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Resumo
A planta Doliocarpus dentatus é bastante utilizada no tratamento de diversos problemas de saúde, entretanto, não há estudos que avaliem a influencia da sazonalidade na toxicidade em Artemia salina e na composição química da infusão das folhas desta espécie. Assim, o presente estudo visou avaliar a influência da sazonalidade na toxicidade, teor de flavonoides e potencial antioxidante da infusão das folhas D. dentatus. O rendimento (EAJAN19) no verão (EAJAN19), outono (EAMAI18), inverno (EAJUL18) e primavera (EASET18), foram 35,80%; 37,27%; 33,55%; 32,80% respectivamente.  Os teores de flavonoides foram maiores em EAMAI18 (7,20±0,21 mg g-1) e EAJAN19 (6,76±0,06 mg g-1). Nas análises do potencial antioxidante o CI50 os valores foram EAJUL18 (5,50±0,07 µg mL-1), seguido de EASET18 (3,72±0,28 µg mL-1), já EAJAN19 (2,78±0,31 µg mL-1) e EAMAI18 (1,24±0,54 µg mL-1). Para as diferentes estações do ano, observou-se uma relação direta entre os teores de compostos flavonoides em relação ao potencial antioxidante. No teste de toxicidade com A. salina, as amostras obtidas no verão, outono, inverno e primavera apresentaram DL50 de 3,48±0,11 mg mL-1; 3,34±0,13 mg mL-1; 3,67±0,11 mg mL-1 e 3,58±0,13 mg mL-1, respectivamente, não demonstrando toxicidade. 
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Abstract
The Doliocarpus dentatus is a plant used in treatment of several health problems, however, there are no studies that assess the influence of seasonality on toxicity and on the chemical composition of the infusion this species leaves. Thus, the present study aimed to evaluate the influence of seasonality on toxicity, flavonoid content and antioxidant activity of D. dentatus leaf infusion. Yield (EAJAN19) in summer (EAJAN19), autumn (EAMAI18), winter (EAJUL18) and spring (EASET18), were 35.80%; 37.27%; 33.55%; 32.80% respectively. The levels of flavonoids were higher in EAMAI18 (7.20 ± 0.21 mg g-1) and EAJAN19 (6.76 ± 0.06 mg g-1). In the analysis of antioxidant activity, the IC50 values ​​were EAJUL18 (5.50 ± 0.07 µg mL-1), followed by EASET18 (3.72 ± 0.28 µg mL-1), whereas EAJAN19 (2.78 ± 0.31 µg mL-1) and EAMAI18 (1.24 ± 0.54 µg mL-1). For the different seasons, there was a direct relationship between the levels of flavonoid compounds in relation to antioxidant activity. In the toxicity test with Artemia salina, as founded in summer, autumn, winter and spring, independent LD50 of 3.48 ± 0.11 mg mL-1; 3.34 ± 0.13 mg mL-1; 3.67 ± 0.11 mg mL-1 and 3.58 ± 0.13 mg mL-1, respectively, showing no toxicity.
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Introdução 
As plantas medicinais são importantes ramos para pesquisas e desenvolvimentos de drogas farmacológicas, visto que seus constituintes são utilizados diretamente como agentes terapêuticos e também para a síntese de compostos bioativos(1), além das facilidades de acesso e menor custo financeiro(2). 
As plantas são utilizadas no mundo, principalmente na forma de infusão em água, comumente denominadas de chá, porém grande parte destas não foi submetida às pesquisas científicas(3). Somente no Brasil, há uma grande diversidade de plantas medicinais, usadas como matérias-primas na produção de fitoterápicos e outros medicamentos(2). 
Contudo, o consumo das plantas medicinas na forma de infuso (chá), apesar de apresentarem inúmeros benefícios, podem ter efeitos mutagênicos e/ou genotóxicos devido à presença de substâncias tóxicas, o que demonstra a necessidade de pesquisas e testes para o consumo seguro(3).
A Doliocarpus dentatus é uma planta medicinal comumente encontrada nas florestas tropicais baixas de países da Mesoamérica(4). No Brasil está presente em vários ecossistemas(4), sendo portanto, uma espécie adaptável, caracterizada morfologicamente por habito de liana lenhosa (5).  É uma trepadeira de casca parda avermelhada que se tornou conhecida como cipó mata sede, cipó de fogo e cipó vermelho, que se desenvolve moderadamente e apresenta resistência às secas e temperaturas baixas(6). 
Essa espécie é popularmente utilizada no tratamento para diversos problemas de saúde(6) e sua seiva aquosa é comumente utilizada como bebida para alivio da sede, como também para alivio da estenose - estreitamento incomum de um órgão/ estrutura tubular ou vaso sanguíneo do corpo(7). É utilizada no tratamento de retenção urinária e cistites, além de ser empregado como diuréticos e laxantes(8). Suas folhas são consideradas afrodisíacas, utilizadas como tônico em conjunto com outras plantas(9). O uso popular da D. dentatus indica propriedades antimaláricas(10, 11).
Há relatos na literatura que sua casca serve para tratamento da leishmaniose(10). Estudos fitoquímicos indicam a presença de emodóis, taninos, compostos redutores, sais alcaloides e flavonoides, nos extratos acetato de etila dos caules da planta(7). 
A presença de flavonoides é importante devido às propriedades e ações farmacológicas que possui, tal como: potencial antioxidante; atividade anti-inflamatória e de efeito vasodilatador; ação antialérgica; atividade antitumoral; anti-hepatotóxica, antiulcerogênica; atuação antiplaquetária, bem como ações antimicrobianas e antivirais(12).
Os chamados antioxidantes podem ser de grande benefício para a saúde, pois são capazes de estabilizar ou desativar radicais livres antes que ataquem os alvos biológicos nas células, ou seja, eles têm a capacidade de proteger um organismo, adiando ou até prevenindo várias doenças degenerativas(13).
Ademais, a verificação da segurança de uso de produtos naturais é necessária e a avaliação da letalidade em um organismo animal menos complexo, pode ser usada para tal(14).  O teste em Artemia salina, microcrustáceo, tem a vantagem de ser rápido, barato e simples, além de ser utilizado facilmente um grande número de organismos continuamente disponíveis para considerações estatísticas e não requerer nenhum equipamento ou treinamento especial(15). 
A D. dentatus teve a toxicidade dos extratos etanólicos de suas folhas testadas em A. salina(16) e em roedores(11, 17); e o extrato aquoso teve a toxicidade avaliada apenas através de teste em roedores(18). Entretanto, não há estudos avaliando a toxicidade em A. salina dos extratos aquosos das folhas de D. dentatus e a influencia da sazonalidade na toxicidade. Assim, o presente estudo visou avaliar a influência da sazonalidade na toxicidade, teor de flavonoides e potencial antioxidante da infusão das folhas de D. dentatus. 

Fundamentação teórica
Os extratos etanolicos da D. dentatus(4, 7, 11, 16, 17, 19) apresentam substâncias pertencentes à classe dos compostos fenólicos(20), que demonstram atividades imunomodulatória, anti-hipertensiva, diurética e anticoagulante(7). Essas atividades presentes nos extratos etanólicos da planta em estudo demonstram o grande potencial dessa espécie vegetal para o desenvolvimento de fármacos(7).
Os compostos fenólicos são uma das diversas classes de substancias antioxidantes de ocorrência natural e o potencial antioxidante de tais compostos deve-se principalmente às suas propriedades redutoras e estrutura química(21)com hidroxilas e anéis aromáticos, nas formas simples ou de polímeros(22). Estes também possuem propriedades farmacêuticas, tal como antibacteriana, analgésica e antiviral(23). 
Por obterem um alto potencial de conservação e um elevado poder antioxidante, são comumente empregados como conservantes naturais(24). Os antioxidantes são substancias que retardam significativamente ou inibem a oxidação de um substrato e são capazes de estabilizar ou desativar radicais livres antes que ataquem os alvos biológicos nas células(21).
Estudos fitoquímicos com diferentes extratos das hastes da planta D. dentatus indicam a presença de compostos fenólicos, além de apresentar esteróides, ácidos, lactonas, antracenosídeos, taninos e flavonoides(7), e dentre as principais substâncias já identificadas estão o betulin e o ácido betulínico(11, 20). 
Dentro do grupo dos compostos fenólicos estão os flavonoides, representantes expressivos e diversificados entre os produtos de origem natural(25).
O fracionamento guiado por bioensaio do extrato de éter dietílico de D. dentatus apresenta efeito citotóxico em células leucêmicas da linhagem K562(4). Além disso, a planta demonstrou atividade antimicrobiana, em extratos preparados com diclorometano e acetato de etila, contra cepas de Escherichia coli, Klebsiela pneumoniaea e Staphylococcus aureus. Já os extratos aquoso e etanólico não apresentaram atividade antimicrobiana significativa(19). O extrato etanólico da liana seca frente à Mycobacterium tuberculosis também não demonstrou atividade antimicrobiana(4). 
Estudo com extrato etanólico das folhas de D. dentatus indicou que este não apresenta genotoxicidade, fagocitose e se demonstrou como agente antimicobacteriano e anti-inflamatório, bem como foi identificado à presença de fenóis, taninos, flavonoides, assim como o sitosterol-3-OD-glucopiranosídeo, kaempferol3-OL-aminopiranosídeo, ácido betulínico e betulin. Tal estudo também relatou a indução de efeitos inibitórios no edema e na hiperalgesia mecânica em camundongos(11).
Em outro estudo, também com o extrato etanólico das folhas de D. dentatus, concluiu que o consumo no período de gestação não provocou alterações no potencial reprodutivo na gestação, não alterou o desenvolvimento embriofetal e também não alterou a integridade do DNA(17).
A ocorrência de mudança genética pode indicar alterações nos produtos e os testes de segurança contribuem para garantir o uso seguro do produto em questão(26, 27). Há estudos com os extratos etanólicos das folhas de D. dentatus que indicam que estes não induzem a danos genéticos ou genotóxicos(11, 17). Também há estudos com testes de toxicidade com A. salina dos extratos etanólicos de outra planta da mesma família, a Davilla kunthii A. St. – Hil, que demonstrou uma baixa toxicidade(28).
Assim, como dito anteriormente, os extratos etanólicos da folha da planta D. dentatus já tiveram sua toxicidade e genotoxicidade estudadas e relatadas(11, 16, 17), bem como outras plantas da família(28). Já os extratos aquosos da D. dentatus tiveram a ausência de genotoxicidade relatada por teste em modelo animal (roedores)(18). Desta forma, não há estudos avaliando a toxicidade dos extratos aquosos da D. dentatus em A. salina, bem como da influencia da sazonalidade. 
Com a ausência de estudos de sazonalidade dessa planta até o momento, tornam-se importante as avaliações da composição química e toxicidade para mostrar a confiabilidade no uso desta planta em qualquer época do ano.    

Metodologia
Material vegetal e obtenção do extrato aquoso
As folhas de D. dentatus foram coletadas em Campo Grande – Mato Grosso do Sul, coordenadas geográficas: 20º29’59.6”S 54º36’46.1”O, nos meses de janeiro de 2019, maio, julho e setembro de 2018. As exsicatas foram identificadas pelo Dr. Arnildo Pott e foi depositado comprovante (CGMS49860) no herbário da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) em Dourados no estado de Mato Grosso do Sul. O cadastro para acesso ao patrimônio genético brasileiro foi realizado no SisGen sob o número A32F98E. As folhas foram secas em estufa de ar circulante a 37±20 C e trituradas em moinho tipo Willey (Marconi) peneira de 10 mesh. Posteriormente, a amostra foi embalada, etiquetada e armazenada à temperatura ambiente. 
Os extratos aquosos de D. dentatus foram obtidos por meio de infusão, a qual as folhas da planta ficaram em contato com água ultrapura inicialmente na temperatura de 95o C por um período de 10 minutos em um recipiente fechado(29). O recipiente foi aberto e após mais 20 minutos retomou a temperatura ambiente, sendo então filtrado e o líquido subsequentemente congelado e posteriormente liofilizado (Alpha 1-2LD Plus, Christ, com os parâmetros de vacum 0,045 mbr e temperatura de – 42° C), então armazenados em frascos hermeticamente devidamente fechados(29). Foram então etiquetados com códigos de identificação, sendo EAJAN19=extrato aquoso obtido com amostras coletadas em janeiro de 2019, EAMAI18=extrato aquoso obtido com amostras coletadas em maio de 2018, EAJUL18=extrato aquoso obtido com amostras coletadas em julho de 2018 e EASET18=extrato aquoso obtido com amostras coletadas em setembro de 2018. Para cada extrato obtido foram calculados os rendimentos. 
Composição química 
Os testes de determinação da composição química foram realizados todos em triplicata e com uma concentração inicial de 1 mg mL -1 para obtenção dos espectros de absorção molecular (UV-Vis), flavonoides e saponinas.  
Para determinação de flavonoides, 1000μL de cada amostra foram adicionados a 1000μL de cloreto de alumínio 2% (AlCl3  6H20) previamente preparado em solução metanol. A solução preparada reagiu por 15 minutos.  A leitura foi realizada em espectrofotômetro em comprimento de onda de 430 nm(30).Para calcular a concentração de flavonoides, foi preparada uma curva analítica utilizando a rutina como padrão. Com os dados obtidos foi realizada a regressão linear e obtida a equação da reta com R2 = 0,9990; a = 0,0019 e b = 0,0105. O resultado foi expresso em mg de rutina por g de extrato liofilizado.
A presença de saponinas nas amostras foi avaliada por meio do teste de espuma persistente(31).
A absorbância foi medida por um espectrofotômetro digital UV-visível (Global Trade Technology GTA-97), varrendo entre os comprimentos de onda entre 200 e 800 nm, com intervalos de 1 nm e caminho óptico de 1 cm, utilizando água ultrapura como branco.
Potencial antioxidante
A avaliação do potencial foi realizada em cinco concentrações diferentes para cada amostra: 1 mg mL-1,  0,5 mg mL-1,  0,1 mg mL-1, 0,01 mg mL-1 e 0,001 mg mL-1.
Os extratos aquosos foram analisados, por meio do método radical livre DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil), realizados todos em triplicatas, e em uma sala sob abrigo da luz, com uma temperatura controlada (25±1ºC). O DPPH foi preparado na concentração de 0,004% em metanol. 
Após o preparo inicial, foram adicionados 3000 μL da solução de DPPH para cada 100μL das amostras de D. dentatus de cada mês em estudo e, seguindo a metodologia descrita na literatura(32), após 30 minutos de reação, foram realizadas as leituras em espectrofotômetro no comprimento de onda de 517 nm. As amostras foram diluídas após a realização dos testes iniciais das concentrações adequadas, para obtermos a concentração inibitória mínima (CI50). Os resultados de CI50 expressaram a concentração mínima de antioxidante necessária para que ocorresse a redução de 50% da concentração inicial de DPPH. A partir das diferentes diluições das amostras foram obtidas as absorbâncias para que, em seguida, fosse montado um gráfico com % de redução do DPPH no eixo Y e a concentração dos extratos (μg mL-1) no eixo X, para assim, ser possível obter a concentração de cada amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH.
Toxicidade em Artemia salina
O teste de toxicidade em A. salina leach foi realizado como descrito na literatura(15) porém com algumas modificações. A avaliação foi realizada em cinco concentrações diferentes para cada amostra: 5,0 mg mL-1,  2,0 mg mL-1,  1,0mg mL-1, 0,5 mg mL-1 e 0,1 mg mL-1.  Os cistos de A. salina foram incubados durante 48 horas em solução de 20 g L-1 de sal marinho sintético e 0,7 g L-1 de bicarbonato de sódio (pH: 8), com iluminação (60w) e aeração constantes., possibilitando a  determinação da dose letal (DL50). Para cada concentração testada foram realizadas triplicatas com 10 larvas do 2º estágio. Como controle negativo foi empregada solução salina. . Ao término das 24 horas de incubação, foram analisadas as alterações de mobilidade dos indivíduos vivos e a quantidade de mortes para o calculo da determinação da dose letal (DL50). Para determinação da dose letal para 50% foram empregadas concentrações de extratos no eixo X em função de mortalidade no eixo Y para obter a dose letal para matar 50% dos microcrustáceos.
Análises estatísticas 
Para avaliar se houve diferenças significativas entre os dados das amostras de diferentes estações do ano foi realizada uma estatística. O valor de “p” deve ser inferior ou igual a 0,05 para que as diferenças entre os grupos avaliados sejam consideradas significativas. Estas análises foram realizadas utilizando o programa R.

Resultados e Discussão
Os rendimentos obtidos para os extratos aquosos das folhas de D. dentatus foram 35,80±1,13%; 37,27±1,04%; 33,55±1,08%; 32,80 ±1,54% para EAJAN19, EAMAI18, EAJUL18 e EASET18, respectivamente. 
Em relação às análises, todas as amostras apresentaram resultado positivo para saponinas. Na determinação dos teores de flavonoides, se destacaram com o maior e menor índice, respectivamente, as amostras EAMAI18 e EAJUL18 (TABELA 1).
A análise discriminante indicou que há diferenças significativas entre os teores de flavonoides e potencial antioxidante em relação às estações do ano em D. dentatus com p < 0,05.
 Há relatos na literatura que o extrato etanólico das folhas de D. dentatus obteve 89,17 mg g-1 de flavonoides(11), maior que os valores obtidos no presente estudo. 
Na avaliação do potencial antioxidante pelo método do radical livre DPPH, a EAMAI18 apresentou o menor índice de concentração mínima de antioxidante necessária para que ocorresse a redução de 50% da concentração inicial de DPPH (TABELA 1). 
A literatura relata que quanto maior a concentração de CI50, consequentemente menor consumo de DPPH, a ação antioxidante será menor(21, 33, 34), assim demonstrando que é a EAMAI18 possui mais constituintes químicos capazes de capturar radicais livres do que as demais amostras. 
Estudos com os extratos etanólicos de D. dentatus apresentaram o valor de CI50 de 62,5 μg mL-1 (11). Este resultado foi significativamente superior aos valores obtidos no presente estudo, demonstrando que a maior ação antioxidante é nos extratos aquosos da planta. 
TABELA 1: Teores de flavonoides, potencial antioxidante e toxicidade em A. salina dos extratos aquosos obtidos das folhas de D. dentatus:
	Extratos
	Flavonoides
Média ± DP
(mg g-1)
	Potencial antioxidante CI50
Média ± DP
(µg mL-1)
	
Artemia salina – DL50
Média ± DP 
(mg mL-1)


	EAJAN19
	6,76±0,06
	2,78±0,31
	
3,48±0,11


	EAMAI18
	7,20±0,21
	1,24±0,54
	
3,34±0,13


	EAJUL18
	5,62±1,23
	5,50±0,07
	
3,67±0,11


	EASET18
	6,29±0,28
	3,72±0,28
	
3,58±0,13



DP = desvio padrão.

Para determinação da região de absorção dos extratos, foram obtidos os espectros de varredura por absorção molecular nos comprimentos de onda 200 e 800nm dos extratos de D. dentatus (FIGURA 1). A radiação ultravioleta (UV) compreende os comprimentos de onda entre 100 e 400 nm, a luz visível, de 400 a 800 nm, e a infravermelha, de 800 a 1700 nm e por ser dividida em três partes: UVC (100-280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm)(35). Os maiores picos de absorção dos extratos aquosos da D. dentatus foram entre 200 e 300 nm, apresentando a absorção em UVB das amostras. Os EAJAN19 e EAMAI18 apresentaram outros picos de absorbâncias durante comprimentos de onda maiores, enquanto EAJUL18 e EASET18 apresentaram poucos picos além do de maior absorção.
Com absorções na região UVA (320 nm a 400 nm) e/ou UVB (290 nm a 320 nm), as substancias podem ser incorporadas em formulas farmacêuticas, objetivando a produção de produtor com fator de proteção solar(36). Quando sem proteção ou em exposição exagerada ao sol, o organismo absorve raios UVA, que produz espécies reativas quando reage com o oxigênio molecular e induzem um processo inflamatório na pele, porém, a região que apresenta mais eficiência na produção de danos diretos ao DNA é a UVB(37).
FIGURA 1: Espectros de absorção molecular das amostras de D. Dentatus.
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No teste de determinação da toxicidade empregando A. salina foi possível calcular a DL50, para a determinação da dose letal de 50% dos microcrustáceos, do qual todos os extratos obtiveram resultados similares (TABELA 1).
A análise discriminante indicou que não há diferenças significativas entre os dados de toxicidade em A. salina em relação às quatro estações do ano p= 0,91. Segundo a literatura, para ser considerado de baixa toxicidade no teste com A. salina, a amostra deve obter resultado de DL50 maior que 1000 μg mL-1 (38). Um estudo fitoquimico utilizando o parâmetro descrito de determinação DL50, foi realizado com o extrato etanólico de Davilla kunthii A. St. - Hil, pertencente à mesma família da D. dentatus, pelo teste com A. salina foi determinado uma baixa toxicidade, tendo encontrado o valor de DL50 de 1648,10 μg mL-1 (28).
Outro estudo considerou que os extratos eram tóxicos quando DL50 < 1000 μg mL-1 (16). Desta forma, seguindo os parâmetros descritos em ambas literaturas, as amostras da planta em estudo não apresentaram toxicidade, visto que os resultados foram acima de 3000 μg mL-1. 
Apesar das amostras dos extratos aquosos da D. dentatus e do extrato etanólico de D. kunthii A. St. - Hil(28) não terem apresentado toxicidade, nota-se uma diferença significativa nos valores de dose letal, demonstrando que a planta do presente estudo apresenta uma toxicidade ainda menor que outra espécie pertencente à mesma família.

Conclusão 
Foi possível concluir que as amostras EAMAI18 e EAJAN19 apresentaram os melhores resultados para flavonoides, bem como os maiores potenciais de ação antioxidante. Todas as amostras mostraram saponinas em nível qualitativo. Pelo teste de toxicidade, por meio da exposição de microcrustáceos, os extratos de D. dentatus não apresentaram toxicidade. Desta forma, a planta em estudo demonstrou-se interessante para o consumo humano em quaisquer estações do ano nos modelos avaliados. No entanto, outros modelos devem ser realizados para assegurar este consumo.
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