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RESUMO

A Centella asiatica é uma planta medicinal utilizada desde a época pré-histérica. E utilizada
pela medicina tradicional para o tratamento de diversas patologias, como diarreia, indigestao,
doencas neurodegenerativas e cicatrizacdo de ferimentos. Além disso, estudos mostram que
ela também possui agdo antimicrobiana. A C. asiatica produz metabdlitos secundarios
envolvidos em sua atividade antioxidante, a qual parece ser responsavel por seus efeitos
terapéuticos. Nesse contexto, o presente estudo objetivou caracterizar a atividade
antioxidante e antibidtica de extratos de folhas, de caules e de raizes da planta C. asiatica
cultivada em solo e em aquaponia. A atividade antioxidante foi determinada por meio do
método de captura do radical ABTS e mostrou que o extrato de folhas da Centella produzida
em aquaponia apresentou o maior nivel de atividade antioxidante, enquanto os extratos de
raizes das plantas produzidas em aquaponia obteve o menor nivel dentre todos os extratos
analisados. J& o teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do método Folin-
Ciocalteu e evidenciou que o extrato de folhas das amostras cultivadas em aquaponia
apresentaram a maior concentracdo de compostos fendlicos, sendo que o extratos de raizes
das plantas produzidas em aquaponia apresentou a menor concentracdo. Evidenciou-se,
assim, uma associa¢do entre o teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante.
A andlise da atividade antibidtica por meio do método disco-difusdo ndo pode ser realizada
em virtude da resisténcia bacteriana detectada, por meio dos testes preliminares, nas
amostras das cepas de bactérias disponiveis no laboratodrio.

Palavras-Chave: Centella. Antioxidante. Fendlicos.
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1. INTRODUCAO

O presente trabalho estd inserido nos estudos relacionados a atividade antioxidante e
antimicrobiana de plantas medicinais. O estresse oxidativo é caracterizado como um
desequilibrio entre a producao de radicais livres e a capacidade do organismo de neutralizar
seus efeitos deletérios por meio da acao de antioxidantes (KUMARI et al, 2016). Radicais livres
sdo compostos quimicos que contém um ou mais elétrons ndo pareados (LI; JIA; TRUSH, 2016)
e sdo altamente téxicos para todos os tipos de moléculas incluindo DNA, lipideos, proteinas e
carboidratos; sendo a principal causa de muitas doencas degenerativas, como aterosclerose,
cancer, doencas cardiovasculares, doenca inflamatdria intestinal, deméncia e artrite
(CHOUDHARY; TANDON, 2009). Ja os antioxidantes sdo compostos que inibem a oxidacdo, a
qual consiste em uma reac¢do quimica que pode produzir radicais livres (SALEHI et al, 2018), e
agem por 3 mecanismos principais: neutralizando diretamente os radicais ja formados;
inibindo a formacdo de novos radicais; e removendo ou reparando os danos causados pelos
radicais (LI; JIA; TRUSH, 2016). Logo, os antioxidantes protegem os seres humanos contra

doencas induzidas pelo estresse oxidativo (HISAM et al, 2018).

As plantas sdao uma importante fonte de antioxidantes naturais (YADANG et al, 2019).
Produzem metabdlitos secundarios como polifenois, alcaloides, terpenoides, éleos essenciais,
entre outros (OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-MASSIH, 2019); os quais sdao produtos naturais que
regulam as interagdes entre as plantas e seu ambiente (JAMES; DUBERY, 2009). Seus
polifenois tém se destacado por possuirem potente atividade antioxidante e efeitos na
prevencdo de diversas doencas (DAl;, MUMPER, 2010), além de serem um dos mais
abundantes e diversificados grupos de metabdlitos secunddrios, sendo que as suas
propriedades antioxidantes fundamentam os efeitos antimicrobianos (OTHMAN; SLEIMAN;
ABDEL-MASSIH, 2019). Nesse sentido, a medicina tradicional esta cada vez mais receptiva ao
uso de medicamentos fitoterapicos, a medida em que os antibiéticos tradicionais se tornam
ineficazes e novas doencas, principalmente virais, ndo respondem a esse tipo de medica¢ao
(COWAN, 1999). Ademais, a resisténcia microbiana tem aumentado provocando incertezas
acerca da futura utilizacdo de medicamentos antimicrobianos (HOSSAIN, 2018). Dessa forma,
a utilizacdo de extratos de plantas com propriedades antimicrobianas pode ser de grande

importancia terapéutica (NASCIMENTO et al, 2000).



Por fim, plantas medicinais costumam ter menor custo, serem localmente disponiveis e de
facil consumo, sendo que as praticas medicinais tradicionais atualmente representam uma
importante parte da medicina complementar (SURVESWARAN et al, 2007). Sendo assim, a
identificacdo e o desenvolvimento de compostos ou extratos fenélicos de diversas plantas tem
se tornado uma grande drea de pesquisa médica e em saude (DAI; MUMPER, 2010) e ha varios
estudos acerca da atividade antioxidante de diversas plantas com propriedades medicinais
(SURVESWARAN et al, 2007). Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar a
atividade antioxidante e antibidtica de extratos da planta Centella asiatica cultivada em solo

e em aquaponia.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

A Centella asiatica é uma trepadeira perene pertencente a familia Umbellifere (Apiceae)
encontrada na maioria dos paises tropicais e subtropicais, incluindo partes da india, Paquist3o,
Sri Lanka, Madagascar, Africa do Sul e Leste Europeu (GOHIL; PATEL; GAJJAR, 2010). Os caules
dessas plantas sdo verdes a verde-avermelhados e seus nddulos originam longos peciolos (5-
15 cm) que sustentam as folhas, as quais sdo verdes, finas e macias, possuindo superficie lisa,
apices arredondados e podendo medir de 1 a 5 cm de largura (BANDARA; LEE; THOMAS,
2011). Floresce entre Agosto e Setembro, com flores de coloragao violeta claro, e cresce em
lugares umidos em altitudes entre 0 e 2500 metros acima do nivel do mar (BRINKHAUS et al,

2000).

E uma planta utilizada para fins medicinais desde a época pré-histérica (BANDARA; LEE;
THOMAS, 2011). Em Assam, na india, ela é conhecida como ‘Manimuni’ e é amplamente
empregada como agente antimicrobiano durante infec¢Oes gastrintestinais (BHAGAWATI et
al, 2018), além de fazer parte da dieta Ayurvedica para tratamento de disenteria, diarreia, dor
abdominal e indigestdo (BRINKHAUS et al, 2000). Bhagawati et al (2018) demonstrou em seu
estudo que o extrato da Centella é provavelmente eficaz contra Shigella dysenteriae (bactéria
patogénica), mas sem agir sobre Bacillus coagulans (bactéria residente), e que pode ser
utilizada como uma alternativa aos antibidticos ou associada a eles nos casos de disenteria
por S. dysenteriae. J& Harnvoravongchai et al (2018) evidenciou que o acido asiaticosideo

presente nos extratos de Centella possui importante atividade antimicrobiana contra a



bactéria Clostridium difficile por prejudicar a permeabilidade da membrana celular. Além
disso, o extrato de Centella também apresenta atividade antifungica, como demonstrado no
ensaio de Senthilkumar (2018), no qual os extratos, mesmo em baixas concentragdes, tiveram

atividade antifingica préxima a dos antiflngicos comerciais.

No geral, extratos de Centella contendo o glicosideo madecassosideo possuem atividade anti-
inflamatdria, enquanto aqueles contendo asiaticosideo parecem estimular a cicatrizacdo de
ferimentos (BANDARA; LEE; THOMAS, 2011). E importante ressaltar que o asiaticosideo
(composto polifendlico) é um dos principais glicosideos terpenoides da Centella asiatica
(HOSSAIN et al, 2015). Os compostos fendlicos possuem um anel aromatico ligado a uma ou
mais hidroxilas, fato que determina sua atividade redutora, permitindo que doem elétrons ou
atuem no sequestro de radicais livres (acdo antioxidante) (PIRES et al, 2017). Azis et al (2017)
mostrou que a fracdo metandlica do extrato de Centella possui propriedades de cicatrizacdo
e o extrato de asiaticosideo 2,4% promove a migracao de células com morfologia de
fibroblastos e de queratindcitos, além de otimizar o processo de remodelamento e de
proliferacdo envolvidos na cicatrizacdo. Ja Yao et al (2017) demonstrou em seu ensaio que
membranas eletrofiadas contendo extrato de Centella asiatica auxiliaram na cicatrizacdo de
feridas em ratos, sendo que os machucados contendo essas membranas apresentaram uma
maior deposi¢do de coldgeno, um numero superior de capilares, além de células basais com
formato mais compacto e regular quando comparados aqueles nas quais outros tratamentos
foram instituidos. Nesse contexto, os antioxidantes podem ter uma participagao significativa
no processo de cicatrizagdo (BANDARA; LEE; THOMAS, 2011). Isso estd de acordo com o
estudo feito por Shukla, Rasik e Dhawan (1999) na qual evidenciou-se que os ferimentos
tratados com asiaticosideo tiveram seus niveis de antioxidantes, os quais encontravam-se
diminuidos, ndo somente restaurados mas também aumentados quando comparados aos
niveis do grupo controle. Além disso, os ferimentos tratados com asiaticosideo também
apresentaram um aumento da atividade de antioxidantes como a superdxido dismutase, a
catalase e a glutationa peroxidase. Ja as substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
marcadores de peroxidacao lipidica, estavam diminuidas, sugerindo reducdo dos niveis de
radicais livres. Assim, o estudo concluiu que a aceleracao da cicatrizacdo promovida pelo
asiaticosideo extraido da Centella pode ser devido a sua capacidade de elevar os niveis de

antioxidantes no tecido.



Outra aplicacdo da Centella asiatica tem sido no tratamento de doencas neurodegenerativas,
como a doenca de Parkinson e a doenca de Alzheimer. Ambas possuem o estresse oxidativo
como suposto fator envolvido em suas fisiopatologias e o impacto da Centella em aprimorar
o desempenho cognitivo tem sido relacionado as suas propriedades antioxidantes
(LOKANATHAN et al, 2016). A doenga de Alzheimer é uma patologia neurodegenerativa de
carater progressivo relacionada a perda de meméria, da linguagem e a demais prejuizos
cognitivos (RATHER et al, 2018). As placas beta-amiloides, os emaranhados neurofibrilares e
niveis reduzidos de acetilcolina no cérebro sdo os fatores substanciais que levam ao
desenvolvimento da doenca (THU; HAI; TUNG, 2018). As placas beta-amiloides intracelulares
sdo responsaveis por desencadear uma série de condi¢Oes patoldgicas (disfuncdo sinaptica,
estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, perda da regulacdo de calcio e inflamagdo) sendo
o envelhecimento o principal fator de risco para o desenvolvimento do Alzheimer, pois estd
relacionado a disfun¢do mitocondrial e ao aumento do estresse oxidativo (LEUNER; MULLER,
REICHERT, 2012). A medicina Ayurvedica atribui a Centella asiatica diversos efeitos no sistema
nervoso central, entre eles a capacidade de melhorar a memdria, o aprendizado e a
inteligéncia (RATHER et al, 2018). Nesse contexto, Gray et al (2015) realizou um estudo com
células contendo placas beta-amiloides no qual demonstrou que o extrato aquoso da Centella
impactou na fungdao mitocondrial e pareceu reduzir os efeitos deletérios dessas placas.
Ademais, Rather et al (2018) realizou um ensaio no qual observou que o acido asiaticosideo
extraido da Centella atenuou a doenga de Alzheimer induzida por intoxicagdo de aluminio em
ratos, diminuindo a sobrecarga de aluminio, a hiperatividade da acetilcolinesterase, o prejuizo

comportamental, o volume de placas beta-amiloide e o processo inflamatério.

J4a a doenca de Parkinson é uma doenc¢a neurodegenerativa caracterizada pela diminuicdo de
neurdnios dopaminérgicos na Substancia Negra Pars Compacta (BHATNAGAR et al, 2017). E a
segunda doenga neurodegenerativa mais comum apds a Doenga de Alzheimer e suas
manifesta¢des clinicas incluem tremor de repouso, bradicinesia, rigidez, instabilidade
postural, ansiedade, depressdao, hipotensao, constipacdo, parestesia, cdibras e disfuncao
olfativa (WIRDEFELDT et al, 2011). A fisiopatologia da Doenca de Parkinson ainda é
desconhecida, mas uma quantidade significativa de evidéncias sugerem que disfuncao
mitocondrial, estresse oxidativo e inflamacdao estdo envolvidos no seu desenvolvimento

(BEAL, 2003). Nesse sentido, um estudo realizado por Xu et al (2012) evidenciou que o
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asiaticosideo extraido da Centella asiatica teve uma potente acdo neuroprotetora contra o
parkinsonismo induzido por MPTP em ratos, provavelmente por manter o equilibrio de éxido-

reducdo e por aumentar a relacdo Bcl2/Bax.

Diante disso, é fundamental ressaltar que as formas de cultivo da Centella asiatica sdo de
extrema importancia, pois a quantidade de asiaticosideo presente nela depende de sua
origem, conforme foi demonstrado pelo estudo de Das e Mallick (1991), no qual amostras
dessa planta cultivadas em altas altitudes apresentou uma quantidade significativamente
maior de asiaticosideo que aquelas cultivadas em altitudes menores. Outra forma de cultivo
é a aquaponia, a qual consiste na integracdo entre agricultura e hidroponia em um sistema
fechado, onde ha uma inter-relacdo entre o residuo do peixe e o vegetal (BUSS et al, 2015). E
um modelo sustentavel de producdo de alimentos cujos principios sao: (i) os residuos de um
sistema provém nutrientes para um segundo sistema; (ii) a integracao entre peixes e plantas
resulta em uma policultura que aumenta a variedade de produtos; (iii) a agua é reutilizada
devido a filtracdo e recirculacdo; (iv) promove producdo de alimentos saudaveis e impulsiona
a economia local (DIVER; RINEHART, 2000). A continua disponibilidade de nutrientes gerada
pelos residuos dos peixes e o consumo desses nutrientes pelas plantas geram um balanco que
diminui a necessidade de monitoramento da qualidade da 4gua, além do que a amoénia
excretada pelos peixes é utilizada pelas plantas como fonte de nitrogénio, levando ao
balanceamento do pH da dgua (BANDARA; LEE; THOMAS, 2011). E uma técnica que possui
menor necessidade de trocas de dgua (ja que os nutrientes dos residuos sao utilizados pelas
plantas), o que também reduz os custos de sua utilizacdo em climas aridos e em estufas
(RAKOCY et al, 2016). Além disso, tem se mostrado adequado para o cultivo da Centella
(BANDARA; LEE; THOMAS, 2011). Por fim, vem sendo reconhecida por diversos motivos,
como: (i) é uma fonte de adubo organico que permite o bom crescimento das plantas; (ii) é
um meio de introduzir produtos organicos de hidroponia no mercado, ja que o Unico adubo
utilizado é a comida dos peixes e todos os nutrientes sdo submetidos a processamento
bioldgico; (iii) permite a producao de dois produtos distintos derivados de uma Unica unidade
de producdo; (iv) permite a producdo de vegetais frescos e de proteina de peixes em regides
aridas e em lugares com limitada disponibilidade de agua; (v) € um modelo de producdo

sustentdvel (DIVER; RINEHART, 2000).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. COLETA E PREPARO DOS EXTRATOS

As amostras frescas de Centella asiatica cultivadas em solo foram coletadas as 9h30 do dia
28/08/2018 na Chacara Delfim em Brasilia/DF e transportadas para o laboratério do Centro
Universitario de Brasilia — Campus Asa Norte. Para a preparacdo dos extratos as plantas foram
lavadas em &gua corrente e separadas em folhas e caules (APENDICE A). Em seguida, as
amostras foram maceradas em etanol 70%, utilizando uma propor¢do 1:5 massa/volume, da

seguinte maneira:

10 g de folha — 200 mL de etanol 70%;

10 g de caule — 200 mL de etanol 70%;

5 g de folha + 5 g de caule — 200 mL de etanol 70%.

Por fim, as solucdes foram cobertas com papel aluminio e colocadas em agitadores orbitais
onde permaneceram por 7 dias em temperatura ambiente. Posteriormente, as solugdes foram
armazenadas na geladeira e no dia 06/09/2018 foram filtradas utilizando-se papel filtro e
funis. Em seguida, o liquido do extrato vegetal foi aquecido em mantas aquecedoras entre 40°

e 50°C em monitoramento continuo, obtendo-se aproximadamente 5 mL de extrato.

No dia 02/07/2019 foram produzidos os extratos da Centella asiatica cultivada em aquaponia.
As plantas foram lavadas em dgua corrente e separadas em partes (raiz, caule e folha), as quais
foram secas em estufa e posteriormente trituradas (APENDICE B). Em seguida, foram

maceradas em etanol 70%, na propor¢do 1:10 massa/volume, da seguinte maneira:
16 g de folha — 160 mL de etanol 70%;

16 g de caule — 160 mL de etanol 70%;

16 g de raiz — 160 mL de etanol 70%.

Por fim, as solucdes foram cobertas com papel aluminio e colocadas em agitadores orbitais
onde permaneceram por 7 dias em temperatura ambiente. Posteriormente, foram filtradas

utilizando-se papel filtro e funis e, logo em seguida, o liquido do extrato vegetal foi aquecido
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em mantas aquecedoras entre 40° e 50°C em monitoramento continuo (APENDICE C),

obtendo-se aproximadamente 5 mL de extrato.

Para a realizacdo dos ensaios, os extratos foram diluidos da seguinte forma:

1.

Amostras de Centella asiatica cultivadas no solo:

- Folha (10x): foram diluidos 100 L do extrato em 900 uL de agua destilada;

- Caule (10x): foram diluidos 100 pL do extrato em 900 plL de dgua destilada.
Amostras de Centella asiatica cultivadas em aquaponia:

- Folha (10x): foram diluidos 100 uL do extrato em 900 uL de agua destilada;

- Caule (20x): foram diluidos 100 pL do extrato em 900 uL de agua destilada. Em
seguida, foram pipetados 100 pL dessa solucdo e adicionados a 900 pL de 3agua
destilada;

- Raiz (10x): foram diluidos 100 pL do extrato em 900 uL de agua destilada.

3.2. DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A determinacdo dos compostos fendlicos foi realizada segundo o método Folin-Ciocalteu

(APENDICE E):

e

Preparada a solugdo de Folin com adgua destilada na proporg¢do 1:3 volume/volume;
Preparada a solugdo de Carbonato de Sédio 20%;

Foram pipetados 200 plL de cada extrato em tubos de ensaio, em triplicata;

Foram adicionados ao extrato de cada tubo: 2 mL de dgua destilada, 1 mL da solugdo
de Folin e 2 mL da solugdo de Carbonato de Sédio 20%;

Realizada leitura a 700 nm, utilizando-se um branco (agua destilada pura) para calibrar
o espectrofotdmetro Visivel Digital Microprocessado DPT — QUIMIS — Cod: Q898DPT
(nimero de série: 13120851) (APENDICE D).

As absorbancias obtidas foram inseridas na curva de calibragao.

Preparacdo da curva de calibragao:

1.
2.

Preparada a soluc3o estoque de Acido Galico na proporg¢do de 1:20 massa/volume;

Preparados 6 tubos de ensaio conforme a tabela a seguir:
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Tubo Concentracdao | Solugao de Agua Solugao de Carbonato
(mg/mL) Acido Gélico | Destilada Folin de Sédio
20%
Branco L 1.000 pL 1 ml 2ml
1 0,5 200 pL 800 puL 1ml 2 ml
2 1,0 400 plL 600 plL 1 ml 2ml
3 1,5 600 uL 400 pL 1ml 2ml
4 2,0 800 plL 200 plL 1 ml 2ml
5 2,5 .000uL | - 1ml 2ml

3. Realizada leitura a 700 nm, utilizando-se o branco para calibrar o espectrofotometro

Visivel Digital Microprocessado DPT — QUIMIS — Cod: Q898DPT (numero de série:

13120851).

4. As absorbancias obtidas foram utilizadas para confeccao da curva.

3.3. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacgdo da atividade antioxidante foi realizada conforme o método de captura do

radical 2,2’ — AZINO — BIS (3-ethylbenzo — thiazoline — 6 — sulfonic acid) ou ABTS — Sigma,

modificado pela EMBRAPA (2007) (APENDICE E):

1. Preparada a solug¢do estoque de ABTS 7 mM (192 mg ABTS em 50 mL de agua

destilada);

2. Preparada solucdo de Persulfato de Potdssio 140 mM (378,4 mg em 10 mL de 4gua

destilada);

3. Preparado o radical ABTS a partir da solugdo estoque de ABTS e da solugdo de

Persulfato de Potdssio, o qual foi armazenado em vidro ambar na geladeira por 16

horas;

5. Foram pipetados 30 plL de cada extrato e 3 mL do radical ABTS em tubos de ensaio, em

triplicata. Apds 6 minutos: realizada leitura a 734 nm no espectrofotémetro Visivel
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Digital Microprocessado DPT — QUIMIS — Céd: Q898DPT (nimero de série: 13120851)
(APENDICE D). Utilizou-se um branco (etanol) para calibracio do aparelho.

6. As absorbancias obtidas foram inseridas na curva padrao.
Preparacdo da curva padrdo de Trolox:

1. Preparada a solugao padrao de Trolox 2 mM (25 mg de Trolox em 50 mL de alcool
etilico), a qual foi armazenada em vidro ambar.

2. Preparados 5 tubos de ensaio conforme a tabela a seguir:

Tubos Solugdo Padrdo Alcool Etilico Concentragao
de Trolox final
1 0,5mL 9,5mL 100 um
2 2,5mL 7,5mL 500 uMm
3 50mL 50mL 1.000 um
4 7,5mL 2,5mL 1.500 uM
5 0OmL | - 2.000 uM

3. Em ambiente escuro, foram pipetados 30 uL de cada solugdo de Trolox (100 uM, 500
KM, 1.000 uM, 1.500 uM, 2.000 uM) para novos tubos de ensaio e acrescentados 3 mL
da solugdo de radical ABTS.

4. Apds 6 minutos: realizada leitura a 734 nm no espectrofotobmetro Visivel Digital
Microprocessado DPT — QUIMIS — Cod: Q898DPT (numero de série: 13120851).

Utilizou-se um branco (etanol) para calibragdao do aparelho.

3.4. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIBIOTICA

Os experimentos para determinacao da atividade antimicrobiana ndao foram realizados nesse
estudo, pois em testes preliminares detectou-se resisténcia aos antibidticos das cepas de

bactérias disponiveis no UniCEUB.



15

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DOSAGEM DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Neste estudo, a concentracdo de compostos fendlicos dos extratos das folhas e dos caules de
Centella asiatica cultivada em solo foi determinada em dois dias distintos, sendo que os
resultados obtidos estdo demonstrados abaixo nas Tabelas 1 e 2. Os testes mostraram que os
extratos das folhas da Centella cultivada em solo possuem maior concentracdo de compostos
fendlicos que os extratos dos caules. Ja a determinacdo dos compostos fendlicos dos extratos
das folhas, dos caules e das raizes da Centella cultivada em aquaponia foi realizada em um
Unico dia e seus resultados estdo listados abaixo nas Tabelas 3, 4 e 5. Os resultados obtidos
das amostras de aquaponia evidenciaram uma concentra¢gdo maior de compostos fendlicos
no extrato das folhas do que nos extratos de caules e de raizes. Além disso, a concentracdo de
compostos fendlicos foi superior no extrato de folhas das amostras de aquaponia do que nos
extratos de folhas das amostras de solo. No entanto, a concentracdo de compostos fendlicos
foi maior nos extratos de caules da Centella cultivada em solo do que nos extratos de caules
da Centella cultivada em aquaponia. Por fim, o extrato de folhas das amostras da aquaponia
foi o que apresentou maior concentragao de compostos fendlicos dentre todos os extratos
avaliados. Esses achados corroboram os dados de Zainol et al (2003), cujo estudo demonstrou
que o extrato das folhas de C. asiatica continha a maior quantidade de compostos fendlicos

quando comparado com os extratos dos caules e das raizes.

Tabela 1. Concentragdo de compostos fendlicos dos extratos de folhas de C. asiatica cultivada em solo.

Compostos fenodlicos Absorbancia - Concentragao (mg Média
(02/07/2019) 700nm EAG/mL)
Amostra 1 1,080 19,503
Amostra 2 1,130 20,410 20,065
Amostra 3 1,123 20,283
Compostos fenolicos Absorbancia - Concentragao (mg Média
(08/07/2019) 700 nm EAG/mL)
Amostra 1 0,943 17,016
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Amostra 2

0,962

17,361

Amostra 3

0,959

17,306

17,228

Legenda: EAG — equivalentes de acido galico

Tabela 2. Concentragdo de compostos fendlicos dos extratos de caules de C. asiatica cultivada em solo.

Compostos fenolicos Absorbancia - Concentragao (mg Média
(02/07/2019) 700 nm EAG/mL)
Amostra 1 0,730 13,150
Amostra 2 0,758 13,658 13,380
Amostra 3 0,740 13,332
Compostos fendlicos Absorbancia — Concentragao (mg Média
(02/07/2019) 700 nm EAG/mL)
Amostra 1 0,740 13,332
Amostra 2 0,757 13,640 13,495
Amostra 3 0,750 13,513

Legenda: EAG - equivalentes de acido gélico

Tabela 3. Concentragdo de compostos fendlicos do extrato de folhas de C. asiatica cultivada em aquaponia.

Compostos fenodlicos Absorbancia - Concentragao (mg Média
(09/07/2019) 700 nm EAG/mL)
Amostra 1 0,771 27,789
Amostra 2 0,720 25,938 27,111
Amostra 3 0,766 27,607

Legenda: EAG - equivalentes de acido galico

Tabela 4. Concentracdo de compostos fendlicos do extrato de caules de C. asiatica cultivada em aquaponia.

Compostos fenolicos

(09/07/2019)

Absorbancia -

700 nm

Concentragao (mg

EAG/mL)

Média




Amostra 1 0,224 7,933
Amostra 2 0,216 7,642
Amostra 3 0,219 7,751

7,775

Legenda: EAG - equivalentes de acido galico

Tabela 5. Concentragdo de compostos fendlicos do extrato de raizes de C. asiatica cultivada em aquaponia.

Compostos fendlicos Absorbancia — Concentragao (mg Média
(09/07/2019) 700 nm EAG/mL)
Amostra 1 0,306 5,454
Amostra 2 0,311 5,545 5,539
Amostra 3 0,315 5,618

Legenda: EAG - equivalentes de acido galico

As leituras das amostras utilizadas para a confec¢do da curva padrdo (Figura 1) estdo listadas

abaixo na Tabela 6.

Tabela 6.
Concentragdo Acido Galico mg/mL Absorbancia - 700 nm
(Folin- Ciocalteu)

0 0,032

0 0,026

0 0,041
0,5 0,252
0,5 0,255
0,5 0,261
1,0 0,534
1,0 0,545
1,0 0,566
1,5 0,824
1,5 0,826
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1,5 0,834
2,0 1,104
2,0 1,113
2,0 1,101
2,5 1,391
2,5 1,390
2,5 1,395
25 @

Figura 1. Curva padrdo. O eixo x representa a
. - 0z g . 1as concentragdo de Acido Galico (mg/mL) e o eixo y
representa a absorbancia da leitura a 700 nm.

4.2. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante das amostras de Centella asiatica cultivadas em
solo foram realizadas em dois dias distintos e os seus resultados constam abaixo nas Tabelas
7 e 8. Os ensaios evidenciaram que a atividade antioxidante dos extratos de folhas da Centella
cultivada em solo foi discretamente superior a atividade dos extratos dos caules. Ja a
determinac¢ao da atividade antioxidante das amostras de aquaponia foi realizada em um Unico
dia e seus resultados estado listados abaixo nas Tabelas 9, 10 e 11. Neste estudo, constatou-se
que a atividade antioxidante do extrato de folhas da Centella cultivada em aquaponia foi
superior a dos extratos de caules e de raizes. Além disso, a atividade antioxidante do extrato
de folhas das amostras de aquaponia também foi superior aquela dos extratos de folhas e de
caules das amostras cultivadas no solo. Sendo assim, o extrato de folhas das amostras de
aquaponia apresentou a maior atividade antioxidante dentre todos os extratos analisados.

Esses dados corroboram os achados de Zainol et al (2003), cujo ensaio demonstrou que
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extratos de folhas de Centella asiatica apresentavam a maior atividade antioxidante quando
comparados aos extratos de caules e de raizes. No entanto, diferem dos dados de Hamid et al
(2002), os quais obtiveram do extrato etandlico de raizes da Centella asiatica uma atividade

antioxidante significativamente maior que aquela obtida dos extratos de folhas e de caules.

Pode-se notar também que o extrato de folhas das amostras de cultivo em aquaponia foi o
qgue apresentou maior quantidade de compostos fendlicos, seguido pelos extratos de folhas
do solo, de caules do solo, de caules da aquaponia e das raizes da aquaponia, sendo que a
atividade antioxidante seguiu ordem semelhante. Isso também corrobora os dados de Zainol
et al (2003), pois em seu estudo também foi observado que os extratos com maior atividade
antioxidante também continham a maior quantidade de compostos fendlicos. Esses
resultados demonstram uma possivel associacdo entre compostos fendlicos e atividade
antioxidante. Além disso, também esta de acordo com os resultados obtidos por Stafussa et
al (2018), cujo ensaio demonstrou uma significativa correlacdo entre a capacidade
antioxidante e a quantidade de compostos fendlicos de frutas brasileiras. Entretanto, esses
resultados diferem daqueles coletados por Bajpai et al (2005), ja que em seu estudo a Centella
asiatica apresentou baixa concentracdo de compostos fendlicos, mas alta atividade
antioxidante. E importante lembrar que a concentracdo de compostos fendlicos varia de
acordo com os meses, conforme foi evidenciado por Algahtani et al (2015) em seu estudo, no
qual o conteldo total de triterpenos de Centella asiatica cultivada na Australia foi
significativamente maior no periodo de dezembro a fevereiro (verao no hemisfério sul). Nesse
ensaio, os maiores valores de triterpenos foram obtidos em janeiro, enquanto os menores
valores foram observados em junho e outubro (inicio do inverno e da primavera,
respectivamente). Além disso, os maiores niveis de asiaticosideo, acido asiatico e acido
madecassico foram obtidos em janeiro. J4 os maiores niveis de madecassosideo foram
observados em margo. Também evidenciou-se nesse estudo uma correlagao entre o total de
triterpenos e a temperatura, sendo que os niveis desse composto foram correlacionados com
aduracdo da luz do dia. Esse achado esta de acordo com a pesquisa de Maulidiani et al (2012),
a qual obteve uma maior concentracgao de triterpenos em Centella asiatica exposta a luz solar
plena, sugerindo que uma claridade de maior intensidade aumenta esses compostos.
Ademais, a avaliacdo da atividade antioxidante mostrou que os extratos de plantas expostas

a luz solar plena continham uma maior atividade antioxidante quando comparados aos
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extratos de plantas expostas a meia-luz. Essa diferenga foi extremamente significativa. O autor
também expde que a presencga desses compostos, 0s quais podem agir como protetores
solares defendendo as células de danos causados pela radiacdao UV, possivelmente explica o
motivo pelo qual hd maior concentracdo desses componentes em plantas expostas a luz solar
plena. A concentracdo de compostos fendlicos também possui relacdo com o fendtipo da
planta, como foi observado por Aziz et al (2007), cujo ensaio evidenciou uma diferenca no
conteudo de asiaticosideo e madecassosideo entre extratos de plantas cultivadas em estufa
com fendtipos F e S. No geral, o fendtipo S apresentou uma maior concentracdo de ambos os
compostos em todas as partes da planta quando comparado ao fenétipo F. A média do teor
de ambos os compostos foi maxima nas folhas. No entanto, a menor concentracdo de
asiaticosideo foi encontrada nas raizes das plantas com fendtipo F, enquanto que nas plantas
com fendtipo S a menor concentracdo de asiaticosideo e de madecassosideo foi encontrada
nos caules. Por fim, outra variavel que influencia nos niveis de compostos fendlicos é altitude,
conforme explicitado por Das e Mallick (1991) em um estudo que mostrou uma correlagdo
positiva entre altitude e teor de asiaticosideo, ja que as populacdes de Centella asiatica
cultivadas em altas altitudes apresentaram niveis mais elevados de asiaticosideo que aquelas

cultivadas em altitudes menores.

Tabela 7. Atividade antioxidante dos extratos de folhas da C. asiatica cultivada em solo.

Atividade Absorbancia - 734 nm Concentragao Média
Antioxidante (kM)
(04/07/2019)
Amostra 1 0,021 31268,61
Amostra 2 0,010 31788,96 31647,04
Amostra 3 0,008 31883,56
Atividade Absorbancia - 734 nm Concentragao Média
Antioxidante (kM)
(09/07/2019)
Amostra 1 0,048 29991,40
Amostra 2 0,049 29944,10 29928,33
Amostra 3 0,051 29849,49




Tabela 8. Atividade antioxidante dos extratos de caules da C. asiatica cultivada em solo.
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Atividade Absorbancia — 734 nm Concentragao Média
Antioxidante (nMm)
(04/07/2019)
Amostra 1 0,012 31694,35
Amostra 2 0,014 31599,74 31710,12
Amostra 3 0,009 31836,26
Atividade Absorbancia — 734 nm Concentragao Média
Antioxidante (LM)
(09/07/2019)
Amostra 1 0,049 29944,10
Amostra 2 0,045 30133,32 29928,33
Amostra 3 0,054 29707,58
Tabela 9. Atividade antioxidante dos extratos de folhas da C. asiatica cultivada em aquaponia.
Atividade Absorbancia - 734 nm Concentragao Média
Antioxidante (kM)
(09/07/2019)
Amostra 1 0,239 41912,68
Amostra 2 0,219 43804,84 44530,17
Amostra 3 0,176 47872,99
Tabela 10. Atividade antioxidante dos extratos de caules da C. asiatica cultivada em aquaponia.
Atividade Absorbancia - 734 nm Concentragao Média
Antioxidante (kM)
(09/07/2019)
Amostra 1 0,540 13435,68
Amostra 2 0,509 16368,52 16620,81
Amostra 3 0,470 1002,91
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Tabela 11. Atividade antioxidante dos extratos de raizes da C. asiatica cultivada em aquaponia.

Atividade Absorbancia — 734 nm Concentracao Média
Antioxidante (kM)
(09/07/2019)
Amostra 1 0,370 14759,52
Amostra 2 0,427 12063,19 13892,28
Amostra 3 0,368 14854,12

As leituras das amostras utilizadas para a confec¢do da curva padrdo (Figura 2) estdo listadas

na Tabela 12.
Tabela 12.
Concentracao Trolox (uM) Absorbancia — 734 nm
100 0,649
500 0,584
1000 0,484
1500 0,356
2000 0,259
2000 L]
1500
.
1000 '

500

Figura 2. Curva padrdo. O eixo x representa
a concentracdo de Trolox (UM) e o eixo y

F representa a absorbancia da leitura a 734
nm.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados obtidos nesta pesquisa revelaram que o extrato de folhas das amostras de Centella
asiatica cultivada em aquaponia apresentou o maior teor de compostos fendlicos e a maior
atividade antioxidante dentre todos os extratos analisados. Ja o extrato de raizes da Centella
cultivada em aquaponia possuiu o menor teor de compostos fendlicos e a menor atividade
antioxidante dentre todos os extratos avaliados. Os extratos de caules das amostras cultivadas
em solo apresentaram maior concentracdo de compostos fendlicos e maior atividade
antioxidante quando comparados ao extrato de caules das amostras de aquaponia. Isso
demonstra uma possivel correlacdo entre a concentracdo de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante. Entretanto, é importante enfatizar que a diferenca no preparo das
amostras do solo e da aquaponia podem resultar em viés de andlise. Ainda sdo necessarios
mais estudos na area para elucidacdo dessa questdo. Ademais, ainda sdo poucas as pesquisas
acerca da determinacdo de compostos fendlicos e da dosagem de atividade antioxidante em

plantas cultivadas em aquaponia, necessitando de mais incentivos e ensaios sobre o tema.
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7.2. APENDICE B — FOTOS DAS AMOSTRAS DE AQUAPONIA
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