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RESUMO 

 

A Cissus sicyoides L. ou Cissus verticillata L. também conhecida como insulina vegetal, é 

uma planta que possui uma potente atividade anti-inflamatória, devido a sua composição 

química, que se destaca pela presença de compostos com alta atividade antioxidante. A 

tecnologia supercrítica é uma alternativa apropriada para extrair compostos antioxidantes de 

matrizes vegetais. Neste sentido, o objetivo da tese foi realizar a extração de compostos 

antioxidantes presentes em C. sicyoides por meio da tecnologia supercrítica, utilizando CO2 e 

EtOH como cossolvente, e posteriormente, no extrato supercrítico avaliar seu efeito anti-

inflamatório no modelo de lesão medular. Para isto, na primeira etapa experimental da tese foi 

realizada a identificação de compostos fenólicos por HPLC e foi avaliado o efeito citotóxico, 

em glóbulos vermelhos humanos, do extrato de folhas e caules de C. sicyoides obtido por 

extração supercrítica, na condição operacional de 50 °C/ 400 bar e 10 % EtOH (𝜌𝐶𝑂2+𝐸𝑡𝑂𝐻 = 

953 kg/m3), em comparação ao extrato obtido por extração convencional (Soxhlet) e, por 

último, foi avaliado o efeito anti-inflamatório no modelo de lesão medular. Na análise dos 

extratos por HPLC, os dados espectrais UV/Visível revelaram compostos com bandas de 

absorção em comprimentos de onda característicos de flavonoides glicosilados. O extrato 

supercrítico não apresentou efeito citotóxico, pois não houve ruptura das membranas dos 

glóbulos vermelhos. O ensaio in vivo demonstrou uma aparente redução na concentração 

celular na área circundante à lesão nos animais tratados, sugerindo um efeito anti-inflamatório 

do extrato supercrítico no modelo de lesão medular. Na segunda etapa experimental da tese, 

se pretendeu estudar os antioxidantes presentes em cada parte da C. sicyoides (frutos, flores, 

folhas e caules). As amostras foram avaliadas quanto ao teor de CFT pelo método Folin-

Ciocalteu, que variou entre 9,30 a 141,04 mg EAG/g de amostra, de FT por complexação com 

cloreto de alumínio de 1,03 a 44,02 mg EQ/g de amostra, sua atividade antioxidante pelo 

método DPPH, o valor EC50 variou entre 162,83 a 453,25 g de amostra/ g de DPPH e pelo 

método FRAP os valores foram de 199,14 e 241,26 μM sulfato ferroso/ g de amostra. Assim, 

as folhas e os caules antes e após SFE, são ricos em antioxidantes, o que justifica o alto teor 

de FT, bem como a maior atividade antioxidante pelos métodos testados. Por fim, no processo 

de SFE foi possível obter um extrato com potencial atividade antioxidante, que pode ser 

utilizado para aplicações biológicas. 

 

Palavras-chave: Cissus sicyoides L.; extração com fluido supercrítico; HPLC; atividade 

antioxidante; atividade anti-inflamatória. 



ABSTRACT 

 

Cissus sicyoides L. or Cissus verticillata L., also known as vegetable insulin, is a plant that 

has a potent anti-inflammatory activity, due to its chemical composition, which stands out for 

the presence of compounds with high antioxidant activity. Supercritical technology is an 

appropriate alternative to extract antioxidant compounds from plant matrices. In this sense, 

the objective of this thesis was to perform the extraction of antioxidant compounds present in 

C. sicyoides through supercritical technology, using CO2 and EtOH as a co-solvent, and 

subsequently, in the supercritical extract, to evaluate the anti-inflammatory effect in the spinal 

cord injury model. For this, in the first experimental stage of the thesis, the identification of 

phenolic compounds by HPLC and the cytotoxic effect, on human red blood cells, of the 

extract of leaves and stems of C. sicyoides obtained by supercritical extraction was evaluated, 

in the operating condition of 50 °C/ 400 bar and 10 % EtOH (𝜌𝐶𝑂2+𝐸𝑡𝑂𝐻 = 953 kg/m3), 

compared to the extract obtained by conventional extraction (Soxhlet) and, finally, the anti-

inflammatory effect in the spinal cord injury model was evaluated. In the analysis of the 

extracts by HPLC, the UV/Visible spectral data revealed compounds with absorption bands at 

wavelengths characteristic of glycosylated flavonoids. The supercritical extract did not show a 

cytotoxic effect, as there was no disruption of red blood cell membranes. The in vivo assay 

demonstrated an apparent reduction in cell concentration in the area surrounding the lesion in 

the treated animals, suggesting an anti-inflammatory effect of the supercritical extract in the 

spinal cord injury model. In the second experimental stage of the thesis, the aim was to study 

the antioxidants present in each part of C. sicyoides (fruits, flowers, leaves and stems). 

Samples were evaluated for CFT content by the Folin-Ciocalteu method, which ranged from 

9.30 to 141.04 mg GAE/g of sample, of FT by complexation with aluminum chloride from 

1.03 to 44.02 mg QE /g of sample, its antioxidant activity by the DPPH method, the EC50 

value varied between 162.83 to 453.25 g of sample/g of DPPH and by the FRAP method the 

values were 199.14 and 241.26 μM ferrous sulfate/ g sample. Thus, leaves and stems before 

and after SFE are rich in antioxidants, which justifies the high FT content, as well as the 

higher antioxidant activity by the tested methods. Finally, in the SFE process it was possible 

to obtain an extract with potential antioxidant activity, which can be used for biological 

applications. 

 

Keywords: Cissus sicyoides L.; supercritical fluid extraction; HPLC; antioxidant activity; 

anti-inflammatory activity. 
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TEXTO INTEGRADOR 

 

A Cissus sicyoides L. ou Cissus verticillata L. pertence à família Vitaceae, e é 

conhecida popularmente como cipó-pucá ou insulina vegetal, devido a sua capacidade de 

redução da glicose no sangue. Na composição química da C. sicyoides, são encontrados 

compostos bioativos com alta atividade antioxidante principalmente nas folhas e nos caules 

pela presença de carotenoides e compostos fenólicos. A planta tem vários usos na medicina 

tradicional, entre eles, os mais conhecidos são para o tratamento da epilepsia, acidente 

vascular cerebral, abcessos, artrite e diabetes. 

Devido à ausência de tratamentos eficazes para doenças relacionadas ao sistema 

nervoso central, várias pesquisas têm sido realizadas com o propósito de investigar os efeitos 

terapêuticos de plantas medicinais em lesões agudas do sistema nervoso central. No estudo 

realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa foi demostrado que o extrato 

supercrítico de C. sicyoides, tem consideráveis efeitos anti-inflamatórios e neuroprotetores em 

modelo experimental de isquemia cerebral focal. Esse estudo sustenta a premissa de que a 

presença de compostos fenólicos no extrato supercrítico de C. sicyoides pode ter influência na 

redução de células inflamatória. Este fato, foi a motivação para o desenvolvimento de um 

novo estudo para avaliar o efeito anti-inflamatório no modelo de lesão medular. 

Diante disso, por se tratar de um estudo para obtenção de extrato para aplicação 

biológica. A extração com fluido supercrítico (SFE – Supercritical fluid extraction) é uma 

tecnologia promissora na obtenção de extratos de alta qualidade, sem efeitos citotóxicos, 

sendo adequada na recuperação de compostos bioativos de fontes naturais, que podem ser 

utilizados para testes biológicos e no desenvolvimento de produtos farmacêuticos. 

Portanto, o objetivo deste estudo foi de realizar a extração de compostos antioxidantes 

presentes em C. sicyoides L. por meio da tecnologia supercrítica, utilizando CO2 e EtOH 

como cossolvente, e posteriormente, avaliar o efeito anti-inflamatório no modelo de lesão 

medular do extrato supercrítico. O projeto de pesquisa desta tese foi dividido em 4 capítulos, 

descritos a seguir: 

Capítulo I – Atividade antioxidante e biológica de extratos de Cissus sicyoides e 

Rosmarinus officinalis – apresenta a primeira parte da revisão da literatura, abordada na forma 

de capítulo de livro, publicado pela editora IntechOpen, no capítulo encontra-se a descrição da 

composição química, atividade antioxidante e biológica de extratos de C. sicyoides, bem 

como de R. officinalis, que representam uma importante fonte natural de antioxidantes. 
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Também é proposta uma abordagem da SFE para a obtenção de compostos bioativos de 

fontes naturais. 

Capítulo II – Extração de antioxidantes de matrizes vegetais com solventes verdes – é 

apresentada a segunda parte da revisão da literatura como capítulo de livro, publicado pela 

editora Elsevier. Neste capítulo mostra-se uma revisão crítica da literatura publicada sobre 

algumas tecnologias utilizadas para a obtenção de antioxidantes a partir de matrizes vegetais 

com solvente verde e os principais métodos in vitro para a determinação da capacidade 

antioxidante desses compostos.  

Os capítulos III e IV são referentes à parte experimental da tese, e que representam os 

resultados obtidos neste estudo. 

Capítulo III – Efeito citotóxico do extrato supercrítico de cipó-pucá (Cissus sicyoides 

L.) em glóbulos vermelhos humanos e como anti-inflamatório em lesão medular em ratos 

adultos – retrata um artigo publicado na revista The Journal of Supercritical Fluids. Neste 

artigo são apresentados os resultados experimentais da pesquisa envolvendo a determinação 

do efeito citotóxico em glóbulos vermelhos humanos do extrato de C. sicyoides obtido por 

extração supercrítica, utilizando dióxido de carbono (CO2) e etanol (EtOH) como cossolvente, 

em comparação ao extrato obtido por extração convencional (Soxhlet) e a avaliação do efeito 

anti-inflamatório na lesão da medula espinhal em ratos adultos. 

Capítulo IV – Proposta para o 2º artigo – Determinação de compostos fenólicos, 

flavonoides e capacidade antioxidante das partes áreas e do extrato supercrítico de Cissus 

sicyoides L., a qual foi desenvolvida como continuação do projeto desta pesquisa. Neste 

artigo foi realizada a determinação do teor de compostos fenólicos, flavonoides e avaliação do 

potencial antioxidante do extrato de C. sicyoides obtido por extração supercrítica, utilizando 

CO2 e EtOH como cossolvente, nas folhas e caules antes e após da extração, bem como nas 

flores e os frutos, a fim de identificar a contribuição de cada parte da planta para a obtenção 

de compostos antioxidantes. 

Finalmente, foi elaborada uma conclusão geral e foram apresentadas as pesquisas 

desenvolvidas durante o período de doutoramento. A tese é mostrada nos capítulos a seguir. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

Realizar a extração de compostos antioxidantes presentes em Cissus sicyoides L. por 

meio da tecnologia supercrítica, utilizando CO2 e EtOH como cossolvente, e posteriormente, 

no extrato supercrítico avaliar o efeito anti-inflamatório no modelo de lesão medular. 

 

Objetivos Específicos 

• Descrever a atividade antioxidante e biológica de extratos de Cissus sicyoides e 

Rosmarinus officinalis e realizar uma revisão geral da SFE (Capítulo I); 

• Apresentar uma visão geral de algumas tecnologias utilizadas para obtenção de 

antioxidantes a partir de matrizes vegetais e os principais métodos in vitro para 

determinação de antioxidante (Capítulo II); 

• Determinar a presença de compostos fenólicos por HPLC e avaliar o efeito citotóxico 

em glóbulos vermelhos humanos do extrato de C. sicyoides obtido por extração 

supercrítica, em comparação com o extrato obtido por extração convencional; e avaliar 

seu efeito anti-inflamatório no modelo de lesão medular (Capítulo III); 

• Determinar o teor de compostos fenólicos, flavonoides e o potencial de antioxidante 

do extrato de C. sicyoides obtido por extração supercrítica, nas folhas e caules antes e 

após da extração, bem como nas flores e os frutos da planta (Capítulo IV). 
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Extracts 

 

(Atividade Antioxidante e Biológica de Extratos de Cissus sicyoides e Rosmarinus officinalis) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reprinted from: 

SALAZAR, M. A. R.; URBINA, G. R. O.; BEZERRA, P. N.; CUNHA, V. M. B.; SILVA, M. 

P.; PIRES, F. C. S.; SILVA, A. P. S.; SOUSA, S. H. B.; CARVALHO JR, R. N. Antioxidant 

and Biological Activity of Cissus sicyoides and Rosmarinus officinalis Extracts. In: 

SHALABY, E. Antioxidants. London: IntechOpen, 2019, p. 418. Doi: 

10.5772/intechopen.83733. 

 

 

 



CAPÍTULO I 

 

5 
 

 



CAPÍTULO I 

 

6 
 

 



CAPÍTULO I 

 

7 
 

 



CAPÍTULO I 

 

8 
 

 



CAPÍTULO I 

 

9 
 

 



CAPÍTULO I 

 

10 
 

 



CAPÍTULO I 

 

11 
 

 



CAPÍTULO I 

 

12 
 

 



CAPÍTULO I 

 

13 
 

 



CAPÍTULO I 

 

14 
 

 



CAPÍTULO I 

 

15 
 

 



CAPÍTULO I 

 

16 
 

 



CAPÍTULO I 

 

17 
 

 



CAPÍTULO I 

 

18 
 

 



CAPÍTULO I 

 

19 
 

 



CAPÍTULO I 

 

20 
 

 



CAPÍTULO I 

 

21 
 

 



CAPÍTULO I 

 

22 
 

 



CAPÍTULO I 

 

23 
 

 



CAPÍTULO I 

 

24 
 

 



CAPÍTULO II 

 

25 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antioxidants Extraction from Vegetable Matrices with Green Solvents 
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Cytotoxic Effect of Cipó-pucá (Cissus sicyoides L.) Supercritical Extract on Human Red 

Blood Cells and as Anti-inflammatory in Spinal Cord Injury in Adult Rats 

 

(Efeito Citotóxico do Extrato Supercrítico de Cipó-pucá (Cissus sicyoides L.) em Glóbulos 

Vermelhos humanos e como Anti-inflamatório em Lesão Medular em Ratos Adultos) 
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CAPÍTULO IV – PROPOSTA PARA O 2º ARTIGO 

 

DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS, FLAVONOIDES E 

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DAS PARTES ÁREAS E DO EXTRATO 

SUPERCRÍTICO DE Cissus sicyoides L. 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Os antioxidantes são compostos que protegem o sistema biológico contra o efeito 

nocivo de processos ou reações que podem causar o estresse oxidativo. O consumo de 

antioxidantes na dieta pode produzir uma ação protetora contra esses processos oxidativos que 

ocorrem no organismo (XU et al., 2017). Portanto, é importante para o organismo manter o 

equilíbrio entre os compostos oxidantes e os antioxidantes para estabelecer melhores 

condições fisiológicas no corpo. O estado de desequilíbrio leva ao estresse oxidativo, que 

desencadeia doenças crônicas, como as doenças cardiovasculares, diabetes, câncer e doenças 

neurodegenerativas (LOBO et al., 2010; MARTEMUCCI et al., 2022).  

O uso de plantas medicinais com propriedades antioxidantes tem sido explorado por sua 

capacidade de tratar ou prevenir as doenças nas quais o estresse oxidativo parece ser uma das 

causas (KASOTE et al., 2015; SHARIFI-RAD et al., 2020). A Cissus sicyoides L. 

pertencente à família Vitaceae, é uma planta popularmente conhecida como cipó-pucá, 

insulina vegetal e uva brava, é utilizada no tratamento de diversas doenças, por apresentar 

atividade antidiabética, anti-inflamatória, antimicrobiana e antidiarreica (DROBNIK; DE 

OLIVEIRA, 2015; FEITOSA et al., 2021). As diferentes partes da planta apresentam 

composição distinta. Os compostos presentes na folha e no caule são representados por 

carotenoides (α-caroteno e o β-caroteno) (DA SILVA et al., 1996) e compostos fenólicos 

como os flavonoides (kaempferol e quercetina) (BESERRA et al., 2016). Apenas em um 

estudo foi encontrada a avaliação da composição química dos frutos, os autores identificaram 

três antocianinas (delfinidina-3- rutinosídeo, cianidina-3-ramnosil-arabinosídeo e delfinidina-

3-raminosídeo) (TOLEDO et al., 1983). A descrição das partes da planta e a estrutura química 

dos principais componentes é mostrada na Figura 1 do Capítulo I. 

Em relação à atividade antioxidante e anti-inflamatória atribuída à planta, Salazar et al. 

(2018) realizaram uma análise qualitativa da atividade antioxidante dos extratos supercríticos 

de folhas e caules de C. sicyoides. Os resultados do estudo confirmaram a presença de 
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constituintes químicos característicos com atividade antioxidante. Na determinação da 

atividade biológica do extrato foi realizado um ensaio in vivo utilizando um modelo de 

isquemia cerebral focal, onde foi demonstrado que o extrato tem um efeito neuroprotetor e 

anti-inflamatório. Salazar et al. (2021) no extrato supercrítico de C. sicyoides identificaram 

flavonoides glicosilados. Também, foi demostrado que o extrato não apresenta efeito 

citotóxico, e no ensaio in vivo realizado houve uma redução da concentração de células 

inflamatórias na lesão medular.  

O processo de extração com fluido supercrítico (SFE – Supercritical Fluid Extraction) é 

um método seguro e ecologicamente correto, que pode ser eficiente tanto na obtenção de 

óleos e extratos a partir de matrizes vegetais, quanto na obtenção de um material residual 

desengordurado e/ou subproduto gerados da extração, ricos em compostos antioxidantes 

(CUNHA et al., 2019; SILVA et al., 2019). 

Diante disso, o objetivo deste artigo é determinar o teor de compostos fenólicos, 

flavonoides e avaliar o potencial antioxidante do extrato de C. sicyoides obtido por extração 

supercrítica, utilizando CO2 e EtOH como cossolvente, nas folhas e caules antes e após da 

extração, bem como nas flores e nos frutos, a fim de identificar a contribuição de cada parte 

da planta para a obtenção de compostos antioxidantes. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Matéria-prima 

As partes aéreas (folhas, caules, flores e os frutos) de C. sicyoides foram coletadas no 

município de Belém, PA, Brasil (1°20'40.8"S 48°26'32.6"W, PA, Brasil). Uma exsicata 

encontra-se depositada no herbário do Museu Paraense Emílio Goeldi (MG 241.373). Após a 

coleta, a matéria-prima foi colocada em embalagens plásticas e transportadas até o 

Laboratório de Tecnologia Supercrítica (LABTECS) para a realização do presente estudo. 

 

2.2 Pré-tratamento da Matéria-prima 

As folhas, caules e as flores de C. sicyoides foram pré-tratadas, realizando a secagem a 

45 ºC por 72 h em estufa de circulação de ar (Solab, Brasil) e moagem com um moinho de 

facas (Marconi, modelo ma 048, China). Os frutos verdes e maduros da planta, após a colheita 

foram selecionados e lavados em água corrente. Seguidamente, foram triturados em 

liquidificador e congelados. Posteriormente, foram liofilizados a -57 °C por 48 h em 
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liofilizador de bancada (Liotop, modelo L101, Brasil), logo foram embaladas a vácuo em 

embalagens de polipropileno e armazenadas a temperatura inferior a 5 ºC, até a análise 

química. 

Na matéria-prima de folhas e caules utilizadas nas extrações, foi determinado o teor de 

umidade segundo o método de destilação do solvente imiscível de Jacobs (JACOBS, 1973). 

Posteriormente, para a análise da distribuição do tamanho de partícula foram utilizadas 

peneiras da série Tyler (Bertel, Brasil) de 20 a 60 mesh e o diâmetro médio geométrico foi 

determinado de acordo com o método recomendado pela ASAE Standart (ASAE, 1993). A 

densidade aparente (ρa) do leito foi calculada usando o volume do leito e a massa de amostra 

acomodada dentro dele, assim, a porosidade do leito (ε) foi calculada pela relação matemática 

da densidade real e aparente.  

 

2.3 Extração com Fluido Supercrítico (SFE) 

As extrações foram realizadas no Spe-edTM SFE (Applied Separations, modelo 7071, 

USA). O Procedimento operacional foi realizado segundo o manual de operações da Applied 

Separations (2004), utilizando uma célula de extração com volume de 1 x 10-4 m3 (altura de 

0,1254 m e diâmetro interno de 0,0320 m), os solventes usados foram CO2 (99,9 %, 

Veloxgas, Brasil) e EtOH (99,5 %, Dinamica®, Brasil) e a massa da matéria-prima utilizada 

foi de 10 g. Nos ensaios, a pressão, temperatura e percentual de cossolvente foram mantidos 

constantes a 50 °C/ 400 bar, e 10 % de EtOH (𝜌𝐶𝑂2+𝐸𝑡𝑂𝐻 = 953 kg/m3) tendo em vista dados 

relatados por Salazar et al. (2018). Os tempos de extração estática e dinâmica foram de 30 

min e 2 h, respectivamente e a vazão de CO2 de 3 l/min. 5 extrações foram realizadas para 

coleta do extrato.  

Os extratos foram submetidos a evaporação para remoção do EtOH. Em seguida, foram 

armazenados em frascos protegidos da luz, em temperatura inferior a 5 ºC. Os rendimentos 

das extrações foram calculados de acordo com a Equação 1. 

 

𝑋0 𝐵.𝑆(%) =
𝑚𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 × (1 −
𝑈𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

100
)

× 100 (1) 
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2.4 Extração Convencional por Soxhlet 

As extrações foram realizadas de acordo com o método descrito na Farmacopeia 

Brasileira (2010), a partir de uma relação soluto-solvente (C. sicyoides:solvente) de 1:10 

(m/v), utilizando-se 15 g de amostra para 150 ml de EtOH (99,5%, Dinamica®, Brasil) em 

aparelho Soxhlet de 500 ml. O período de extração foi de 3 h, os solventes foram removidos 

por evaporação. 3 extrações foram realizadas para coleta do extrato etanólico e, por último, o 

rendimento foi calculado em base seca (b.s.) pela Equação 1. 

 

2.5 Determinação dos Compostos Antioxidantes 

2.5.1 Preparo das Amostras 

Para a preparo das amostras utilizadas nas análises, foi utilizado a procedimento 

descrito por CUNHA et al. (2019) os extratos e as amostras de folhas e de caules antes e após 

da SFE e das flores e dos frutos, foram dissolvidas em 25 ml de solução de EtOH (96 %, ACS 

Cientifica, Brasil) a 70 % (v/v). Estas últimas amostras foram homogeneizadas e 

centrifugadas por 20 min a 3000 rpm (Termo Multifige Scientific, modelo XR1, USA). Após 

a centrifugação, o sobrenadante foi filtrado em papel filtro e armazenado protegido da luz em 

temperatura inferior a 5 ºC para utilização nas análises seguintes. 

 

2.5.2 Compostos Fenólicos Totais (CFT) 

A determinação de CFT foi realizada utilizando o método de Folin-Ciocalteu segundo a 

metodologia descrita por Singleton; Orthofer e Lamuela-Raventós (1999) e Georgé et al. 

(2005) as amostras, foram dissolvidas em EtOH (96 %, ACS Cientifica, Brasil) a 7 % (v/v), 

(extratos de C. sicyoides, na concentração de 140 mg/l, para folhas e caules antes e após SFE, 

as flores e os frutos na concentração de 4000 mg/l). Em seguida, 0,5 ml destas soluções, 

foram submetidas à reação com 2,5 ml de Folin-Ciocalteu (Sigma-aldrich, Brasil) a 10 % 

(v/v) e 2 ml de solução de carbonato de sódio (99,5 %, Vetec®, Brasil) a 7,5 % (m/v). Após 60 

min de incubação à temperatura ambiente e no escuro, as medidas das absorbâncias foram 

realizadas a 760 nm em um espectrofotômetro UV-VIS (BEL Engineering®, modelo UV-

M51, Itália). O teor de CFT foi expresso em miligrama equivalente de ácido gálico (EAG) (98 

%, Dinamica®, Brasil) por grama de amostra em b. s. (mg EAG/g de amostra) a partir da 

equação da curva de calibração (y=0,0103x+0,0229; com R2=0,9963). 

 



CAPÍTULO IV 

 

59 
 

2.5.3 Flavonoides Totais (FT) 

A determinação de FT foi realizada com o procedimento descrito por Dowd (1959) e 

Meda et al. (2005) onde 0,5 ml de solução etanólica de cloreto de alumínio (AlCl3) (pureza 

99,0 %, Fluka, Alemanha) a 2 %, foi misturada com o mesmo volume de amostra (extratos de 

C. sicyoides, dissolvidos em EtOH na concentração de 140 mg/l, para folhas e caules antes e 

após a SFE, as flores e os frutos na concentração de 4000 mg/l). Após 10 min, à temperatura 

ambiente e no escuro, a absorbância foi lida à 425 nm em espectrofotômetro UV-VIS (BEL 

Engineering®, modelo UV-M51, Itália). Para a quantificação foi utilizado como padrão a 

quercetina (pureza ≥ 95,0 %, Sigma-Aldrich, Brasil) para a curva analítica. O cálculo do teor 

de FT, foi expresso como mg de equivalentes de quercetina (EQ) por grama de amostra em b. 

s. (mg EQ/g de amostra) a partir da equação da reta (y=0,0312x+0,0005; com R²=0,9918). 

 

2.6 Avaliação da Capacidade Antioxidante 

2.6.1 Método DPPH 

A determinação da atividade antioxidante das amostras pelo método baseado na 

captura do radical DPPH• (DPPH - 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) foi realizada de acordo 

com o procedimento proposto por Brand-Williams; Cuvelier e Berset (1995) e Sánchez-

Moreno; Larrauri e Saura-Calixto (1998). Para isso, foi preparada uma solução de DPPH 

(Sigma-Aldrich, Brasil) a 60 μM em EtOH (96 %, ACS Cientifica, Brasil). Em seguida, 3,9 

ml desta solução foi adicionada em 0,1 ml de amostra em diferentes concentrações (extratos 

de C. sicyoides, dissolvidos em EtOH nas concentrações de 10, 7 e 6 mg/l, para folhas e 

caules antes e após SFE, flor e os frutos nas concentrações de 4, 3, 2 e 1 mg/l). Essas soluções 

foram mantidas à temperatura ambiente e no escuro. Após estabilização do tEC50 (tempo 

necessário para reduzir em 50 % a quantidade inicial do radical DPPH•) a absorbância foi 

medida a 515 nm utilizando um espectrofotômetro UV-VIS (BEL Engineering®, modelo UV-

M51, Itália). Foi realizado o cálculo do EC50 (quantidade de antioxidante necessária para 

reduzir em 50 % a quantidade inicial do radical DPPH•) e a atividade antioxidante foi 

expressa como grama de amostra por grama de DPPH em b. s. (EC50 expresso em g de 

amostra/g de DPPH). 

 

2.6.2 Método FRAP 

A determinação da atividade antioxidante por meio da redução do ferro (FRAP – Ferric 

Reducing Antioxidant Power) foi realizada de acordo com o procedimento proposto por 
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Pulido; Bravo e Saura-Calixto (2000) e Firuzi et al. (2005). A solução FRAP foi preparada 

por adição de 25 ml de tampão acetato 3 M, com 2,5 ml de cloreto férrico hexa-hidratado 20 

mM e 2,5 ml de uma solução de TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil) -s-triazina) a 10,0 mM. A partir 

da amostra foram realizadas diluições diferentes (4, 3 e 2 mg/l), em seguida uma alíquota de 

90 μl de cada diluição da amostra foi misturada com 270 μl de água destilada e com 2,7 ml do 

reagente FRAP. Após 30 min de incubação a 37 °C, a absorbância foi medida a 595 nm em 

espectrofotômetro (BEL Engineering®, modelo UV-M51, Itália). Os valores foram expressos 

em μM sulfato ferroso/g de amostra (b.s.). 

 

2.7 Análise Estatística 

Todas as determinações foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos 

como a média ± desvio padrão. Para verificar a existência de diferença significativa nos 

valores de teor de CFT, FT e nos métodos in vitro para a determinação da capacidade 

antioxidante nas amostras, as médias dos resultados foram submetidas à análise de variância 

(ANOVA) e, quando significativas, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, 

com auxílio do programa STATISTICA® versão 7.0 (Statsof. Inc. Tulsa, EUA). 

 

3 RESULTADOS E DISCUÇÃO 

 

3.1 Rendimentos dos Extratos Obtidos por SFE e Soxhlet 

A matéria-prima constituída de folhas e caules de C. sicyoides apresentou 7,30±0,05 % 

de umidade, valores de diâmetro das partículas, densidade aparente, e porosidade adequados 

para SFE. O rendimento do extrato de C. sicyoides obtido por SFE foi de 3,30±0,10 % (b.s.). 

O rendimento do extrato etanólico, obtido por Soxhlet foi de 9,10±0.10 % (b.s). Os resultados 

encontrados neste trabalho estão em conformidade com os obtidos previamente por Salazar et 

al. (2018), onde os rendimentos dos extratos foram de 3.21 % na SFE e 11.02 % na extração 

por Soxhlet, e Salazar et al. (2021), reportaram que os rendimentos dos extratos foram de 3.03 

% na SFE e 10.93 % na extração por Soxhlet da mesma planta. Estes valores similares de 

rendimento confirmam que, na SFE, a utilização de condições operacionais otimizadas, pode 

ser garantia de um processo reprodutível e sem variações. 

Resultados semelhantes aos deste trabalho já foram relatados na literatura para SFE de 

outras plantas do bioma amazônico, no trabalho de Dias et al. (2012) para folha de jambú 

(Spilanthes oleracea), o rendimento foi de 1,59 a 5,82 % utilizando CO2 e CO2 + 50% de 
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EtOH. Nas folhas de copaíba (Copaifera langsdorffii), Costa et al. (2015) encontraram um 

rendimento entre 0,31 a 7,01% utilizando CO2 e CO2 + 25% de EtOH. No entanto, na SFE 

utilizando CO2 foram encontrados valores inferiores aos citados pelos autores acima. Barbosa 

et al. (2017) para as flores, folhas e caules de jambú (Spilanthes oleracea), o rendimento 

variou de 1,41 a 1,61 %. Almeida et al. (2021) nas folhas de murici (Byrsonima crassifolia) o 

rendimento foi de 0,45 a 1,24 %. 

De modo geral, no extrato obtido por Soxhlet o rendimento foi superior ao obtido por 

SFE. No entanto, esse método de extração apresenta certas desvantagens, entres elas se 

destacam a obtenção de extratos com diversas substâncias indesejáveis e com certo efeito 

citotóxico, que impossibilitam sua aplicação biológica. As extrações por Soxhlet foram 

realizadas apenas como extração de referência, mas sem realizar comparações dos resultados 

de rendimento e a composição química entre os extratos. 

 

3.2 Compostos Fenólicos Totais (CFT) 

Na Tabela 1 são apresentados os teores médios de CFT das amostras analisadas de C. 

sicyoides, os resultados obtidos apresentaram diferenças significativas entre si (p≤0,05), com 

a exceção da amostra de flores (9,30 mg EAG/g de amostra), de folhas e caule antes (10,52 

mg EAG/g de amostra) e após da SFE (9,67 mg EAG/g de amostra) que não apresentaram 

diferenças entre si (p>0,05), a análise de variância (ANOVA) é apresentada na Tabela 2. 

Entres as amostras analisadas a maior concentração de CFT foi observada para o extrato 

de C. sicyoides obtido por Soxhlet (141,04 mg EAG/g), seguido do extrato obtido por SFE 

(64,23 mg EAG/g de amostra). De tal modo, pode-se inferir que as diferenças nos teores de 

CFT podem estar associadas ao solvente usado, método de extração e a matriz vegetal. 

Geralmente, são extraídos usando solventes mais polares como o etanol, pelo fato de que os 

compostos fenólicos têm caráter polar. 

Comparando estes resultados com os estudos realizados empregando plantas do mesmo 

gênero e diferente espécie, observou-se que Chipiti et al. (2015) em extrato etanólico de 

Cissus cornifolia reportaram um teor de compostos fenólicos de 136,1 mg EAG/g de extrato, 

sendo este valor semelhante ao do extrato etanólico de C. sicyoides. Assim, Akomolafe et al. 

(2013) em extrato aquoso de caule de Cissus populnea reportaram um teor de 17,33 mg 

EAG/g de extrato, sendo que este valor é similar aos obtidos nos frutos da planta. É 

importante destacar que na literatura não existe nenhum estudo sobre as flores da C. sicyoides, 

e em relação à composição dos frutos, foi encontrado só um estudo, onde foram identificadas 
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três antocianinas. Os autores sugeriram, que o fruto desta planta pode ter uso potencial como 

corante alimentício (TOLEDO et al., 1983). 

O resultado de CFT do extrato obtido por SFE segue a tendência apresentada por 

Salazar et al. (2018) em extratos de folhas e caules de C. sicyoides encontraram um valor de 

65,20 mg EAG/g de extrato a 50 °C/ 400 bar utilizando CO2 + EtOH. Bezerra et al. (2020) em 

extratos de folhas de maravuvuia (Croton matourensis) encontraram um valor de 67,66 mg 

EAG/g de extrato obtido a 50 °C/ 400 bar utilizando CO2. Almeida et al. (2021) em extratos 

de folhas de murici (Byrsonima crassifolia) um valor de 68,85 mg EAG/g de extrato obtido a 

40 °C/ 300 bar com CO2. Estes resultados confirmam que CO2 supercrítico é capaz de extrair 

compostos polares com o emprego de altas pressões e com o uso de cossolventes polares. 

 

3.3 Flavonoides Totais (FT) 

Em relação ao conteúdo de FT, os resultados obtidos permitem constatar que os teores 

médios de FT em base seca de C. sicyoides, apresentam diferenças significativas entre si 

(p≤0,05) (Tabela 1), exceto as amostras de folhas e caule antes (6,59 mg EQ/g de amostra) e 

após da SFE (7,36 mg EQ/g de amostra) assim como, as amostras dos frutos da planta, que 

não apresentam diferenças entre si (p>0,05). A maior concentração de flavonoides foi 

observada para o extrato obtido por Soxhlet (44,02 EQ/g de amostra), seguido do extrato 

obtido por SFE (14,26 EQ/g de amostra), a menor concentração foi apresentada na amostra de 

flores (1,03±0,19 EQ/g de amostra). 

Normalmente, os valores de FT são inferiores aos de CPT, pois os flavonoides são uma 

classe especifica destes compostos. Conforme ao observado na Tabela 1, os valores de FT das 

diferentes amostras de C. sicyodes, encontrados neste estudo, são inferiores ao obtidos para 

CFT, e os valores estão dentro dos padrões. 

O resultado de FT do extrato obtido por Soxhlet, apresentou teor superior ao reportado 

por Texeira e Guimarães (2013) onde a partir de extratos etanólicos de C. sicyoides 

encontraram um valor de 10,59 mg EQ/g de extrato. Em relação ao resultado de FT do extrato 

obtido por SFE, este apresentou valor similar ao obtido por Salazar et al. (2018), em extratos 

de folhas e caule de C. sicyoides a 40 °C/ 300 bar, utilizando CO2 + EtOH (13,44 mg EQ/g de 

extrato). No entanto, valores inferiores foram reportados por Costa et al. (2015) em extratos 

de folhas de copaíba (Copaifera langsdorffii) a 40 °C/ 250 bar utilizando CO2 (8,32 mg EQ/g 

de extrato). Bezerra et al. (2020) em extratos de folhas de maravuvuia (Croton matourensis) 

obtidos a 50 °C/ 400 bar, utilizando CO2 (4,09 mg EQ/g de extrato). 
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Segundo Salazar et al. (2021) a planta possui diversos fitoconstituintes, no qual os 

flavonoides foram identificados no extrato supercrítico e etanólico desta espécie. As 

atividades biológicas atribuídas à C. sicyoides, como as atividades anti-inflamatória, 

antirreumáticas, antiepilépticas, anti-hipertensivas, antibacterianas, antigripal, antitérmica, 

antioxidante, antialérgica e antidiabéticas, são associadas, principalmente, à presença desta 

classe de compostos na planta. Assim, a análise do FT é uma estimativa do teor de todos os 

subgrupos dessa classe de compostos, e podem fornecer uma estimativa da capacidade 

antioxidante. 

 

3.4 Avaliação da Capacidade Antioxidante 

3.4.1 Método DPPH 

Os resultados obtidos na análise da atividade antioxidante pelo método DPPH 

(Tabela1), permitiram verificar que os valores de EC50 apresentaram diferenças significativas 

entre si (p≤0,05). No entanto, as amostras de folhas e caule após a SFE (162,83 g de amostra/ 

g de DPPH) e de frutos verdes (164,42 g de amostra/ g de DPPH), não diferiram 

estatisticamente, ou seja, apresentaram médias estatisticamente iguais (p>0,05), da mesma 

maneira que, como as amostras de folhas e caule antes da SFE (175,79 g de amostra/ g de 

DPPH) e os frutos maduros (177,78 g de amostra/ g de DPPH). Estes valores de EC50 foram 

os menores valores observado. Além disso, o extrato SFE (453,25 g de amostra/ g de DPPH) 

e o extrato Soxhlet (389,70 g de amostra/ g de DPPH) também apresentaram capacidade 

antioxidante, sendo suas médias estatisticamente diferentes das demais (p≤0,05). O potencial 

antioxidante é inversamente proporcional ao valor do EC50, ou seja, quanto menor o valor de 

EC50 apresentado pela amostra, menor quantidade é necessária para reduzir em 50 % a 

concentração inicial do radical DPPH• e dessa forma, maior sua atividade antioxidante. 

Comparando os resultados da atividade antioxidante dos extratos com outros estudos, 

Texeira e Guimarães (2013) a partir de extratos etanólicos de C. sicyoides encontraram um 

valor de EC50 (248,32 g de extrato/g de DPPH) inferior aos reportados. Resultados 

semelhantes os obtidos para os extratos já foram relatados por Salazar et al. (2018) que 

encontraram valores de EC50 no extrato obtido por Soxhlet de 325,67 g de extrato/g de DPPH 

e o extrato obtido com SFE de 460,81g de extrato/g de DPPH. 

De acordo como os resultados, verificou-se que dentre as amostras de C. sicyoides, os 

frutos verdes e a amostra de folhas e caule após a SFE apresentaram maior atividade 

antioxidantes. A tecnologia supercrítica já foi aplicada na obtenção do óleo de bacaba-de-
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leque (Oenocarpus distichus Mart.) (CUNHA et al., 2019) e do óleo de açaí (Euterpe 

oleracea Mart.) (SILVA et al., 2019) para avaliar os compostos antioxidantes presentes na 

polpa antes e depois da extração. Os resultados dos estudos demostraram que houve melhor 

identificação destes compostos na polpa após a extração. Neste contexto, o aproveitamento de 

folhas e caule C. sicyoides após a SFE traria benefícios para a obtenção de novos extratos ou 

insumo, bem como os frutos e os extratos da planta, visto que possuem potencial antioxidante. 

De acordo com a Associação Brasileira da Indústria de Insumos Farmacêuticos 

(ABIQUIFI), o principal insumo farmacêutico comprado no exterior pelo Brasil é a insulina, 

utilizada no tratamento de diabetes. Nesse tipo de doença crônica, o controle glicêmico é 

muitas vezes o mais recomendado, assim como o uso de drogas antidiabéticas e terapia com 

insulina (LIM et al., 2021). Por conseguinte, a C. sicyoides é uma planta medicinal utilizada 

popularmente no Brasil para o tratamento de diabetes. Apontando então para o potencial 

benéfico do extrato supercrítico da planta como um possível medicamento alternativo no 

tratamento de diabetes. 

 

3.4.2 Método FRAP 

Em relação à análise da atividade antioxidante pelo método FRAP, os resultados 

obtidos apresentaram diferenças significativas entre si (p≤0,05), com exceção da amostra de 

frutos verdes (208,80 μM sulfato ferroso/g de amostra) e do extrato obtido por SFE (211,59 

μM sulfato ferroso/g de amostra) que não apresentaram diferença entre si (p>0,05), a mesma 

tendência foi observada na amostra de flores (199,14 μM sulfato ferroso/g de amostra), de 

folhas e caules antes da SFE (201,48 μM sulfato ferroso/g de amostra). A atividade 

antioxidante medida pelo método FRAP foi observada nas amostras analisadas.  

Em geral, a capacidade antioxidante das plantas está relacionada à quantidade de 

compostos fenólicos. Sendo assim, os resultados da atividade antioxidante das amostras 

apresentados na Tabela 1 estão relacionados aos resultados de CFT, pois os extratos obtidos 

por SFE e Soxhlet com maior teor de CFT (64,23 e 141,04 mg EAG/g de extrato) foram 

aqueles com maior atividade antioxidante (211,59 e 241,26 μM sulfato ferroso/g de amostra). 

Assim como a amostra de frutos verdes com maior teor de CFT (17,89 e mg EAG/g de 

extrato) foi aquela com maior atividade antioxidante (164,42 g de extrato/ g de DPPH e 

208,80 μM sulfato ferroso/g de amostra). 

Os valores observados com este método foram similares aos relatados em outros 

estudos, Silva et al. (2018) encontraram em extratos de folhas de Myrcia sylvatic que a 
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capacidade antioxidante pelo método FRAP apresentou valor de 193,47 ± 2,63 de µM de 

sulfato ferroso/g de amostra. Chipiti et al. (2015) em extrato etanólico de Cissus cornifolia, 

afirmaram que os extratos apresentaram poder redutor (Fe3+ - Fe2+) e capacidade de sequestro 

de radicais DPPH.  

 

4 CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho, pretendeu estudar os antioxidantes presentes em cada parte da C. 

sicyoides (frutos, flores, folhas e caules). Diante de tais resultados foi possível concluir que as 

folhas e os caules antes e após a SFE, são ricos em antioxidantes, o que justifica o alto teor de 

FT, bem como a maior atividade antioxidante pelos métodos testados (DPPH e FRAP). 

Também, o emprego dos frutos verdes, poderia ser uma boa opção para obtenção de 

antioxidantes a partir da planta. Por fim, no processo de SFE foi possível obter um extrato 

com alto teor de compostos fenólicos e com potencial antioxidante, que pode ser utilizado 

para novas aplicações biológicas como na determinação de sua atividade antidiabética. 
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Tabela 1. Valores médios de compostos fenólicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e 

atividade antioxidante, referentes à planta em estudo. 

Amostra CFT (mg 

EAG/g de 

amostra)  

FT (mg EQ/g 

de amostra)  

DPPH (EC50 

g de amostra/ 

g de DPPH) 

FRAP (μM 

sulfato ferroso 

/g de amostra 

Flores 9,30±0,05f 1,03±0,19f 171,79±0,40d 199,14±0,23d 

Frutos verdes 17,89±0,05c 3,22±0,02d 164,42±0,42f 208,80±0,30b 

Frutos maduros 15,88±0,14d 3,01±0,66d 177,78±0,43c 205,74±0,74c 

Folhas e caules 10,52±0,08f 6,59±0,08c 175,79±0,79c 201,48±0,48d 

Folhas e caules após SFE 9,67±0,08f 7,36±0,03c 162,83±0,40f 205,48±0,74c 

Extrato SFE 64,23±0,25b 14,26±0,01b 453,25±1,25a 211,59±0,59b 

Extrato Soxhlet 141,04±0,47a 44,02±0,01a 389,70±0,30b 241,26±0,26a 

Dados representam a média ± desvio-padrão (base seca). Médias seguidas da mesma letra na coluna 

não diferem estatisticamente entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey. 
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Tabela 2. Análise de variância (ANOVA) para a determinação de compostos fenólicos totais 

(CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante, referentes à planta em estudo. 

 GL SQ QM F P 

Análise de CFT 

Tratamento 6 29158,04 4859,67 43133,00 0,00* 

Resíduo 7 0,79 0,11   

Total 13 29158,83    

Análise de FT 

Tratamento 6 2713,30 452,22 3304,53 0,00* 

Resíduo 7 0,96 0,14   

Total 13 2714,26    

Método DPPH 

Tratamento 6 184329,70 30721,60 36303,20 0,00* 

Resíduo 7 5,90 0,80   

Total 13 184335,60    

Método FRAP 

Tratamento 6 2412,20 402,00 770 0,00* 

Resíduo 7 3,70 0,50   

Total 13 2415,80    

GL= Graus de liberdade; SQ= Soma de quadrados; QM=Quadrado médios; F= estadística de Fischer; 

(*)= p ≤ 0,05. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

Conforme mostrado no capítulo I, o extrato supercrítico de C. sicyoides, tem potencial 

efeito neuroprotetor e anti-inflamatório; esses efeitos podem estar associados à presença de 

CFT. De acordo com o que foi apresentado no Capítulo II, os antioxidantes são suscetíveis à 

degradação, e dentre os métodos de extração estudados, destaca-se o método de SFE como 

uma tecnologia que atendem aos princípios fundamentais em relação à obtenção de 

compostos. Entre aos métodos de quantificação da atividade antioxidante in vitro, o método 

DPPH é um dos mais utilizados por sua simplicidade e seu sistema de reação. 

De acordo com o estudo apresentado no capítulo III, na análise dos extratos de C. 

sicyoides por HPLC, os dados espectrais UV/Visível revelaram a presença de flavonoides 

glicosilados. Por se tratar de um estudo para obtenção de extrato para aplicação biológica, a 

utilização do extrato etanólico não é considerada adequada, pois apresentou efeito citotóxico, 

ao contrário do extrato supercrítico que não apresentou tal efeito e pode ser utilizado. O 

ensaio in vivo demonstrou uma redução na concentração celular na área circundante à lesão, 

sugerindo um efeito anti-inflamatório do extrato supercrítico. 

No estudo dos antioxidantes em cada parte da C. sicyoides, apresentado no Capítulo 

IV, pode-se concluir que as folhas e os caules antes e após a SFE, são ricos em antioxidantes, 

o que justifica o maior teor de FT, bem como a maior atividade antioxidante pelos métodos 

testados. No processo de SFE foi possível obter um extrato com alto teor de CFT, com 

potencial atividade antioxidante. 

Por fim, a tese mostrou que o extrato supercrítico das folhas e caules de C. sicyoides 

L. apresentou boa concentração de CFT, com alta atividade antioxidante, e com potenciais 

atividades anti-inflamatórias, representando um excelente insumo para ser aplicado na 

indústria farmacêutica, na produção de medicamentos para o tratamento de doenças do 

sistema nervoso. Também, sugere-se a realização de novos estudos para que possam 

determinar outros potenciais biológicos, como o potencial antidiabético, e assim, contribuir 

para a literatura e oferecer baseamentos para os novos estudos sobre a C. sicyoides. 
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ANEXO B – Autorização para o Uso do Artigo Correspondente ao Capítulo III 
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ANEXO C - Laudo de Identificação Botânica 

 

 

 

 

 

 

 

 


