem provocar nos eritrécitos. A
Familia Bixaceae ainda carece de estudos quanto aos efeitos
biolégicos provocados pelos extratos, infusdes e oleos
essenciais. Ramos et al. (2020), encontraram percentual de
hemdlise de 29,31% a 74,43% para a concentragdo de 1000
ug mL™ para os extratos hidroetandlicos 80% da casca e das
(2020),

encontraram atividade hemolitica de 17,83% para o extrato

folhas de Erythrina velutina. Siqueira et al.
foliar de Microgramma vaccinnifolia para a concentragdo de
1000 pg mL™. J4 Sousa et al. (2018), observaram atividade
hemolitica de 63,88% na maior concentragio de 400 pg mL™
para o extrato hidroetandlico 70% das cascas do caule de
Ziziphus joazeiro. Conforme Ramos et al. (2020) e Nofiani et
al. (2011),
resultados de hemdlise acima de 40% sdo considerados

no estudo de processos hemoliticos com

altos.
Para Ramos et al. (2020), Veiga Junior et al. (2005), as

tratamentos de problemas patoldgicos, bem como, por
apresentar diversos efeitos quando ndo se conhece a dose
ideal, na automedicagdo, no uso excessivo da droga vegetal e
interacBes com outras drogas vegetais ou sintéticas. Algumas
classes quimicas produzidas a partir do metabolismo
secundario das plantas como saponinas e os terpenos
apresentam grau elevado de atividade citotdxica devido a
acdo tensoativa em interagir com a membrana dos

eritrocitos, causando deformagdo da  membrana,

rompimento, seguido de extravasamento do contelddo
hemoglobinico (Simdes et al., 2016).

Nos estudos de Kalaivani et al. (2011), os pesquisadores
complementam que, o ensaio hemolitico apresenta grande
importancia para se conhecer o comportamento do extrato
vegetal ou da substancia sintética quanto ao seu potencial
citotoxico na mensura¢cdo sobre a lesdo na membrana
plasmatica das células eritrocitdrias com a formagdo de
poros ou ruptura total, necessitando assim, o estudo de
doses como uso fitoterapico.

A atividade antioxidante apresentou Clsy de 12,91 ug mL
e para compostos fendlicos totais de 436,11 expressos em
mg EAG 100 g':l de extrato seco. Pedroso et al. (2019),
avaliaram o extrato hidroetandlico das raizes de C. regium
onde observaram redugdo com Clsy = 14,68 ug mL* para o
modelo DPPH, e de 138,71 ug mL™ para o radical livre ABTS.
Vinha et al. (2012),
Cochlospermum, C. angolense,

estudaram outra espécie de
onde encontraram nos

extratos aquosos de raiz in natura e seca, conteudo de

Figura 4. Ensaio de porcentagem de hemolise do extrato floral hidroetandlico 70% de Cochlospermum regium. Cor da
barra: vermelho (alta). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte:

Autores, 2020.
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plantas medicinais apresentam algum grau de citotoxicidade
variavel, podendo apresentar com um dos varios problemas
de saude publica ao utilizar os vegetais na cura e

fendlicos totais de 331,3 e de 423,6 mg EAG 100 g'1 de droga
vegetal. Quando comparados a outros extratos florais de
distintas Familias, géneros e espécies, Silva et al. (2019),
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encontraram para os extratos das flores de H. sabdariffa e H.
rosa-sinensis porcentagem de redugdo do DPPH iguais a
93,00 e 82,52%, e Cls, de 20,38 e de 10,33 pug mL'l,
respectivamente.

De acordo com Souza et al. (2005), e Rangel e Corréa
(2002), as radiagGes ultravioleta (UV), sdo extremamente
energéticas sendo divididas em radiacao ultravioleta A
(UVA), longas; ultravioleta B (UVB), mediana; e ultravioleta C
(UVC), curtas. Mengdo também deve ser dada, quanto a
capacidade fotoprotetora com absorgdo entre 290 a 320 nm
para o extrato hidroetandlico floral de C. regium, (Figura 2)
que possui caracteristica para o espectro UVB, sendo esta
faixa, predominante entre as 10 e 14 horas, podendo causar
danos agudos e queimaduras dérmicas, entretanto, é
responsavel pela conversdo do ergosterol em vitamina D
(RANGEL; CORREA, 2002), e entre 320 a 400 nm para o
espectro UVA ocorrendo durante todo o dia, onde pode
provocar danos leves e cronicos na derme e epiderme
(VIOLANTE et al.,, 2009), e para
energética, que se estende entre as faixas do espectro de

radiagdo UVC, mais

100 a 290 nm, sendo esta quase que sua totalidade
absorvida pela atmosfera, via camada de oz6nio (RANGEL;
CORREA, 2002). Conforme Farias et al. (2017), Violante et al.
(2009), e Bobin et al. (1994) o espectro de absorcdo para a
classe de flavonoides dispersos em solugdo etandlica
apresenta-se tipicamente dois picos, sendo um entre 240 a
280 nm e o segundo em 300 a 550 nm. Sugerindo que, o
extrato hidroetandlico da flor de C. regium apresenta
atividade fotoprotetora.

Mesmo sendo um teste in vitro preliminar, Violante et al.
(2009), discorre em estudo avaliando extratos vegetais com
perfis fotoprotetores, que a técnica de varredura apresenta
correlacdo com testes in vivo, sendo o mesmo citado em
outros estudos como por Mansur et al (1986), Santos et al.
(1999), e Ferrari (2002), onde relacionam a absorbancia da
classe de substancias com o efeito eritematégeno da
radiagdo, e da intensidade de luz emitida em comprimentos
de ondas entre 290 a 320 nm, para a regiao UVB.

Entretanto, ndo sdo todos os extratos vegetais que
apresentam atividade fotoprotetora. Nos estudos de Souza
(2005) de Achillea
millefolium, os pesquisadores obtiveram na espectrometria

et al avaliando o extrato floral
UV-Vis resultado com uma banda em 200 nm, ndo
apresentado eficiéncia como um possivel fotoprotetor, uma
vez que a faixa de radiacdo ultravioleta situa-se entre 290 a
400 nm. Bobin et al. (1995) avaliaram a propriedade
fotoprotetora em extratos de Aloe vera, prépolis em menor
grau de Hamamelis virginiana, Matricaria chamomillae entre
outras onde apresentaram interessante atividade
fotoprotetora.

Na determinacdo do pH, foi obtido para o extrato floral

regium Schrank. (Pilg.)] — Bixaceae

resultado de 4,84 + 0,32, apresentando ser um extrato
levemente acido. Como inexistem trabalhos com o&rgaos
florais em Cochlospermum, os resultados deste estudo foram
comparados com varios outros trabalhos de indimeros
grupos vegetais (Familia, género e espécies), como para os
estudos de Oliveira et al. (2012), onde avaliaram o extrato
floral aquoso em duas temperaturas de 100 e 25 °C para
resultado de pH 55 e 5,0,
respectivamente. Borella et al. (2012), avaliaram os extratos
officinalis,
hidroglicélico com pH de 5,80 e 5,90, respectivamente. Sabe-

Erythrina velutina com

florais de Calendula hidroetandlico e
se que o pH deve estar compreendido entre 4 a 7 para
extratos vegetais (OLIVEIRA et al., 2012). O conteldo de
sélidos totais foi de 1,18% + 0,18. Borella et al. (2012)
encontraram teor de sdlidos totais de 3,6 e 2,4% para os
extratos hidroetandlico e hidroglicélico de C. officinalis. O
indice de refracdo para o extrato floral de C. regium
apresentou resultado de 1,4036 + 0,33 np; e a densidade
relativa de 0,8219 + 0,001 g mL™ 20 °C. Borella et al. (2012)
encontraram densidade relativa de 0,9299 e de 1,0948 g mL
Ya20-°C para os extratos hidroetandlico e hidroglicdlico de
C. officinalis. Os resultados fisico-quimicos deste estudo
estdo de acordo com outros extratos vegetais avaliados e
comparados na literatura em distintos grupos vegetais.

Na Tabela 3, estdao apresentados os resultados da CCD
para o extrato hidroetandlico floral de C. regium.

Na Tabela 3, observam-se para o ensaio cromatografico
em CCD, grande quantidade de Rfs para os quatro eluentes
avaliados, e seus respectivos reveladores. Apenas eluentes
polares foram utilizados, observando que os compostos no
extrato floral mostraram-se menos polares e eluiram mais
facilmente. A sequéncia elotrépica dos eluentes foi: C3HgO
com 13 Rfs, e para os demais eluentes com 12 Rfs cada. A
maioria dos Rfs apresentaram altos valores em mm,
confirmando que possuem maior quantidade de compostos
apolares no extrato. A acetona demonstrou ser o melhor
eluente com mais Rfs separados. O extrato hidroetandlico
floral de C. regium demonstrou em indmeros ensaios um
bom extrato para novos ensaios bioldgicos e quimicos na
identificacdo quantitativa para respectivos Rfs.

Os reveladores, luz UV,, nm revela compostos
fitoquimicos que absorvem a luz, geralmente sio substancias
conjugadas e sistemas aromaticos e, para a luz UV355 nm, os
compostos com fluorescéncia natural sdo revelados; a
vanilina sulfurica é especialmente sensivel a presenca de
alcoois e terpenoides; o complexo de cloreto férrico com
fendis e compostos enolizaveis; o complexo |, com estruturas
de aminodcidos, inddis, alcaloides, esteroides, purinas e
lipidios; o permanganato de potassio mancha facilmente
compostos oxidaveis, olefinas, alcinos e aromaticos; o verde
de bromocresol mostra compostos de acidos organicos; e
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Eluentes UV UV Vanilina FeClz; I, KMnO; CyHui4BrsOsS H,CrO,
254mm  3s5mm Sulfdrica
C3HgO 0,65 - 0,64 0,06 0,70 0,70 0,70 0,70
- 0,05 0,65 0,60
0,45 0,45
0,20
0,70 - 0,60 0,05 - 0,50 0,75 0,75
CHCI; 0,45 0,45 0,30 0,20
0,20 0,15
C4HgO, - - 0,70 0,10 0,65 0,75 0,50 0,35
- 0,60 0,60 0,45 0,70
0,40
0,20
C,HsOH - 0,70 0,55 0,60 0,75 0,15 0,45 0,65
0,50 0,05 0,10 0,40
0,20

Resultados em Rfs Fator de retengdo, determinado em milimetros (mm). Fonte: Autores, 2020.

substancias dificeis de acido créomico (SHERMA; FRIED, 2005;
DE MORAIS et al., 2019). O ensaio para aglcares em CCD
apresentou resultado positivo para glicose (agucar redutor) e
sacarose (agUcar ndo redutor) com Rfs de 0,45 e 0,30 mm, e
para os padrdes de glicose e sacarose anidra (P.A — ACS) com
Rfs de 0,40 e 0,35 mm, respectivamente.

CONCLUSOES

O extrato hidroetandlico floral de Cochlospermum regium
apresentou importantes resultados quanto a fitoquimica
com inumeras classes do metabolismo secunddrio com
resultados positivos, bem como para a atividade
antioxidante com alta eficiéncia de reduc¢do do radical livre
DPPH e importantes conteidos de compostos fendlicos
totais, corroborando com as analises fitoquimicas e de
varredura no espectro UV-Vis. O extrato demonstrou
importantes atividades hemotoxica e fotoprotetora, sendo
necessarios novos testes in vitro para adequagdo da
concentracdo minima citotdxica, e no desenvolvimento de
emulsdes fotoprotetoras para determinacdo desta
capacidade de protegdo contra as radiagdes UVA e UVB. No
ensaio por cromatografia em camada delgada, apresentaram
vérios Rfs com altos valores determinados em mm, sendo
necessarios  também  estudos  quantitativos para
determinagdo de cada composto, bem como seu teor. Além
disso, o extrato floral demonstrou a presenca de aclcares
redutores “glicose” e ndo redutora “sacarose” de grande
importancia alimenticia, podendo ser realizados ensaios
futuros no desenvolvimento de produtos alimenticios

utilizando as flores como ingredientes.
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