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RESUMO

O extresse oxidativo produzido no organismo relaciona-se com o aparecimento ou desenvolvimento
de uma série de patologias. Os compostos fenolicos, presentes nos vegetais, sdo capazes de
neutralizar as estruturas radicalares diminuindo o risco do surgimento de doencas associadas a eles.
O presente trabalho objetivou-se avaliar as Atividades Antioxidantes e Antiinflamatoria de plantas
do Semiarido Pernambucano. Foram obtidos extratos com diferentes polaridades (Aquoso,
Metanolico e Acetato de Etila) das cascas de Commiphora leptophloeos, Myracrodruon urundeuva
e Anadenanthera colubrina. Todos os extratos foram avaliados quanto a atividade antioxidante in
vitro pelos ensaios Fosfomolibdénio, DPPH-2,2-difenil-1-picril-hidrazila, Peréxido de Hidrogénio,
Sequestro do Oxido Nitrico e Superoxido e apresentaram expressiva atividade antioxidante. Das
trés espécies o extrato Metandlico destacou-se apresentando melhores atividades antioxidantes.
Também foi avaliado o teor de fendis totais dos extratos. Os extratos metandlicos apresentaram
melhores resultados e 0s aquosos pequenas quantidades de fenois. Houve a avaliacdo qualitativa
desses compostos nas espécies de Commiphora leptophloeos e Myracrodruon urundeuva através do
HPLC encontrando-se Acido Galico, Acido Protocatecuico e Acido Clorogénico para C.
leptophloeos e Acido Galico, Acido Catecuico, Acido Protocatecuico Acido Fumarico e Acido
Clorogénico M. urundeuva; Na quantificacdo proteica dos extratos aquosos, Myracrodruon
urundeuva apresentou uma maior quantidade de proteinas, seguida de Commiphora leptophloeos e
Anadenanthera colubrina. Na avaliacdo da atividade hemolitica dos extratos, apenas o extrato
acetato de etila de C. leptophloeos apresentou toxicicidade. Para a atividade anti-inflamatoria in
vitro foi realizada a dosagem do Interferon-gama (IFN-y) nas concentragds de 1, 10 e 100 pg/ml dos
extratos de C. leptophloeos onde os extratos metandlicos, acetato de etila e aquoso inibiram a
producdo IFN-y em seguida houve a avaliagao da viabilidade celular através pelo método brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MTT) nas concentragdes de 100 e 200 pg/ml,
neste ensaio, apenas o extrato metandlico mostrou-se viavel. Os resultados demonstram que todos
0s extratos possuem atividade antioxidante in vitro.Quanto a atividade anti-inflamatéria, os
resultados preliminares demonstram que Commiphora leptophloeos possui potencial acdo anti-
inflamatoria.

Palavras-chaves: Antioxidante, Caatinga, Produtos naturais, compostos fenélicos



Abstract

The oxidative stress produced by the organism is related to the appearance and development of a
series of pathologies. The phenolic compounds, present in plants, are capable of neutralizing the
radical structures lessening the risk of a disease associated to them appear. The present essay had
the objective to evaluate the antioxidant activity and anti-inflammatory of plants from the semiarid
Pernambucano. Were obtained extracts with different polarities (Aqueous, Methanolic and Ethyl
Acetate) from the shells of Commiphora leptophloeos, Myracrodruon urundeuva e Anadenanthera
colubrine. All the extracts were evaluated as antioxidant activity in vitro with essays of radical
scavenger of phosphomolybdenum, DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), Hydrogen Peroxide,
Nitric Oxide and Superoxide. They presented expressive antioxidant activity, among them the
Methanolic Extract stood out in the analyzed species. Was also evaluated the total phenols of them.
The Methanolic Extracts showed better results and the Aqueous had a low amount of phenols.
Through liquid chromatography with high efficiency (HPLC), the phenols were evaluated
qualitatively, observing the presence of Gallic Acid, Protocatechuic Acid, Fumaric Acid and
Chlorogenic Acid in the M. urundeuva; In the protein quantification of aqueous extracts,
Myracrodruon urundeuva showed a larger amount of proteins, followed by Commiphora
leptophloeos and Anadenanthera colubrine. In the evaluation of hemolytic activity, only the ethyl
acetate extract obtained from C. leptophloeos showed toxicity. For the anti-inflammatory activity in
vitro was perfomed the dosage of Interferon-gama (IFN- y) in concentrations of 1, 10 and 100
pag/ml from the extracts of C. leptophloeos where the methanolic, ethyl acetate and aqueous extracts
inhibited the production of IFN-y. Soon after was evaluated the cell viability through the method of
bromide [3-(4,5- dimethylthiazol -2-il)-2,5- diphenyltetrazolium] (MTT) in concentrations of 100
and 200 pg/ml. In this essay, only the methanolic extract promoted the cell viability. The results
shows that all the extracts have antioxidant activity in vitro. As for the anti-inflammatory activity,
the preliminary results demonstrate that the Commiphora leptophloeos has anti-inflammatory
potential.

Keywords: antioxidant, Caatinga biome, natural products, phenolic content.
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1. INTRODUCAO

A magnitude da biodiversidade do Brasil ndo é conhecida com precisdo tal a sua
complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de plantas,
sendo o pais com maior riqueza vegetal . Dentre 0s principais tipos de vegetacdo do semi-arido,
nenhum é mais caracteristico do que a caatinga. Ocupando uma &rea de aproximadamente 955.000
km?.

Apesar de a Caatinga ser o Unico Bioma exclusivamente brasileiro, é certamente um dos
mais alterados pelas atividades humanas atraves dos séculos. Segundo o Ministério do Meio
Ambiente € um ecossistema extremamente heterogéneo e inclui pelo menos uma centena de
diferentes tipos de paisagens Unicas.

Naturalmente, as plantas ndo tém caracteristicas uniformes e os fatores ambientais sdo
determinantes para definir essas caracteristicas, e dentre esses fatores, o clima é considerado
preponderante. Historicamente a regido Nordeste sempre foi afetada por grandes secas ou grandes
cheia. Uma das estratégias de sobrevivéncia dos vegetais em ambientes adversos é o aumento na
sintese de produtos do metabolismo secundario os quais atuam nos mecanismos de defesa dos
vegetais além de estarem envolvidos nos efeitos benéficos das plantas medicinais.

Apesar de pouco conhecida botanicamente a flora da Caatinga é bastante utilizada pelas
populacdes locais para os mais variados fins e existe um vasto conhecimento dessa flora que tem
contribuido para os cuidados basicos com a salde dessas populagdes, visto que grande parte das
cidades do semi-arido nordestino ndo tem acesso aos avangos tecnoldgicos da medicina.

A variedade e complexidade dos metabdlitos vegetais e sua composi¢do quimica, culminam
em moléculas de estruturas complexas e com grande diversidade de esqueletos e grupos quimicos
funcionais. Dentre esses metabolitos destacam-se os compostos fenolicos, bastante presentes no
nosso dia a dia, embora nem sempre nos demos conta disso. Muito do sabor, odor e coloracéo de
diversos vegetais que apreciamos sao gerados por compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos ndo sdo apenas atrativos para nds, mas também para outros animais,
0s quais sdo atraidos para polinizacdo ou dispersdo de sementes. Além disso, esse grupo de
compostos € importante para proteger as plantas contra os raios UV, insetos e micro-organismos
como fungos e bactérias. Ha inclusive certas espécies vegetais que desenvolveram compostos
fendlicos para inibir o crescimento de outras plantas competidoras (acao alelopatica).

Além de sua importancia na protecdo das plantas contra fatores ambientais e bidticos adversos,

esses compostos agem como aceptores de radicais livres, interrompendo a reacdo em cadeia
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provocada por estes, além de atuarem também nos processos oxidativos catalizados por metais,
tanto in vitro, como in vivo

Dessa forma, as plantas da caatinga possuem caracteristicas singulares, sendo excelentes
alvos para a busca de novas substancias ativas. Diante da velocidade do fenbmeno de devastacéo
deste bioma, h4 o risco de que muitas das propriedades medicinais dessas plantas ndo sejam
reconhecidas, o que torna mais urgente intensificar os investimentos nessa area.

Nesse contexto, esse trabalho objetivou-se avaliar a atividade antioxidante e antiinflamatoria
de extratos brutos de Commiphora leptophloeos (Burseraceae), Myracrodruon urundeuva
(Anacardiaceae) e Anadenanthera colubrina (Mimosaceae), espécies do semiérido Pernambucano.
Bem como a dosagem de compostos fendlicos totais e Quantificacdo de proteinas dos extratos

aquosos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais da Caatinga

Quando se trata de regiGes semidaridas, frequentemente encontramos na literatura a ideia de um
contexto centrado numa visdo imaginaria do que na realidade que ela apresenta. Ao longo dos anos
foi construida uma cultura de que é necessario o desprendimento de muito sacrificio dos que
pretendem viver no semiarido. Assim, fala-se em sobrevivéncia em vez de viver condignamente
nesta regido (Andrade et al., 2010). Essa visdo, superficial, é devido aos longos periodos de seca,
bem como as caracteristicas intrinsecas que sua flora apresenta, a qual, no periodo de estiagem,
possui uma aparéncia sem vida, e que, somado aos altos indices térmicos, retrata um ambiente

adverso (Figura 1a e b).

Figura 1: Regido do semi-arido nos periodos seco(a) e chuvoso(b)

Foto: Edilberto R. Silveira

Entretanto, estudos realizados sobre a caatinga revelam que, esse bioma apresenta uma imensa
importancia biol6gica, com um consideravel potencial econdmico e espécies de excelente uso como
forragens, frutiferas e medicinais (Albuquerque, 2001). Distribuida em uma area de
aproximadamente, 900.000 km?, abrange parte dos estados do Piauf, Ceara, Rio Grande do Norte,
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Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais, chegando a ocupar 54% da regido
Nordeste e 11% das terras brasileiras (Andrade et al., 2005) (Figura 2).

Nessa regido as plantas sdo amplamente utilizadas na medicina popular pelas comunidades
locais.

A diversidade de espécies medicinais encontradas nos biomas brasileiros constitui uma das
mais importantes fontes de principio ativo do planeta (Bieski, 2005). Recentemente, plantas
medicinais tém sido foco de intenso estudo em termos de conservacao e quanto ao fato dos seus
usos tradicionais estarem associados aos seus reais efeitos farmacologicos, ou meramente as crencas
populares (Locher et al., 1995). No Brasil, a utilizacdo de plantas para o tratamento de doencas
apresenta, basicamente, influéncias da cultura indigena, africana e européia (Martins et al., 2000).

E cada vez mais crescente o nimero de pessoas que se evadem dos tratamentos
convencionais e buscam nas plantas uma forma alternativa de cura de suas patologias. Em
comunidades rurais do semiarido, existe o predominio do uso de plantas medicinais, haja vista ao
habito tradicional das pessoas buscarem a cura de suas enfermidades aproveitando o0s recursos
existentes em seu ambiente. Isso se da em virtude da pouca disponibilidade de recursos financeiros
para deslocamento até a cidade mais préxima, pagamento de consultas médicas e a compra de
medicamentos em farmacias convencionais (Guerra et al., 2010), bem como, devido a ineficacia do
sistema de saude publica.

Mais de 80% da populacédo nos paises em desenvolvimento dependem das plantas para suas
necessidades médicas (Farnsworth, 1988 e Balick et al., 1994). TradicGes de coleta, tratamento e
aplicacdo de medicamentos a base de plantas tém sido transmitidas de geracdo a geracdo. Em todo
0 mundo, as plantas sdo utilizadas tradicionalmente para o tratamento de muitas doencas,
principalmente doencas infecciosas, como diarréia, febre e resfriados (Mitscher et al., 1987).
Devido a esta forte dependéncia das plantas como medicamentos, € importante estudar sua
seguranga e eficacia (Farnsworth, 1994).

Especificamente a respeito da Caatinga, 0 crescente interesse no uso das suas espécies
vegetais medicinais evidencia sua potencialidade como ecossistema fornecedor de propriedades
farmaco-ativas. Muitos vegetais la estabelecidos podem desenvolver caracteres morfoldgicos em
resposta as pressdes exercidas pelos diferentes fatores, como o aumento do acimulo de compostos
fenolicos em seus tecidos (Bussotti et al., 1997) e em células especializadas, como os tricomas
(Alaimo, 2005).

Acerca do potencial bioldgico desses vegetais, a atividade antioxidante ganhou um interesse
maior nestes Ultimos anos por causa do papel que desempenham na prevencdo de doencas crénicas

— como doencas cardiacas, cancer, diabetes, hipertensdo, acidente vascular cerebral e doenca de
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Alzheimer — através do combate o estresse oxidativo (Liu, 2003; Riboli & Norat, 2003; Cole et al.,
2005). A substancia ativa presente em uma planta medicinal exerce um melhor efeito sobre o
organismo humano, quando comparada com a mesma substancia obtida atraves de sintese quimica
(Barraca, 1999).

Desse modo, algumas vantagens justificam a utilizacdo dos fitoterdpicos: o efeito sinérgico,
ou seja, as plantas apresentam varios compostos com efeitos similares; a associagdo de mecanismos
por compostos agindo em alvos moleculares diferentes; menores riscos de efeitos colaterais, uma
vez que 0s compostos ativos se apresentam em concentragdes reduzidas nas plantas; e, menores
custos de pesquisa (Yunis et al., 2001).

No entanto, uso ndo planejado dos recursos oferecidos pelo Bioma Caatinga tem
proporcionado a fragmentacdo da sua cobertura vegetal (Oliveira et al., 2009). Ocasionando um
acentuado processo de degradacdo, provocada principalmente pelo desmatamento, ocupagdo de
areas com atividades agricolas e de pecuéria e uso inadequado dos recursos naturais (Drumond et
al., 2000).

Apesar do mercado promissor, elevado potencial fitoterapico das espécies da caatinga e das
plantas serem utilizadas pela comunidade como medicamento eficaz e inofensivo, a determinacéo
da real potencialidade fitoterapica e eventual toxicidez dessas espécies deve ser efetuada por meio
de investigacgdes fitoquimicas e farmacoldgicas especificas. Frank-De-Carvalho e Graciano-Ribeiro,

2005, demonstrando a necessidade de mais investigacoes e pesquisas nessa linha.

2.2 Radicais Livres e Atividade antioxidante

Radicais livres sdos moléculas organicas e inorganicas que contem um ou mais elétrons
desemparelhados  (Halliwell, 1994), também conhecidas por Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs). A configuracdo quimica destas moléculas as torna altamente instaveis, com meia-vida
curta e quimicamente muito reativas.

A geracdo desses radicais constitui uma acdo continua e fisiolégica, cumprindo funcGes
bioldgicas essenciais. Sao formados em reagdes de Oxido-redugdo, provocando ou resultando essas
reacOes. Podem ceder o elétron solitario e serem oxidados; ou podem receber outro elétron e serem
reduzidos (Pompella, 1997).

As EROs podem ser geradas por fontes endogenas (reducéo de flavinas e tiois; resultado da
atividade de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca de
metais de transicdo no interior da célula e de sistemas de transporte de elétrons) ou exdgenas

(tabaco, poluicéo do ar, solventes organicos, anestesicos, pesticidas e radiagdes) (Soares, 2002).
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Elas sdo produzidas para ajudar na manutencdo da homeostase celular ou regulacdo de
reacOes de reducdo e oxidacdo (redox) em tecidos saudaveis (Devasagayam et al., 2004). Estes
radicais, em baixas concentracdes, podem atuar de maneira benéfica em defesa contra agentes
infecciosos, formacdo de ATP através de ADP na mitocondria, regulacdo do crescimento celular e
producdo de oxigenases (lipooxigenase e ciclooxigenase) para formagdo de prostaglandinas e
leucotrienos.

No entanto, producdo descontrolada de radicais e EROs ou a deficiéncia de mecanismos de
defesa devido a desnutricdo podem ser prejudiciais e, consequentemente, induzir a oxidacdo de
lipidios de membrana, proteinas, enzimas, carboidratos e DNA, prejudicando o equilibrio e gerando
0 estresse oxidativo ou danos oxidativos (Valko et al., 2007; Pietta, 2000; Langseth, 2000;
Halliwell, 1994). O dano causado a esses componentes celulares se acumula, com o passar dos
anos, e contribui para a degeneracdo de células somaticas e inducdo de doencas cronico-
degenerativas como cancer, aterosclerose, doengas inflamatdrias, Parkinson, Alzheimer e catarata
(Scalbert et al., 2005; Langseth, 2000) (Figura 2) . Por isso, em sistemas biol6gicos existe um

equilibrio entre os fatores que promovem a oxidacdo e os mecanismos antioxidantes de defesa.

Figura 2: Espectro de doencas humanas que podem ser desencadeadas pelo excesso de espécies reativas de oxigénio.
(Adaptada de HALLIWEL, 1987 e HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).
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Os Antioxidantes sdo moléculas capazes de estabilizar ou desativar radicais livres antes do
“ataque” celular. Podendo ser classificados em: antioxidantes primarios, aqueles que interrompem
a cadeia de reacGes envolvidas na oxidacéo lipidica através da doacao de elétrons ou hidrogénio aos
radicais livres convertendo-os em produtos mais estaveis termodinamicamente, e antioxidantes
secundérios, aqueles compostos que reduzem ou retardam a taxa de iniciacdo da oxidagdo por
decompor hidroperdxidos (Shahidi e Naczk, 2004). A presenca destas moléculas ndo estd
relacionada diretamente com o dano, mas a sua formacao indica que a oxidagéo ja ocorreu e que sua
decomposicdo por metais pode dar origem a especies reativas.

Os seres humanos desenvolveram mecanismos antioxidante de defesa contra os radicais
livres, como as enzimas glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e a superoxido dismutase
(SOD), que metabolizam superdxidos, peréxido de hidrogénio e serdxido de lipidios, prevenindo, a
formacdo de ‘OH. Entretanto, sob a exposi¢do ao alcool, medicamentos, traumas, infeccdes, toxinas,
radiacdo, dietas pobres em antioxidantes (como o acido ascorbico, vitamina E, e carotenoides) ou
atividade fisica ardua, a defesa antioxidante endégena ndo é suficiente para neutralizar o estresse
oxidativo, necessitando da protecdo de antioxidantes provenientes da dieta-exdgenos (Kaliora,
Dedoussis e Schmidt, 2006), como os inibidores de enzimas oxidativas (ciclooxigenase), alguns
cofatores enzimaticos, sequestrantes de ERO/ERN e os quelantes de metais de transicdo (Huang et
al., 2005; Pietta, 2000; Langseth, 2000).

Sendo assim, a terapia antioxidante € uma importante ferramenta no tratamento de desordens
mediadas por radicais livres (Briante et al., 2002). Entretanto, antioxidantes sintéticos tém
apresentados elevados efeitos adversos, limitando seu uso em muitos paises. Tendo em vista 0s
indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos,
pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de encontrar antioxidantes provenientes de fontes
naturais, que possam atuar sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como alternativa para
prevenir a deterioragdo oxidativa de alimentos e limitar o uso dos antioxidantes sintéticos (Duran e
Padilla, 1993).

Nesse contexto, 0s vegetais constituem uma importante fonte de produtos naturais ativos que
diferem em estruturas e propriedades bioldgicas. A determinacdo da atividade antioxidante de
produtos naturais teve inicio com Chipault et al. (1952) em especiarias, como o alecrim e a salvia
ingredientes utilizados em alimentos desde os primordios da historia.

NOs ultimos anos, a ingestdo de vegetais, frutas ou chas como fonte de antioxidantes
naturais tem resultado na prevencdo de cancer e doencas cardiovasculares (Johnson, 2001; Virgili et

al., 2008) e no baixo risco de mortalidade por essas doencas (LIM et al., 2002) como também o
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diabetes (Mccunne e Johns, 2002), hipertensédo (Ajith e Janardhanan, 2002) e aterosclerose (Braca
et al., 2002).

Diversos autores (Deepa et al, 2009; constataram que espécies vegetais sdo ricas em
compostos antioxidantes, incluindo espécies de Commiphora, Myracrodoum e Anathnantera.

Todavia, a quantidade destas substancias em vegetais é amplamente influenciada por
diversos fatores: genéticos, condi¢cdes ambientais, grau de maturacdo e variedade da planta, entre
outros. O substrato utilizado no ensaio, o0 solvente e técnica de extracdo utilizada, também, sdo
fatores que influenciam a capacidade antioxidante (Moure et al, 2001; Naczk e Shahidi, 2004).

No que se referem aos solventes, frequentemente sdo usadas solugdes aquosas de etanol,
metanol e acetona, entre outras, em diferentes concentracdes, cuja eficacia depende da polaridade
dos polifendis presentes na amostra, bem como, do grau de polimerizacao e da sua intera¢cdo com 0s
outros constituintes (Naczk e Shahidi, 2004). Alem disso, recomenda-se a combinacgdo de pelo
menos dois ciclos de extracdo, de modo a garantir a eficacia do processo, permitindo extrair
compostos com diferentes estruturas quimicas (Perez-Jimenez et al., 2008).

A diversidade quimica existente entre os compostos antioxidantes, em especial entre 0s
compostos fenolicos, impde a necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por diversos
ensaios, com mecanismo de acdo diferente. Neste sentido, varios ensaios tém sido desenvolvidos, os
quais diferem tanto em relacdo ao mecanismo de reacdo, como no que se referem as espécies-alvo,
as condicdes em que ocorre a reacao e na forma de expressar os resultados.

Dentre 0os metodos que determina a habilidade dos antioxidantes em sequestrar radicais,
destacam-se: Determinacdo de fendlicos totais, Método de Complexacdo do Fosfomolibdénio,
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), Peroxido de Hidrogénio, Oxido nitrico, radical Superéxido
entre outros.

A quantificacdo de compostos fendlicos € realizada por meio de uma variedade de técnicas,
todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu esta entre as mais extensivamente utilizadas
(Valko et al,. 2005; Naczk, 2004, Bonoli et al., 2004; Hou et al, 2003, Roginsky, Lissi, 2005). O
reagente consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e
o tungsténio encontram-se no estado de oxidacio 6%, em presenca de redutores, COmo 0S COMpOStos
fenolicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado
de oxidacdo dos metais estd entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo
das substancias redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fendlica (Naczk, 2004,
Atoui et al, 2006). Atualmente, este € um dos métodos preconizados para avaliar a capacidade
antioxidante através do poder redutor de extratos de amostras vegetais (Prior et al., 2005). Como ele

ndo é especifico para compostos fenolicos, existe a possibilidade de ser reduzido por outros
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compostos, como o acido ascérbico levando, portanto, a uma superestimacao dos resultados (Huang
et al., 2005; Genovese et al., 2003).

O método de complexacédo do fosfomolibdénio, descrito por Prieto (1999), fundamenta-se na
reducdo do molibdénio (V1) a molibdénio (V) ocorrida em presenca de determinadas substancias
com capacidade antioxidante, com formacdo de um complexo verde entre fosfato/molibdénio (V),
em pH &cido, o qual é determinado espectrofotometricamente a 695 nm.

Um dos métodos mais utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos é a
avaliacdo da atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH. Este
método baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante
(Duarte-Almeida et al., 2006).

O DPPH ¢ reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela com
consequente desaparecimento da absorcdo. Ele é um radical livre estavel que, na presenca de um
antioxidante doador de hidrogénio, pode ser reduzido em meio alcodlico, formando difenil
picrilhidrazina (Koleva et al., 2002). Esta redugdo pode ser verificada mediante espectrofotometria
a 516 nm, pela diminuicdo da absorbancia, com simultanea mudanca de coloracédo violeta escura
original, para amarela clara (Koleva et al., 2002). Ou seja, quanto mais DPPH for reduzido, menor a
coloracdo violacea, consequentemente maior a atividade antioxidante da solugdo testada. O tempo
de reacdo varia entre 10 a 30 minutos.

Diversas técnicas tém sido aplicadas para diferentes tipos de amostras e embora o peréxido
de hidrogénio ndo seja considerado um radical livre, esta envolvido de forma direta ou indireta em
diversas patologias. A avaliacdo da capacidade de uma substancia sequestrar o perdxido de
hidrogénio, em termos quimicos, € importante, pois 0 H,O, mesmo sendo fracamente reativo,
exerce papel importante no estresse oxidativo por ser capaz de transpor as membranas celulares
facilmente e gerar o radical hidroxil (*OH) (Aruoma et al, 1989)

Outro método de avaliacdo da atividade antioxidante é o sequestro de radical superoxido.
Sabe-se que a produc¢do do anion superdxido (O2+—), é essencial para a defesa de organismos vivos
e atua na transferéncia de sinais entre células vivas. No método utilizado para avaliar a capacidade
sequestradora, o radical O2+— produzido reduz nitroblue tetrazolium (NBT) a formazan em pH 7,4 ¢
temperatura ambiente, e a geracdo do formazan é acompanhada por espectrofotometria pela
mudanca da coloracdo amarelo palido do NBT para uma coloragdo purpura do formazan em 560
nm. As moléculas que atuam como antioxidantes reagem com O2e— inibindo a produgdo do
formazan (Da Silva et al,1991).

Quanto ao oOxido nitrico € um importante mediador quimico, permeavel a membranas e

capaz de reagir rapidamente com varios compostos, principalmente espécies contendo elétrons
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desemparelhados, como os metais e o oxigénio molecular (Mayer; Hemmens, 1997; Nussler;
Billiar, 1993; Bruckdorfer, 2005). Quando em excesso, o0s radicais formados pela reacdo do 6xido
nitrico com o0 oxigénio, podem causar danos oxidativos, sendo associado a varias doencas
(Forstermann, 2010). Nessa atividade, o 6xido nitrico é gerada a partir de nitroprussiato de sodio e
medido pela reacdo Greiss. O Nitroprussiato de sodio em solucdo aquosa em pH fisiologico
espontaneamente gera Oxido nitrico (Marcocci et al., 1994), que interage com 0 oxigénio para
produzir ions nitrico, que pode ser estimada por meio reagente Greiss. Scavengers de oxido nitrico
competir com o0 oxigénio que conduz a uma reducdo na producédo de 6xido nitrico.

As metodologias para a determinagdo da capacidade antioxidante sdo numerosas e podem
estar sujeitas a interferéncias, por isso, preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja que
nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a capacidade antioxidante ira refletir
exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra (Huang et al., 2005; Prior et al.,
2005).

E necessario enfatizar que os ensaios realizados in vitro sdo limitados, porém importantes
para verificar se ha ou nao correlacdo entre antioxidantes potentes e os niveis de estresse oxidativos
(Huang et al., 2005).

2.3 Compostos Fendlicos como antioxidantes
Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na Natureza, mais de 8000
compostos fenolicos ja foram detectados em plantas. Esse grande e complexo grupo faz parte dos
constituintes de uma variedade de vegetais, frutas e produtos industrializados. Podem ser
pigmentos, que ddo a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo secundério,
normalmente derivado de reacBes de defesa das plantas contra agressdes do ambiente. Esses
compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou
elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacao
de varios ingredientes do alimento, particularmente de lipidios (brand-williams; cuvelier; berset,
1995). ELES SAO DERIVADOS DAS VIAS DO ACIDO CHIQUIMICO E a via do &cido
meval6nico,a qual é menos significativa. Podem ser definidos como substancias que possuem um
anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas constituem um amplo e complexo grupo de
fitoquimicos (Lee et al., 2005; Martinez-Valverde, Periago e Ros, 2000). Os trés maiores grupos de
fendlicos da dieta sdo os flavondides, os acidos fenolicos e os polifendis (taninos) (Shahidi e Naczk,
2004).
As evidencias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante dos vegetais se

deve, principalmente, a seus compostos fenolicos. A estrutura molecular dos polifendis e, mais
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especificamente, a posicdo e o grau de hidroxilagdo do anel aromatico tem influencia direta sobre a
atividade antioxidante destes compostos, bem como sobre o seu mecanismo de acdo (Shahidi;
Janitha; Wanasundara, 1992; Ou et al. 2002). A hidroxila existente na posicdo orto com 0 grupo
metoxila, doador de elétrons, aumenta a estabilidade do radical fenoxil e a eficiéncia antioxidante
do composto (Cuvelier; Richard; Berset, 1992).

Os &cidos fenolicos estdo divididos em dois grupos. No primeiro encontram-se os derivados
dos é&cidos hidroxibenzoicos, estes compostos apresentam grupo carboxilico ligado ao anel
aromatico. Destacam-se o0s acidos protocatecuico, vanilico, siringico, gentisico, salicilico e galico
como os mais comuns. No segundo grupo encontram- se 0s derivados dos acidos hidroxicinamico,
Os é&cidos p-cumarico, cafeico, feltrico e sinaptico sdo os derivados dos &cidos hidroxicindmico
mais comumente encontrados no reino vegetal. A ciclizacdo da cadeia lateral do acido p-cumarico
da origem a um terceiro grupo de fendlicos denominados cumarinas (Soares, 2002).

Estudos realizados com os compostos fenolicos demonstram suas capacidades antioxidantes,
assim como seu possivel efeito na prevencdo de diversas enfermidades cardiovasculares,
cancerigenas e neuroldgicas (Harborne; Williams, 2000; Sanchez-Moreno, 2002). De maneira geral,
a acdo benéfica dos compostos fenolicos na satde humana vem sendo relacionada com a sua
atividade antiinflamatéria e com a atividade que impede, ndo s6 a aglomeracdo das plaquetas
sanguineas, mas também a a¢do de radicais livres no organismo. Uma vez que protegem moléculas

como o DNA, podem vir a abortar alguns processos carcinogénicos.

2.4 Potencial anti-inflamatdrio de plantas medicinais

As plantas medicinais sdo frequentemente utilizadas com o intuito de substituir ou auxiliar
as terapias convencionais no tratamento de varias doencas. Entre outros fatores, a preferéncia na
utilizacdo das plantas medicinais decorre da facilidade de obtencédo e do baixo custo de producao.
Porém, sabe-se que as plantas medicinais apresentam ampla diversidade de metabdlitos secundarios
com diferentes atividades bioldgicas (Simdes, 2003). Existem numerosos agentes, obtidos de fontes
naturais, de grande diversidade quimica, que envolvem diferentes tipos de principios ativos. Entre
eles se encontram triterpenos, esteroides, lactonas, sesquiterpénicas, flavonoides, cumarinas e
alcaloides que tem demonstrado atividade anti-inflamatoria em varios modelos de inflamacéo,
atuando sobre distintos mediadores deste processo (Wagner, 1989; Recio et al., 1995; Lyss et al.,
1997; Pelzer et al., 1998). Isto constituiria uma fonte de descobrimento de novos agentes que
poderiam exercer sua atividade anti-inflamatoria por mecanismos distintos a dos farmacos AINES

ja existentes na terapéutica
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Com relacdo a resposta inflamatoria, esta estd associada a uma serie de doengas, como
sepse, aterosclerose, alergias, autoimunidade, cancer (Abou-Raya, 2006), dentre outras. A
inflamacgdo ¢é a resposta “potencialmente” protetora dos tecidos vascularizados, contra um irritante
que atua no sentido de bloquear, diluir ou destruir o agente agressor, 0 que se traduz por migracao
celular intensificada através das vénulas e extravasamento de moléculas séricas, anticorpos,
complemento e proteinas pelos capilares. Estes eventos sdo controlados pelo aumento do
suprimento sanguineo, pela vasodilatacdo e pelo aumento da permeabilidade capilar (Carvalho,
2002).

Ainda ndo se conhece uma terapia efetiva para o controle do processo inflamatorio, devido a
peculiaridade dos mediadores do Sistema Imune e subtipos celulares envolvidos em cada doenca
inflamatdria (Henson, 2005). Portanto, hd uma clara e evidente necessidade de se buscar novos
compostos com propriedades medicinais, principalmente aqueles derivados de plantas, visando ao
alcance de novos alvos terapéuticos. Estes novos compostos devem apresentar relevante atividade
antiinflamatdria e menos efeitos colaterais quando comparados com os corticoides, amplamente
utilizados no controle das doencas inflamatorias. Como fonte destes compostos, as plantas
medicinais tém sido amplamente utilizadas para obtencdo de compostos para serem exploradas
terapeuticamente. Extratos e 6leos de varias espécies mostraram-se eficientes no controle de fungos
relacionados a infeccbes da pele, com acdo sobre bactérias patogénicas bucais e sobre uma
variedade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Duarte, 2005).

Diante deste cenéario, torna-se de grande importancia o investimento em coleta,
identificacdo e caracterizacdo de novas moléculas derivadas de plantas como potenciais farmacos a

serem empregados na terapia de inUmeras doencas inflamatérias e/ou infecciosas.

2.5 Anadenanthera colubrina (Leguminosae - Mimosoideae)

A familia Leguminosae é a terceira maior familia das Angiospermas com aproximadamente
650 géneros e cerca de 18.000 espécies. Possui uma grande diversidade morfoldgica e taxonémica e

ampla distribuicdo entre os ecossistemas mundiais (Morim, 2002).

Segundo a APG Il (2003), essa familia possui trés subfamilias (Mimosaceae, Fabaceae e
Caesalpiniaceae). A subfamilia Mimosaceae possui cerca de 78 géneros e 3.270 taxons especificos

(Lewis et al. 2005). Sendo uma subfamilia abundante no Nordeste brasileiro (Tucker, 2003).

Tém sido descrito em espécies de Mimosaceae diversos metabolitos secundarios como:

flavonoides ( flavonois, flavonois glicosados, flavonas, isoflavonas, chalconas ) (Harbone,
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1971), antraquinonas, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, glicosideos cianogénicos (Wink,
2003).

O género Anadenanthera apresenta duas espécies: Anadenanthera peregrina e Anadenanthera
colubrina com distribuicdo desde as Antilhas, Norte da América do Sul, Peru, Bolivia, Argentina,
Brasil e Paraguai (Lewis et al. 2005).

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (Leguminosae — Mimosideae), conhecida
popularmente por angico-branco ou angico-liso, apresenta o habito arboreo com 15 a 23 m de

altura, sendo uma espécie decidua, heliofita e pioneira (Figura 3-4)

Figura 3A, B: Arvore de Anadenanthera colubrina

Segundo Morim (2002) possui ampla distribuicdo ocorrendo frequentemente em Restinga,
Floresta Estacional, Campo Rupestre, Cerrado e Caatinga nos estados: Mato Grosso, Maranhéo,
Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana; além do Brasil

é citada a ocorréncia também na Guiana, Peru, Bolivia, Paraguai e Argentina.

Quanto a utilizacdo de A. colubrina no cotidiano humano, destaca-se 0 uso da casca para 0
tingimento de redes de pesca (Oliveira, 2001), utilizacdo como remédio no combate a diarréias,
disminorréias e Ulceras, além de ser utilizada como anti-inflamatorio (Lima, 1989). A extracdo de
compostos tanicos sdo usados na produgdo de farmacos (Monteiro, 2005). Suas folhas sdo ditas
como tdxicas para o gado, mas se fenadas ou secas, constituem uma boa forragem (Lima, 1989).
Sua madeira densa, compacta, de grande durabilidade sob condicBes naturais, é préprio para a
construcgdo civil e naval, para a producdo de vigas e assoalhos, na confeccdo de dormentes, moveis

(Lima, 1989), na marcenaria, carpintaria, para lenha e carvdo como também para pavimentacao
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(Lewis et al. 2005). Do tronco pode ser extraida uma resina avermelhada que é indicada no

tratamento de varias afec¢cfes do sistema respiratorio, como tosse e bronquite.

Da Silva et al. (2011) estudando extrato hidroalcoolico de frutos desta espécie constatou alta

dosagem de compostos fendlicos bem como, grande potencial antioxidante.

2.6. Commiphora leptophloeos (Burseraceae)

A familia Burseraceae é composta por arvores e arbustos com distribuicdo geografica em
regides tropicais e sub-tropicais (Watson E Dallwitz, 1992). A casca das arvores desta familia é
conhecida principalmente pela produgdo de resinas perfumadas de valor econdmico, medicinal e
cultural (Langenheim, 2003), como também pela produgdo de 6leos essenciais.

Essa familia consiste em cerca de 700 espécies de 18 géneros, dos quais Commiphora é um
deles. Tradicionalmente espécies desse género sdo utilizadas como agente anti-séptico, anti-
inflamatoria, antimicrobiano, tratamento da dor de garganta, aftas e gengivite, estimulante e agente
hipolipidémico (Urizar et al, 2002; Ulbright et al, 2005), tratamento de feridas e CUlceras,
especialmente infeccdes da boca e garganta, gomas (Vanwyk e Wink, 2004).

Estudo de diversos autores sobre a fitoquimica de espécies de Commiphora identificou a
presenca de triterpenos (Dekebo et al, 2002a;. Dekebo et al, 2002b;. MANGURO et al, 2003),
furanosesquiterpenos (Manguro et al., 1996), ligninas (Provan E Waterman, 1985;. Dekebo et al,
2002c), flavanonas (FATOPE et al, 2003), sesquiterpenos (Andersonn et al., 1997) e esterdides
(Bajaj E Dev, 1982). Ressaltando assim, o grande potencial biotecnologico deste género como
fonte de novos compostos bioativos.

De acordo com o sistema de classificagdo baseado no The Angiosperm Phylogeny Group
(APG) Il (2003), Commiphora leptophloeos pertence a Divisdo das Angiospermas, Clado
Eurosideas Il, Ordem Sapindales com primeira publicacdo em Kew Bull. 34 (3): 582 (1980) e
classificacdo atual Comminphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett. Gillett (1980) mostrou a
necessidade de se reavaliar as diferencgas entre Bursera e Commiphora; assinalando a presenca do
altimo género na América do Sul e transferiu Bursera leptophloeos Mart., uma espécie brasileira

distribuida principalmente no nordeste, para Commiphora.

Conhecida popularmente como imburana, imburana-de-camb&o e umburana (Braga, 1996),
Comminphora leptophloeos € uma arvore de pequeno porte, de comportamento deciduo. Sua casca
mede até 0,63 cm de espessura, a casca externa ou ritidoma € lisa, lustrosa, desprendendo-se em

laminas delgadas, revolutas, muito irregulares e caracteristicas( Figuras 4 a,b,c).

Figura 4,A,B,C: Comminphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett.
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Fonte: http://www.cnip.org.br/bdpn/ficha.php?cookieBD=cnip7 &taxon=1182

Conforme a idade da casca, a cor varia do verde, quando jovem, a laranja-avermelhada
quando envelhecida, e plumbea nos momentos de maior rigor das secas ou em arvores tendentes a

morrer.

Suas folhas sdo forrageiras, tanto verdes como secas. O pdlen e néctar sdo aproveitados pelas
abelhas e, nos troncos ocos, abriga abelhas nativas selvagens, os frutos sdo comestiveis quando bem
maduros, com uma polpa agridoce; a casca e a semente dessa espécie sdo usadas na forma de
garrafadas e de xaropes no tratamento de doencas do estdmago, enjoo e tosse (Agra, et al 2007). O
infuso, o decocto e o xarope da casca do caule sdo usados como tdnico e cicatrizante no tratamento
de feridas, gastrite e Ulcera, bronquites e inflamagdes do trato urinario. Das sementes se extrai um
6leo medicinal. Em Alagoas e em Sergipe, os indios das tribos kariri-shokd e shok6 usam a casca e
a madeira como incenso para combater diabete, diarreia ou hipertermia (Carvalho, 2008).

2.7 Myracrodoum urundeuva (Anacardiaceae)

Myracrodruon urundeuva Fr. All (aroeira-do-sertdo) é uma espécie pertencente a familia
Anacardiaceae, que apresenta larga distribuicdo geogréfica, podendo ser encontrada no México,
Argentina, Bolivia e Paraguai.

No Brasil, essa espécie ocorre principalmente na Regido Nordeste, podendo atingir entre 5 e
20 m de altura na Caatinga, no Cerrado e em zonas de transi¢cdo Cerrado,Floresta Estacional e até
35 m nas Florestas Pluviais (Aweb, 2004). A madeira apresenta grande resisténcia mecénica sendo
praticamente imputrescivel, e largamente utilizada na construcao civil como vigas, ripas, caibros e
tacos para assoalho (Lorenzi, 1998).

Além disso, sdo atribuidas atividades medicinais a essa espécie, no tratamento de
hemorragias, infecgdes respiratorias, urinarias e distarbios no sistema digestorio (Matos, 1999).
Alguns estudos (Rodrigues, 1999;Albuquerque et al.,, 2004) tém comprovado efeitos
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antiinflamatdrios, antiulcerogénico, anti-histaminico, antibradicinina e analgésico. Assim, a planta
pode ser utilizada no tratamento de varias afec¢des, principalmente ginecologicas e ferimentos
cutaneos.

Quanto aos taninos, Lorenzi & Matos (2002) indicam a presenca dos tipos catéquico e
pirogalicos, encontrados na periderme do caule de Myracrodruon urundeuva Allemao, substancias
ativas que justificam o emprego desse vegetal como recurso medicinal.  Além dos taninos
encontrados na periderme do caule de Myracrodruon urundeuva, indicam a presenca de chalconas
diméricas e outros flavonoides, todos biologicamente ativos. A andlise fitoquimica do caule e da
folha de individuos jovens e adultos de Myracrodruon urundeuva permitiu constatar-se que as
partes analisadas possuem compostos semelhantes quanto a presenca de flavondides, mono e
sesquiterpenos, triterpenos e esterdides, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas, além
de acucares. Derivados cindmicos estiveram presentes apenas no caule. (Silva et al, 2008)

A parte utilizada na preparacao dos remédios foi a casca, o0 que vem sendo confirmado pela
literatura (Almeida & Albuquerque 2002; Albuquerque et al. 2007; Oliveira et al. 2007). Como essa
espécie estd no dominio da caatinga, a qual sofre variagdes climaticas e um efeito muito forte da
sazonalidade, € natural que as pessoas utilizem a casca, pois ela encontra-se disponivel o ano todo,
enquanto as folhas s6 aparecem na época de chuvas.

Entretanto o uso medicinal, mesmo ndo sendo madeireiro, tem trazido consequéncias e
ameacas a populacdo de M.urundeuva no Nordeste, levando a extin¢do local em algumas regides,
devido a uma grande quantidade de cascas retiradas para atender a demanda do mercado de
fitoterapicos, tantos nos mercados informais e feiras livres, como em mercados industrializados e
farméacias de manipulacdo (Albuquerque et al. 2007). Algumas pesquisas tém registrado grandes
quantidades de casca dessa espécie nos mercados publicos, mas especificamente, na parte destinada
ao comércio de plantas e animais medicinais (Almeida & Albuquerque 2002; Albuguerque et al.
2007).
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral:

e Investigar os componentes quimicos do extrato das folhas de Alternanthera brasiliana e seu

potencial bioativo: Atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro.

3.2 Especificos:

e Preparar os extratos das folhas da Alternanthera brasiliana;

e Caracterizar as substancias quimicas encontradas nos extratos das folhas de A. brasiliana;
e Auvaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso das folhas de A. brasiliana;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de A. brasiliana;

e Auvaliar a toxicidade letal do extrato aquoso das folhas de Alternanthera brasiliana.
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Antimicrobial, antioxidant effects of Myracrodruon urundeuva bark and its capacity to

enhance the erythromycin activity against Staphylococcus aureus activity

Abstract

Context: Myracrodruon urundeuva, a typical Caatinga plant, is widely used in traditional medicine
as anti-inflammatory and antimicrobial agent.

Objective: This work evaluated some biological activities of Myracrodruon urundeuva (Alleméo)
Engl. bark methanolic extract (MuBME) and identify its major phenolic compounds.

Material: The antimicrobial effects were performed by disc diffusion, microdilution and
checkerboard methods. The phosphomolybdenum assay and inhibition of H,O, and 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical were used as antioxidant test. The cytotoxicity was checked using
human erythrocytes and Vero Cells. The phenolic and flavonoid content were also determined.
Furthermore the major phenolic compounds were determined by Ultra Fast Liquid Cromatografic
analysis.

Results: The extract showed antimicrobial effect (MIC: 0.39 mg/mL to 3.13 mg/mL) and enhanced
the erythromycin activity against S. aureus (Fractional Inhibitory Concentration index < 0.5). A
high antioxidant activity was found (81.34 £ 0.2% of ascorbic acid activity in phosphomolybdenum
assay, inhibition of H,O, (ICso of 37.68) and DPPH (3.30 pg/mL). The phenolic and flavonoid
content were 37 = 0.47 mg/g Gallic Acid Equivalents (GAE) and 43.88 = 6.55 Quercetin
Equivalents (QE)/mg, respectively. The extract showed a low with ICs of 1.94 (human
erythrocytes) and 1.57 (Vero cells) mg/mL, much higher than the concentrations required for the
biological responses tested. Gallic acid, protocatechuic acid, chlorogenic acid, catechuic acid and
fumaric acid were detected and they are possible active compounds.

Discussion and conclusions: Our results showed that M. urundeuva bark is a source of

antimicrobial and antioxidant with application in pharmaceutical, food and cosmetics industries.
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1Introduction

Caatinga plants have been demonstrated as rich sources of bioactive compounds for treatment of
diseases caused by bacteria, fungi and/or induced by oxidative stress (Da Silva et al., 2011, Trentin
etal., 2011; Almeida et al., 2012).

Myracrodruon urundeuva is a typical Caatinga plant characterized as bee- and wind-pollinated,
dioecious species, which has a small flower size (Gaino et al., 2010). Monteiro et al. (2006) listed
this plant as a valuable agent in combating various ailments including skin and subcutaneous
lesions, coughing, neoplasia, inflammations in diverse systems (urogenital, respiratory, digestive,
circulatory), etc., and they verified that the bark is the most commonly used part of the plant by
studied communities, which correlated with the greatest amount of phenolic compounds found in
the plant’s tissues. In this paper we present the antimicrobial and antioxidant activities of extract of
M. urundeuva bark collected from Vale do Catimbau, Pernambuco, Brazil, a preservation area of
the Caatinga biome. In addition, we also checked the effectiveness of this extract alone and
combined with erythromycin against recently isolated S. aureus strains, its cytotoxicity and major

phenolic compounds.

2Material and Methods

2.1 Plant material and extraction

M. urundeuva bark was collect in Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brazil) and
submitted in the Herbarium of Instituto de Pesquisa Agronémica de Pernambuco (voucher
specimen: 84.059). The dried bark (20 g) was submitted to methanolic extraction (200 mL) by
agitation 180 rotations per minute (rpm). After 24 hours, the extract was filtered (Whatman N°.1)
and concentrated at 45° C under vacuum in a rotary evaporator. The powder was kept at -20°C for

future use.

2.2 Microorganism storage
The microorganisms used in this work were provided by Collection of The Departamento de
Antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) and they are listed in Table 1.

2.3 Determination of antimicrobial activities
2.3.1 Disc diffusion method
This assay was performed by Bauer method (Bauer et al., 1966) using sterile paper discs containing

2000 pg of extracts. Antibiotics and DMSO were used as the negative control.
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2.3.2  Minimum inhibitory concentration (MIC)

MIC determination was done following CLSI microdilution method (CLSI, 2011). The growth was
detected using a resazurin solution (0.01%): any color changes from purple to pink were recorded as
microorganism growth. The lowest concentration at which no color change occurred was taken as
the MIC.

2.3.3 Evaluation of combinatory effects of extract and Erythromycin:

The checkerboard method was used to test the combinatory effect of MuBME and erythromycin
against S. aureus strains. Here, extract of M. urundeuva (100 mg/mL) and erythromycin (1 mg/mL)
mixed at 1:1 ratio (final volume: 20 pL) were used. This combination was serially diluted as in MIC
determination. The interaction was assessed algebraically by determining Fractional Inhibitory

Concentration indices (XFIC) according to the following equation:

FIC index (XFIC) = MIC E/D +MIC D/E
MIC E MIC D

Where:

MIC E and MIC D: is the MIC of extract and erythromycin respectively
MIC E/D: is the MIC of extract in combination with erythromycin;
MIC D/E: is the MIC of erythromycin in combination with extract;

Data interpretation: (Vuuren & Viljoen, 2011)
YFIC < 0.5, effect is synergistic (syn);

0.5 <XFIC < 1 effect is additive (add);

1 <ZFIC <4 effect is noninteractive (non);

YFIC > 4 effect is antagonist (ant).

2.4 Antioxidant assays

2.4.1 Phosphomolybdenum assay

The phosphomolybdenum assay was performed and calculated as described in Da Silva et al.
(2011).

2.4.2 DPPH radical scavenging activity
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This assay was executed using the stable radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; Sigma-
Aldrich) (Blios, 1958). The DPPH radical scavenging was calculated using the following formula:
% scavenged [DPPH] = (Ac.— As)/ A; x 100

A.: control absorbance; Ag: sample absorbance.

2.4.3 Hydrogen peroxide radical scavenging assay
The Hydrogen peroxide radical scavenging assay was performed and calculated as described in Da
Silva et al. (2011).

2.5 Evaluation of Cytotoxic effects

2.5.1 InVitro Hemolytic Assay

Blood (5-10 ml) was obtained from healthy volunteers by venipuncture, after written informed
consent was obtained. Human erythrocytes were isolated by centrifugation (1500 rpm, 10 min at
4°C). The erythrocytes were washed three times with phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4).
Each tube received 1.1 mL of erythrocyte suspension (1%) and 0.4 mL of various extract
concentrations (0.05 — 0.5 mg/mL). The controls were only solvent (negative) and Quillaja saponin
(0.0025%, positive). After 60-min incubation cells were centrifuged and the absorbance of
supernatant was recorded at 540 nm. The hemolytic activity was expressed by the following
formula: Hemolytic activity (%) = (As- Ab) x 100/(Ac-Ab)

Ay: solvent absorbance, As: sample absorbance; Ac saponin absorbance.

2.5.2 Cell viability by MTT assay

In this assay was used cell of a monkey kidney fibroblast line (Vero). Cell viability was then
estimated via an 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. The
cells (1.0 X 10° cells/mL) treated with the extract at difference concentrations (4.0- 0.25 mg/mL)
and incubated for 24 h at 37° C. MTT stock solution (10 pL; 5 mg/mL) was then applied and after 4
h the supernatants were aspirated, the formazan crystals in were dissolved in 100 pL of
dimethylsulfoxide (DMSO), and the absorbance was measured at 540 nm. The optical density of the

formazan generated in the control cells was considered to represent 100% viability.

2.6 Phytochemical analysis

2.6.1 Determination of total phenol content
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The total phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method described in Da Silva et
al. (2011). The amount of total phenol was expressed as mg/g Gallic Acid Equivalents (GAE) using
the calibration curve of gallic acid (y = 1.6221x + 0.0084, r2 = 0.9934).

2.6.2 Determination of total flavonoid content
The total content of flavonoids was measured using a method proposed by Kumaran and
Karunkaran (2007). The amount of flavonoids in the extract was expressed as quercertin equivalents
(QE)/mg plant extract, and calculated by the following formula:

Total flavonoid content = (As x mc)/(Ac X ms)
As: sample absorbance; A.: quercetin absorbance; mgs: mass of plant extract; m¢: mass of quercetin

solution.

2.6.3 Qualitative determination of Phenolic composition by UFLC

The qualitative analysis of phenolic content were performed by using a Prominence Ultra Fast
Liquid Chromatographic system (UFLC Shimadzu inc. Japan) which comprised of a binary pump
(model LC-20AD), diode array detector (model SPD 20A), auto-sampler (model SIL-20A HT),
oven (model CTO-20A), controller (model CBM-20A), degasser (model DGU-29A3). The LC
Solution Software version 1.2 was used to control the auto-sampler, detector, data acquisition and
run settings. An octadecil silane (Cyg) reverse-phase column (Shimadzu inc., Japan, XR, ODS 50 x
3.0, 2.2 um particle size) was employed for all chromatographic analysis.

Aliquots of powdered extracts (0.5 g) were diluted in metanol/water solution (20%, v/v) and
sonicated (ultra-sonic bath) for 30 minutes. Afterwards, extracts were filtered and liquid fraction
were directed loaded onto solid phase extraction (SPE) cartridges (Strata C18-E cartridge
Phenomenex™ Torrance — California, USA ) in order to separate and concentrate target groups as
phenolic acids and flavonoids. Cartridges were eluted with 2 mL of 1% trichloracetic (HCI)
followed by 2 mL of acetone, and 10 mL of methanol. Eluted fractions were concentrated under
vacuum at 40 °C until dryness, and re-suspended in methanol.

Chromatographic runs were performed according to the settings: isocratic elution mode; flow rate
of 0.6mL min™*; oven temperature of 40 °C; dihydrogen-potassium phosphate (KH,PO,) 5 mmol, as
solution A, and acetonitrile/water (12% v/v) as solution B. Prior to injection, samples (200 pL)
were filtered with PTFE syringe 0.22 pm filters (Phenomenex, UK).

Phenolics compounds were identified by comparison of their retention times and their UV spectra
obtained with the diode array detector - DAD (SPD-M20A), ranging from 210 to 310 nm. Gallic,

vanillic, protocatechuic, chlorogenic, coumaric and ferulic acids, quecertin and rutin were used as
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standard compounds (all purchased from Sigma-Aldrich), and the calibration graphs were
constructed by plotting each chromatographic peak area from each standard, against their
corresponding concentration. Concentrations ranged from 0.01 to 2 mg mL™. The resulting linear

regressions equation for each standard curve was used to quantify the compounds.

2.7 Statistical analysis

Each experiment was performed in triplicate and results are expressed as the mean + SD (standard
deviation). Statistical analysis was performed using the Student’s t-test. Differences were
considered significant at p < 0.05. 1Csp (the concentration needed for 50% inhibition) and HCs, (the
concentration needed for 50% of hemolysis) were estimated graphically by linear or nonlinear

regression analysis.

3Results

3.1 Antimicrobial activity

MuBME showed inhibitory effects on the growth of all microorganisms tested. The inhibition
diameter zone (IDZ) ranged between 12 and 26 mm, and MIC ranged between 0.39 and 3.13
mg/mL (Table 1).

UFPEDA Mcroorganizm MnBME
Inhibition (mm) DMIC (mg/mL)

02 Staphy lococc us aureus 214058 0.39
86 B iflus subtifis 154058 0.73
100 Micrococcus luteus 262058 0.39
138 Enterococcus faecalis 14=1 .32 0.78
224 Escherichia coli 13+1.15 1.56
396 Ele bsiella preumoniae 12+1.15 3.13
1007 Candida albicans 13+1.32 1.56
2003 Aspergillus niger 12+0.50 0.78

Table 1: Antimicrobial activity of MuBME against selected pathogens.

In order to study the combinatory effect of MuBME and erythromycin, we performed a
Checkerboard assay against ten clinical isolates of S. aureus. We observed that the extract showed a
synergistic effect against 60% of tested strains and an addictive effect against the others (Table 2).
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Strain Source E};Hﬂit Eﬁg Dyrug Extract

5 MICE MICD FICT
597 Dcular secrefion 3125 100 1250 125 041
733 Bore frapment ORSA 15625 100 3125 031 020
676 Prosthesissecrefion 78125 1563 3125 031 060
730 ORSA 15625 100 1250 125 081
709 Purulent exudate (ORSA) 15625 0301 1953 002 006
597 Chest drain secrstion 300625 0301 1953 002 010
672 Blood (ORS4) 15625 1563 135625 013 018
677 Wound secration 13623 1363 623 0635 080
712 Wound transplant 13623 0391 1933 002 006
§70 Wound 78125 100 625 063 081

Legend: MIC E= MIC of Extract in combination with Erythromyein; MIC D =MIC of
Ersthromyein in combination with Extract

Table 2: Effects of MuBME and Erythromycin combination against S. aureus strains

3.2 Antioxidant assays

The MuBME showed a total antioxidant capacity of 81.34 + 0.2% in relation to ascorbic acid
activity. MuBME showed a strong hydrogen peroxide scavenging ability with an 1Csq of 37.68
pg/mL (Gallic acid: 8.08 pg/mL).

Additionally, this extract showed a high capacity to convert DPPH radicals to their more stable
molecular counterparts 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazines. The 1Cso was 3.30 pug/mL.

3.3 Evaluation of Cytotoxic effects
The extract showed a HCsq of 1944.58 pg/mL (Table 3). In MTT assay, the extract showed an ICs
(the concentration needed for 50% of cell death) of 1570 pg/mL.

Actity Rezlt
Total phenol content 37047 mg GAE
Total Flavonoid content  43.88 £6.55 mg QE/mg

%, TAC 91.3402%
B0, I 37.68 pe/ml
DPPH ICy, 3.30 pg/mL

HC 194458 yg/ml

Table 3: Phenolic and Flavonoid contents, antioxidant and hemolytic activity of MuBME

3.4 Phytochemical analysis
MuBME showed a high phenolic content equivalent to 37 + 0.47 mg/g GAE and a flavonoid
content of 43.88 + 6.55 mg QE/mg per g of dry bark. The UFLC analysis detected the presence of
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bioactive compounds: gallic acid, protocatechuic acid, chlorogenic acid, catechuic acid, fumaric
acid (Figure 1).
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Figure 1: UFLC Analysis of Myracrodruon urundeuva bark. A- Gallic acid; B- Catechuic acid; C-

Protocatechuic acid; D- Fumaric acid ; E- Chlorogenic acid,

4 Discussion

Our paper highlighted the in vitro antimicrobial and antioxidant activity of M. urundeuva barks.
This plant has a broad-spectrum activity which may be explained by the presence of a wide
spectrum of bactericidal substances, or by the action of toxins produced by the plant (Kostova and
Dinchev, 2005). Given the high anti-S. aureus activity of MuBME, its effectiveness was also
checked in combination of erythromycin. S. aureus, an ubigquitous Gram-positive bacteria, is one of
the main causes of diseases in humans in a wide spectrum way, acting in both hospital- and
community-acquired infections (Novick and Geisinger, 2008). Since the worldwide emergence and
spread of resistant S. aureus strains, research on new sources of anti-S. aureus compounds has
become very important. MuBME demonstrated a high ability to enhance the erythromycin activity
(synergistic and addictive effects). Interactions of plant extract with antibiotics is an important
parameter in the investigation of plant extract action mechanism due the potential of enhance
therapy efficacy (Rios and Recio, 2005; Vuuren & Vijoen, 2011). Erythromycin is a bacteriostatic
protein synthesis inhibitor most effective in vitro against aerobic Gram-positive cocci and bacilli
bacteria (Adikwu et al., 2010).

Additionally, MuBME showed a high antioxidant activity in phosphomolybdenum, hydrogen

peroxide and DPPH radical scavenging assays. Free radicals, when in excess, can cause oxidative
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damage of macromolecules of (deoxyribonucleic acid - DNA, proteins, lipids), which is implicated
in various diseases, such as cancer, atherosclerosis, diabetes, gastric ulcers, ageing, cardiovascular
diseases, and other conditions (Valko et al.,, 2007). For this reason, interest has increased
considerably in finding natural antioxidants for use in foods or medicinal materials to replace
synthetic antioxidants, which are being restricted due to their side effects such as carcinogenicity
(Botterweck et al., 2000).

Some benefits of medicinal plants have been attributed to the presence of phenolic compounds,
which may exert their effects as a result of their antioxidant properties (Kaur et al., 2008). In our
work we detected by UFLC analysis gallic acid, protocatechuic acid, chlorogenic acid, catechuic
acid, fumaric acid in MuBME. Earlier authors have been demonstrated a lot of pharmacologic
application for these phenolic acids as antioxidant and antimicrobial (Yilmaz and Toledo, 2004; Lin
etal., 2009; He et al., 2011, Lou et al., 2011).

5Conclusions

Our work showed that M. urundeuva barks is a great source of antimicrobial and antioxidant agents.
We also demonstrated a high capacity to enhance erythromycin-induced death against S. aureus. In
addition, this extract did not show cytotoxicity. A bioassay-guided fractionation procedure for the
identification and structural elucidation of biologically active molecules present in this extract is

target of additional research of our group.
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ANEXOS

RESULTADOS COMPLEMENTARES
1. Dosagem Fenolica

Os resultados obtidos na determinagdo dos fendis totais pelo método Folin— Ciocalteu,
expressos como equivalentes de acido galico (EAG) por g de extrato bruto e por g de material
vegetal seco, sdo apresentados na Tabela 1. Todos 0s extratos avaliados apresentaram baixos teores

de compostos fendlicos, quando comparados a dados de outras espécies descritos na literatura.

Conteudo Fenolico

Extrato ng /g GAPF
Anadenanthera colubrina
Aquoso 0.62+0.16
Metanolico 12,934+ 0,92
Acetato de Etila 5,15+3.85

Myracrodruon urundeuva
Aquoso 0,054+ 0,02
Acetato de Etila 508+ 0.27

Tabela 1: Fenois Totais de Anadenanthera colubrina e Myracrodoun urundeuva

2. Atividade Antioxidante
2.1 Método Fosfomolibdénio

Este método mede a capacidade antioxidante total, os resultados foram expressos na forma
de atividade antioxidante relativa AAR% (ac. ascorbico). O Extrato Metandlico de Anadenanthera
colubrina (EMAC) apresentou 68,2% =+ 2,06 , seguido dos extratos Acetato de etila (EAEAC) da
mesma espécie , acetato de etila de Myracrodoun urundeuva (EAEMU), e Aquoso de
Anadenanthera colubrina (EAAC) e Myracrodoun urundeuva. (EAMU). Todos os resultados

apresentaram atividade inferior ao Acido Ascorbico (Tabela 2).
2.2 Perdxido de Hidrogénio

O H,0; ndo é um radical livre, mas é um potente formador destes. Podendo ser formado
pela reducdo bivalente do oxigénio ou pela reacdo de duas moléculas, ocorrendo espontaneamente
ou sendo catalisada pela SOD. O OHe ¢ altamente reativo e pode reagir com moléculas capazes de

doar um elétron a compostos como enzimas, agucares, aminoacidos, acidos nucleicos ou


http://www.scielo.br/img/revistas/qn/v30n2/20t1.gif
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fosfolipidios de membrana (JAY; BERTHON, 1998). Como ndo hé& enzimas que o metabolizem,
provoca extenso perecimento tissular (POVOA; POVOAFILHO, 1995), possuindo potencial
destrutivo e mutagénico (JAY; BERTHON, 1998). Nesse ensaio os EAMU, EMAC e EAAC
apresentaram atividades inferior ao controle 3,9+1,83 pug/mL, 5,75+1,25 pg/mL, 6,0+1,83 pg/mL,
respectivamente. Seguidos pelos ECEAC 31,79 + 1,79 pg/mL e EAEMU 48,74 + 1,13 pg/mL.
Expressos na Tabela 2

2.3 Ensaio da reducao do radical livre DPPH

O radical livre DPPHe ¢ um cromoéforo extremamente estavel que apresenta um pico de
absorcdo no comprimento de onda de 515 nm em meio etandlico e sua solucdo possui uma
coloracdo violeta intensa (BLOIS, 1958;ARNAO, 2000). Nesse ensaio, a medida que o DPPH-
sofre reducdo pelos componentes presentes na solugdo teste, observa-se a mudanca de coloragéo
violeta intensa original da solucdo para amarela, cuja intensidade é proporcional a concentracdo da
substancia com potencial antioxidante presente (BLOIS, 1958). Pode-se verificar que, com excecao
do EAEAC (7,95 = 0,6 pg/mL), os demais extratos possuem capacidade antioxidante inferior ao

padrdo testado. Tabela 2

2.4 Sequestro de Oxido Nitrico

O NOe ¢ um radical livre que apresenta acdo vasodilatadora e desempenha importante
funcdo nos tecidos nervosos. Possuem funcdes de relaxamento vascular, atividade neuronal e
diminuicdo da agregacdo plaquetéria, assim como diversos efeitos deletérios como choque
endotdxico, carcinogénese e estd presente nos processos inflamatoérios. Suas fontes sdo o endotélio
vascular, os neurdnios, as plaquetas, os macréfagos, os neutrofilos, as células de Kuppfer e os
hepatdcitos (POVOA e POVOA-FILHO, 1995).

O oxigénio reage com o 6xido nitrico para gerar 0 excesso de nitrito e anions peroxinitrito,
que agem como radicais livres. Assim, verificamos o efeito dos extratos brutos inibi¢cdo sobre a
producdo de Oxido nitrico. A IC50 do EMAC apresentou uma inibicdo inferior ao controle 87,99 +
1,4 pg/mL. Enquanto os demais extratos apresentaram inibicdo de EAMU 184,1+ 0,93 pg/mL,
EAEMU 207,88+ 1,47 pg/mL, EAEAC 226,35 + 1,33 e EAAC 307,34+ 2,02 pg/mL. Estudos
utilizando inibidores de Oxido nitrico tém mostrado diminuigdes no crescimento do tumor e
sugeriram que estes inibidores pode desempenhar papel importante na terapia do cancer
(JAYAKUMAr e KANTHIMATHI, 2011). Tabela 2
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2.5 Sequestro do Radical Superoxido

No ensaio do sequestro do radical superdxido, o efeitos inibitorios de extratos testados
foram na seguinte ordem: EAEMU 23,7+ 1,4 pg/mL, EMAC 36,22 £+ 0,87 ug/mL, EAMU 36,22
+ 0,87 pg/mL, EAEAC 52,8+ 1,27 ug/mL e EAAC 68,55+ 0,92 pug/mL, revelando que os
extratos possuem baixa atividade sequestradora desses radicais quando comparado ao acido galico
(3.52 £ 0.65 pg/mL) (Tabela 2).

O radical superdxido é um oxidante relativamente fraco, mas que desempenha um papel
importante na a formacéo de radicais hidroxilas e espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL E
GUTTERIDGE, 2000). Neste estudo, radicais superoxido foram gerados por auto-oxidacdo de
hidroxilamina na presenca de NBT (azul Nitro tetrazolio). A reducdo de NBT, foi medida em
presenca de antioxidantes. Uma diminuigdo de absorbancia a 560 nm com antioxidantes indica,

portanto, 0 consumo de anion superéxido na mistura de reacdo (SHUKLA et al., 2009).

H,0, IC,, DHPP IC,, NOIC;, 0, IC,,
Extrato % TAC pg/mL pg/mL png/mL pe/mL
Anadenanthera colubrina

Aquoso 93+03 6.0+ 1.83 22,68 £4.60 307,34+ 2,02 68.55+ 0.92
Metanolico 68,2+2,06 394+ 1,83 76,55 +3,48 8799+ 14 36,22+ 0,87
Acetato de Etila 1443+ 1.2 31,79+ 1,79 7.95+0,6 226,35+ 1.33 52,8+ 1,27
Myracrodruon urundeuva 184,1+£ 0,93 38,43+ 091
Aquoso 0,054+ 0,04 5754125 89,99 + 0,06 62,56+ 0.8 12,13+£2,22

Acetato de Etila 12,34+ 0,85 48,74+ 1,13 90,02+ 0,02 207,88+ 1,47 237+ 1.4
Standard ~ ceeeoeoes 2320+122 10.83+3.12 166.4+10.2 3.52+0.65

Tabela 2: Atividades antioxidante de Anadenanthera colubrina e Myracrodoun urundeuva

3. Atividade Hemolitica

Toxicidade celular dos foi avaliada utilizando eritrocitos humanos como um sistema de
teste. Estes extratos demonstraram HC50 de EAMU 2080 + 0,126 pg/mL, EAEAC 277,9 + 0,63
pug/mL, EAAC 377,66 + 2,30 pg/mL, EMAC 639,5 + 0,7 pg/mL e EAEMU 832,98+ 0,04 pg/mL
(Gréfico 1). Ressaltando que essas concentracGes sdo muito inferiores aos valores usados nas
atividades antioxidantes, nas quais, usamos uma concetracdo maxima de 200 pg/mL. Portanto,

todos os extratos foram atoxico.
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4. Atividade Hemaglutinante (AH),Dosagem Proteica e Atividade Hemaglutinante Especifica
(AHE)

Foram realizada as AH e Dosagem de proteinas dos extratos aquosos de Anadenanthera
colubrina (EAAC), Commiphora leptophloeos (EACL) e Myracrodoun urundeuva (EAMU). As
maiores atividades especificam foram detectadas no EAMU (AHE: 442,82), sequido de EACL
(AHE: 168,68) e EAAC (AHE: 1,16). Os quais apresentaram AH de 65536, 16384 e 8§,
respectivamente e quantitativo proteico de EAMU 148,6889 pg/mL,, EACL 97,13333 pg/mL do e
EAAC 6,89 pg/mL. Tabela 3

Dosagem Proteica

Extratos AH pg/il AHE
EACL 16384 97.13333 168.68

EAA 8 6.89 L.16
EAMU 65536 148,6889 442,82

Tabela 3: Concentracdo Proteica e Atividade hemaglutinante de extratos de Anadenanthera
colubrina, Commiphora leptophloeos e Myracrodoun urundeuva

5. Atividade Anti-inflamatoria
A atividade anti-inflamatoria foi realizada apenas com os extratos de Commiphora
leptophloeos, devido ao alto teor de polifenois e melhor atividade antioxidante para os métodos

testados.

6.1 Dosagem de Interferon gama (IFN -y)

A dosagem do IFN —y foi realizada com os extratos Aquoso (EACL), Hidro alcoolico
(EHCL), Metanolico (EMCL), Acetato de Etila (EAECL) e Ciclo Hexano (ECHCL) de
Commiphora leptophloeos. Apenas os extratos (EAECL), (EACL) e (EMCL), inibiram a producao
do interferon (Gréafico 3). O interferon gama (IFN -y) é uma citocina produzida por Linfécitos T
(CD4+) e por células Natural Killer (células NK) .Um aspecto importante do IFN -y é de atuar
como imunomodulador, aumentando a acdo de neutrdfilos, mondcitos/macréfagos e células NK e

também aumentando a imunidade humoral e celular.(FORTES, 2007).
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6.2 Viabilidade Celular - MTT

Para a atividade MMT foi verificado que com apenas o extrato metanolico apresentou-se
viavel (100%) nas concentracdes testadas. O extrato Aquoso apresentou uma viabilidade celular de
20% para a concentracdo de 100 pg/mL e 4,18% para concentracdo de 200 pg/mL e o Acetato de
Etila 0%, sendo, portanto, invidveis, ou toxicos. (Figura 4)

100 4
90 4
80
70 4
60 Aquoso

50 = Metandlico

40 A M Acetatode Etila
30
20 4
10 1

200 pg/mL 100 pg/mL

Figura 4: Viabiliadade dos extratos de Commiphora leptophloeos
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