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RESUMO

No Pargque Nacional do Catimbau encontram-se as familias Fabaceae, Myrtaceae, Bignoniaceae
e Boraginaceae, das quais as comunidades locais fazem uso dos seus representantes para fins
medicinais. O objetivo deste trabalho foi investigar o perfil fitoquimico dos extratos aquosos
de espécies dessas familias e avaliar as suas atividades antioxidante, antibacteriana e citotoxica.
Os extratos foram obtidos das folhas de Auxemma oncocalyx, Caesalpinia ferrea e Tabebuia
impetiginosa, e das cascas de Bauhinia forficata, Hymenaea courbaril e Myrciaria tenella. O
perfil fitoquimico foi determinado através da dosagem de fenois e flavonoides, e por CCD e
CLAE-DAD. Para a analise da atividade antioxidante, foram realizados os ensaios in vitro de
sequestro dos radicais DPPH, ABTS e do anion superoxido, e o teste de capacidade antioxidante
total. O potencial antibacteriano foi investigado pelos testes CIM e CBM contra as espécies
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia
coli. A citotoxicidade dos extratos foi avaliada pelo método MTT em linhagens celulares
saudaveis (HaCaT) e tumorais (MCF-7 e HL-60). Além disso, a atividade hemolitica in vitro
foi avaliada. Foi verificada a presenca de fendis em todos os extratos, sendo as maiores
concentragOes destes, encontradas nos de B. forficata, M. tenella e H. courbaril. Alguns extratos
apresentaram também em sua composicao terpenos e saponinas. Os compostos majoritarios
identificados foram a rutina, nos extratos de A. oncocalyx e T. impetiginosa, e o acido elagico
nos extratos de C. ferrea e M. tenella, ambos bem descritos na literatura por suas atividades
antioxidantes. Todos os extratos estudados apresentaram atividade antioxidante, com destaque
para os de B. forficata, M. tenella e H. courbaril, estando relacionado as suas concentracGes de
fenois. O extrato de B. forficata apresentou atividade antibacteriana superior a tetraciclina, e 0s
de C. ferrea e H. courbaril também mostraram resultados expressivos, podendo estar
relacionados aos fendis e saponinas em sua composi¢do. Observou-se toxicidade moderada
contra as células tumorais promovida pelos extratos, e foi verificado também um baixo grau de
hemolise. Dessa forma, é possivel concluir que alguns dos compostos encontrados nos extratos
estudados sdo eficientes substancias antioxidantes e antibacterianas, e apresentam seguranca de uso

a nivel celular.

Palavras-chave: Extratos aquosos. Atividade antioxidante. Atividade antibacteriana. Atividade

citotoxica.



ABSTRACT

Fabaceae, Myrtaceae, Bignoniaceae and Boraginaceae families are found in the Catimbau
National Park, and local communities make use of their representatives for medicinal purposes.
The objective of this work was to investigate the phytochemical profile of aqueous extracts of
these families’ species and to evaluate its antioxidant, antibacterial and cytotoxic activity. The
extracts were obtained from Auxemma oncocalyx, Caesalpinia ferrea and Tabebuia
impetiginosa leaves, and from Bauhinia forficata, Hymenaea courbaril and Myrciaria tenella
barks. The phytochemical profile was determined by phenols and flavonoids dosage, and by
TLC and HPLC-DAD. For the analysis of antioxidant activity, DPPH, ABTS and superoxide
anion scavenging, as well as the total antioxidant capacity, assays were performed. The anti-
bacterial potential was investigated by minimum inhibitory concentration (MIC) and minimun
bactericidal concentration (MBC) tests against Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes and Escherichia coli. The extracts’ cytotoxicity was evaluated
by the MTT method in the cell lines (HaCaT, MCF-7 and HL-60). In addition, haemolytic
activity was evaluated. It was verified the presence of phenols in all extracts, the highest
concentrations were found in B. forficata, M. tenella and H. courbaril extracts. Terpenes and
saponins were also found in some extracts composition. Rutin was identified as the major
compound of A. oncocalyx and T. impetiginosa extracts, and ellagic acid of C. ferrea and M.
tenella’s, both known for their antioxidant activities. All extracts showed antioxidant activity,
with B. forficata, M. tenella and H. courbaril showing the most expressive data which is related
to their phenol’s concentration. The B. forficata extract showed an anti-bacterial activity higher
than tetracycline’s, also C. ferrea and H. courbaril extracts showed expressive results, which
may be related to phenols and saponins in their composition. All extracts showed no toxicity to
HaCaT cells, however, medium toxicity was observed against the MCF-7 and HL-60 cells. In
addition, all extracts showed a low rate of hemolysis. Thus, it is possible to conclude that some
of the compounds found in the extracts studied are efficient antioxidant and antibacterial

substances, and they are safe to use at a cellular level.

Keywords: Aqueous extracts. Antioxidant activity. Anti-bacterial activity. Cytotoxic activity.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como alternativa medicinal € uma pratica rotineira e a ciéncia tem
estudado esses componentes vegetais para corroborar os conhecimentos populares com os cientificos
(TRIBESS et al., 2015). As plantas representam uma interessante fonte para a prospec¢do de novas
drogas por possuirem uma elevada diversidade molecular, e por isso, tem grande potencial para serem
utilizadas com fins medicinais (NOVAIS, 2003; RODRIGUES et al., 2006). O conhecimento
tradicional sobre plantas medicinais e seu uso ndo se aplica apenas ao cuidado com a saude e 0
desenvolvimento de medicamentos, mas também é (til para a conservacdo da tradi¢do cultural e da
biodiversidade (RAHMAN, 2014).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece a importancia da fitoterapia na promocao
da saude e publicou diretrizes, normas e estratégias para manipulacéo e elaboracdo de medicamentos
de origem vegetal (AHMED E RAHMAN, 2016). Produtos oriundos de fontes naturais representam
oportunidade de crescimento para a industria farmacéutica, uma vez que a evidenciacdo de novos
compostos com propriedades terapéuticas possibilita o desenvolvimento de novas patentes (VILLAS
BOAS E GADELHA, 2007).

Estudos realizados com produtos naturais tém se evidenciado na esfera mundial, com destaque
para o Brasil, que possui flora diversificada e grande riqueza de compostos bioativos (VIEIRA et al.,
2010). O Brasil pode ser considerado privilegiado nesse ambito por possuir a maior diversidade
genética vegetal do mundo, e automaticamente, dispor de matéria-prima bastante diversificada, com
mais de 55.000 espécies vegetais catalogadas. Entretanto, a maior parte dessa riqueza biotecnoldgica
permanece subutilizada e com potencial desconhecido (SIMOES et al., 2002; AHMED E RAHMAN,
2016).

O Parque Nacional (PARNA) do Catimbau é uma grande area de conservacdo ambiental do
Nordeste brasileiro, que esta inserido em uma &rea prioritaria para a pesquisa cientifica e possui
notavel importancia bioldgica devido a sua elevada biodiversidade onde observam-se inimeras
espécies endémicas e raras (BRASIL, 2002; MMA, 2002). Localizado no semiarido Pernambucano,
0 PARNA do Catimbau esta inserido no dominio morfoclimatico da Caatinga, que € exclusivamente
brasileiro e compreende cerca de 60% da regido Nordeste do Brasil (GIL, 2002). Esse dominio se
caracteriza por uma flora nativa com caracteristicas especializadas para a sobrevivéncia dos vegetais
em condicOes de clima e solo secos (DRUMOND et al., 2000), e é a regido natural brasileira menos
protegida, com unidades de conservacdo em menos de 2% do seu territério, e a menos estudada
(LEAL et al., 2005).



O estresse oxidativo, caracterizado pelo excesso de radicais livres, causa danos celulares
consideraveis que estdo diretamente relacionados a etiologia de varias doencas como o cancer € 0
diabetes (BARBOSA et al., 2010), além disso, alguns estudos indicam a associacdo entre 0s
marcadores de estresse oxidativo e a obesidade (FENSTER et al., 2002; ZANELLA et al., 2017). Os
antioxidantes de origem sintética podem ser prejudiciais a salde por causa das suas propriedades
carcinogeénicas ja relatadas (ALVES et al., 2007), e isso reforca a importancia da busca por compostos
antioxidantes de fontes naturais.

As plantas medicinais também representam um alvo de estudos farmacéuticos para o
desenvolvimento de antimicrobianos, tendo em vista a crescente resisténcia a antibioticos
desenvolvida pelos microrganismos, e por esses produtos representarem alternativas com menos
efeitos colaterais e serem mais econdmicos (JUNIOR et al., 2016; GUR et al., 2006). Entretanto, a
utilizacdo de plantas para fins medicinais de maneira indiscriminada também pode trazer efeitos
maléficos, uma vez que alguns constituintes vegetais podem apresentar efeitos toxicos e/ou
carcinogénicos, o que evidencia a necessidade de estudos de seguranca do seu uso (VERRI et al.,
2017; GUIDOTI et al., 2014).

Dessa forma, levando-se em consideracdo 0s recursos biotecnolégicos encontrados no
PARNA do Catimbau, é de suma importancia a realizacdo de estudos tanto dos metabdlitos
secundarios das plantas encontradas nesse parque, como das suas atividades bioldgicas. A
investigacdo dessas atividades € uma importante etapa para a possivel utilizacdo desses compostos
pelas industrias farmacéuticas, o que pode trazer um impacto positivo do ponto de vista social,
cientifico e econémico.

Mesmo com alguns estudos ja realizados, ainda existem aspectos a serem estudados acerca
dos extratos aquosos das cascas de Bahuinia forficata, Hymenaea courbaril e Myrciaria tenella, e
das folhas de Auxemma oncocalyx, Caesalpinia ferrea e Tabebuia impetiginosa, espécies encontradas
no PARNA do Catimbau, no semiarido pernambucano. Este trabalho, portanto, prop6s investigar o
perfil fitoquimico destes extratos, bem como avaliar as suas atividades antioxidante, antimicrobiana
e citotdxica in vitro, para, dessa forma, contribuir com as pesquisas acerca de plantas do Nordeste

brasileiro na prospecgdo de novos compostos bioativos.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CAATINGA

A Caatinga é um dominio fitogeografico e morfoclimatico exclusivamente brasileiro e
abrange os estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Bahia, e o norte de Minas Gerais, ocupando uma area de aproximadamente 735.000 km?. Esta regido
possui uma baixa umidade, com uma temperatura média anual de 27,5°C, e uma precipitacdo média
anual de 250 a 500 mm (FERNANDES, 2018; TRENTIN et al., 2011; BASSO et al., 2005) (Figura
1).

Figura 1: Mapa do dominio da Caatinga, indicando a localiza¢do dos estados brasileiros e demais dominios presentes

(Cerrado, Mata Atlantica e Amazonia).
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Fonte: Hauff, S. N. (2010)

Caatinga significa “floresta branca” na lingua Tupi, possivelmente por caracterizar o aspecto
da vegetacdo na estacdo seca, e € um dominio fitogeografico e morfoclimatico com uma grande
riqueza de espécies vegetais embora grandes areas permanecam inexploradas e pouco conhecidas
(MORO et al., 2014). Na Caatinga existem em média 3.150 espécies de plantas, distribuidas em 950

géneros e 152 familias de angiospermas, sendo Fabaceae ou Leguminosae e Euphorbiaceae as mais
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heterogéneas. Aproximadamente 23% do total destas espécies sdo endémicas, inclusive algumas de
distribuicéo restrita (QUEIROZ et al., 2017).

A vegetacdo do dominio da Caatinga € constituida principalmente por espécies arboreas
baixas e arbustos ramificados e tem a deciduidade de suas plantas como principal caracteristica. E
uma vegetacdo sazonal sendo caracterizada, na estacdo seca, pela presenca de plantas sem a sua
folhagem e com aspecto seco, enguanto na estacdo chuvosa verificam-se arbustos e arvores com flores
em profusdo e folhas novas (FERNANDES, 2018). A estacdo seca dura cerca de sete meses e é
caracterizada por temperaturas mais elevadas, diferente da estacdo chuvosa, onde as temperaturas séo
mais amenas (TRENTIN et al., 2011).

As plantas desse dominio sdo peculiares em funcdo da necessidade de adaptacBes para
sobrevivéncia em condigdes ecoldgicas adversas, como as secas recorrentes e a precipitagdo irregular
observadas, e apresentam, em sua maioria, espinhos ou acutleos e folhas pequenas. Além disso,
observa-se uma sincronia na estacdo chuvosa com o desenvolvimento de folhas e flores nessa
vegetacdo, uma vez que a disponibilidade hidrica é essencial para o seu ciclo de vida. Mesmo com
minimas precipitagdes, em um curto espacgo de tempo ja € possivel observar o aparecimento de folhas
e a completude dos ciclos reprodutivos (FERNANDES, 2018).

2.1.1 Parque Nacional do Catimbau

O Parque Nacional (PARNA) do Catimbau é uma grande area de conservacdo do Nordeste
brasileiro, e possui notavel importancia bioldgica devido a sua elevada biodiversidade onde observa-
se inumeras espécies endémicas e raras (MMA, 2002). O parque esté localizado dentro do dominio
da Caatinga entre as coordenadas geograficas: 8°24°00” e 8°36°35” S ¢ 37°09°30” ¢ 37°14°40” W, ¢
totaliza uma area de 62.300km? abrangendo parte dos municipios de Buique (12.438 ha.);
Tupanatinga (23.540 ha) na Microrregido do Vale do Ipanema, e Ibimirim (24.809 ha) na
Microrregido do Moxoto, semiarido Pernambucano (Figura 2) (RODRIGUES, 2006). Uma
caracteristica marcante desse parque € a maneira como se apresenta a sua vegetacdo, em forma de
mosaico com diferentes tipos (ATHIE-SOUZA et al., 2019).
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Figura 2: Mapa do Parque Nacional do Catimbau localizado no estado de Pernambuco, regido nordeste do Brasil.
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Fonte: Athié-Souza, 2019.

O dominio da Caatinga passa por um processo de deterioracdo ambiental consideravel
provocado pelo uso insustentavel dos seus recursos naturais, que tem como principais consequéncias
a perda de espécies Unicas e 0 aparecimento de nucleos de desertificagdo vastos e em varios setores
da regido (LEAL, 2003; MORO et al., 2014). Além disso, esse dominio é a regido natural brasileira
menos protegida, com unidades de conservagdo em menos de 2% do seu territdrio, e a menos
estudada. O mesmo apresenta 47 unidades de conservacdo com diversos regimes de gerenciamento,

correspondendo a cerca de 6,4% da regido (LEAL et al., 2005).

Estima-se que aproximadamente 70% da Caatinga encontra-se alterada por acdo do homem,
e a pequena area protegida encontra-se na forma de unidades e parques de conservacao (KIILL, 2005).
O PARNA do Catimbau, que foi criado em 13 de dezembro de 2002, faz parte de uma destas unidades.

Além disso, 0 mesmo esté inserido em uma area prioritéria para a pesquisa cientifica (BRASIL, 2002).
2.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA FABACEAE

Fabaceae ou Leguminosae, comumente conhecida como a familia do feijdo e da soja, é a
segunda maior familia entre as dicotiled6neas e a terceira maior das Angiospermas. Composta por
arvores, arbustos, e plantas herbaceas perenes ou anuais, de facil reconhecimento, é a familia mais
encontrada nas florestas tropicais e secas das Américas e da Africa. (RAHMAN, 2014). A familia
Fabaceae compreende aproximadamente 727 géneros e 19.325 espécies, e possui elevada relevancia

econbmica. No Brasil, esta distribuida desde o sul do pais até a regido amazdnica, em todos 0s
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dominios e possui um numero estimado de 200 géneros e 1.500 espécies (DA LUZ et al., 2012;
OLIVEIRA, 2017).

As espécies desta familia apresentam propriedades medicinais importantes, como a Trigonella
foenum-graecum, que é capaz de reduzir os niveis sanguineos de glicose (VATS et al., 2002) e a
Glycyrrhiza uralensis que tem efeitos inibitorios na replicacdo do HIV in vitro (OKAMOTO, 2000),
e por isso ambas sdo largamente utilizadas como componentes na sintese de produtos farmacéuticos.
Entretanto, compostos de 290 espécies pertencentes a 100 géneros da familia Fabaceae foram
descritos como toxicos (GAO, 2010).

2.2.1 Bahuinia forficata Link

Bahuinia forficata Link, uma das aproximadamente 300 espécies do género Bahuinia,
pertencente a familia Fabaceae, é uma espécie nativa da Ameérica do Sul, distribuida em paises como
Argentina, Bolivia e Brasil, e ameacada de extin¢gdo no dominio da Caatinga. (OLIVEIRA, 2017;
RODRIGUES et al., 2015). Popularmente conhecida como pata-de-vaca, unha-de-vaca ou morord, a
B. forficata L. é uma arvore de médio porte que possui flores de coloracdo branca, frutos do tipo
vagem e folhas uncinadas (Figura 2) (PIZZOLATTI et al., 2003). E uma planta semidecidua e
heliofila, que ocorre com alta frequéncia na mata semidecidua, entretanto, tem dispersao irregular e
descontinua (VIANA et al., 2008).

Figura 3: Espécie Bauhinia forficata Link.

Fonte: (A) Campestrini (2011); (B) Grasel (2012); (C) Bagatini (2012)

Esta espécie de Bahuinia é bastante utilizada na medicina popular, como por exemplo para o
tratamento do diabetes melittus, e tem a sua propriedade hipoglicemiante atribuida ao flavonoide
kaempferitrina. Além disso, é empregada como agente antisséptico, ténico e diurético (MICELI et
al., 2015; RODRIGUES et al., 2015).
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2.2.2 Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul

Popularmente conhecida como pau-ferro ou juca, a Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. é uma
planta leguminosa pertencente a familia Fabaceae (Figura 4), e esta distribuida no Norte e Nordeste
do Brasil (PEREIRA et al., 2016). Esta espécie € perenifdlia, uma vez que mantém suas folhas durante
todo o ano, e helidfila, pois necessita de uma exposi¢cdo prolongada a luz solar para o seu
desenvolvimento (SILVA et al., 2016).

Figura 4: Espécie Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.

Fonte: CNIP (2016)

A C. ferrea Mart. ex Tul. € bastante utilizada no setor madeireiro por possuir uma madeira
pesada e resistente, o que tem levado a sua devastacdo no nordeste brasileiro (SILVA et al., 2016).
Além disso, 0 seu uso na medicina popular é corriqueiro e algumas propriedades como anti-
inflamatoria e analgésica (CARVALHO et al., 1996), antitumoral (NAKAMURA et al., 2002) e
cicatrizante (OLIVEIRA et al., 2010), ja foram descritas na literatura.

2.2.3 Hymenaea courbaril L.

A Hymenaea courbaril L., popularmente conhecida como jatoba, que vem do tupi e significa
“fruto de casca dura”, é uma das cerca de 15 espécies do género Hymenaea L. que pertence a familia
Fabaceae. E uma arvore caducifélia de grande porte, que atinge de 30 a 40 metros de altura, esta
distribuida desde o sul do México até a América do Sul, incluindo todo o territorio brasileiro e ocorre
em solos de média a alta fertilidade (Figura 3) (COSTA, 2011; PEREIRA et al., 2017).
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Figura 5: Espécie Hymenaea courbaril L.

Fonte: Claudio (2005)

Esta planta possui importancia econdmica, pois é largamente utilizada tanto na industria
madeireira quanto na medicina popular (SILVA, 2018), onde sdo citados os usos de todas as partes
da planta, e tem-se as atividades imunomodulatéria, antisséptica e laxante, descritas (PETRONI,
2017; VENCATO et al., 2018).

2.3 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae esta distribuida em diversos dominios brasileiros e estd entre as dez
maiores familias de plantas com flores que incluem &rvores e arbustos (AMORIM E ALVES, 2011).
A maior diversidade desta familia estd na América do Sul, Australia e Asia tropical, possuindo
aproximadamente 133 géneros e 5.671 espécies. No Brasil, esta distribuida em 23 géneros e 1.034
espécies estando presente em todas as regides e formacdes vegetais do pais (CASCAES et al., 2015).
A partir de uma nova classificacéo, a familia est4 dividida em duas subfamilias, a Psiloxyloidea (com
duas tribos) e a Myrtoideae (com quinze tribos). As plantas desta familia sdo fontes de alimento para
inimeros animais por serem aromaticas e frutiferas (STEFANELLO, PASCOAL E SALVADOR,
2011).

Inimeras espécies desta familia tém sido bastante utilizadas na medicina popular para o
tratamento de varios processos patologicos. Dentre as propriedades farmacoldgicas descritas,
destacam-se as propriedades antimicrobiana (HALCON E MILKUS, 2004), citotoxica (YOO et al.,
2005), analgesica (PAULA et al.,, 2010), inseticida (BAKAR et al.,, 2012) e antioxidante
(CARVALHO JUNIOR et al., 2014). Além do seu uso medicinal, a familia Myrtaceae também possui
relevancia no mercado alimenticio, pois apresenta um grande nimero de espécies que podem ser

utilizadas como alimento, sejam in natura ou ap6s processamento industrial. (FLORES et al., 2015).
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2.3.1 Myrciaria tenella O. Berg

A Myrciaria tenella O. Berg, popularmente conhecida como Cambui, apresenta-se como uma
arvore de pequeno porte, com cerca de 3 a 5 metros de altura, e produz frutos comestiveis, de cor
vermelha ou arroxeada, que servem de alimento para os passaros (Figura 5). Esta distribuida desde a
América Central até a Argentina, passando pelo Brasil onde é comum em diversos dominios,
inclusive o da Caatinga (AMORIM e ALVES, 2011; MONTEIRO et al., 2016).

Figura 6: Espécie Myrciaria tenella O. Berg

Fonte: (A, B) Giacon (2016); (C) Harri (2006)

Algumas espécies de Myrciaria, produtoras de frutos comestiveis, sdo cultivadas por causa
do seu valor comercial, seja na indUstria alimenticia, onde ha a producéo de bebidas e geleias, ou para
0 seu consumo in natura (MONTEIRO et al., 2016). Além disso, especies como a M. tenella O. Berg,
sdo utilizadas na medicina popular, ja que ha evidéncias de que o dleo essencial, das folhas e dos
ramos finos, desta planta, apresenta potente atividade anti-inflamatdria que pode ser atribuida a
grande quantidade de sesquiterpenos presentes, como o [-cariofileno que é seu o composto
majoritario (APEL et al., 2010).

2.4 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA BIGNONIACEAE

Bignoniaceae é uma familia botanica diversa e esta distribuida principalmente em regifes
tropicais, como no Brasil. E representada por aproximadamente 82 géneros e 840 espécies, estando
quase metade destas (407 spp.) presentes em territorio brasileiro. Os representantes desta familia
encontram-se distribuidos em areas abertas, como a Caatinga e o Cerrado, e em florestas Umidas e
secas (LOHMANN & ULLOA, 2016; LOHMANN, 2018).
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E representada por arvores e arbustos, bem como por plantas herbaceas, e as suas espécies sio
caracterizadas por possuirem folhas compostas e opostas, flores vistosas e frutos do tipo capsula
(FISCHER et al., 2004). Os representantes da familia Bignoniaceae sdo polinizados principalmente
por abelhas, vespas e borboletas, e varias destas espécies apresentam nectarios extraflorais que tem a
funcdo de protege-las contra o ataque herbivoro (ALCANTARA & LOHMANN, 2014; NOGUEIRA
etal., 2016).

Vérias espécies de Bignoniaceae possuem uma madeira resistente e duravel e, por isso, sao
utilizadas em construgdes, enquanto outras sdo usadas como ornamentais em todo o mundo. Além
disso, diversas espécies desta familia sdo utilizadas na medicina popular por apresentarem
propriedades terapéuticas (LOHMANN, 2018).

2.4.1 Tabebuia impetiginosa Mart.

A Tabebuia impetiginosa Mart. (Bignoniaceae), conhecida popularmente como ipé-roxo ou
pau-d’arco, € uma espécie arborea que esta distribuida em areas de vegetacao nativa do Nordeste e
Sudeste do Brasil. E largamente utilizada na indUstria madeireira e possui floragdo abundante e de
beleza singular em toda a copa das arvores (Figura 6), por estes fatos, esta espécie foi bastante

explorada nas suas areas de ocorréncia natural (GEMAQUE, 2015).

Figura 7: Espécie Tabebuia impetiginosa Mart.

Fonte: Costa (2011)

Esta espécie € bastante conhecida por possuir atividades biologicas, uma vez que contém
compostos ativos como flavonoides, taninos e quinonas, em sua composicao. Ha evidéncias das suas
atividades anti-inflamatorias e antinociceptivas, e foi descrito o seu efeito hipocolesterolémico em
camundongos hiperlipidémicos. Além disso, a propriedade cicatrizante ginecologica foi verificada
através do uso das cascas do ipé-roxo (DVORKIN-CAMIEL, 2008; VASCONCELOS et al., 2014).
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2.5 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA BORAGINACEAE

A familia Boraginaceae compreende cerca de 2000 espécies e 130 géneros, distribuidas em
todo o mundo nas regides tropicais, subtropicais e temperadas, e possui bastante relevancia na
farmacologia e na cosmetologia (DRESLER, 2017). Esta familia esta representada no Brasil pelos
géneros: Auxemma, Borago, Cynoglossum, Cordia, Echium, Lepidocordia, Moritzia, Patagonula,
Rotula, Symphytum, Tounerfortia e Thaumatocaryum (BARROSO, 1986).

As propriedades terapéuticas associadas a esta familia se ddo pela presenca de iniUmeros
compostos bioativos, como terpenoides, flavonoides e outros fendis. Estes, por sua vez, apresentam
atividades antimicrobiana, antitumoral, antiviral, anti-inflamatéria, cardioténica e contraceptiva
(SHARMA et al., 2009; PAPP et al., 2011; TARAVATI et al., 2014). Além destes compostos,
algumas espécies como Borago officinalis L. e Echium vulgare L., sdo consideradas boas fontes dos

acidos graxos y-linoleico e estearidonico (MHAMDI, 2009).
2.5.1 Auxemma oncocalyx Taub.

Auxemma oncocalyx Taub., vulgarmente conhecida como pau-branco, € uma espécie arbdrea
que atinge cerca de 12 metros de altura (Figura 7) e ocorre de forma natural no Brasil nos estados da
Bahia, Ceard, Minas Gerais, Para, Pernambuco e Rio Grande do Norte. O pau-branco é uma espécie
bastante suscetivel ao frio e ocorre naturalmente em varios tipos de solo, sendo caracteristica da
Caatinga onde o género Auxemma € endémico (CARVALHO, 2008).

Figura 8: Espécie Auxemma oncocalyx Taub.

Fonte: Carvalho (2008)

Esta espécie tem utilizacdo medicinal e j& foram observadas propriedades analgésicas e anti-
inflamatdrias no extrato hidroalcoolico de partes do tronco da mesma (FERREIRA et al., 2008;
VIANA et al., 2015). Além destas propriedades, as atividades antileishmania (TEIXEIRA et al.,
2001), antitumoral (ITOIGAWA et al., 2003), antifungica (GAFNER et al., 1996) e antimalarica
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(FIGUEIREDO et al., 1998) também ja foram verificadas. Estas propriedades farmacoldgicas podem
ser atribuidas a presenga da alantoina, do glicosideo B-sitosterol e de algumas quinonas que foram
isoladas da A. oncocalyx Taub (PESSOA E DE LEMOS, 1997).

2.6 METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo é representado por um conjunto de reacBes quimicas que ocorre
constantemente nas células. Os metabdlitos, por sua vez, sdo 0s compostos quimicos gerados,
transformados ou degradados nestas reacdes (SIMOES et al., 2010). Estes podem ser classificados
em primarios ou secundarios. Os metabdlitos primarios sdo moléculas importantes tanto para o
crescimento quanto para o desenvolvimento dos organismos, como as proteinas, os carboidratos, 0s
lipideos e os aminoécidos. Em contrapartida, os metabolitos secundarios tém sua funcéo relacionada
principalmente a defesa contra patdgenos, ou em resposta ao estresse (AZMIR et al., 2013).

Embora nem sempre estejam presentes em todos 0s vegetais ou associados as suas funcoes
vitais, 0s metabdlitos secundarios conferem vantagens importantes para a sobrevivéncia e
perpetuacdo das espécies vegetais. No ambito da defesa, a presenca destes metabolitos protege os
vegetais de fatores externos, tais como umidade, temperatura e raios ultravioleta. Além da sua
importancia neste quesito, estes compostos promovem a atracdo de individuos polinizadores e
microrganismos simbiontes, além de animais dispersores de sementes, representando relevancia na
reproducdo das plantas (ALVES, 2001; PERES, 2004; SIMOES et al., 2010).

Os metabolitos secundarios tém a sua sintese em diferentes tipos celulares e estagios de
desenvolvimento, 0 que torna o seu processo de isolamento e purificagdo mais laborioso. Diversos
fatores influenciam na sintese desses compostos. Variaveis como sazonalidade, temperatura,
disponibilidade hidrica e de nutrientes, radiacdo ultravioleta, altitude e poluicdo atmosférica
modificam a quantidade de metabdlitos produzidos, e até mesmo a sua natureza (GOBBO NETO;
LOPES, 2007). Dessa forma, é fundamental que se leve em consideracdo o tempo e 0 modo como é
feita a coleta de um vegetal para estudo, uma vez que variagdes podem modificar a produgédo dos seus
constituintes (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).

Os metabdlitos secundarios dividem-se em trés grandes grupos: compostos fenolicos, terpenos
e alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2009). A sintese dessas moléculas se d& por quatro vias diferentes: a
via do &cido mevalénico e a via do ndo-mevalonato que promovem a producédo dos terpenos; a via do
acido chiquimico, onde observa-se a sintese dos compostos fendlicos e alcaloides; e a via do acido

malonico, responsavel pela sintese dos compostos fenolicos (AZMIR et al., 2013).
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Aproximadamente cinquenta e cinco mil terpendides, cerca de doze mil tipos de alcaloides e
em média oito mil compostos fendlicos j& foram isolados (CROTEAU, KUTCHAN E LEWIS,2000).
Alguns representantes dos terpenos sao 0s carotenoides, as saponinas, 0s 6leos essenciais e a maioria
dos fitoreguladores. Ja a cafeina, a vincrsitina e a nicotina sdo alguns exemplos de alcaloides. Em
relagdo aos compostos fendlicos, alguns dos seus representantes séo os flavonoides, os taninos e as
ligninas (ALVES, 2001; PERES, 2004). Muitos desses compostos apresentam valor comercial tanto
na area farmacéutica quanto nas areas alimenticia, agrondmica, cosmética, entre outras (SIMOES et
al., 2010).

Diversos estudos relacionam atividades biologicas com a presenca de determinados
metabdlitos secundarios em plantas, como por exemplo, a alta atividade antioxidante de Pistacia vera
L. (pistache) com o seu teor de compostos fenolicos (FABANI et al., 2013), e a atividade
antimicrobiana de alguns frutos com polifendis na sua composicdo (SILVA et al.,, 2013). O
esclarecimento da atuacdo dos metabdlitos secundarios pode contribuir com estudos que visam
solucionar problemas relevantes como prejuizos desencadeados pelo uso irracional de pesticidas, ou

a resisténcia microbiana as drogas sintéticas (BEZERRA, 2008).
2.6.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios, produzidos por plantas, que possuem
uma composicdo estrutural bastante diversa, e apresentam complexidade e reatividade varidveis
(SHAHIDI & NACZK, 1995). Sao derivados do benzeno e apresentam pelo menos um anel aromatico
na sua estrutura, onde ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (SIMOES,
2010; STOCLET et al., 2004). Estes compostos abrangem as ligninas e os taninos, polimeros com
funcdes importantes nos vegetais, e encontram-se largamente distribuidos no reino vegetal e em
grande parte dos micro-organismos, uma vez que estes possuem a capacidade de sintese do anel

benzénico, fundamental na estrutura dos compostos fenélicos (SIMOES, 2010).

Estes metabdlitos contribuem para a coloracéo, odor e sabor dos vegetais e estas propriedades
séo influenciadas por fatores ambientais, como temperatura, luz e pH. Isso agrega importancia
econbmica a esses compostos em funcdo do seu uso na inddstria alimenticia (MOREIRA &
MANCINI-FILHO, 2004). A maior parte das alteragdes sensoriais que acontecem nos alimentos
durante o seu processamento e armazenamento, estdo associadas a consideravel reatividade dos

compostos fenolicos. Sendo assim, ha um grande interesse no estudo das suas propriedades e seus
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mecanismos de reacdo, visando a prevencao de alteragdes indesejaveis nestes produtos (ES-SAFI et
al., 2003).

Os compostos fenolicos sdo metabolitos fundamentais para o desenvolvimento das espécies
vegetais, e exercem papel importante na resisténcia das plantas em situagdes de estresse, agindo como
agentes protetores das reagdes oxidativas (atividade antioxidante) e também da acdo de patogenos,
uma vez que apresentam atividade antimicrobiana (SHAHIDI & NACZK, 1995; DILLARD &
GERMAN, 2000). Dessa maneira, a sua alta producdo nas plantas esta relacionada as situacoes de
estresse (SHI et al., 2002). Por possuir estruturas aromaticas, esses metabolitos apresentam
consideravel absorcéo na regido do ultravioleta (UV). Além disso, sdo facilmente oxidaveis e servem

de substrato em reac@es enzimaticas de escurecimento (SIMOES, 2010).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em sua maioria na forma de heterosideos ou de
ésteres, apresentando assim solubilidade em agua e em solventes organicos polares (SIMOES, 2010).
Dessa forma, varios solventes podem ser empregados no processo extrativo desses metabdlitos,
como: agua, etanol, acetona, metanol, acetato de etila, propanol e suas combinacGes (ANGELO &
JORGE, 2007). Apesar de ser bastante eficiente, 0 metanol ndo é muito indicado por apresentar uma
toxicidade consideravel (TERCI, 2004). Em contrapartida, a &gua é comumente utilizada, uma vez
que possui facil obtencdo e manipulacdo, além de ser um solvente abundante e de extracdo eficaz,
tendo em vista a sua polaridade (ANDREO & JORGE, 2006).

A natureza dos compostos presentes na amostra, 0 método e o solvente utilizados no processo
extrativo, o tempo e as condicdes de estocagem, o tamanho da amostra, bem como o padréo utilizado,
influencia diretamente na identificacdo de compostos fenolicos. (ANGELO & JORGE, 2007). Para a
quantificacdo destes em materiais vegetais, geralmente utiliza-se os métodos de Folin-Denis e Folin-
Ciocalteu. Ambos tém como principio reacfes de oxi-reducdo entre o reagente e as hidroxilas
presentes nos fenodis, que geram complexos coloridos, quantificaveis por espectrofotometria
(SIMOES, 2010). O que difere esses dois métodos é a utilizacdo de sulfato de litio e acido
hidrocloridrico na anélise de Folin-Ciocalteu (ANGELO & JORGE, 2007).

O método de Folin-Denis baseia-se na redugédo do &cido fosfomolibdicofosfotingstico pelas
hidroxilas fendlicas, e produz um complexo de cor azul que é absorvido entre 620 e 740nm. Nesse
ensaio, normalmente a catequina é o padréo para a elaboracao de curvas e a base mais indicada para
ser usada neste método € a solucdo saturada de carbonato de sédio (Na.COs3). O reagente de Folin-
Denis pode ser substituido pelo de Folin-Ciocalteu, e nesse caso, o acido galico é usado como padrédo

e os resultados sdo expressos em equivalentes de acido galico (EAG) (GOMES, 2006).
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2.6.2 Flavonoides

Os flavonoides consistem em uma grande classe de compostos fendlicos de origem vegetal, e
sua sintese ndo € observada na espécie humana (LOPES et al., 2010). A estrutura quimica bésica
destes metabolitos, também conhecida como flavilium, é composta de dois anéis aromaticos (anéis A
e C), os benzenos, ligados a uma estrutura heterociclica central, o pirano (anel B), onde o primeiro
benzeno é condensado com o sexto carbono do pirano, que na posi¢do 2 carrega um grupo fenila
(Figura 9) (DORNAS et al. 2010).

Figura 9: Estrutura quimica basica dos flavonoides.

Fonte: Pietta (2000)

Os flavonoides estdo distribuidos nas partes aéreas de plantas dos mais diversos ecossistemas,
e podem ser considerados metabdlitos estdveis uma vez que sdo capazes de resistir a altas
temperaturas, variacbes de pH e oxidacdo. Podem se apresentar como agliconas, glicosideos ou
fazerem parte de outros compostos quimicos, como as flavolignanas (KUMAR & PANDEY, 2014).
A biossintese destes compostos polifenélicos se da pela via do &cido chiquimico, molécula presente
na biossintese de substancias aromaticas em vegetais (DEWIK, 2010).

Entre os compostos fendlicos encontram-se as antocianinas, antocianidinas, flavonas,
flavondis, taninos condensados ou proantocianidinas e, com menor frequéncia, as auronas, calgonas
e isoflavonas. Ha uma ampla diversidade estrutural nestes compostos e isso se da por causa das
modificacfes quimicas que ocorrem na sua estrutura quimica basica, modificacbes essas que
acontecem por reac6es de hidroxilagdo, metilacéo, acilacao, glicosilacao, hidrogenacdo, malonilac6es
e sulfatacdes, formando, dessa forma, as mais diversas classes de flavondides (CERQUEIRA et al.,
2007; MACHADO et al., 2008).

Além de desempenhar funcées nas plantas, como a pigmentacéo de frutos e flores e a protecao
contra agentes oxidativos, os flavonoides apresentam uma grande variedade de atividades bioldgicas.

Observam-se novos arranjos estruturais nestes compostos a cada dia, e tem-se estudado para a
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verificacdo de suas atividades biologicas, uma vez que o mecanismo de acdo dos flavonoides depende
da sua estrutura quimica (DA SILVA et al., 2015). Dentre os flavonoides com atividades biolégicas
estdo a quercetina e o caempeferol que demonstraram grande potencial anti-inflamatério (QUEIROZ
et al. 2014; TODOROVA E TRENDAFOLOVA 2014) e anti-hipertensivo (PIRIE et al., 2014;
SCHREUDER et al., 2014). Além dos isoflavonoides com atividades antioxidante e antitumoral
(YANG etal., 2013; YAN et al., 2014).

Para a quantificacdo de flavonoides em amostras vegetais, comumente se utiliza a
metodologia de complexacdo com o cloreto de aluminio (CIAls). Na reacéo, o ion aluminio (AP*) se
complexa com as moléculas de flavonoides presentes na amostra, e estabelece um complexo estavel
flavonoide-AlI** de coloragdo amarela com intensidade proporcional & concentracéo de flavonoides
(MABRY et al., 1970).

2.7 ESTRESSE OXIDATIVO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As Espécies Reativas de Oxigénio (ERQO’s) sdo radicais livres resultantes da oxidagdo ou
reducdo do oxigénio molecular (O2), produzidas durante a cadeia respiratoria nas mitocéndrias.
Estima-se que aproximadamente 1% da quantidade de O2 consumida é desviada para a producéo das
EROQO’s, e estas podem ser provenientes de fontes endogenas ou exogenas, sendo as mais conhecidas:
o radical superdxido (O2¢), o peroxido de hidrogénio (H202), a peroxila (ROO¢) e o radical hidroxila
(HOe). Esses radicais tém fungdes importantes nas reagdes bioldgicas dos organismos (SEN et al.,
2013; DE SOUZA et al., 2017).

A geragdo de ERO’s € um mecanismo comum aos organismos aerobicos em decorréncia do
seu metabolismo celular. Estes radicais juntamente com as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN’s)
sdo produzidos normalmente durante os processos metabolicos e sdo regulados por diferentes
mecanismos antioxidantes (MARTINS, 2012; SEN et al., 2013). Em funcdo da necessidade de
oxigénio para a producdo de energia pelas mitocondrias, acredita-se que estas organelas estejam
envolvidas na promog¢do do estresse oxidativo, uma vez que quando a cadeia transportadora de
elétrons € muito estimulada ha uma elevada producdo de ERO’s (ISLAM, 2016).

Uma superproducéo destes radicais leva ao estresse oxidativo uma vez que 0S mesmos sdo
capazes de oxidar biomoléculas importantes como as proteinas, promover a peroxidacao lipidica e
causar danos a molecula de DNA, o que contribui para o surgimento de alteracbes mutagénicas, morte
celular e danos teciduais (SEN et al., 2013). No estresse oxidativo observa-se a producao pelas células

de marcadores bioldgicos com capacidade de evidenciar 0s danos causados pelas ERO’s no
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organismo. Essas moléculas sdo provenientes da oxidacao de lipidios, proteinas ou do DNA (MORI
etal., 2015).

Os mecanismos de oxidacdo e reducdo sdo fundamentais para a sobrevivéncia celular,
principalmente nos mecanismos de producdo de energia e sintese de biomoléculas. Entretanto,
dependendo da concentracédo, os radicais produzidos podem gerar beneficios ou danos aos sistemas
bioldgicos. Quando em excesso, podem causar agressdes as biomoléculas e ser responsaveis pela
ocorréncia ou agravo de danos teciduais, e assim contribuir com o desenvolvimento do cancer e
doengas cardiovasculares, bem como envelhecimento precoce e doencas neurodegenerativas
(TABARAKI et al., 2013; MANOHARAN, et al., 2016). Em contrapartida, nas concentracfes mais
baixas podem atuar na sinalizagdo intracelular das células vegetais como segundos mensageiros
(SHARMA et al., 2012).

Os ecossistemas estdo sendo reduzidos drasticamente, principalmente os que estdo proximos
as populagdes humanas onde sdo submetidos a diferentes tipos de estresse de forma continua. Essa
perturbagdo constante pode ser responsavel por um aumento na geragdo de ERO’s, o que provoca um
desequilibrio e leva as células das plantas a entrarem em um estado de estresse oxidativo (BRANDAO
etal., 2017). As plantas podem retornar ao equilibrio através do controle e elimina¢do das ERO’s por
agentes antioxidantes. O grau de tolerancia a esse estresse oxidativo depende da espécie submetida e
da eficiéncia de cada individuo na eliminagdo desses agentes agressores (SHARMA et al., 2012).

2.7.1 Defesas Antioxidantes

Os radicais livres sdo moléculas bastante instaveis e reativas que possuem um elétron
desemparelhado na sua Orbita externa. Para se estabilizar, essas moléculas realizam o sequestro de
elétrons de componentes celulares, que por sua vez sdo estruturas frageis e capazes de doar seus
elétrons de maneira facil. Os radicais livres podem ser produzidos tanto no citoplasma quanto nas
mitocondrias, ou ainda na membrana, e podem estar envolvidos no desenvolvimento de doencas

degenerativas, no processo de envelhecimento e na morte celular (VASCONCELOQOS et al., 2014).

Essas moléculas sdo produzidas continuamente durante 0s processos metabdlicos e assim
muitos mecanismos de defesa antioxidante foram desenvolvidos, com o intuito de atenuar os seus
niveis intracelulares e evitar danos. Os antioxidantes sdo agentes que tem a capacidade de proteger o
sistema bioldgico contra os efeitos deletérios das reacdes oxidativas (VASCONCELOS et al., 2014).
Estes podem ser sintéticos ou naturais, entre o0s antioxidantes sintéticos destacam-se o
butilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol (BHA), o propilgalato (PG) e oterciobutilhidroxinona

(TBHQ). Apesar de serem utilizados pelas industrias alimenticias para evitar a deterioracdo dos
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produtos, esses compostos podem ser prejudiciais, uma vez que propriedades carcinogénicas ja foram
relatadas para os mesmos (ALVES et al., 2007), o que reforga a importancia de buscar agentes

antioxidantes de fontes naturais.

Os antioxidantes naturais sdo usualmente classificados em dois sistemas: o enzimaético,
fazendo parte deste grupo as enzimas que sdo produzidas no organismo, e 0 ndo enzimatico, composto
por vitaminas, flavonoides, licopeno e bilirrubina. Além disso, esses agentes podem ser agrupados
quanto ao seu modo de agéo, podendo ser primarios ou secundarios (COTINGUIBA et al., 2013). Os
antioxidantes enzimaticos sdo capazes de evitar ou dificultar o processo de iniciacdo da oxidacao, em
contrapartida, 0s ndo-enzimaticos interagem com os radicais livres e, por sua vez, sdo consumidos
durante a reacdo. Em relacdo aos antioxidantes primarios, estes atuam doando elétrons aos radicais
livres os estabilizando, enquanto os secundarios agem retardando as etapas de iniciacdo da auto-
oxidagdo. De uma maneira geral, 0s compostos antioxidantes atuam na inibi¢do ou eliminagéo dos
radicais livres (AZEVEDO et al., 2013).

A atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase/redutase (GSH-
Px/GSH-Rd) e catalase (Cat) compreende as defesas antioxidantes enzimaticas. Essas enzimas sdo
responsaveis pela remogdo do anion superdxido (0O2¢), dos hidroperoxidos organicos e do peroxido
de hidrogénio (H202), respectivamente. Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser obtidos na
dieta, como o acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), o B-caroteno (provitamina
A), e em compostos fenolicos, como os flavonoides (FRANCA et al., 2013). Estes antioxidantes sdo
naturalmente produzidos pelo organismo, entretanto a sua producao é atenuada com o processo de
envelhecimento, e se faz necessario o consumo de fontes exdgenas. Além disso, minerais como Ferro
e Zinco também podem ter acdo antioxidante, uma vez que sdo capazes de neutralizar a acdo dos
radicais livres (ADORJAN E BUCHBAUER, 2010).

2.7.2 Métodos de determinacdo da atividade antioxidante

Os compostos antioxidantes tém como funcdo estabilizar radicais livres a fim de evitar
possiveis danos as moléculas bioldgicas, e agem através da doagdo de elétrons ou hidrogénio, ou
ainda atraveés da transferéncia de prétons (NIKI, 2010). Ja foram descritas diversas metodologias in
vitro para a avaliagdo da atividade antioxidante de diferentes amostras. A maior parte destes ensaios
tém como principio a capacidade de sequestro de radicais livres pelos compostos antioxidantes
(LOPEZ-ALARCON; EDENICOLA, 2013).
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O método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) € um ensaio largamente utilizado para
determinacéo do potencial antioxidante em extratos vegetais e substancias isoladas como compostos
fenolicos (RIBEIRO, 2011). O DPPH é um radical livre estavel que apresenta uma coloragdo purpura
e absorve a um comprimento maximo de onda de 516nm. O ensaio baseia-se na capacidade de
sequestro deste radical, por um agente antioxidante, reduzindo-a a hidrazina. Apos essa reducéo,
observa-se uma mudanca na coloracdo do meio reacional para amarelo palido, uma vez que a
diminuicdo da absorbancia é proporcional a atividade antioxidante da amostra testada. Este método é
considerado o mais rapido, facil e reprodutivel, uma vez que ndo demanda condicGes drasticas de
temperatura e oxigenacdo (BORGES et al., 2011; BARBOSA, 2017).

Uma outra metodologia largamente utilizada para analise da atividade antioxidante é a do
ABTS [2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)], que se trata de um radical livre estavel
com solubilidade em &gua e em alcool, e pode ser obtido através de reacGes de ordem quimica,
eletroquimica ou enzimatica (BORGES et al., 2011). Este composto apresenta coloracdo verde e é
lido em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 734 nm. O método do ABTS pode ser utilizado
para avaliar compostos de natureza hidrofilica e lipofilica, e baseia-se na transferéncia de elétrons,
onde um composto antioxidante promove a redugdo de um substrato oxidante (KUSKOSKI et al,
2005; PAZINATTO, 2008).

O método de Capacidade Antioxidante Total (CAT), também conhecido como método do
fosfomolibdénio, tem como principio a oxidacdo num complexo azul de fosfomolibdénio pela adi¢do
de nitrito (ADORJAN E BUCHBAUER, 2010). Esse ensaio mensura a capacidade de sequestro de
radicais livres presentes em uma amostra, por agentes antioxidantes. Usualmente o acido ascorbico
(AA) é utilizado como composto de referéncia, e a CAT € expressa em relacdo ao mesmo, onde a sua
absorbancia corresponde a 100% de atividade antioxidante. Entretanto, o Trolox, composto sintético
hidrossolUvel andlogo da vitamina E, também pode ser usado como referéncia (CAROCHO E
FERREIRA, 2013).

O ensaio de avaliacdo da capacidade sequestradora do anion superoxido (O2™) pode ser
realizado utilizando o sistema metionina-EDTA-NBT-riboflavina. Na reacéo este radical € produzido,
e 0 mesmo reduz o NBT a formazan em temperatura ambiente e pH 7,4, modificando a coloracdo de
amarelo-pélida para purpura. Essa mudanca pode ser observada por espectrofotometria a 560nm. Na
presenca de agentes antioxidantes, estes reagem com o O." impedindo a formacgédo de formazan
(ALVES et al., 2010).
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2.8 ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA BACTERIANA

As bactérias sdo microrganismos unicelulares e procariontes que estéo distribuidas nos mais
diversos ambientes tais como: na agua, no ar, no solo, ou até no interior de outros organismos como
parte da microbiota. Particularidades genéticas, bioquimicas e nutricionais sao observadas em cada
espécie bacteriana (BOSSOLAN, 2002). Vérios processos patoldgicos podem ser ocasionados por
microrganismos, especialmente por bactérias, como 0s causados por espécies de Staphylococcus,
Shigella, Listeria e Salmonella, dentre outras (ALVARENGA et al., 2007; TAUXE, 2002). As
infeccbes bacterianas, por exemplo, sdo responsaveis por aproximadamente 23.000 Obitos nos
Estados Unidos anualmente (SHARMA et al., 2015).

A terapia para combater estas infeccdes teve inicio com o surgimento das sulfonamidas, e
pouco tempo depois também foi observado o potencial terapéutico das penicilinas (JAWETZ et al.,
1998). Os antibidticos representam o tratamento primario das bacterioses e podem agir de duas
maneiras distintas, induzindo a inibicdo do crescimento/reproducdo dos microrganismos ou
promovendo a sua morte, esses efeitos sdo chamados bacteriostatico e bactericida, respectivamente
(FERREIRA, 2007). A toxicidade seletiva é uma propriedade desejavel para o0s agentes
antimicrobianos pois isso permite que em determinadas doses haja lesdo celular apenas nos
microrganismos causadores da infeccdo, tornando a sua utilizacdo segura (BLACK, 2002; JAWETZ
et al., 1998). Os representantes dessa classe de medicamentos podem agir por diversos mecanismos
como por exemplo através da inibicdo da sintese da parede celular ou da sintese de proteinas
(GADEA, 2008).

A resisténcia bacteriana representa um problema de saude publica global e atrai a atencao da
industria farmacéutica e de varios 6rgdos governamentais como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (BECKER, 2006). Segundo a OMS,
esse fendbmeno aumentou consideravelmente chegando a niveis preocupantes em todo o planeta, além
disso, destaca-se o risco de um periodo em que infeccGes mais simples possam ser fatais pela falta de
uma antibioticoterapia efetiva (WANG et al., 2016). A resisténcia dos microrganismos aos
antibioticos é um fendmeno que esta intimamente relacionado ao seu uso indiscriminado (LAHMAR
et al., 2016).

Essa resisténcia é uma consequéncia das mutagdes sofridas pelos microrganismos expostos de
maneira continua a esses agentes, e ocorre por diversos mecanismos, como a diminuigéo de receptores
de membrana para antibioticos ou pela existéncia das bombas de efluxo, que exportam as moléculas
nocivas ao metabolismo bacteriano (LAXMINARAYAN etal., 2013; KON E RAI, 2012). Entretanto,



27

algumas cepas bacterianas sdo capazes de adquirir resisténcia sem necessariamente serem expostas
ao antibidtico, isso ocorre por mutacdes génicas espontaneas, induzidas ou recombinagdes que podem
promover a expressao e multiplicacdo de um gene resistente. Pode se observar também a transferéncia
desses genes de resisténcia por mecanismos de transducéo e conjugacdo (BERGER, 2006; COHEN,
1997).

A dificuldade em identificar compostos com atividade antimicrobiana e auséncia de efeitos
colaterais graves tem tornado lento o processo de prospec¢do de novos farmacos, unido a isso notou-
se uma elevacao expressiva no nimero de cepas multirresistentes, o que evidencia a importancia do
investimento em estratégias para contornar essa situacao (ASAMIZU, 2017; KON E RAlI, 2012). De
fato, isso incentivou os estudos acerca de produtos naturais, como 0s 6leos e extratos vegetais, como
alternativa para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos a serem usados de maneira
isolada ou possivelmente associados a drogas ja utilizadas (ALEKSIC E KNEZEVIC, 2014).

2.9 CITOTOXICIDADE

E de grande importancia que seja atestada a seguranca do uso de plantas medicinais e
seus extratos/Gleos, identificando suas manifestacdes tdxicas, quando existentes, para nao
promover riscos a saude (MACIEL et al., 2002). Ensaios de citotoxicidade tem como objetivo
investigar biocompatibilidade de um produto, como os extratos vegetais, e garantir assim a sua
seguranca. Existem diversas metodologias que podem ser utilizadas para essa finalidade
(OLIVEIRA, 2011). Esses testes normalmente apresentam resultados rapidos, estando
relacionados a danos metabolicos nas células ou a alteragcbes na permeabilidade da sua
membrana, assim, é possivel verificar a quantidade de células que conseguem permanecer
viaveis ap0s a exposicao aos compostos testados. Por outro lado, respostas obtidas a longo prazo
normalmente estdo relacionadas ao processo de renovacdo e sobrevivéncia celular
(FRESHNEY, 1990).

Um ensaio bastante utilizado e apropriado para a analise da citotoxicidade de compostos
vegetais € 0 do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) por tratar-se
de um método confiavel e repodutivel. Esse teste consiste em uma avaliagao colorimétrica que
tem como base a conversdo do MTT em cristais de formazan. Essa reacdo é mediada por
enzimas mitocondriais, viaveis apenas em células metabolicamente ativas, que degradam o anel
tetraz6lio do MTT (MOSSMAN, 1983). Uma outra maneira de avaliar a citotoxicidade de
compostos bioldgicos € através da ativacdo celular e quantificacdo de citocinas, pequenas

moléculas secretadas por macrofagos e outras células apds um estimulo. Varios estudos usam
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essa metodologia para investigar, além do efeito citotoxico, o potencial anti-inflamatério de
extratos vegetais e 6leos essenciais (OLIVEIRA, 2011; KIM et al., 2011).

Além das metodologias ja citadas, a analise da citotoxicidade hemolitica também é
bastante empregada. Este € um ensaio colorimétrico que consiste na incubacdo de uma
suspensdo padronizada de eritrocitos com a substancia que se deseja avaliar. Esse teste permite
verificar danos as membranas dos eritrocitos, seja por alteracdo da permeabilidade da
membrana ou lise celular, através da liberacdo da hemoglobina para o meio (DESOTI et al.,
2011).
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RESUMO

Objetivos: O estudo objetivou analisar o perfil fitoquimico e as atividades antioxidante,
antimicrobiana e citotoxica dos extratos aquosos das folhas de Auxemma oncocalyx,
Caesalpinia ferrea e Tabebuia impetiginosa, e das cascas de Bauhinia forficata, Hymenaea
courbaril e Myrciaria tenella.

Metodos: O perfil fitoquimico foi determinado pela dosagem de fendis e flavonoides, CCD e
CLAE-DAD. Para a analise da atividade antioxidante, utilizaram-se os métodos de sequestro
dos radicais DPPH, ABTS e O%, e o teste CAT. A atividade antibacteriana foi avaliada por CIM
e CBM. A citotoxicidade foi verificada pelo teste do MTT, em linhagens celulares saudaveis e
tumorais. A atividade hemolitica também foi avaliada.

Resultados: Verificou-se a presenca de fendis, terpenos, saponinas e acglcares redutores nos
extratos. A rutina foi identificada como composto majoritario dos extratos de A. oncocalyx e T.
impetiginosa, e o acido elagico dos extratos de C. ferrea e M. tenella. Todos o0s extratos
apresentaram atividade antioxidante, obtendo os melhores resultados os de M. tenella e H.
courbaril, que também apresentaram interessante atividade antibacteriana. Verificou-se
moderada toxicidade em células tumorais, e auséncia de toxicidade em celulas saudaveis, além
de um baixo grau de hemdlise.

Conclusdes: Todos os extratos estudados sdo ricos em fenois, principalmente os de B. forficata,
H. courbaril e M. tenella, o que justifica as suas consideraveis atividades antioxidantes e
antibacterianas.
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INTRODUCAO

Os radicais livres sdo moléculas instaveis e reativas que sequestram elétrons de componentes
celulares para se estabilizarf!l. Uma superproducéo destes radicais leva ao estresse oxidativo que esta
envolvido na morte celular e no desenvolvimento de doencas degenerativas e cardiovasculares, bem
como no processo de envelhecimento e surgimento do cancer!??l. Os agentes antioxidantes protegem
0 sistema bioldgico contra os efeitos deletérios das reacGes oxidativas, e dessa forma, o consumo de
produtos com estas propriedades promove uma melhoria na qualidade de vidall. Observa-se,
inclusive, uma correlacéo entre os efeitos terapéuticos de varios medicamentos naturais com a sua
atividade antioxidante. VVarios compostos antioxidantes de origem sintética utilizados na industria
com o butilhidroxitolueno (BHT) e o butilhidroxianisol (BHA), podem oferecer riscos a salde, € isso

reforca a importancia da busca por compostos oriundos de fontes naturaist®®l.

O uso de plantas como alternativa medicinal é uma prética rotineira e o seu estudo promove a
corroboracdo dos conhecimentos populares com os cientificos, auxiliando no desenvolvimento de
novas drogasl’l. Muitos estudos realizam a analise da atividade antimicrobiana de produtos naturais
como ponto inicial para o desenvolvimento de novos farmacos, e isso justifica-se pelo aumento
observado na resisténcia bacteriana aos antimicrobianos comumente prescritos na clinical®. Além
disso, as plantas também sdo fonte de moléculas com potencial para 0 uso no tratamento do cancer,
uma vez que grande parte dos farmacos antineoplasicos utilizados na clinica sdo originarios de

produtos naturais®?l,

Espécies da familia Fabaceae, como Bauhinia forficata, Caesalpinia ferrea e Hymenaea
courbaril sdo largamente utilizadas na medicina popular e tem algumas das suas atividades
bioldgicas, como anti-inflamatérias e hipoglicemiantes, descritas™**3l. Além destas, Myrciaria
tenella (Myrtaceae), Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae) e Auxemma oncocalyx (Boraginaceae)
também representam alternativas medicinais e possuem estudos acerca de algumas das suas
propriedades terapéuticas®*°l.

Todas essas espécies sdo encontradas no Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco - Brasil
e sdo utilizadas pelas comunidades locais para fins medicinais. Visando promover a exploracéo de
novos fitoterapicos, o objetivo do estudo foi identificar o perfil fitoquimico dos extratos aquosos das
folhas de A. oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa, e das casas de B. forficata, H. courbaril e M.

tenella, e avaliar as suas atividades antioxidante, antimicrobiana e citotdxica.



33

MATERIAIS E METODOS

Reagentes

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), [2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)]
(ABTS), acido gélico, reagente de Folin-ciocalteu, trolox, quercetina e acido ascérbico, foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Fosfato de sodio e molibdato de aménio foram adquiridos da
Vetec (Brasil), acido sulfdrico da Cinética (Brasil) e persulfato de potassio da Labsynth (Brasil).
Placas cromatogréficas de silica gel 60 - F254 (Macherey-Nagel®, Germany). Meios de cultura
Mueller-Hinton (Himedia Laboratories, india) e RPMI 1640 (Gibco BRL).

Material botanico

As plantas utilizadas neste estudo foram selecionadas com base em dados etnoboténicos de
comunidades tradicionais do Parque Nacional do Catimbau, municipio de Buique, Pernambuco, entre
as coordenadas geogréaficas: 8°24°00” e 8°36°35” S e 37°09°30” ¢ 37°14°40” W. As folhas de A.
oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa, e as cascas de B. forficata, H. courbaril e M. tenella, foram
coletadas entre os meses de fevereiro/marco de 2018, no Parque Nacional do Catimbau. As amostras
foram identificadas conforme as técnicas taxondmicas habituais e depositadas no herbario do Instituto

Agrondmico de Pernambuco (IPA).
Obtencdo dos extratos aquosos

O material botéanico foi seco em estufa com circulacao de ar forcado a 40°C por 72 horas, triturado e
armazenado a temperatura ambiente em recipientes fechados até o uso. Os extratos aquosos foram
obtidos a partir da mistura do material seco com agua destilada [1:9; (m:v)], e submetidos ao banho
ultrassonico durante 30 minutos, sendo posteriormente filtrados. Foram realizados ciclos de banho
ultrassénico e filtracdo até que o filtrado se tornasse claro. Posteriormente, os extratos foram

liofilizados.
Perfil fitoquimico

O perfil fitoquimico dos extratos aquosos foi determinado por meio da dosagem de compostos
fenolicos e flavonoides totais, além da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) e

cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD).
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Dosagem de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, segundo Hua-
Bin Li et all*®l, com pequenas modificacdes. 20uL dos extratos na concentracdo de 1mg/mL foram
misturados com 100uL do reagente de Folin. Apds incubacgdo de 3 minutos, foram adicionados 80uL
de Na>COs, e a reacdo aconteceu durante 120 minutos, a temperatura ambiente e protegida da luz.
Apds esse periodo, as absorbancias das amostras foram medidas a 765 nm contra um branco (reagente
adicionado a agua ao invés das amostras). Foi preparada uma curva padréo de acido galico (25-
500ug/mL), e os resultados foram expressos em termos de equivalente de &cido galico (mg EAG / g

de extrato).
Dosagem de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método colorimétrico do cloreto de aluminio*”,
com algumas modifica¢fes. 100uL dos extratos na concentracdo de 1mg/mL foram misturados em
microplaca com 100uL de solu¢do metandlica de cloreto de aluminio 5% (AICI3). Apds incubagéo
de 60 minutos, protegida da luz e a temperatura ambiente, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
a 420 nm. Foi preparada uma curva padrdo de quercetina (0-100pg/mL), e os resultados foram

expressos em termos de equivalente de quercetina (mg EQ / g de extrato).
Analise CCD

Cerca de 1 mg das amostras foi diluido em 1 mL de metanol, e todos os padrdes foram utilizados na
concentracdo de 1 mg/mL. As amostras e os padrées foram aplicados de forma manual nas placas
cromatograficas, e as mesmas foram desenvolvidas em cubas apds saturacdo com a fase mével. A
cuba foi saturada durante 15 minutos, aproximadamente, a temperatura ambiente. As bandas foram
aplicadas com largura de 0,5 cm e com uma distancia entre elas e das bordas das placas de 0,5 cm. O
tamanho da largura e do comprimento das placas cromatograficas foi de 5 cm. As amostras foram
aplicadas a 0,5 cm da origem e com término 0,5 cm do final da placa. Ap6s a eluicdo das placas as
mesmas foram secas a temperatura ambiente, e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz
visivel em seguida foram digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes especificos para
cada metabdlito (Tabela 1). As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrdes

correspondentes.
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Tabela 1: Sistemas, reveladores e padrfes utilizados na cromatografia em camada delgada, para identificacdo
dos metabdlitos secundarios dos extratos estudados.
Classe de metabdlitos

secundarios Sistema de eluicéo Reveladores Padroes
Taninos hidrolisaveis 90:5:5 FeClI3 Acido galico
Taninos condensados 90:5:5 VC Catequina
Flavonoides 90:5:5 AICI3 Rutina e Quercetina
Derivados cindmicos 90:5:5 AICI3 Ac.ﬁ\illo(r::lgeéirligo ¢
Terpenos e Esteroides 70:30 LB+ A B-sitosterol
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26 LB+ A Escina
Quinonas 50:6, 75:5 HNO3 + KOH 10% Senosideo A
Alcaloides 50:6, 75:5 Dragendorff Atropina
Acucares redutores 50:20:10:10 Timol + H2S04 10% + A D-maltose

Legenda: Sistemas: 90:5:5 — Acetato de etila: acido formico: agua; 70:30 — Tolueno: acetato; 50:50:50 — Eter
etilico: acetato de etila: acido acético 10% (saturacdo); 100:11:11:26 - Acetato de etila: &cido acético: acido
férmico: agua; 50:20:10:10 — Acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua; 50:6, 75:5 — Acetato de etila:
metanol: agua

Analise CLAE-DAD

As analises foram realizadas utilizando o equipamento Agilent 1260 Infinity com bomba quaternéaria
e degaseificador (G1311D), injetor automatico (G1329B), forno de coluna (G1316A), e detector
DAD (G4212B). Coluna: Zorbax® (Agilent), SB-C18 5um; 4,6 x 250mm com pré-coluna Zorbax ®
(Agilent) SB-C18 5um e 4,6 x12,5mm. As amostras foram filtradas com membrana de 0,22
micrometros e analisadas seguindo um gradiente linear de 96% (A) a 30% (A) de 0 a 30 minutos a
40 C° com fluxo de 1 mL/min utilizando como fase mével dgua ultrapura acidificada a 0,3% com
acido acético (A) e metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich®) (B) com deteccdo completa entre 190-
400nm.

Atividades antioxidantes
Sequestro de radicais livres pelo DPPH

Neste ensaio, a atividade sequestradora de radicais livres dos extratos foi medida em termos de doagéo
de hidrogénio usando o radical estavel 2,2-difenil1-picrilhidrazil (DPPH)™ 8. Foi misturado 250 pL
da solucdo de DPPH (1 mM) em 40 uL de diferentes concentragdes dos extratos (31,25; 62,5; 125;
250; 500 e 1000 pg/mL). Apds 25 minutos foi medida a absorbancia a 517 nm. A eliminagdo de
radicais de DPPH pelos extratos foi calculada pela férmula: SRL [DPPH] (%) = [(Aa—Ac)/Ac] x 100.
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Onde: SRL = sequestro de radicais livres, Aa = Absorbancia da amostra e Ac = Absorbancia do

controle.
Inibicéo do radical ABTS

O metodo do ABTS (2,2’-azino-bis- (3-etthylbenzothiazoline-6-sulfonate) foi realizado com base em
Re et al*, com algumas modificagdes. Uma solucdo com o radical ABTS foi preparada (7 nM de
ABTS; 2,45 mM de persulfato de potassio), e deixada em repouso por 16 horas, antes da sua
utilizacdo. 10 pL de diferentes concentragdes dos extratos (31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL)
foram adicionados a 1 mL da solucéo de trabalho, e a leitura foi realizada em espectrofotometro a
734 nm, exatamente apds 6 minutos de reacdo. A porcentagem de inibicdo foi calculada através da
equacdo: Inibicdo do ABTS (%) = [ (Ac — Aa) / Ac] x 100. Onde: Ac = Absorbancia do controle e
Aa = Absorbancia da amostra.

Teste de sequestro de ions superoéxido (O2)

Esse teste foi realizado baseado em Dasguptal®® com algumas modificac6es. Uma aliquota de 200 pL
de amostra foi misturada a 200 uL de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4), 200 uL de metionina (65
mM), 200 pL de uma solucéo de EDTA (0,5 mM), 200 pL de Nitrotetrazolium Blue chloride (NBT)
(0,375 mM) e 200 uL de riboflavina (0,5 mM). As amostras controle foram preparadas substituindo
200 pL da amostra teste por 200 puL de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4). ApGs incubacdo sob luz
fluorescente por 15 minutos, a absorbancia foi lida a 560 nm contra um branco. A atividade
sequestradora de radicais (%) foi calculada através da seguinte equacdo: %l =
[(Acontrole=Aamostra)/ Acontrole] X 100.

Capacidade antioxidante total (CAT)

100 pL de cada amostra foram adicionados a 1 mL da solucao de fosfomolibdénio (600 mM de acido
sulfarico, 28 mM de fosfato de sodio e 4 mM de molibdato de aménio), e posteriormente incubados
em banho-maria a 95 °C por 90 minutos. Apds voltarem a temperatura ambiente, as absorbancias das
amostras foram medidas a 695 nml?!. A capacidade antioxidante total foi expressa em relacio ao
acido ascorbico e calculada pela formula: CAT (%) = [ (Aa— Ac) / (Aaa — Ac) ] x 100, onde: Ac =
Absorbancia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbancia do &cido ascorbico.

Atividade antibacteriana

Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos extratos contra as bactérias gram-positivas:
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria
monocytogenes ATCC 7644, e a gram-negativa Escherichia coli ATCC 25922.
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Preparacéo do inéculo

As cepas bacterianas foram cultivadas em agar Mueller Hinton. Ap6s o periodo de incubacéo,
colbnias de cada estirpe foram transferidas assepticamente para solucdo salina estéril (0,8% NaCl).

A turbidez das solugdes foi padronizada utilizando a escala de Mac Farland (10° CFU / mL).
Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Foi realizado o método de microdiluigdo para determinar a concentracdo inibitéria minima utilizando
microplacas de 96 pocos. Foram adicionados 100 uL. de meio de cultura Mueller Hinton (MHB), 10
uL de indculo contendo 10° UFC / mL de cada cepa e os extratos em diferentes concentragdes. As
placas foram incubadas num agitador rotativo a 150 rpm a 37°C durante 48 h. Posteriormente, 10 mL
de resazurina 0,001% foi adicionado, e as placas foram incubadas por 6 horas. O crescimento foi
indicado por mudancas de cor de roxo para rosa (ou incolor) e a menor concentracdo em que a
mudanca de cor ocorreu foi tomada como a CIM. Como controle positivo, foi utilizado o antibi6tico
tetraciclina. O ensaio foi realizado em triplicata de acordo com os padrdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2018).

Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Para determinacdo da concentracdo bactericida minima, aliquotas das microplacas do ensaio CIM
foram transferidas para placas de Petri contendo 4gar Mueller Hinton (MHA\) e incubadas a 37° C
por 48 horas. A CBM foi considerada a concentracdo mais baixa a partir da qual ndo se observou
crescimento microbiano ap6s a cultura. Como controle positivo, foi utilizado o antibi6tico
tetraciclina. O ensaio foi realizado em triplicata de acordo com os padrdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018).

Avaliacao de citotoxicidade
Cultura celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram MCF-7 (adenocarcinoma da mama), HL-60
(leucemia promielocitica) e HaCaT (queratindcitos humanos ndo tumorais). Todas foram cultivadas
em meio RPMI 1640 (Gibco BRL) contendo 10% de soro bovino fetal (FBS), penicilina a 1% (100
Ul / mL) e estreptomicina (100 pg / mL) a 37° C em incubadora umidificada com 5% de CO2.

Analise de proliferacdo celular

A proliferacdo celular foi testada pelo método de reducéo do tetrazdlio (MTT). As células em fase de
crescimento exponencial (5 x 10° células / mL, 100 pL / pogo) foram semeadas em placas de 96 pocos
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e incubadas overnight. Apds adesdo das células nas placas, aliquotas dos extratos em diferentes
concentragdes a partir de 2mg/mL foram adicionadas e incubadas por 48h. Ent&o, o sobrenadante foi
removido e as celulas foram lavadas trés vezes com PBS. A droga doxorrubicina foi usada como
padrdo. 200 mL de meio fresco contendo 0,5 mg / mL de MTT foram adicionados a cada poco,
seguido de incubagdo por 4h a 37 °C. Apo6s esse periodo, o sobrenadante foi descartado e 150 pL de
DMSO foram adicionados para dissolver os cristais de formazan. A absorbancia foi medida a um
comprimento de onda de 560 nm[?, Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a
Concentracdo de Inibi¢do 50 (IC50) foi calculada usando o GraphPad Prism 7.0, empregando-se a

curva de regressao néo linear.
Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada seguindo a metodologia de Almaaytah et all?®l. Eritrdcitos
humanos foram isolados por centrifugagdo a 1500 rpm por 10 min. O plasma foi removido e 0s
eritrocitos foram lavados trés vezes com tampéao fosfato-salina (PBS 0,9%; pH 7,4). Uma aliquota de
1100 puL de suspensdo de eritrocitos foi misturada a 400uL dos extratos em diferentes concentragdes
(100, 500, 250 e 125 mg/mL). Os controles negativo e positivo receberam 400 pL de salina ¢ Triton
X-100, respectivamente. Ap6s 60 minutos de incubacdo a 37° C, as amostras foram centrifugadas a
1500 rpm por 10 min e foi lida a absorbancia do sobrenadante a 540 nm. A atividade hemolitica foi
expressa em relacdo a acdo do Triton X-100 e calculada pela seguinte férmula: Atividade hemolitica
(%) = [ (As — Ab) / (Ac — Ab) ] x 100, onde: As = absorbancia na presenca de extrato, Ab =
absorbancia do controle negativo, e Ac = absorbancia do controle positivo.

Andlises estatisticas

Todos os testes antioxidantes foram executados em triplicada, e calculados a média e o desvio padréo.
A porcentagem de inibig¢&o x log da concentragéo (ICso) foram calculados a partir da regresséo nao
linear no programa GraphPad Prism 5.0, onde também foram produzidos os gréficos e as anélises de
significancia (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Perfil fitoquimico

Os compostos fenolicos estdo amplamente distribuidos em plantas e sdo considerados
importantes antioxidantes naturais pela sua habilidade em eliminar radicais livres, trazendo
beneficios a saude. Além disso, desempenham outras funcBes como defesa contra

microrganismos, raios ultravioleta e ataque de predadores, bem como conferem pigmentacédo
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aos vegetais?*?%. Os fenois e flavonoides totais foram dosados em todos 0s extratos e expressos
em equivalente de acido galico (EAG) e equivalente de quercetina (EQ), respectivamente
(Tabela 2).

Tabela 2: Resultados das dosagens fitoquimicas dos extratos das folhas de A. oncocalyx, C. ferreae T.
impetiginosa, e das cascas de B. forficata, H. courbaril e M. tenella.

Extratos Compostos fenolicos Flavonoides totais
(mg EAG/g de extrato) (mg EQ/g de extrato)
A. oncocalyx 216,75 £ 3,22 1,82+0,38
B. forficata 416,69 + 6,55 575+1,21
C. ferrea 286,42 + 3,70 2,19+0,59
H. courbaril 520,09 + 4,12 1,55+0,19
M. tenella 435,95 £ 2,73 -

T. impetiginosa 32,78 £ 2,81 0,98 £0,21

Legenda: EAG: Equivalente de acido galico; EQ: Equivalente de quercetina.

O extrato que apresentou maior teor de fendis totais foi o das cascas de H. courbaril,
entretanto, Rocha et all?®! verificaram um teor menor destes metab6litos no extrato aquoso do
fruto dessa espécie, o0 que sugere uma distribuicdo diferente destes compostos entre as partes
da planta. O extrato das cascas de M. tenella também apresentou alto teor de compostos
fenolicos como ja foi observado em outras espécies do génerol?™,

Os flavonoides sdo a subclasse de compostos fenolicos mais estudada, e normalmente
esses metabolitos sdo encontrados nas plantas na forma conjugada com acucares?®l. A maior
concentracdo de flavonoides foi observada no extrato de B. forficata, sendo o acimulo destes
metabolitos uma caracteristica das plantas do género Bauhinia?®. Também ja foram
observados aglicares redutores e outros fenois no extrato etanoico das cascas dessa espéciel*%.
Além disso, alguns compostos fendlicos também ja foram verificados em fracdes sollveis de
A. oncocalyxB!, no extrato de frutos de C. ferreal® e no extrato etandlico de T. impetiginosal®?.

Através da cromatografia em camada delgada foi possivel identificar quais principais

classes de metabdlitos secundarios estdo presentes nos extratos estudados (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultado do perfil fitoquimico dos extratos das folhas de A. oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa, e
das cascas de B. forficata, H. courbaril e M. tenella realizado por cromatografia em camada delgada (CCD).

Classe de metabdlitos

‘o A.oncocalyx  B. forficata C.ferrea H.courbaril M.tenella T.impetiginosa
secundarios

Taninos hidrolisaveis + - + + - -
Taninos condensados + - + + - -
Flavonoides + + + + - +
Derivados cinamicos - - - - + ,
Terpenos e Esteroides - - - - + +
Cumarinas - - - - - ,
Saponinas - - + - - +

Antraquinonas - - - - - -
Acucares redutores + + + + + +

Alcaloides - - - - - .

Legenda: (+) presenca; (-) auséncia.

Além da presencga de compostos fenolicos, observou-se terpenos como constituintes do
extrato de M. tenella e saponinas no extrato de C. ferrea, ambos metabdlitos também foram
encontrados no extrato de T. impetiginosa. Os terpenos sdo metabdlitos volateis encontrados
nos Oleos essenciais e possuem Vvéarias atividades ja descritas, como antioxidante®4,
inseticidal®®! e antimicrobianal®!. Essa dltima propriedade pode estar relacionada a uma
possivel ruptura de compostos lipofilicos da membrana dos microrganismos pelos terpenost®7.
As saponinas, por sua vez, sdo substancias com propriedades detergentes e emulsificantes que
apresentam inumeras atividades bioldgicas, tais como antibacteriana e antifungica devido a
interacbes com a membrana celularl® e analgésica e anti-inflamatéria por interferirem no
metabolismo de mediadores inflamatorios?,

Todos os extratos foram submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia para
identificacdo através do tempo de retencdo e da UV de compostos padrdes. Para isso, 0s padrdes
utilizados foram: &cido galico, acido caféico, acido p-cumarico, acido elagico, rutina e
quercetina. S&o observados nos cromatogramas a seguir 0s picos que representam 0s compostos

majoritarios desses extratos (Figura 1).
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Figura 1: Cromatogramas gerados a partir da corrida cromatogréafica dos extratos das folhas de A. oncocalyx (A),
C. ferrea (C) e T. impetiginosa (F) e das cascas de B. forficata (B), H. courbaril (D) e M. tenella (E).

O composto majoritario identificado nos extratos de A. oncocalyx e T. impetiginosa foi

arutina (Figuras 1a e 1f), um flavonoide da subclasse dos flavonois largamente distribuida nos

vegetais, que possui grande importancia terapéutica por apresentar atividades antioxidante,

anti-inflamatoria, dentre outrast%*1, Nos extratos de C. ferrea e M. tenella, o acido elagico foi

identificado como composto majoritario (Figuras 1c e le). Este trata-se de um polifenol,

também encontrado em diversas plantas, com um potencial antioxidante consideravel e que

pode ser atribuido tanto & sua capacidade de sequestro do radical hidroxila (OH+) quanto a de
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ligagdo a ions metalicos>*®l. O pico majoritario do extrato de B. forficata (Figura 1b), apesar
de ndo identificado, possui espectro de UV caracteristico da familia da Astilbina (flavonol)4,

Atividades antioxidantes

Para andlise do potencial antioxidante in vitro, os extratos foram testados por diferentes
métodos. Os ensaios de sequestro dos radicais DPPHe, ABTSe" e do anion superdxido (02"),
que consistem em metodologias colorimétricas simples, foram executados. Esses testes tém
como principio a capacidade de um agente antioxidante de reduzir os radicais livres presentes

no meio*®!,

Observa-se a reducdo do DPPHe, na sua reacdo com um doador de hidrogénio, através
da modificacdo da cor violeta desse composto. A diminuicdo da absorbancia é diretamente
proporcional & concentracdo do composto antioxidantel*®l. No ensaio de inibicdo do radical
ABTS-*, observa-se a sua reducdo pelos antioxidantes através da modificacdo da cor do meio
de azul para amarelo em um méaximo de absorbancia de 734 nm[*°l. J4 o ensaio da capacidade
sequestradora do anion superdxido (O2™) pode ser realizado utilizando o sistema metionina-
EDTA-NBT-riboflavina. Na reacdo este radical é produzido, e 0 mesmo reduz o NBT a
formazan em temperatura ambiente e pH 7,4, modificando a coloracdo de amarelo-palida para
purpura. Essa mudanca pode ser observada por espectrofotometria a 560nm. Na presenca de
agentes antioxidantes, estes reagem com o O," impedindo a formagao de formazan!"l.

As figuras 2, 3 e 4, mostram os resultados em percentual de sequestro do DPPH, do

ABTS e do anion superdxido (O2™), respectivamente.
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Figura 2: Percentual de sequestro de radicais livres pelo método do DPPH em fungdo do aumento da concentragao
dos extratos das folhas de A. oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa e das cascas de B. forficata, H. courbaril e M.
tenella. SRL: Sequestro de radicais livres.
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Figura 3: Percentual de inibicdo do radical ABTS em funcdo do aumento da concentragdo dos extratos das folhas
de A. oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa e das cascas de B. forficata, H. courbaril e M. tenella.
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Figura 4: Percentual de sequestro do anion superoxido (O2¢7), em func¢do do aumento da concentracdo dos extratos
das folhas de A. oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa e das cascas de B. forficata, H. courbaril e M. tenella.

Todos os extratos testados apresentaram altos niveis de sequestro do radical DPPH. Os
extratos de H. courbaril e M. tenella apresentaram atividade superior aos demais, estando
relacionada a sua alta concentracdo de fenois. Além disso, nos métodos do ABTS e do anion
superdxido (O2¢), os resultados mais consideraveis também foram verificados por estes dois
extratos. A estrutura quimica dos flavonoides e demais compostos fendlicos é determinante

para sua atividade antioxidante, que pode ser realizada por varios mecanismos, como a
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neutralizacdo de radicais livres através da doacdo de atomos de hidrogénio, com sinergismo de
outros antioxidantes como as vitaminas E e C. Além disso, alguns flavonoides podem interferir
na formacao de radicais livres através da sua atividade quelante de ferro e pela estimulagéo de
enzimas com atividade antioxidante como a catalase e a superoxido-dismutasel*84°],

A capacidade antioxidante total (CAT) € um método baseado na reducdo de ions
metélicos que determina quantitativamente o potencial antioxidante de uma amostra através da
formacgédo de um complexo de fosfomolibdénio. Neste processo observa-se a reducdo de Mo
(VI) a Mo (V) com a modificacdo da coloracdo do meio de amarelo para verde em funcéo do
pHBY, Neste ensaio, o extrato aquoso de H. courbaril apresentou a melhor atividade em relagio
aos demais extratos (Figura 5). A alta capacidade antioxidante dos compostos fendlicos esta
associada a prevencdo de doencas neurodegenerativas e cardiovasculares, do cancer, entre

outrasH,
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Figura 5: Percentual da capacidade antioxidante total (CAT) em fungdo do aumento da concentracdo dos extratos
das folhas de A. oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa e das cascas de B. forficata, H. courbaril e M. tenella.

Quanto menor o valor de ICso de um teste maior é a capacidade antioxidante do
composto. Observou-se que alguns extratos se mostraram mais eficazes, em alguns métodos,

que o padrdo Trolox (Tabela 4).
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Tabela 4: Resultados das atividades antioxidantes dos extratos das folhas de A. oncocalyx, C. ferrea e T.
impetiginosa, das cascas de B. forficata, H. courbaril e M. tenella, e do padrdo Trolox, expressos em ICsg.

Amostras DPPH ABTS CAT O
1Cs0 (ng/mL) I1Cs0 (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL)

A. oncocalyx 102,8 (91,33 a115,5) 519,4 (505,3 a533,9) >1000 >1000

B. forficata 39,83 (27,69 a 57,28) >1000 763,8 (698,4 a 835,4) >1000

C. ferrea 59,73 (49,86 a 71,54)  663,8 (597,0 a 738,2) >1000 >1000
H. courbaril 1,62 (0,32a8,11) 201,7(192,1a211,7)  466,2 (400,5 a 542,7) 431,9 (376,6 2 495,4)
M. tenella 30,53 (21,30 243,76) 286,1 (254,2 a 322,0) 775,2 (684,0 a 878,5) 855,3 (746,1 a 980,5)

T. impetiginosa  511,0 (473,1 a 551,9) >1000 >1000 >1000
Trolox 690,1 (634,42 750,8) 773,4 (665,4 a 899,0) - 404,0 (359,6 a 453,9)

Atividade antibacteriana

As principais classes de antibidticos encontram nos estudos acerca dos produtos naturais
um ponto de partida para o seu desenvolvimento, como é o caso da daptomicina, um antibidtico
obtido a partir da fermentacdo do Streptomyces pristinaspiralis®Y. Isso mostra a importancia
da busca de novos antimicrobianos por fontes naturais.

Existem inimeros ensaios para a determinacdo da atividade antibacteriana de extratos
vegetais, a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) é um desses e verifica a menor concentracdo
de um composto necessaria para inibir o crescimento de um determinado organismo ap6s um
periodo de incubacio, em média 24 horas®>%4l,

Nesse sentido, todos os extratos foram testados contra quatro espécies bacterianas:
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes. O extrato de B. forficata apresentou a maior atividade antibacteriana, com
resultados superiores ao antibiético tetraciclina. Além disso, os extratos de C. ferrea e H.

courbaril tambem mostraram resultados consideraveis (Tabela 5).
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Tabela 5: Resultados da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) dos
extratos das folhas de A. oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa, e das cascas de B. forficata, H. courbaril e M.
tenella contra diferentes cepas bacterianas.

S. epidermidis S. aureus E. coli L. monocytogenes
ATCC 14990 ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 7644
Amostras
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(ng/mL) (ng/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)  (ug/mL)
A. oncocalyx 128 256 512 104 32 64 16 32
B. forficata 1 2 1 2 0,5 1 4 8
C. ferrea 64 128 128 256 1 2 8 16
H. courbaril 16 32 8 16 4 8 2 4
M. tenella 64 128 8 16 - - - -
T. impetiginosa - - - - 128 256 32 64
Tetraciclina 2 4 2 4 0.5 1 1 2

Sabe-se que ha uma grande quantidade de flavonoides e outros fendis no extrato das
cascas de B. forficata e que estes metabdlitos apresentam toxicidade para 0s microrganismos.
Isso se deve a inibicdo enzimatica, ao rompimento da parede celular, ou a possiveis interacoes
com proteinas envolvidas no metabolismo bacterianol®®%¢l, Rocha et al®! observaram uma
atividade antimicrobiana no extrato das folhas dessa espécie em uma concentracao superior,
sugerindo que as cascas apresentam melhor potencial antimicrobiano. A distribuicdo de
metabdlitos se da de maneira diversa entre as partes da planta, e fatores como temperatura,
disponibilidade hidrica e radiacdo ultravioleta coordenam a taxa de producdo dessas
moléculast®,

A espécie H. courbaril, que tem suas atividades antifingicas e vermifugas ja descritas®l
também ja apresentou atividade antimicrobiana contra isolados de Proteus mirabilis®, o que
corrobora com os dados observados nesse estudo. Esse resultado possivelmente esta
relacionado ao alto teor de compostos fenodlicos encontrado nos extratos das cascas de H.

courbaril, uma vez que estes metab6litos possuem propriedades antimicrobianasf®.

Thomaz®! observou uma atividade antibacteriana dos extratos dos frutos de C. ferrea
contra S. Aureus, Klebsiella sp., Bacillus sp. Streptococcus sp. e Corynebacterium sp, e
Magalhes et all®?! também verificaram essa atividade nos extratos glicélicos das folhas dessa
espécie contra S. aureus. Essa atividade pode estar relacionada a presenga de saponinas no

extrato estudado, uma vez que esses metabdlitos apresentam propriedades detergentes e
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emulsificantes que permitem a alteracdo de permeabilidade de membranas celulares ou até a

sua destruicaol®l,

Atividade citotoxica

Ensaios de citotoxicidade consistem basicamente na analise dos efeitos toxicos ou
antiproliferativos de uma substancia sobre células em cultura, que podem ser evidenciados por
métodos colorimétricos. Esses testes sdo bastante relevantes para o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos, alimenticios e biol6gicos®l. Nesse sentido, todos os extratos estudados
foram submetidos ao teste de citotoxicidade pelo metodo MTT (Tabela 6), que consiste em
verificar a mudanca de coloragdo amarela do reagente MTT para purpura indicando a reducgéo
desse composto a cristais de formazan, por redutases, quando had metabolismo celular ativo.
Dessa maneira, a concentracdo de cristais formados € diretamente proporcional a concentracdo

de células viaveis!®),

Tabela 6: Efeito citotoxico dos extratos das folhas de A. oncocalyx, C. ferrea e T. impetiginosa, e das cascas de
B. forficata, H. courbaril e M. tenella, e da doxorrubicina contra células saudéaveis e tumorais.

1Cs0 (ng/mL)
Linhagem
A B. C. H. M. T.
cellular _ _ ) o Doxorrubicina
oncocalyx  forficata ferrea  courbaril tenella  impetiginosa

HaCaT - - - - - - 1,83
MCF-7 15,78 87,32 27,49 12,39 18,37 - 2,78
HL-60 42,89 123,13 32,16 6,01 8,38 - 3,67

Legenda: HaCaT (queratin6ticos humanos ndo-tumorais); MCF-7 (adenocarcinoma de mama); HL-60 (leucemia

Promielocitica).

Nenhum dos extratos apresentou toxicidade para a linhagem de queratindcitos humanos
ndo-tumorais (HaCat) nas concentracdes testadas. Em contrapartida, para as linhagens tumorais
observou-se uma toxicidade moderada, principalmente promovida pelos extratos de H.
courbaril e M. tenella, quando comparados ao farmaco doxorrubicina.

Semelhantemente ao presente estudo, Figueiredo®® observou uma atividade citotoxica
do extrato de H. courbaril sobre células de melanoma murino. Esses achados podem estar
relacionados a presenca de fendis como os taninos no extrato desta espécie, uma vez que essa
classe de metabdlitos pode ser toxica devido a sua capacidade de complexacgdo a ions metalicos

como o Ferro e de ligacéo a proteinas®,
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Este € o primeiro estudo acerca da propriedade citotdxica do extrato de M. tenella,
entretanto, Leipelt®® ja constatou a citotoxicidade de um outro extrato do género Myrciaria
sobre células de adenocarcinoma de prostata. Esses resultados possivelmente estao relacionados
a presenca de terpenos nessa espécie, uma vez que esses metabdlitos podem apresentar
atividade antimitética e, por esse motivo, representam uma classe de moléculas de grande
interesse cientificol®!, Estudos que esclarecam a possivel seletividade dos compostos a

linhagem celular precisam ser realizados.

Atividade hemolitica

O ensaio de atividade hemolitica consiste na avaliagdo da ruptura da membrana
eritocitaria e morte celular através da liberacdo de hemoglobina para o0 meio. Dessa forma, é
possivel verificar possiveis danos que uma determinada substancia pode promover a este tipo
celular™, Alguns medicamentos e extratos de plantas sdo capazes de promover a ruptura da
membrana eritrocitarial*l, entretanto, todos os extratos aquosos estudados demonstraram baixo
grau de hemdlise (Figura 6). Além disso, observou-se uma relacdo inversamente proporcional
entre as atividades hemolitica e antioxidante, uma vez que o estresse oxidativo pode danificar

a membrana eritrocitarial’?.
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Figura 6: Atividade hemolitica em funcdo do aumento da concentracdo dos extratos das folhas de A. oncocalyx,
C. ferrea e T. impetiginosa e das cascas de B. forficata, H. courbaril e M. tenella.
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4 CONCLUSOES

e Foi verificada a presenca de compostos fendlicos em todos os extratos estudados, com
predominancia de flavonoides e taninos. Além disso, alguns extratos apresentaram

terpenos e saponinas na sua composicao;

e Através da CLAE-DAD, a rutina foi identificada como composto majoritario dos
extratos de A. oncocalyx e T. impetiginosa, e o acido elagico dos extratos de C. ferrea e

M. tenella;

e Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante, com destaque para os de B.
forficata, M. tenella e H. courbaril, possivelmente estando relacionado ao seu alto teor

de compostos fenolicos;

e O extrato de B. forficata apresentou acentuada atividade antimicrobiana, seguido dos
extratos de C. ferrea e H. courbaril, esses achados possivelmente estdo associados a

presenca de metabdlitos como os flavonoides e as saponinas;

e Os extratos ndo apresentaram toxicidade na linhagem de células saudaveis (HaCaT), nas
concentracgdes testadas, e revelaram um baixo grau de hemdlise, sugerindo seguranca na

sua utilizacao;

e Moderada toxicidade foi observada na linhagem de células tumorais (MCF-7 e HL-60),

principalmente promovida pelos extratos de M. tenella e H. courbaril;

e O presente estudo forneceu dados que contribuem para o conhecimento acerca de
espécies de plantas medicinais presentes no Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco
- Brasil.
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