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Testes fitoquimicos em extratos foliares de Oeceoclades maculata Lindl.
(Orchidaceae)
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RESUMO: O presente trabalho teve por objetivo determinar a capacidade antioxidante de
Oeceoclades maculata. A atividade foi determinada de acordo com a capacidade do extrato
hidroalcodlico das folhas reduzir o radical DPPH. Os resultados obtidos permitem concluir que os
conteudos de polifendis e flavonas/flavondis sdo maiores no extrato preparado a frio (EBHF) do
que no extrato preparado a quente (EBHQ), sugerindo que o aquecimento usado na preparagao
do extrato altera esses componentes ativos. Portanto, para esta espécie deve ser realizado o
método de extracao a frio para conservar as substancias que possuem atividade antioxidante.

Palavras-chaves: Flavonoides, polifendis, plantas medicinais.

ABSTRACT: Phytochemical tests in Oeceoclades maculata Lindl. (Orchidaceae) leaf
extracts.This work aimed to determine the antioxidant capacity of Oeceoclades maculata. The
antioxidant activity was determined in accordance with the ability of the hydroalcoholic extract
of the leaves to reduce the DPPH radical. The results showed that the polyphenol and flavonoid
contents are greater in the cold extract (EBHF) than in the hot extract (EBHQ), which suggests
that the heating effect in the preparation of the extract modifies these active compounds.
Therefore, for this species, the cold extraction method must be carried in order to conserve the

substances with antioxidant activity.

Keywords: Flavonoids, polyphenols, medicinal plants.

INTRODUGAO

Diante do diverso e inesgotavel arsenal
terapéutico presente nas plantas, as industrias
farmacéuticas investem cada vez mais em pesquisas
envolvendo plantas medicinais, uma vez que grande
parte dos medicamentos existentes no mercado
originou-se de representantes do reino Plantae
(Ferreira & Matsubara, 1997). Tal constatacao
torna a confirmar a necessidade e a importancia
da pesquisa para a comprovagao das atividades
farmacoldgicas das plantas medicinais utilizadas
popularmente ou para a descoberta das suas
propriedades curativas e toxicologicas (Gasparri,
2005). Neste sentido, o Brasil, com sua enorme
biodiversidade, abriga 55 mil espécies catalogadas
e apresenta-se com um grande potencial para a
pesquisa e a exploragao na area de plantas

Recebido para publicagdo em 07/12/2012
Aceito para publicagdo em 14/05/2014

medicinais (Alves et al., 2000; Gasparri, 2005),
podendo contribuir para o desenvolvimento de
novos medicamentos produzidos a partir de
plantas (Ferreira & Matsubara, 1997). Nesse
interim, Orchidaceae representa uma das
familias mais derivadas e biodiversas entre as
Angiospermas, indicando potencial de sintese
de inUmeros compostos secundarios passiveis
de serem utilizados como fitoterapicos. Muitas
sdo as espécies de orquideas que sintetizam
compostos de importancia fitoterapica, sendo
amplamente usadas como plantas medicinais na
india e na China; contudo, sdo poucos os estudos
em relagao a identificagao de principios ativos em
representantes nacionais (Pedroso-de-Moraes et
al., 2006).
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Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl. é
uma espécie de orquidea de habito terrestre-
humicola de porte herbaceo, sempre verde, com
crescimento simpodial (Menini-Neto, 2004a), com
ampla capacidade de colonizagcdo de habitats
sendo considerada, até mesmo, como planta
invasora (Cohen & Ackerman, 2009). No Brasil, tal
espécie é encontrada em diversas fitofisionomias,
tais como: a Mata Estacional Semidecidual
(lvanauskas & Rodrigues, 2000; Menini-Neto et
al., 2004a; 2004b; Kinoshita et al., 2006; Pansarin
& Pansarin, 2007), o Cerrado (Batista & Bianchetti,
2003; Batista et al., 2005) e a Caatinga (Araujo
et al., 2005), ocorrendo na maioria das vezes em
matas ribeirinhas destes biomas (Menini-Neto et
al., 2004b; Araujo et al., 2005; Bueno et al., 2007).
Ainda, Ferreira et al. (2010), em levantamento
realizado na regido central de Sao Paulo,
catalogaram a espécie em todas as fitofisionomias
estudadas.

A triagem de classes de metabdlitos
especiais maioritarios € uma das etapas iniciais da
pesquisa quimica em plantas e possui o objetivo
de conhecer os constituintes quimicos naturais
contidos nas espécies vegetais ou avaliar a sua
presenca em um determinado material e, a partir
disto, orientar a extragédo e/ou fracionamento de
extratos no sentido de grupos de maior interesse
farmacolégico em pesquisas aplicadas e também
no isolamento de moléculas biologicamente ativas
(Matos, 1997; Simdes, 2004). Quando ndo se
dispde de estudos quimicos sobre a espécie de
interesse, a analise preliminar pode indicar os
grupos de metabdlitos secundarios relevantes
na mesma. Caso o interesse esteja restrito a
uma classe especifica de constituintes ou as
substancias responsaveis por certa atividade
biolégica, a investigacdo devera ser direcionada
para o isolamento e a elucidagao estrutural das
mesmas (Simdes, 2004). Assim, o presente trabalho
apresentou por objetivo obter extratos a frio (EBHF)
e a quente (EBHQ) da espécie O. maculata para
deteccdo de classes de metabdlitos especiais
maioritarios presentes nestes extratos e sua possivel
atividade antioxidante.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo e identificagdo do material
botanico.
O material botanico utilizado neste trabalho,
50 folhas de 20 espécimes de Oeceoclades
maculata, foi proveniente do Arboredo do Centro
Universitario Herminio Ometto - Uniararas. Para a
confirmagéao do taxon, um individuo fértil da espécie,
identificado pelo botanico, Prof. Dr. Cristiano
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Pedroso de Moraes, foi herborizado segundo os
procedimentos usuais (MORI et al., 1989) e uma
exsicata foi depositada na colegao do Laboratério
de Botanica e Analises Ambientais da instituicao
(Voucher: 69).

Processamento do material

Extracdo a frio: Apos a coleta, 100g de
folhas de O. maculata foram selecionadas e limpas.
Em seguida, as folhas frescas passaram pelo
processo de maceragdo em 500 mL de solugéo
hidroalcodlica 70% por sete dias, a temperatura
ambiente. O filtrado resultante foi evaporado sob
vacuo a temperatura de 40°C até a remocao total do
etanol, sendo obtido desta forma 120mL do extrato
bruto hidroalcodlico a frio (EBHF).

Extracdo a quente: Uma porgéao de 100g
de folhas frescas foi submetida a extragdo em 100
mL de solugéo hidroalcodlica 70% em aparelho
de Soxhlet a temperatura de 70°C por 2 horas,
sendo obtido desta forma 24mL de extrato bruto
hidroalcodlico a quente (EBHQ).

Avaliagédo da atividade antioxidante do
extrato de Oeceoclades maculata.

A atividade scavenger do extrato vegetal
foi determinada usando difenilpicrilhidrazil (DPPH),
um radical livre estavel. A medida que o DPPH é
reduzido por um antioxidante desaparece a banda
de absor¢do em 517 nm.

As medidas foram feitas adicionando a
amostra uma mistura contendo 1mL de tampéao
acetato 100 mM, pH 5,5, 1 ml de etanol e 0,5 ml de
DPPH 500mM. Logo apds, a absorbancia foi medida
em 517 nm (Bloiss, 1998). A metodologia utilizada
para atividade antioxidante foi realizada em triplicata
para cada concentragao analisada. Os resultados
foram posteriormente analisados estatisticamente.

Determinagéao de polifendéis totais

Os compostos fendlicos presentes no
extrato foram dosados a partir de uma curva padréo
de catequina. As amostras do extrato (100 mL
de uma solugdo 10 mg/mL) foram adicionadas a
uma mistura contendo 2 mL do reagente de Folin-
Ciocalteu e 1,6 mL de NaCO, 7,5%. Em seguida, a
absorbancia foi medida em 765 nm.

Determinagao de flavonoides
A dosagem de flavonoides no extrato
foi realizada utilizando-se uma curva padréao de
quercetina. A amostra (100 mL de uma solugéo 10
mg/mL) de extrato vegetal foi misturada com 1 mL
de uma solucéo contendo piridina:agua:ALCI, 12%
(17:80:3), com 60 mL de acido acético glacial e 1240
mL de uma mistura de DMSQO:agua (1:1). Logo apos,
a absorbancia foi medida em 420nm.
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Anadlise de grupos funcionais (Costa, 1986;
Matos, 1997; Simdes, 2004)

Teste para agliconas flavénicas: Os extratos
foram evaporados e ressuspendidos em 2mL de
metanol 50% a quente. A cada um dos extratos
assim preparados foram adicionadas limalhas de
magnésio e 0,5 mL de acido cloridrico concentrado.
Ap6s um repouso de 15 minutos foi observado se
ocorreria o0 aparecimento da coloragdo avermelhada
caracteristica.

Teste para taninos: Os extratos foram
aquecidos em banho-maria fervente até o volume
de 5 mL. Apds a adicao de trés gotas de solugéo
de Cloreto férrico 1% foi observada a presenga ou
auséncia da coloragao azul ou verde caracteristica.

Teste para cumarinas: Com o auxilio
de um capilar, foram feitas duas manchas de
aproximadamente 1cm de didmetro em um papel
de filtro. Em uma das manchas foi aplicada uma
gota de solugéo alcodlica de Hidroxido de potassio
0,5N. Em seguida, as manchas foram expostas a
luz ultravioleta e observada a presenca ou auséncia
de fluorescéncia azul ou verde.

Teste para alcaloides: Os extratos foram
concentrados e solubilizados em 3 mL de Acido
cloridrico 2%. Logo apés, foram divididos em trés
porgbes iguais, nas quais foram gotejadas aos
poucos os reagente de Mayer, de Dragendorff e a
solucdo de Acido silicotiingstico, respectivamente.
Apods agitacao foi observado o aparecimento ou a
auséncia de precipitados.

Teste para triterpenoides e esteroides:
Os extratos foram evaporados até a secura, sendo
logo apds, solubilizados em etanol. Acrescentou-
se 10 mL de hidroxido de potassio 0,5 M, sendo
submetido a refluxo por 1hora. Apds a filtragao
dos extratos obtidos, foi adicionado 20 mL de
agua destilada. Os extratos foram evaporados
em rotaevaporador até a total remogao do etanol.

As fracdes aquosas foram extraidas em funil de
separagao com éter etilico, sendo que este processo
foi repetido trés vezes. As fracbes etéreas foram
submetidas a reacédo de Liebermann-Burchard,
que consiste na adicdo de anidrido acético e Acido
sulfarico concentrado.

Teste para antocianinas: Os extratos
foram evaporados até a secura, sendo logo apos
solubilizados em etanol. Acrescentaram-se 10 mL
de Acido cloridrico 20%, sendo submetido a refluxo
por 1hora. Apods a filtragdo dos extratos obtidos,
foram adicionados 20 mL de agua destilada. Os
extratos foram evaporados em rotaevaporador
até a total remogéao do etanol. As fragbes aquosas
foram extraidas em funil de separagdo com éter
etilico, sendo que este processo foi repetido trés
vezes. Afracao aquosa acida foi alcalinizada até pH
9-10, sendo observada a presenga ou auséncia de
mudanca de coloragéo caracteristica.

Teste para saponinas: Os extratos
hidroalcodlicos foram agitados por trés minutos e
foi observada a presenga ou auséncia de espuma
persistente e abundante.

Os resultados obtidos nos testes realizados
na triagem fitoquimica foram estabelecidos conforme
0s seguintes parametros.

Fortemente Positivo = (+++)
Moderadamente Positivo = (++)
Positivo = (+)

Negativo = (-)

RESULTADOS

Os processos extrativos a frio e a quente
resultaram em extratos de coloragao verde intenso.
Foram observados resultados fortemente positivos
(+++) para Agliconas flavonicas e Taninos no EBHF
e para o EBHQ estas substancias foram detectadas,

TABELA 1. Resultados obtidos na triagem de grupos funcionais dos extratos obtidos a frio (EBHF) e a quente

(EBHQ) das folhas de Oeceoclades maculata Lindl.

TESTES REALIZADOS EBHF EBHQ
Agliconasflavbnicas +++ +
Taninos +++ +
Cumarinas - -
Alcaloides - -

Triterpenoides e Esteroides
Antocianinas
Saponinas

Fortemente Positivo = (+++), Moderadamente Positivo = (++), Positivo = (+), Negativo = (-).
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porém com resultado positivo (+). Os resultados
foram negativos (-) para Triterpenoides, Esteroides,
Antocianinas, Cumarinas, Alcaloides e Saponinas
para ambos os extratos (Tabela 1).

Avaliagado da atividade antioxidante dos
extratos de Oeceoclades maculata.
A atividade antioxidante foi determinada de
acordo com a capacidade dos extratos obtidos a
frio (EBHF) e a quente (EBHQ) reduzirem o radical
cromogeno DPPH. Foi observado que 100 uL de
ambos os extratos apresentaram a capacidade
de sequestrar tal radical, portanto, apresentam
atividade antioxidante. Entretanto, tal capacidade
ocorre de maneira mais efetiva no EBHF quando
comparado ao EBHQ. O EBHF apresenta atividade
antioxidante dose-dependente, sendo significativa
a partir de 50 pL (Figura 1).

Determinagdo de flavonoides e de
polifendis totais.

O conteudo de flavonoides nos extratos
preparados a frio e a quente foi expresso como
equivalentes de quercetina. O conteudo de
polifendis totais nos extratos preparados a frio e
a quente foram expressos como equivalentes de
catequina (Tabela 2). A quercetina e a catequina
foram usadas para preparar as curvas de calibragao.

Os resultados obtidos nas determinagées
de flavonoides e de polifendis totais mostram que, na
mesma concentragao, o extrato EBHF apresentou
maior atividade do que o extrato EBHQ (Tabela
2), possivelmente isto ocorreu devido a alteragbes
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quimicas com o aquecimento dos componentes
quimicos que participam de tal atividade. Neste
caso, nota-se uma perda de 61,56% dos polifendis
totais e de 64,51% de flavonoides na extracéo a
quente.

DISCUSSAO

Sao extremamente escassas na literatura
as informagdes sobre a utilizagao de orquideas
Americanas e, principalmente nacionais, como
plantas medicinais, sendo amplamente conhecida
somente a utilizagao de representantes do género
Vanilla, com maior destaque a Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews,V. pompona Schiede e V.
tahitensis J.W. Moore, espécies hemiepifitas, de
onde é extraida a vanilina (Pedroso-de-Moraes &
Fontana, 2005; Pedroso-de-Moraes et al., 2012), de
Cyrtopodium paranaense Schiltr., espécie terrestre,
e de Oncidium flexuossum Sims., de habito epifito.
Estas duas ultimas espécies apresentam, devido,
provavelmente, a quantidade de flavonoides
detectados, ampla agao anti-inflamatoria e
cicatrizante, respectivamente (Boscolo & Valle,
2008; Carniello et al., 2010; Gaspi et al., 2011).
Mesmo assim, diante de tais informacdes a cerca da
utilizacéo de espécies medicinais de Orchidaceae,
comparados & india e China, nosso conhecimento
€ ainda incipiente (Pedroso-de-Moraes et al., 2006;
Bulpitt et al., 2007; Singh & Duggal, 2009). Entretanto,
um fato curioso € o de que espécies de Orchidaceae
dos Neotrépicos, geralmente sao quimicamente
caracterizadas por apresentar maiores quantidades
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FIGURA 1. Redugao do radical DPPH por diferentes volumes de extrato de Oeceoclades maculata a frio (EBHF)

(A) e a quente (EBHQ) (B). ANOVA (* p<0,05).

TABELA 2. Conteudo de flavonoides e polifendis totais nos extratos preparados a frio (EBHF) e a quente (EBHQ).

Fitoquimicos Extrato EBHF (ug/mL) Extrato EBHQ (ug/mL)

Polifendis totais 110,00
Flavonoides 10,34

42,28
3,67
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de flavonoides (Pridgeon et al.,1999; 2001; 2003;
2006; 2009), o que corrobora com os resultados
deste trabalho, enquanto as espécies da Asia
setentrional apresentam, geralmente, abundancia
de alcaloides, principalmente as pertencentes aos
géneros Dendrobium (Yang et al., 2006; Roeder &
Wiedenfeld, 2009; Singh & Duggal, 2009; Fan & Luo,
2011) e Vanda (Kumar et al., 2000; Jalal et al., 2008;
Singh & Duggal, 2009). Ainda, tais constatacdes a
cerca da fitoquimica em Orchidaceae, gera debates
entre taxonomistas sobre o estado derivacional de
representantes da familia, valendo ressaltar que
espécies vegetais dos neotrépicos, principalmente
orquideas, sado consideradas mais diversificadas
em relagao aos representantes das demais areas
do globo terrestre (Pedroso-de-Moraes et al., 2006).

A deteccdo somente de flavonoides e
taninos em Oeceoclades maculata pode estar
vinculada ao fato de ter sido realizada apenas triagem
fitoquimica em 6rgaos foliares, pois, em orquideas
terrestres asiaticas, os 6rgaos mais utilizados
medicinalmente, e com maiores quantidades
de compostos secundarios, sdo os caulinares e
principalmente os radiciais (Singh & Duggal, 2009),
possivelmente devido a sua tuberosidade. Ainda, os
resultados obtidos demonstram que a temperatura
usada na preparagao do extrato influencia na
extragao de ativos fitoquimicos, levando a alteragbes
moleculares, ou ainda, a degradagao de tais
substancias. Dessa forma, a reducao significativa
na atividade antioxidante do extrato EBHQ, deve
estar relacionada a esta mudanga no contetdo
de polifendis e flavonoides. Tais resultados séo
corroborados pelo fato de que O-heterosideos
sofrem hidrélise com o aquecimento, mesmo em
solugdes diluidas, podendo muitas vezes interferir na
analise estrutural de flavonoides. Da mesma forma,
outros componentes desta classe possivelmente sdo
alterados pelo aquecimento (Simdes, 2004).

Os flavonoides representam um dos
grupos fendlicos mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem natural. Essa classe
de compostos € amplamente distribuida no
reino vegetal, principalmente, em angiospermas
(Zuanazzi, 2001). Pode-se encontrar flavonoides
em diversas formas estruturais, entretanto, a maioria
deles constitui substancias aromaticas com 15
atomos de carbono (C,,) em seu nucleo fundamental,
sendo compostos fendlicos, que possuem nessa
estrutura anéis aromaticos C,-C,-C,. O esqueleto C,,
¢é biogeneticamente derivado do fenilpropano (C,-C,)
e trés unidades de acetato (C,). S&o conhecidos
mais de 4.200 flavonoides, sendo que o niumero de
novas estruturas identificadas praticamente dobrou
nos ultimos vinte anos (Lopes, 2000; Zuanazzi,
2001). A explicacédo para a existéncia de uma
grande diversidade estrutural deste grupo quimico é

devida as modificagdes que tais compostos podem
sofrer, tais como: hidroxilagao, metilacdo, acilagéo
e glicosilagao (Lopes, 2000).

Os flavonoides de origem natural
apresentam-se frequentemente oxigenados e um
grande numero ocorre conjugado com agucares.
Essa forma conjugada, também conhecida por
glicosideos, pode ser formada pela ligagdo de um
ou mais agucares aos grupos hidroxilas por ligagéo
hemiacetal facilmente destruida por hidrélise acida.
Outra forma de conjugacgéo de agucares ao nucleo
flavonico é por meio de ligagéo agucar genina entre
carbonos C-1 (anomérico) do agucar e um ou dois
carbonos do anel A do flavonoide (C-glicosideo).
Quando o metabdlito encontra-se sem o agucar, €
chamado de aglicona ou genina (Zuanazzi, 2001)
0 que vale ser evidenciado, pois foi esta a forma
detectada neste trabalho.

Diversas fung¢des séo atribuidas a estes
fitoquimicos nas plantas. Entre elas pode-se citar:
protecao dos vegetais contra incidéncia de radiagdes
ionizantes, insetos, fungos, virus e bactérias; atragao
de agentes polinizadores; agado antioxidante nos
fotossistemas; controle da acdo hormonal vegetal;
acgao alelopatica e inibicdo de enzimas. Também
podem ser usados como marcadores taxondmicos
e isto é devido, sobretudo, a sua abundancia relativa
em quase todo o reino vegetal, a sua especificidade
em algumas espécies, relativa estabilidade e seu
acumulo com menor influéncia do meio ambiente. O
interesse econdmico desses compostos é decorrente
de suas diferentes propriedades, como, por exemplo,
as cores que apresentam, importancia no processo
de tanagem do couro, na fermentagcdo do cha-da-
india, na manipulagao do cacau e suas contribui¢cdes
em nutricdo e sabor dos alimentos. Além disso,
esses compostos possuem também importancia
farmacologica, pois resultados tém apontado
algumas propriedades importantes atribuidas a
alguns representantes da classe, como por exemplo:
anticarcinogénico, antiinflamatério, antialérgico,
antiulcerogénico e antiviral (Zuanazzi, 2001).

Neste trabalho, assim como para os
flavonoides, o tanino foi encontrado em grandes
quantidades no extrato a frio e em pequenas no
extrato quente, demonstrando termo-sensibilidade
molecular. Os taninos, pertencentes aos polifendis,
quando ocorrem em grande quantidade, geralmente
se localizam em érgaos especificos da planta como
as folhas, os frutos e os caules (Roberts et al., 1997).

Haslam (1998) relata que as atividades
farmacolégicas destes metabdlitos no tratamento
de doencgas estdo diretamente relacionadas, pelo
menos em parte, a trés caracteristicas gerais
gque sao comuns aos taninos condensados e
aos taninos hidrolisaveis: atividade antioxidante
e sequestradora de radicais livres; que também
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foram observadas nesta pesquisa, indicando que
os taninos podem estar envolvidos nesta atividade
desta planta; complexagdo com ions metalicos
(ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio e calcio)
e a habilidade de complexar com outras moléculas,
incluindo macromoléculas, tais como, proteinas e
polissacarideos.

CONCLUSAO

Maiores concentragdes de flavonoides
e polifendis totais foram encontradas no extrato
preparado a frio (EBHF), demonstrando que
os principios ativos encontrados nas folhas de
Oeceoclades maculata sédo termo-sensiveis, sendo,
portanto, esta forma de extragao recomendada para
a espécie. Considerando os resultados encontrados
e arelevancia da atividade antioxidante de interesse
para a industria farmacéutica, extratos de O.
maculata merecem estudos mais aprofundados para
conclusdes precisas.
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