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RESUMO

Recentemente, o interesse em descobrir antioxidantes naturais aumentou tremendamente p.
sua aplicacdo no controle do aparecimento de multiplas doencgas. Oito extratos metandlicos de
sete plantas medicinais (Amburana cearensis, Croton conduplicatus, Erythrina velutina,
Handroanthus impetuginosus, Hymenea courbaril, Simaba ferruginea e Vitex gardeneriana)
de uma floresta seca tropical sazonal no Nordeste do Brasil (Pernambuco, Brasil) foram
estudados quanto a triagem fitoquimica, e potencial antioxidante. Além disso, 0s teores totais
de fenolicos e flavonoides também foram determinados por métodos colorimétricos usando
quercetina e acido galico como padrdo. O potencial enzimatico inibitério dos extratos foi
investigado contra enzimas-chave envolvidas na acetilcolinesterase (AChE) neurodegenerativa.
Todos o0s extratos analisados mostraram a presencga de compostos fendlicos, cumarinas, mono-
, sesqui- e diterpenos, naftoquinonas, triterpenos e esterdides. A presenca de alcaldides foi
determinada apenas nos extratos metanolicos das folhas e ramos de Erythrina velutina e no
extrato metandlico dos ramos de Vitex gardneriana. Antocianinas e xantinas estavam ausentes
nos extratos analisados. O teor de compostos fenolicos totais nas amostras investigadas variou
de 19,10 (extrato metanolico de Simaba ferruginea) a 129,70 (extrato metandlico de folhas de
E. velutina) EmgAG/gPS. A atividade antioxidante foi medida por trés ensaios
espectrofotométricos: atividade de eliminacdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
inibicdo da peroxidacdo lipidica e capacidade antioxidante total pelo método do
fosfomolibdénio. Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante sendo. No ensaio de
eliminacdo do radical DPPH, os valores de IC50 variaram de 198,3 (para H. courbaril) a 309,9
(S. ferruginea) pg/mL. No ensaio de inibigdo da peroxidacdo lipidica os valores de inibicéo
variaram de 45,45% (para A. cearenses) a 62,12% (para C. conduplicatus). No ensaio de
capacidade antioxidante total os valores variaram de 27,74% (para o extrato metanolico de
ramos de E. velutina) a 73,49% (para S. ferruginea). H. impetuginosus, H. courbaril, E. velutina
(galhos) e V. gardeneriana inibiram 100% AChe. E. velutina (folhas), C. conduplicatus e A.
cearenses inibiram 94%, 83% e 57% de AChe, respectivamente. Apenas S. ferruginea
apresentou inibicdo menor que 50% de AChe.

Palavras chave: Prospeccao. Antioxidantes. Alzheimer. Acetilcolinesterase.



ABSTRACT

Recently, the interest in discovering natural antioxidants has increased tremendously for their
application to control onset of multiple diseases. Eight metanolic extracts of seven medicinal
plants (Amburana cearensis, Croton conduplicatus, Erythrina velutina, Handroanthus
impetuginosus, Hymenea courbaril, Simaba ferruginea and Vitex gardeneriana) of a seasonal
tropical dry forest in Northeastern Brazil (Pernambuco, Brazil) were studied for their screening
phytochemical, antioxidant potential. In addition, total phenolic and flavonoid content were
also determined by colorimetric methods using quercetin and gallic acid as standard. The
enzyme inhibitory potential of extracts was investigated against key enzymes involved in
neurodegenerative [acetylcholinesterase (AChE)]. All extracts analyzed showed the presence
of phenolic compounds, coumarins, mono-, sesqui- and diterpenes, naphthoquinones,
triterpenes and steroids. The presence of alkaloids was determined only in the methanolic
extracts of the leaves and branches of E. velutina and in the methanolic extract of the branches
of V. gardneriana. Anthocyanins and xanthines were absent in the extracts analyzed. The
content of total phenolic compounds in the investigated samples ranged from 19.10 (S.
ferruginea methanolic extract) to 129.70 (E. velutina leaves methanolic extract) EmgAG / gPS.
The antioxidant activity was measured by three spectrophotometric assays: elimination activity
of the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical, inhibition of lipid peroxidation and total
antioxidant capacity by the phosphomolybdenum method. All extracts presented antioxidant
activity. In the DPPH radical elimination assay the IC 50 values ranged from 198.3 (for H.
courbaril) to 309.9 (S. ferruginea) ug/mL. In the lipid peroxidation inhibition assay the
inhibition values varied from 45.45% (for A. cearenses) to 62.12% (for C. conduplicatus). In
the assay of total antioxidant capacity the values ranged from 27.74% (for the methanolic
extract of E. velutina branches) to 73.49% (for S. ferruginea). H. impetuginosus, H. courbaril,
E. velutina (twigs) and V. gardeneriana inhibited 100% AChe. E. velutina (leaves), C.
conduplicatus and A. cearenses inhibited 94%, 83% and 57% of AChe, respectively. Only S.

ferruginea presented inhibition less than 50% of AChe.

Key words: Prospecting. Antioxidants. Alzheimer. Acetylcholinesterase.
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1. Introducao

O uso de plantas com propriedades medicinais é tdo antigo quanto a historia da
humanidade(HEISLER et al., 2015). Desde dos tempos remotos, 0 homem vem utilizando
as plantas medicinais, e seus conhecimentos tem se aprofundado no sentido de melhorar
suas condicdes de alimentacdo e na terapéutica de doencas (Devienne et al., 2004). Esses
conhecimentos foram transferidos oralmente por vérias geragdes (FIRMO et al., 2011).

Vérios sdo os extratos oriundo de espécies de plantas que estdo sendo usados na
medicina tradicional(STEPP, 2004), fazendo assim importantes fontes de novos
medicamentos (KINGSTON, 2005).

Os produtos derivados de plantas sdo resultantes de fendmenos intrinsecos a
biodiversidade, onde acontece uma interagao entre os organismos e fatores externos do meio
ambiente em resposta a isso as plantas produz complexos quimicos que favorecem sua
sobrevivéncia, esses compostos em sua grande maioria sdo potencialmente
ativos(MISHRA,; TIWARI, 2011).

Estima-se que no planeta tenha sido estudada aproximadamente 10% de toda vegetacédo
no que se refere ao potencial farmacoldgicos (BRAMBILLA et al., 2009). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que aproximadamente 80% de toda
populacdo no mundo faz uso de alguma planta, para evitar ou curar algum tipo de doenca.
No Brasil, esses dados sdo bem marcantes, e as comunidades rurais sdo em maior parte 0s
que fazem uso dessas plantas e sdo 0s principais participantes desta estimativa (JAQUES et
al, 2009).

Nos ultimos tempos tem amentado significativamente terapias alternativas no
tratamento de diversas doencas (VEIGA-JUNIOR et al., 2008), além do que, novas
descobertas de compostos com potencial biologicamente ativos de plantas e um grande
faturamento das empresas farmacéuticas tém aumentado estudos com produtos de origem
naturais(LIMA, G. S. et al., 2015).

Neste contexto, o Brasil apresenta uma biodiversidade com habitats bem peculiar para
plantas medicinais que ndo ocorrem em outras regides do planeta(DA COSTA FILHO et
al., 2012). O Brasil apresenta a maior diversidade genética de plantas do planeta, isso
corresponde aproximadamente 20% da flora no mundo e 75% das espécies vegetais presente
nas florestas(OLIVEIRA, D. DE, 2008).
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No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais antecede a colonizagdo. Nessa época 0s
indios ja faziam uso, e ao longo do tempo foi passando os conhecimentos para 0s
colonizadores, sendo largamente aplicada na medicina caseira(LIMA, R. K. et al., 2012).

Dentre esses habitats, o bioma Caatinga merece destaque por apresentar uma
diversidade de vegetais com potencial quimico e farmacoldgico que é pouco estudado, no
entanto com grande potencial terapéutico. O bioma Caatinga apresenta uma flora altamente
diversificada o que demonstram ser fontes com enorme potencial de moléculas
biologicamente ativa(JO ATILDE O et al., 2016).

As plantas medicinais constituem os mais variados principios ativos e muito deles é bem
conhecido no bioma caatinga, onde muitas das vezes é a Unica forma no combate de vérias
doencas (ALBUQUERQUE et al., 2010).

Quando se realiza pesquisas com extratos de plantas fica evidente o sinergismos que
existe entre os diferentes principios ativos(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Conhecer os compostos e principios ativos existente nas plantas junto com seu
mecanismo de a¢do sempre despertou muito interesse por parte dos pesquisadores, isso estar
ligado ao fato das plantas terem uma constituicdo quimica variada e complexa. Desse modo
ha uma obrigacdo permanente de estudos que tenha a finalidade de compreender mais a
fundo a constituicdo dos componentes bioativos presentes para que sejam utilizados com
mais cautela(OLIVEIRA, M. et al., 2014).

Entre as moléculas elaboradas pelas plantas, destacam-se o grupo dos polifenois que
sdo um dos mais estudados, da qual pode ser atribuido sua capacidade antioxidante as suas
propriedades redutoras e sua estrutura quimica(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
Boa parte dos conhecimentos a respeito de plantas medicinais da Caatinga, foram
conseguidos com a colaboracgdo de levantamentos etonobotanicos (RIBEIRO et al., 2014).

Os antioxidantes exercem uma funcdo importante no combate de diversas
enfermidades(NGO et al., 2011). Entre essas patologias podemos destacar o cirrose, artrites,
diabetes, enfisema, inflamacg6es, cancer, envelhecimento precoce, assim como as doencas
neurodegenerativas cronicas, aterosclerose, mal de Parkinson e doencas de Alzheimer é
provavel gue estejam associada com o excesso de radicais livres (SORG, 2004).

Os antioxidantes estdo associados as atividades bioldgicas dos compostos fenolicos
(KAUR; ARORA; SINGH, 2008), visto que estes compostos possui a habilidade para inibir

os radicais livres, isso é atribuido a sua natureza em doar elétrons para as espécies reativas.
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Outro motivo estar ligado ao fato de serem largamente difundido no reino
vegetal AMAROWICZ et al., 2010).

As doencas neurodegenerativas se caracteriza pela perda da funcdo neuronal, essas
doencas é um grave problema para a saude publica, no qual o nimero de casos s6 vem
aumentando. Estas doencas assim como tantas estdo relacionadas ao descontrole entre a
formacéo de espécies reativas e antioxidantes(SILVA, W. J. M.; FERRARI, 2011).

As doencas degenerativas, como Alzheimer, vem crescendo junto ao aumento da
expectativa de vida no mundo, o progresso no entendimento da doenga vem sendo
confirmado fazendo uso de inibidores da acetilcolinesterase (AChE) é de fato uma das

formas mais eficiente de frear os sintomas da doenca (YAMAGUCH, 2012).

Entre as atividades interessantes para o controle das doencas neurodegenerativas, tem
crescido a investigacdo por novos inibidores da acetilcolinesterase (AChE) em extratos de
origem vegetais, essa busca vem através de plantas medicinais que ja fazem parte da

medicina tradicional no tratamento de diversas enfermidades(FEITOSA et al., 2011).

Diante do exposto, o presente estudo visa investigar o perfil fitoquimico potencial
antioxidante e atividade da enzima acetilcolinesterase, além da atividade hemolitica por
ensaios in vitro de extratos de plantas naturais da Caatinga, com o objetivo de fornecer
subsidios para um posterior isolamento de biomoléculas de interesse assim como ensaios

de atividade antioxidante in vivo.



18

2. Objetivos

Selecionar plantas da Caatinga em funcdo do potencial antioxidante e da atividade

acetilcolinesterase frente a ensaios in vitro, a partir de seus extratos organicos.

2.1. Objetivos especificos

>

Coletar, identificar e processar a amostra vegetal;
Realizar a extracao para obtencdo do extrato metanoicos das plantas;

Analisar o perfil fitoquimico dos extratos metanolicos através de cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Quantificar os Fendis e Flavonoides Totais dos extratos;
Avaliar a atividade antioxidante através de diferentes métodos in vitro;
Investigar a totoxicidade dos extratos pela atividade hemolitica;

Realizar atividade da inibicdo da enzima acetilcolinesterase, além da atividade
hemolitica.

Determinar o perfil fitoquimico dessas plantas;

Avaliar o teor de fendis totais dos extratos vegetais;
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3. Referencial tedrico

3.1.Plantas medicinais

N&o se sabe ao certo quando se deu inicio a utilizacdo com plantas medicinais para fins
terapéuticos (MARINHO et al., 2007). A utilizacdo de produtos de origem naturais para
fins medicinais é um habito cultural antigo em diversos povos e se torna uma alternativa
com uma forte aceitacéo, esse fato acontece nos centros urbanos e mais fortemente em areas
rurais. Essa atitude tem impulsionado cientistas afim de elucidar sua eficacia e fomentar a

utilizacdo com seguranca dos recursos naturais (SILVA et al., 2016).

Desde as civilizagbes mais antigas, a utilizacdo de plantas medicinais para diversas
doencas representou, ao longo do tempo, a Gnica op¢do de cuidados e prevencdo ao homem.
Nesse sentido Com o avanco da medicina convencional, essa pratica foi desvalorizada, no
sentido que os profissionais da area de salide consideram os medicamentos industrializados
ou manipulados mais seguros. Ainda assim, é percebido que 0 uso de plantas medicinais
pode ser motivado por questdes econémicas, alto custo dos medicamentos, pela dificuldade
a consultas pelo Sistema Unico de Satde (SUS), e também a dificuldade de mobilidade de

areas rurais aliado a sua tradigdo no uso de recursos naturais (BATTISTI et al., 2013).

A definicdo de plantas medicinais é qualquer planta que possua propriedades quimicas
e apresente uma histdria de utilizacdo por povos com poder de cura (MENEGUELLI, 2018)
No entanto se a planta possuir entre seus compostos precursores quimicos com potencial
farmacéuticos por se s6 ndo a caracteriza como um a espécie de planta medicinal (BRASIL,
2006).

O saber sobre as propriedades terapéuticas das plantas medicinais vem sendo
disseminado ao longo dos tempos, assim como outras praticas passada entre as geracdes
(LEITE et al., 2015).

O estudo da Etnoboténica trata da interacdo presente entre o ser humano e as plantas
assim como elas sdo usadas(BOSCOLO, 2013), exibindo uma peculiaridade
multidisciplinar no &mbito da educagdo, com o envolvimento dos saberes entre a populagdo
e a ciéncia (QUINTEIRO, 2013). Além disso, a etnobotanica é bastante significativo para

que a ciéncia fique mais perto do conhecimento da populacédo, valorizando a economia,
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garantindo beneficios a sociedade e contribuindo para conservacdo e preservagdo da flora
nas regides do Brasil (GOMES, 2012).

A busca pelo conhecimento das plantas medicinais é notavel para o registro de dado,
para identificacdo de espécies e no prosseguimento da economia e do emprego medicinal
das plantas (BESSA, 2013).

O poder que as plantas apresentam em curar é tdo primitivo quanto o surgimento da
nossa propria espécie na terra. As primeiras civilizagdes ja tinham conhecimento que
algumas plantas eram capazes de proporcionar, principios ativos para curar doencas
revelando assim seu poder curativo(BADKE et al., 2011). A utilizacdo das plantas
medicinais pelos povos indigenas apresenta um grande valor para melhoria da saude das

comunidades em varias culturas(CHEN et al., 2018).

Além disso, 0 homem fazia uso das plantas na sua alimentacao, no seu aquecimento e
também para construcdo de abrigos, assim como para se vestir, e 0 poder medicinal das
plantas em curar enfermidades estava ligado ao seu poder fascinante e muitas vezes
sobrenatural (KOVALSKI; OBARA; FIGUEIREDO, 2011).

Plantas com poder medicinal apresentam principios valiosos na terapia alternativas de
doencas e uma gama de metabolitos secundarios com potencial terapéuticos e na prevencao
de distarbios dos mais variados (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Segundo a Organizacdo mundial de saude (OMS), 80% de toda populacdo no mundo
faz uso da medicina tradicional no tratamento da salde bésica, visto que esse tipo de
terapéutica é bem mais facil e menos caro. A populacdo em geral faz uso de plantas
medicinais muito das vezes devido ao alto custo dos medicamentos sintéticos, além disso
sd0 menos acessiveis e bastante danoso ao organismo. Aliado a isso a demora do sistema
de saude e o baixo nivel de vida da maioria da populacdo sem falar da falta de politicas
publicas relacionada a saude, tudo isso tem forte influéncia para que as pessoas fagcam uso
de plantas medicinais(GADELHA et al., 2013).

No Brasil existem duas politicas nacionais que tem como objetivo incentivar a
implementacdo de terapia com plantas medicinais. As duas foram criadas em 2006, a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL), 2006) e a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2006),

visa promover a discusséo sobre a oportunidade, o interesse, os obstaculos, as facilidades e

)
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os beneficios da execugdo da Fitoterapia nos Servigos de Saude do Sistema Unico de Salde
(SUS). Vale salientar que além dessas duas temos, uma outra que a Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) que indica uma lista com 71 espécies

vegetais com potencial para gerar fitoterapicos ao SUS (BRASIL, 2009).

O Brasil apresenta uma das floras mais diversificada do mundo, essa flora é amplamente
distribuida por alguns dominios fitogeograficos, como e o caso da Amazodnia, Mata
atlantica, Caatinga, Cerrado, Pampa e Pantanal, onde alguns desses sdo considerados como
hotspots globais da biodiversidade (Ministério do Meio Ambiente, 2017; Lima et al., 2015;
Paese et al., 2010). O Brasil por apresentar a maior diversidade do mundo, se torna um
atrativo para pesquisadores, tendo em vista a conservacdo e utilizacdo dos recursos
(SANTOS, 2011). Vale apenas ressaltar que a maioria dessas plantas ainda nem foram
estudadas tanto do ponto vista fitoquimico e bioldgico, sendo assim esses compostos
bioativos sdo fontes promissoras para novos farmacos (DUARTE, 2009).

Atualmente, a maior parte do comercio com plantas medicinais sdo realizadas em
farmécias e lojas de produtos naturais, no qual as manipulacBes vegetais sdo
comercializadas com rotulos industrias. No geral, essa misturas ndo apresentam certificado
de qualidade e seguranca e sdo produzidas a parti de plantas cultivadas, o que sai do padrao
da medicina tradicional que geralmente faz uso de plantas nativas (VEIGA; PINTO,;
MACIEL, 2005).

Hoje em dia a utilizacdo de produtos naturais, em particular das plantas como agentes
terapéuticos, ndo esta preso simplesmente a utilizagdo sob a forma de “receitas caseiras”
(chés, compressas, ungentos, etc). Com o avanco do conhecimento cientifico esses produtos
naturais representam um papel de extrema relevancia na descoberta de novas substancias
guimicas com efeito terapéutico/farmacoldgico (RATES, 2001; KRISHNAIAH et al., 2011,
VASHIST; JINDAL, 2012).

3.2.Caatinga

A caatinga que significa floresta branca é a principal fitofisionomia do semi-arido
brasileiro, chegando a ocupar mais de 70% do Nordeste do Brasil(RODRIGUES et al.,

2018). Essa regido e formada por varias florestas secas que apresentam, caracteristicas bem
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peculiares, baixa precipitacdo, chegando abaixo de 800mm ao ano, essa chuva se concentra
nos primeiros 3-4 meses do ano e com medias de altas temperaturas(DE ALBUQUERQUE
etal., 2012).

O nome caatinga” significa “mata branca” em tupi-guarani isso se deve pela aparéncia
de sua vegetacdo no periodo de seca, visto que as perde suas folhas ficando com os troncos
acinzentados (DE ALBUQUERQUE; BANDEIRA, 1995).

A Caatinga apresenta um ecossistema bem diversificado abrange uma area de 826.411
Kmz, esse bioma é o principal da regido Nordeste do Brasil, possui um clima quente e seco
com vegetacdo xerorofila e que ostenta uma ampla heterogeneidade floristica(NUNES;
DIAS; CAVALCANTE, 2016).

Ainda se falando em vegetacdo, esse bioma é formado, principalmente, por floresta
espinhosa com arvores de 6-10m de altura e arbustos porte pequenos e de folhas miudas,
cactaceas, euforbidceas e também bromeliaceas (GIULIETT; QUEIROZ, 2006;
DRUMOND, 2013).

Figura 1. Vegetacdo da Caatinga

Fonte: Diego Assuncdo, (2011).
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Estudos apontam que a diversidade de espécies e 0 grau de endemismo do bioma
caatinga apresenta nimeros bem maiores do que se pensava para o semiarido, destruindo
argumentos que o bioma Caatinga exibe uma biota carente e pouco expressiva gque sustente
sua conservacao e diversidade bioldgica global(SCIENCE et al., 2015). A conservacao da
biodiversidade é significativa tanto no quis diz respeito a flora e a fauna, assim com além
pela populacdo que habita essas areas, apresenta uma forte ligacdo e dependéncia da
diversidade desse bioma, seja direta ou indiretamente para sua sobrevivéncia, fazendo
aplicacdo de seus recursos naturais para as mais variadas finalidades(PAULA DANIELE
MENDONCA OLIVEIRA, 2016).

O bioma caatinga € o unico bioma exclusivamente brasileiro (Figura 2), ocupando uma
area de 11% do territorio nacional englobando os estados do Piaui, Rio grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Maranhdo, Ceara, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais(JO
ATILDE O et al., 2016).

Figura 2: Areas de ocorréncia do Bioma Caatinga.

Fonte:http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/bioma_caatinga/arvore/CONT000glz1ehqv02
wx50k0 f7mv200nvgOxn.html
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A preservacao dos recursos naturais presentes no bioma Caatinga é marcante do ponto
de vista da continuidade da biodiversidade local, e da manuten¢do de uma parcela
significativa da biodiversidade do mundo, contribuindo para condi¢cdes do clima global,
facilitando o uso da agua e de solos férteis, além de auxiliar no equilibrio do éxodo rural
(FERNANDES; MEDEIROS, 2009; TABARELLI; SILVA, 2003).

A diversidade da flora do bioma Caatinga é capaz de ser elucidada pela sua variabilidade
de disposicdo hidrica do solo, estabelecendo ambientes bastante diferenciados: como

aquaticos, rupestres, campos abertos, além de matas umidas cerrados (SAMPAIQO, 2010).

Este bioma apresenta periodos de chuvas intensas mas bastante irregulares e sendo
distribuidas ao longo de seis meses durante o ano, e caracterizado por solos rasos com
vegetacdo de savana, abrangendo uma fisionomia xerofita, com arbustos e espinhos e folhas
deciduas(DE OLIVEIRA, G.; DINIZ-FILHO, 2010). Esse periodo de chuvas irregulares
com temperaturas relativamente elevadas sdo caracteristicas climaticas relevantes(PAULA
DANIELE MENDONCA OLIVEIRA, 2016).

As maiores temperaturas podem extrapolar os 45 graus, em alguns lugares durante a
noite pode chegar a 10 ou até 15 graus em areas mais elevadas (SANTOS, 2009). Apresenta
uma precipitacdo por ano com variagdes de 150 mm a 1300mm, no entanto a maior parte
desse dominio a quantidade de chuva é menor que 750 mm por ano, essas chuva sao
concentrada e distribuidas de forma irregular em apenas trés meses seguido (ALVES;
ARAUJO; NASCIMENTO, 2009; NIMER, 1972 RAMALHO, 2013). Mesmo sofrendo com
essas condi¢des climaticas, o semi-arido nordestino é das regides aridas do planeta mais
populosa com 26 habitantes/km2 (INSA, 2012).

Nos ultimos tempos, 0 bioma Caatinga tem sofrido um grande desmatamento o que
corresponde a aproximadamente 62% das areas vulneraveis aos processos de desertificacao

gue no Brasil sdo vistos nesse tipo de vegetacado (Borges Nojosa et al., 2010).

O bioma caatinga é a principal formagéao vegetal do semiarido brasileiro, mesmo assim é uma
das mais ameagadas do mundo e entre 0s biomas brasileiros é o mais desvalorizado e do ponto de
vista botanico o menos conhecido (GIULIETTI et al., 2002).

Embora nos ultimos anos tem crescido a quantidade de estudos do potencial biologicos

de plantas da caatinga, algumas dessas plantas usadas pelo povo para fins terapéuticos ainda



25

ndo foram realizados pesquisas afim da confirmagdo da sua efetividade para o tratamento
de vérias enfermidades (SILVA, L. N. etal., 2015). Por essa razdo, o aumento de
praticas dirigidas para a bioprospecc¢édo bioquimica de plantas do bioma caatinga é de grande
interesse, visto que essas plantas podem ser fontes promissoras de biomoléculas que
apresenta novas possibilidades para industria na producdo de analgésicos, tranquilizantes,
diuréticos, laxantes e antibioticos entre outros ((ARCOVERDE et al., 2014).

Dentro desse contexto dados relevantes da composicéo fitoquimicas e farmacoldgicas
precisam ser confirmados para estas espécies, fundamentando a utilizacdo medicinal dessas
plantas (CARTAXO; DE ALMEIDA SOUZA; DE ALBUQUERQUE, 2010).

3.3.Efeitos bioldgicos das plantas medicinais

Geralmente a natureza € encarregada de produzir a maioria dos compostos organicos
conhecidos, no entanto, fica a cargo dos vegetais a maior parte da diversidade quimica
conhecida e mencionada na literatura. Essa variedade e o grau de complexidade dos
constituintes derivados dos metabolitos secundarios de plantas estdo relacionado por
milhGes de ano no decorrer da evolucdo criando condi¢fes de defesa contra o clima,
poluigéo e predadores que garanta a sua sobrevivéncia(VIEGAS; DA SILVA BOLZANI,
BARREIRO, 2006).

Estudos comprovam que durante a histéria da humanidade as plantas tem demonstrando
ser fontes de uma gama de varios tipos de antioxidantes naturais, no qual as biomoléculas
sdo isoladas e suas atividades bioldgicas comprovadas, muitas delas pode ser usadas como
antimicrobiano, antifingico, antiparasitario, antitumoral, anti-inflamatorio, cicatrizante,
além de varias outras possibilidades (RAFIEIAN-KOPAEI, 2012).

A pratica de se fazer uso de extratos de plantas vem trazendo subsidio no tratamento de
varias doencas e essa utilizacdo geralmente tem como base os saberes da populacéo.
Frequentemente essas fontes sdo de facil acesso e com um baixo valor para populagdo em
geral, alem do que, ja se tinha um conhecimento das provaveis propriedades terapéuticas,
bioldgicas e toxicas, esses extratos sdo fontes promissoras de substancias ativas ou
moléculas (OLIVEIRA, R. B. DE et al., 2008).

As espécies vegetais além de possuirem moléculas tdo complexa do ponto de vista

estrutural que seria impossivel de ser produzida através de sintese, outro fator que desperta
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e favorece pesquisas com plantas afim de descobrir seu potencial farmacoldgicos é a
ocorréncia do sinergismo, esse pode ser observado nos extratos de plantas, esse efeito pode
ser aplicado em técnicas da quimica para producdo de farmacos com um efeito bioldgico
maior de que a soma desse efeitos individualizados numa Unica dose (CHECHINEL
FILHO; YUNES, 2014).

Os compostos bioativos, sdo estruturas organicas obtidas de fonte vegetal, em geral
apresenta baixo peso molecular, que exercem atividades terapéuticas ao organismo
humano, reduzindo o risco de doengas coronarianas, estimulagéo do sistema imunolégico,
atividade antioxidante, regulacdo hormonal, reducdo da pressdo sanguinea, entre outras
(CARRATU; SANZINI, 2005).

Embora nas plantas tenha centenas de metabdlitos secundarios, na maioria das vezes sdo
isolados e isolados pela fitoquimica, apenas 0s compostos que estdo em maiores
concentragdes. A analise desses compostos é bem mais complexa e longa, ja que em geral
0S compostos que estdo presentes em menor quantidade apresentam melhores efeitos
bioldgicos (FILHO; YUNES, 1998). Por esse motivo existe a necessidade de um trabalho
com a colaboracdo mais efetiva entre quimicos e farmacologos para melhor anélise de
extratos, onde se adquire extratos semi-puros, fracdes e finalmente, 0s compostos puros
(FILHO; YUNES, 1998).

Diante do grande nimero de amostras a serem analisadas, se faz necessario que alguns
aspectos sejam levados em consideracdo quando se procura principios biologicamente
ativos em plantas. Nesse sentido, alguns pontos devem ser avaliados como a rapidez,
simplicidade a reprodutibilidade e o baixo custo dos testes biol6gicos (HAMBURGER.et
al., 1991).

3.4 Metabélitos secundarios

O marco da fitoquimica no Brasil teve inicio com a chegada do jovem alemao Theodoro
Peckolt que em pode ser considerado pelo seu trabalho o pai da fitoquimica brasileira.
Partindo desse trabalho, diversos pesquisadores vém alterando a éptica da fitoquimica
tradicional, levando em consideracdo as atividades bioldgicas, a parte da ecologia quimica

e a biossintese de micromoléculas das plantas. Aléem dos organismos marinhos,
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microrganismos, e Varios outros, assim sendo, aplicando novas metodologias analiticas afim

de retirar o potencial dos produtos naturais (PINTO et al., 2002).

Os vegetais sdo seres que ficam preso ao solo e ndo podem se locomover. Dessa forma,
ndo responde aos estimulos do meio ambiente pelas vias provaveis que sdo comuns para a
maioria dos animais (SUZUKI et al., 2014).

O metabolismo caracteriza o conjunto de rea¢es quimicas que ocorre continuamente
dentro das células. Os compostos quimicos formados, transformados ou degradados séo
chamados de metabolitos (SIMOES et al., 2010). Eles sdo formados a parti das vias de
biossintese do metabolismo primario do carbono, que esta presente na maioria das células
vegetais (AUGUSTIN et al., 2011).

Os compostos produzidos pelas plantas podem divididos em dois grupos: metabélicos
primario e secundarios. Os metabdlitos primarios constituem as classes de biomoléculas
indispensaveis a vida como: proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e lipidios. Por outro
lado os metabolitos secundéarios apresentam propriedades que colaboram para o progresso
dos seres vivos e sua relagdo com outros organismos, produzindo aromas, pigmentos,
horménios, resisténcia a patologias e comunicacdo intercelular e intracelular (BRAZ
FILHO, 2010; JABEEN et al., 2014).

Para isso 0s vegetais elaboram em grande escala e bem variados constituintes organicos
que sdo divididos em metabolitos primario e secundarios. Enquanto 0s primarios
apresentam funcdo estrutural e plastica, além do armazenamento de energia. Os secundarios
por sua vez, aparentemente participam do crescimento e desenvolvimento da planta (TAIZ;
ZEIGER, 2006).

Os metabdlitos secundérios séo de fundamental importancia na funcéo de sobrevivéncia
e competicdo das plantas no ambiente, visto que esse composto durante a evolugdo vem
garantido a sobrevivéncia e reproducédo (VI1ZZOTO, KROLOW E WEBER, 2010).

Embora os metabolitos secundarios sejam envolvidos numa gama de fungdes nas
plantas, é plausivel que a sua relevancia ecoldgica seja correlacionada com efeitos
terapéuticos para os seres humanos. Nesse contexto, compostos secundarios que serve como
defesa na planta pela sua citotoxicidade contra patdgenos microbianos poderiam ser Uteis
como farmacos antimicrobianos em humanos, caso sua toxicidade nédo seja elevada. Assim

sendo, os que sdo envolvidos na defesa contra herbivoria atraves da atividade neurotoxica
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seria capaz de ter efeitos antidepressivo, sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos,

por apresentar atuacéo no sistema nervoso central (KAUFMAN et al., 1999).

De modo geral esses metabolitos, tém uma estrutura complexa e de baixo peso
molecular, no entanto apresentam atividades bioldgicas relevantes e, ao contrario dos
metabdlitos primarios, sua concentra¢do é em menor quantidade e em determinados grupos
de plantas (BERG e LUBERT, 2008).

Vaérios sdo os fatores que pode influenciar nos metabdlitos secundérios, podem ser
abioticos (condicGes climaticas, radiacdo ultravioleta, disponibilidade hidrica entre outros)
e bioticos ( a herbivora, acéo antrépica, alelopatias e outros) (Figura 3), esses fatores tém
influéncia significativa tanto na quantidade como na qualidade dos constituintes decorrente
do metabolismo da planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Figura 3: Principais fatores que podem influenciar na producéao de alguns metabolitos secundarios
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Fonte: DIXON, PAIVA (1995)

Os metabolitos secundérios estdo divididos em trés grandes grupos quimicos:
compostos fendlicos, terpenos e alcaloides. Os fendlicos representam 0 grupo mais
abundante nas plantas, e sdo responsaveis por vérias fungdes, pigmentacdo, protecdo dos
raios ultravioleta, antioxidante, acdo alelopatica, além de servi de protecdo contra
predadores (NACZK; SHAHIDI, 2006). Esses compostos tém sua formagéo por diversas
rotas (FIGURA 4). Os terpenos sdo formados pela via do acido mevalbnico, no citoplasma,

ou a do piruvato e 3-fosfoglicerato, esse no cloroplasto. No caso dos compostos fendlicos
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segue a via do &cido chiquimico e do &cido mevaldnico. Ja os alcaloides sdo resultantes de
aminoacidos aromaticos, no qual é produzido a partir do acido chiquimico e de aminoécidos
alifaticos (PERES, 2004). Vale salientar, que todos esses grupos apresentam propriedades
antioxidantes, no entanto os principais responsaveis pela atividade sdo 0s compostos
fendlicos (BOUKHRIS et al., 2012).

Figura 4: Principais vias do mecanismo de produgdo de metabolitos secundarios
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Fonte: PERES, (2004)

3.5. Compostos Fenolicos

Os compostos fenolicos pertencem a uma das classes de metabdlitos secundarios mais
notavel, e estdo presente em grande quantidade nos vegetais (NACZK; SHAHIDI, 2004).
Esses compostos sdo encontrados em todos os 6rgaos da planta, e em diversos alimentos,
sendo de fundamental importancia na alimentagdo humana. Cuja presenca auxilia de forma

significativa nos efeitos benéficos sobre a satde humana (BRAVO, 2009).

Séo bem diversificados estruturalmente e exercem varias funcdes, como por exemplo
protecdo contra raios UV e funcfes de sustentacdo da planta (SOUSA, 2015), além do que,
contribui com as caracteristicas sensorias dos vegetais. Compostos fendlicos séo produzidos
pelas plantas por diversas vias, isso pode explicar o fato de pertencerem ao um grupo bem
diversificado metabolicamente. As duas rotas metabdlicas béasicas sdo: a rota do &cido
malonico e a do acido chiquimico (Figura 5), sendo esta ultima participante na maioria da
biossintese dos fenois vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Esses compostos apresenta uma ampla variedade estrutural e isso deve-se a grande
diversidade de combinag6es que acontece na natureza e o produto final e sdo os polifendis.
Sendo assim essas combinacdes dos fenolicas podem ser divididas em diversas classes
como segue na tabela 2 (HARBORNE, 19989; BAXTER, 1998).

Podemos destacar entre esses fendlicos, os flavonoides, os taninos, acidos fendlicos, e
os tocoferdis como sendo os mais gerais antioxidantes fenolicos de fonte naturais (KING;
YOUNG, 1999).

Tabela 2. Classe dos compostos fendlicos em plantas

Classe Estrutura
Fenolicos simples, benzoquinonas C;

Acidos hidroxibenzéicos C:—C,
Acetofenol, acidos fenilacéticos C;-C,
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanéides C.-C,
Nafitoquinonas C.—C,
Xantonas C.-C,-C;
Estilbenos, antoquinonas C.C,-C,
Flavonéides, isoflavondides C:—C.—C,
Lignanas, neolignanas (C:—C,),
Biflavonoides (C.C,-C),
Ligninas (C,—C,),
Taninos condensados (C—C,-Cp).

Fonte: ANGELO, 2007

Estudos comprovam que os compostos fendlicos, e em especial os flavondides
demonstram sua capacidade antioxidante e sua importancia na dieta, além de seu efeito no
combate de varias doencas como: doencas cardiovasculares, cancerigenas e doencas
neuroldgicas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002).

Entre a grande variedade de compostos fendlicos pode-se destacar: os acidos
hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzéico, as lignanas, flavonoides e o0s taninos
condensados (SIMOE, 2008).

Figura 5: Sintese dos compostos fenolicos
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Fenilalanina

Acido Acido cinamico
galico

Taninos hidrolizables

Fonte: GARCIA, CARRIL (2009)

Esses compostos tém em sua estrutura no minimo um anel aromatico e possui uma ou
mais hidroxila como substituintes, e podem ser moléculas bem simples assim como compostos
com alta polimerizacdo (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os compostos fenolicos podem ser classificados em dois grandes grupos: fenois
simples, que apresenta apenas um anel aromatico, constituidos de uma ou mais hidroxilas
substituintes e outro grupo sao os polifendis, que possui duas ou mais unidades monoméricas,

fendlicas além de compostos poliméricos (HARBORNE, 1994).

Os compostos fenolicos apresentam muitas atividades bioldgicas, onde podemos
destacar a antioxidantes, isso de deve-se as suas propriedades redutoras e também sua estrutura
quimica. Essa caracteristica é de grande importancia no processo de neutralizagdo ou captura
dos radicais livres e quelacdo dos metais de transicao, esses exercem no processo de iniciagcdo
Ou mesmo na propagac¢ao do processo o oxidativo (HASLAM E, 1996; SOARES, 2002).

Vale salientar que os compostos fenolicos sdo compostos secundarios elaborado por
plantas e apresenta pelo menos um grupo fenol, e entre as inimeras atividades atribuidas a este
grupo de compostos estdo a atividade de protecdo contra o estresse oxidativo por possuir a
capacidade de participar como sequestrador de radicais livres e na quelacdo de metais de
transicdo (OLIVEIRA, L. DE et al., 2016).

A estrutura quimica desses compostos envolvendo tipo, grau de metoxilagdo e nimero
de hidroxilas séo alguns dos parametros que caracterizam sua participacdo como agentes
redutores, estando os intermediarios produzidos nestas reacfes em que possuem relativa
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estabilidade pela existéncia de ressonancia do anel aromético destes compostos (OLIVEIRA,
L. DE et al., 2016).

3.6. Flavonoides

Os flavonoides pertencem ao grupo dos compostos fendlicos sendo o mais significativo
(PEREIRA; CARDOSO, 2012). Esses compostos apresentam diversos efeitos nos sistemas
biolégicos como: atividade anti-inflamatoria, vasodilatador, acdo antialérgica, atividade
antitumorais, anti-hepatoxica, antiulcerogénica, atuacdo antiplaquetaria, além de atividade

antimicrobianas, antivirais e antioxidantes (LIMA, G. S. et al., 2015).

Esses compostos possuem varias funcdes nas plantas. Entre essas fungbes podemos
destacar a protecdo contra os raios UV, acdo antioxidante, protecdo contra microrganismos
patogénicos, acdo alelopatica e inibicdo enzimatica (SIMOES et al., 2000; HARBONE,
WILLIAMS, 2000; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

A grande diversidade dos flavonoides, pode ser explicado pelo seu nivel de oxidacao e
sua variacao do seu esqueleto carbdnico (COUTINHO; MUZITANO; COSTA 2009). A sua
estrutura € composta por cerca de quinze carbono, onde sdo formados por dois anéis aromaticos
(A e B) que sdo ligados por um anel heterociclico, denominado de anel C, onde as modificacfes
e substituicOes deste anel ddo origem as subclasses flavondis, flavonas, flavononas, catequinas,
isoflavonas e antocianidinas. Além disto, a estrutura béasica dos flavonoides (Figura
6),(MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).

Figura 6: Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: HOLLMAN; KATAN (1999)
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Esses compostos frequentemente se apresentam como agliconas, no entanto podem

ocorrer como glicosideos ou como forma de estruturas que contenha flavonoides, como as

flavolignanas, mas frequentemente se apresentam como glicosideos. Os flavonoides podem

ser subdivididos em 13 classes, sendo destacado mais de 5000 compostos que foram desritos

até 1990. Essa subdivisdo ocorre conforme seu grau de oxidagdo e instauracdo do anel C

(BRAVO, L., 1998). As principais classes dos flavonoides podem ser evidenciadas na (Figura

7).

Figura 7. Estruturas genérica das  principais classes dos  flavonoides

Antocianidinas = Galaquma F[ﬂ‘-’ﬂﬂﬁiﬂ *"f
f’"‘mfﬂ\/‘C
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Fla\rannnas Fla'mnas Isoflavonas
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Fonte: (NACZK; SHAHIDI, 2004)

Os flavonoides sao distribuidos nos vegetais dependendo de varios fatores a ordem e a
familia do vegetal, assim como a diversidade de espécies. Os que sdo encontrados nas folhas
muitas vezes podem ser distinto dos que existem nas flores, galhos frutos e raizes. Além do
que, a concentracdo de um mesmo composto pode ser diferente dependendo do tecido

vegetal em que se encontra (SIMOES et al., 2000).

A atividade antioxidante é bem difundida nos flavonoides. Estudos mostram que o0s
flavonoides desempenham um importante papel sobre o antienvelhecimento, agindo na
inibicdo da enzima que é responsavel por oxidar os tecidos (DORES, 2007). S&o
responsaveis na estabilizacéo dos radicais livres no processo de oxidacao pela hidrogenagéo
com espécies oxidantes e/ou inativa o oxigénio singleto, radicais perdxidos de lipidios e
anions superoxidoMACHADO, HUSSEN; NAGEM, TANUS; PETERS, VERA,
FONSECA, CRISTIANE; OLIVEIRA, 2008).
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3.7. Extracéo de compostos bioativos de plantas

A extragcdo é um procedimento que envolve transferéncia de massa e se baseia, na
separacdo de substancias de importancia de uma matriz, seja ela solida ou liquida através
de processos quimicos, fisicos e/ou mecéanicos. Esses processos podem ser executados em

meio sélido-liquido, liquido-liquido ou géas-liquido (VIEIRA, 2015).

O termo extracdo pode ser definido como a separacdo de compostos ativos dos 0rgaos
das plantas, utilizando solventes seletivos por diversos métodos de extracdo (TIWARI et
al., 2011). Existem diversas formas de extracdo que podem ser utilizados afim de se obter
extratos vegetais. Os extratos vegetais para screening de compostos bioativos podem ser
conseguidos por multiplas abordagens que, tém sofrido mudancas significativas ao longo
da Historia. A constituicdo e propriedades do extrato dependem do método de extracdo a

ser utilizado, do material vegetal e também do tipo de solvente (VINATORU et al., 1997).

Os métodos de extracdo, em especial a de matrizes vegetais, precisam ser escolhidos de
em conformidade com a tecido vegetal a ser utilizada (raiz, caule, folhas, frutos, sementes)
bem como o composto que se deseja extrair. Os processos mais usados comuns
compreendem desde métodos convencionais como arraste, prensagem, maceracgao
(NOVELLO, 2015) até métodos que envolvem maior tecnologia, como fluido pressurizado

e extracdo assistida por ultrassom ou micro-ondas (VIEIRA, 2015).

Uma das metodologias mais eficiente para extracdo de biocompostos é PLE, que é
conhecido como extracdo com fluido pressurizado (PFE) ou como extracao acelerada com
solvente (ASE), no qual foi descrito pela primeira vez em 1995 (HORFLER, 1996;
GIERGIELEWICZ et al, 2001).

Nesse procedimento, a extracdo acontece a temperaturas que podem oscilar entre 50 a
200 °C e pressdes de 1500 e 2000 bar. Essa temperatura alta de extracdo acaba causando
um aumento na capacidade do solvente de solubilizar os compostos e a pressao elevada
acelera sua propagacdo nos poros da matriz, possibilitando a transferéncia de massa no
solvente extrator. Esse aumento de temperatura termina por romper a ligagdo entre o
composto e a matriz e também diminui a viscosidade do solvente, isso facilita uma maior
penetragdo do solvente na matriz e, portanto um aumento na eficiéncia da extragéo
(RIBEIRO, C. et al., 2014; MCCANT; INOUYE; MCFARLAND, 1999).
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Nesse sentido véarias metodologias foram desenvolvidas nos Gltimos anos, afim de
restringir o tempo de processo, reduzir o uso de solventes organicos, e aumentar a eficiéncia
da extracdo, que tem por finalidade reduzir os custos de processo e tendo como resultado
diminuicdo da poluicdo ambiental (HUANG et al., 2013). Para isso diversos tipos de
solventes sdo utilizados: metanol, etanol, acetona ou a sua combinagdo com a dgua, acetato
de étila e também por destilacdo a vapor (BIESAGA, 2011).

A escolha do solvente a ser usado é uma condicéo chave para a extracdo de compostos.
O tipo de solvente, a sua concentracdo e a proporcdo de solvente-soluto séo razdes
fundamentais para uma melhor efetividade da extracdo (BARBERO et al., 2008; DAS;
TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010; TIWARI et al., 2011).

3.8. Radicais Livres e Estresse oxidativo

As plantas estdo expostas a varios fatores que sempre podem surgir algum tipo de
estresse, seja ele bidtico ou abiotico. Devido a esses estimulos manifesta-se o estresse
oxidativo, esse fendmeno ocorre naturalmente na planta apos ser detectado algum agente
patogénico (FIORI, 2011) essa reacdo e essencial para o fortalecimento da parede celular
vegetal (FERNANDES et al., 2013).

O estresse oxidativo é provocado pelo desequilibrio das espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio e a eficiéncia do organismo em controlar os efeitos dessas com o
sistema antioxidante (PERSSON; POPESCU; CEDAZOMINGUEZ, 2014).

Existe dois motivos que pode explicar esse tipo de estresse, pelo o aumento ERO/ERN
ou simplesmente pela diminui¢do na producdo dos antioxidantes enddgenos de combater o
ataque oxidativo as biomoléculas alvo. Este tipo de agressao esta relacionada com inimeras
patologias como céancer, doencas cardiovasculares e envelhecimento (LOPEZ-ALARCON;
DENICOLA, 2013).

O oxigénio molecular e seus radicais apresentam € de fundamental importancia como

reagentes na bioguimica dos radicais livres nas células aerdbicas.

Dentro do contexto de espécies reativas de oxigénio (ERO) esta incluido os RL que
possui oxigénio, como o anion superoxido (O.), o radical (HO), o radical peroxila (ROO) e

tambem espécies ndo radicalares como o perdxido de hidrogénio (H2 O2) e 0 oxigénio
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singlete (*O,) eles sdo regularmente produzidos como subprodutos das reagdes bioldgicas
ou de fatores exdgenos (GYAMFI; YONAMINE; ANIYA, 1999; GULCIN et al., 2003).

J& as espécies reativas de nitrogénio (ERNS) sdo derivadas do Oxido nitrico (NO) que
sofre uma reagdo com o oxigénio e a formacdo de peroxinitrito (ONOO) e as espécies
reativas de enxofre (ERSs) sdo formadas atraves da reacdo com radicais tidis com as EROs
(LU et al., 2010).

Além disso, esses danos provocados pelos radicais livres tém sido responséveis por
patogénese e fisiopatologia de doengas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer
(MAULIK et al., 2013; TODA; NAKANISHI-TODA, 2011).

Os radicais livres podem ser tanto compostos organicos como inorganicos tendo um ou
mais elétrons que sdo desemparelhados, se mostram instaveis e bastante reativos (SHINDI
etal., 2013). O aparecimento RL enddgenos e exdgenos é inevitavel, visto que sdo processos
normais do metabolismo que ocorrem a todo instante da vida pela agdo de agente oxidantes
do ambiente (POLJSAK et al., 2011). Essas espécies reativas sdo geradas através da
respiracdo celular; por processos infecciosos, alcool; atividade fisica intensa; poluicéo,

radiacdes ionizantes e ultravioleta, pesticidas e ozénio (LOBO et al., 2010).

Radicais livres sdo produzidos por processos naturais aerobicos como a respiracao celular;
processos infeciosos envolvendo ativacdo fagocitaria; durante atividade fisica intensa; ou pela
acdo de poluentes e toxinas, como fumaca de cigarro, alcool, radioa¢des ionizantes e ultra-
violeta, pesticidas e 0z6nio (LOBO et al., 2010).

De modo geral as espécies reativas sdo formadas em quantidades moderadas e sao
responsaveis por varias funcdes fisiologicas, como regulacdo do estado redox da célula,
sinalizacdo celular e defesa imune. No entanto sua producdo exacerbada esté relacionada
na mediacdo da lesdo nas estruturas celulares, DNA e RNA, proteinas, lipidios e acucares
(Figura 8). Efetivamente, as EROS modulam o papel de todas as classes de biomoléculas
(SENA; CHANDEL, 2012(VALKO et al., 2007).

O processo de oxidagdo nos lipidios provoca danos em potencial nas membranas
celulares. Por exemplo os &cidos graxos insaturados sdo bem sensiveis ao aprocesso de
oxidacdo e rapidamente sofrem peroxidacdo pelo ataque de OHe (SINGH; KAPOOR,
BHATNAGAR, 2015). A peroxidacdo lipidica pode ser definida como uma cascata de

eventos bioguimicos resultante da acdo dos RL sobre os lipidios insaturados das membranas
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celulares, formando principalmente Le , LO* ¢ LOOe+ , provocando a destruicdo de sua
estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de metabolitos e, numa condic¢do extrema, a
morte celular (BENZIE, 1996).

Figura 8. Principais alvos dos radicais livres.

Adaptado de Dizdaroglu et al. (2002), Valko et al. (2004), Benov e Beea (2003), Halliwell e Chirico
(1993) e Lobo et al. (2010).
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Nas espécies reativas de oxigénio (EROs) temos os radicais livres e outras que, mesmo
ndo apresentando elétrons desemparelhados, possui uma reatividade considerada isso em
virtude de sua instabilidade (RIBEIRO, R. V. et al., 2013).

Os RL sdo moléculas que possui uma alta reatividade e participam de rea¢fes normais
no organismo, no entanto podem causar alteragdes no organismo. Sua reatividade é por
conta da instabilidade da molécula, que apresentam elétrons desemparelhados
(COTIGUIBA etal., 2013). Os RL no organismo encontram-se relacionado com a producgéo
de ATP, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, entre outros (ABRAHAO et al.,
2010).



38

Para uma boa preservacdo do sistema biol6gico, a estabilidade entre a oxidacdo e
antioxidacao é bastante critico, no qual a formagédo excessiva de radicais livres ocasiona um
desequilibrio nesse mecanismo gerando o estresse oxidativo (LETELIER et al., 2008).
Sendo assim os principais alvos dessas espécies reativas sao as moléculas de DNA e RNA,

lipidios, proteina e agucares (LU et al., 2010).

3.9. Antioxidantes

Visto que nos altimos anos as descobertas dos danos causados pelos radicais livres nos
organismos, pesquisas com antioxidantes sdo bastante promissores (BARREIROS;
DAVID,2006).

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia existente em baixas
concentracdes em relacdo a do substrato oxidavel, que por sua vez possui a capacidade de
retardar ou bloquear a oxidacdo desse mesmo substrato de modo efetivo. As funcbes dos
antioxidantes estdo envolvidas em reduzir o estresse oxidativo, mutacdes de DNA,
transformacdes malignas, dentre outros de danos celular (GODIC et al., 2014). Eles sdo
agentes encarregados por inibir e reduzir as lesdes que sdo provocadas pelos radicais livre
nas células (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A oxidacdo lipidica é uma das importantes causas de deterioracdo dos alimentos sendo
capaz de ser prevenida pela adi¢do de antioxidantes. Tornando-se responsavel pelo cheiro
e sabor e ranco, tendo uma decorrente reducdo da caracteristica nutricional e da seguranca,
isso se deve a producdo de compostos secundarios potencialmente tdéxicos (CHEVOLLEAU
etal, 1992).

Os antioxidantes podem trabalhar de maneiras diferenciadas na preservacdo do
equilibrio entre os radicais livres e 0 estresse oxidativo, podem atuar desativando o oxigénio
singleto; inibidores de enzimas pré-oxidativas; na quebra de cadeia; impedindo a formacao
de radicais livres; na conversdo de hidroperoxidos e metal pré-oxidante em compostos
estaveis, além de apresentar um sinergismo com outros antioxidantes (DARMANY AN et
al., 1998; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; KANCHEVA, 20011; MIN; BOFF,
2002; POKORNY, 2007).

Os primeiros sistemas de defesa antioxidante que estdo presentes para combater o dano
oxidativo, sdo os que tém a finalidade de prevenir o surgimento de espécies reativas, além

dos que bloqueiam os radicais que sdo gerados. De modo geral essas substancias
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antioxidantes podem ter origem tanto natural como sintética (CHEUNG; CHEUNG; OOl,
2003). Estes sistemas que atuam nos compartimentos hidrofébicos das membranas celulares
assim como em ambientes aquosos, eles podem ser divididos em duas classes: 0s
enzimaticos e ndo enzimaticos (PISOSCHI; POP, 2015).

Pode-se destacar nos enzimaticos a eficiéncia da glutationa peroxiase (GPx), superéxido
dismutase (SOD), e a catalase (CAT) (MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO, 1999).

Estudos tem demonstrado que os antioxidantes exdgenos presentes em frutas e vegetais
tem um importante papel no sistema de defesa antioxidante enddgeno. Alguns antioxidantes
como a vitamina C e E, caratenoides e compostos fendlicos (estilbenos, acidos fendlicos, e
flavonoides) esses podem ser considerados 0s principais antioxidante exogenos
(PISOSCHI; POP, 2015).

Os antioxidantes enddgenos apresentam um papel fundamental na preservacao da satde
sisttmica. Mesmo assim, estes antioxidantes ndo sdo suficientes sob situagcdes que
produzam o estresse oxidativo, sendo primordial o auxilio dos antioxidantes usados na

alimentacdo para a manutencdo da saude e funcéo celular (RAHMAN, 2007).

Os antioxidantes de origem sintética sdo bastante utilizados pelas industrias, como por
exemplo, na industria alimenticia contribuindo para a manutencédo dos alimentos e possiveis
inibidores da peroxidacao lipidica (SCHERER; GODOY, 2009).

Nesse sentido os antioxidantes sintéticos podem apresentar efeitos toxicos, podendo
atacar alvos bioldgicos, como, o galato de propila (GP) que reage com ions ferrosos, em
presenca de peroxido de hidrogénio, fato esse que produz espécies reativas de oxigénio
(HASLAM E, 1996; SOARES, 2002). Alguns antioxidantes sintéticos sdo frequentemente
utilizados pela industria alimenticia, como o butilhidroxianisol e butilhidroxitolueno,
podem acarretar lesbes hepaticas e carcinogénese devido ao seu acumulo no corpo (LUO;
FANG, 2008; VALENTAO et al., 2002).

Esses problemas fazem com que os consumidores procurem antioxidantes de origem
naturais como alternativas para esses aditivos sintéticos (KARAKAYA; BAYRAK e
ULUSOY, 2011; REISHE et al., 1997).

Diversa fontes de antioxidantes naturais sdo conhecidas e algumas delas séo largamente

encontradas no reino vegetal. Seu poder antioxidante pode ser em muitos casos atribuido
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aos compostos fenolicos, essenciais para o desenvolvimento das plantas e eficazes na
prevencéo da autoxidagdo (ANGELO e JORGE, 2007).

3.10.Atividade acetilcolinesterase e Doenga de Alzheimer

Os transtornos do sistema nervoso central (SNC) tem causado sérios problemas a
milhGes de pessoas em todo mundo. Alguns desses podem ser distirbio depressivo,
ansiedade, insbnia, (BAXTER; MITTLER; SUZUKI, 2014) deméncia, epilepsia e dor esses
sd0 0s principais sintomas neuropsiquiatricos que acometem boa parte da populagdo no
mundo. Essas patologias estdo envolvidas numa parcela significativa de doencas na
populacdo mundial, e a estimativa é que seja até maior que doencas coronarianas e o cancer
(WHITEFORD et al., 2013, BAXTER; MITTLER; SUZUKI, 2014).

Nos dias atuais estima-se que exista aproximadamente 35,5 milhdes de pessoas com
deméncia no mundo. Segundos dados do relatério de 2012 da organizacdo mundial de satde
(OMS) feito em conjunto com associagéo internacional de doenca de Alzheimer (ADI),
relata que esse numero quase vai dobrar a cada 20 anos, podendo chegar a 65,7 milh6es em
2030 e 115,4 milhdes em 2050. De acordo com esse relatorio, a estimativa e que a cada 4
segundos, tenha um novo caso de deméncia detectado no mundo (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2012).

A DA ocasiona a morte dos neurdnios. Com o passar dos anos, o cérebro diminui de
tamanho, perdendo toda as funcBes (Figura 9). Nos casos da doenca, o cortex encolhe,
causando um comprometimento de &reas encarregadas pela memoria e outras habilidades
intelectuais. O processo mais agressivo ocorre no hipocampo, area do cértex onde acontece
a formacdo de novas memorias, € nessa regido que ocorre a perda de proteinas responsaveis
pela doenca. A proteina TAU ela passa de um neurbnio para outro, provocando sua
destruicdo. Essa mesma proteina vai movendo-se de um neur6nio para o0 outro neurdnio,
havendo o processo de contagio (KAREN DUFF, 2014).

Figura 9: Cerébro normal e com doenga de alzheimer
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Alzheimer Normal

Fonte: http://drhomecare.blogspot.com.br/2011/10/cerebro-patologia-doenca-de-
alzheimer.html

Os sintomas que séo provocados na DA, sdo causados pela morte neuronal excessiva
durante a progressdo da doenca, isso se dar devido ao acumulo de duas principais proteinas,
que sdo a proteina B-amildide, que forma as placas B-amildide (extracelularmente) (Figura
10), e a proteina TAU, que forma os emaranhados neurofibrilares (intracelularmente)
(ROBERSON & MUCK 2006).

Figura 10. Formacéo da proteina B-amildide
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Fonte: Juan Gaertner/shutterstock/vx

A proteina TAU tem sua formacéo relacionada a microtibulos normalmente alterada
em determinados tipos de células nervosas humanas é de extrema importancia para a
patogénese da doenca de Alzheimer (DA) (MANDELKOW et al., 2007; KHALID et
al.,2009). Essa proteina é da familia das proteinas que estdo associada a formacao de
microtubulos nos neurdnios, elementos do citoesqueleto celular, atribuindo a essas células
suporte anatbmico necessario para a conservacdo adaptativa das sinapses (KRUMOVA et
al., 2015; CHUNG et al., 2016).

Estudos mostram que a hiperfosforilacdo da proteina TAU e a modificacdo e na
concentracdo das proteinas B-amiloides sdo dois dos relevantes biomarcadores vistos no
fluido cerebrosquinal (“segundo SPENCE 1991, é um fluido aquoso, sua composicdo se
assemelha ao plasma sanguineo, ele funciona como um coxim para todo o sistema nervoso
central, protegendo-o assim contra choques”) e no encéfalo p6s morte de pessoas com a
doenca de Alzheimer (KRUSE et al., 2016). Pessoas que apresentam modificaces no gene
precursor da proteina amiloide (APP, da sigla em inglés) possui uma reducdo bem
significativa na producdo destas proteinas, e consequentemente um risco diminuido de
desenvolver a DA, o que corrobora com a compreensdo da proteina amiloide com a
patologia (MUN et al., 2016; LAZZARETTI, 2017).

A teoria do amiloide é a apontada a mais plausivel por grande parte dos pesquisadores

no momento. “Diversos pesquisadores concluiram que o acumulo de proteina amildéide no
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cérebro seja o evento-chave que leva ao desenvolvimento da doenca de Alzheimer”
(AINSEN; MARIN; DAVIS, 2001).

A deméncia esta relacionada a uma serie de sintomas no qual se encontram comumente
em pessoas com doencas cerebrais, que € caracterizado pela destruicdo e perda de células
do cérebro. A perda dessas células é um fenbmeno natural, no entanto em patologias que
levam a deméncia esse fato ocorre numa velocidade bem maior e faz com que o cérebro ndo
funcione de como deveria. Entre as varias patologias que envolvem a deméncia, esta a

doencga de Alzheimer.

Esta doenca neurodegenerativa pode estar relacionada com a idade, onde os sintomas
cognitivos e neuropsiquiatricos acabam em uma deficiéncia gradativa e consequentemente
uma incapacitacdo (ZHAO, 2012). Além disso, essa doenca esta relacionada com déficts
dos neurotransmissores, como acetilcolina, noroadrelanalina e a serotonina (BYRNE,
1998). No entanto o tratamento da doenca de Alzheimer esta envolvido primeiro com a
restauracdo da funcéo colinérgica. Nesse sentido uma elevacdo no nivel de acetilcolina seria
capaz de causar uma melhora significativa em dos sinais da doenga, que seria a deficiéncia
de aprendizagem (BIERER et al., 1995).

A busca por novas alternativas que ajudem no tratamento de doencas degenerativas
como a doenca Alzheimer tem estimulado cientistas a realizarem ensaios in vitro e in vivo
com compostos naturais afim de elucidar o potencial da atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (BORBA, 2012). Esses inibidores sdo largamente empregados para o
tratamento da doenca de Alzheimer, que é uma patologia neurodegenerativa que possui a
capacidade do comprometimento da memoria, do raciocinio e comunicacdo (MARQUES
etal., 2013).

Na DA, que é bem complexa e progressiva, que atinge geralmente a populacdo idosa
com mais de 65 anos de idade (ADAMS; GMUNDER; HAMBURGER, 2007). Nesse caso
sdo observados déficits cognitivos e funcionais. Estudos comprovam que esses déficits
estdo correlacionados com a degeneragdo do sistema colinérgico, isso se deve ao fato
essencialmente na diminui¢do dos niveis plasmatico da acetilcolina (VINUTHA et al.,
2007).

As pessoas com DA manifestam uma melhora dos sintomas cognitivos,

comportamentais e funcionais que estdo correlacionados as deméncias, quando séo tratadas
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com inibidores de acetilcolinesterase (AChE) (OH et al., 2004). Esses inibidores tem funcao
de aumentar os niveis da acetilcolina que estdo presentes nas sinapses entre 0s neurénios
colinérgicos (JUNG; PARK, 2007)

A doenga de Alzheimer (DA), € responsavel pela causa mais frequente de deméncia em
pessoas idosas, € um disturbio neurodegenerativo e progressivo. Essa doenca é reconhecida
pela deterioracdo global da funcdo intelectual, perda da habilidade da linguagem e a
deficiéncia visuoespacial. O comprometimento da fun¢do motora ndo € comum no inicio
da doenca e as atividades diéria vai sendo agravadas a medida que 0s sintomas vao
amentando. Além disso, sintomas como psicose e agitacdo acontecem durante as etapas
intermediarias ou posteriores da doenca. O tempo médio da DA gira em torno de uma
década, mas a taxa de desenvolvimento é varidvel (HENDRIE, 1998; WHITEHOUSE,
1997).

A AChE ou acetillcolinesterase (Figura 11), € uma enzima que apresenta funcdo de
regulacdo e estar relacionada pelo final da transmissdo dos impulsos nervosos. Estando
presente em sistemas nervosos central e periférico, favorecendo a hidrolise da ACh nas
jungdes neuromusculares, além de estar presente nas sinapses colinérgicas. Essa enzima €
uma das mais poderosa para hidrolisar ésteres de colina e a sua competéncia catalitica junto
com uma alta capacidade reativa de inibidores covalentes e ndo covalentes sdo definidas

por sua arquitetura funcional do seu sitio ativo (MATOS, 2012).

Figura 11: Estrutura tridimensional da AChE.
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Fonte: Matos, 2012

As doengas neurodegenerativas causa danos a substancia cinzenta do cérebro, isso afeta

de forma significativa a perda sucessiva dos neurdnios seguida das alteragfes secundarias



45

associadas a substancia branca. Essas doencas estar geralmente associada conforme a regido
anatdbmica do sistema nervoso central que onde tem inicio aos sintomas. A doenca de
Alzheimer tem sua manifestacdo na regido proeminente do cértex cerebral (ROBBINS, et
al, 2005).

A hipétese colinérgica determinada em 1976, nessa época ja era evidente que 0S
sintomas cognitivos, funcionais e comportamentais exibidos na DA, estavam relacionados
com a deficiéncia na neurotransmissdo colinérgica associada a perda de neur6nios
colinérgicos. Essa hipOtese sinalizou a investigacdo por recurso terapéutico que
promovessem uma melhora da qualidade de vida dessas pessoas com essa enfermidade
(CUMMINGS; BACK, 1998).

A diminuicéo da acetilcolina, esta correlacionado com o déficit cognitivo, cuja a mesma
esta envolvida com a fungdo estimulante do SNC e é de extrema relevancia na ativacao das
areas da memoria e aprendizagem (HEIBLUM et al., 2007; VASCONCELLOS et al., 2013,
FOIDL et al., 2016).

A acetilcolina é uma molécula organica, que liberada nas terminacdes nervosa como
neurotransmissor. Essa molécula, nos neurdnios colinérgicos é produzida pela a enzima
colina acetilcolinesterase que por sua vez utiliza a acetilcoenzima-A e colina como substrato
para a sua producdo (ELDEM et al., 2005)

A grande variedade estrutural dos inibidores da AChE conhecidos e alternativa de se
investigar modos de acdo importante tém estimulado o estudo fitoquimico de diversas
espécies vegetais, que sejam capazes de fornecer compostos anticolinesterasicos. Sendo
assim, diversos exemplares da biodiversidade tém se tornado fonte de estudos em virtude
de sua utilizacdo pela populacdo ou de conhecimentos etnobotanicos (ALBERTO; FRAGA,
2004).

As preferencias terapéuticas para o tratamento da DA estdo baseados na modificacdo
dos sistemas neurotransmissores, em especial o sistema colinérgico. Visando a otimizacao
da atividade colinérgica, os tratamentos mais atuais o controle da DA nos estagios leves a
moderados baseia-se na inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e butilcolinesterase
responsaveis pelos mecanismos de metabolizacdo da acetilcolina. S&o trés os inibidores de
colinesterases usados para o tratamento de DA que sdo: rivastigmina, donepezil e

galantamina.
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A rivastigmina € um composto do fenilcarbamato que possibilita a inibicdo dupla das
enzimas acetilcolinesterase e butilcolinesterase, seletivamente relativa no cérebro sendo
esse efeito dose-dependente. A posologia inicial é de 1,5 mg duas vezes ao dia (3 mg/dia),
e apds um periodo de 4 semanas, a dose pode ser aumentada para 3mg duas vezes ao dia (6
mg/dia). Os efeitos contrarios da rivastgmina estdo associados a excitagdo parassimpatica.
O donepezil € um inibidor reversivel da enzima acetilcolinesterase que apresenta eficacia
quando administrado em doses de 5 a 10 mg uma vez ao dia. Causa como efeitos colaterais
sintomas colinomiméticos onde estdo incluindos nduseas, vomito, diarréia, insonia e
anorexia, principalmente por acéo sobre o sistema vagal. Enquanto isso a Galantamina é
um alcaldide derivado do fenantreno (FROTA et al., 2011). E originalmente extraido dos
bulbos de anémona caucasiana e do narciso, mas hoje ja é sintetizada; ¢ um inibidor
reversivel e competitivo da acetilcolinesterase com pequena atividade inibitéria da
butilcolinesterase (INOUYE; OLIVEIRA, 2004).

3.11. Atividade hemolitica (Planta toxica)

A utilizacdo de plantas medicinais vem mostrando ao longo dos tempos, que algumas
plantas podem exibir substancias perigosas. Os estudos cientificos mostram, que muitas
dessas plantas apresentam substancias com potencial agressivo e, devido a isso, elas
precisam ser manuseadas com bastante atencao, frente aos riscos toxicolégicos (VEIGA;
PINTO; MACIEL, 2005).

A deteccdo de atividade citotoxica de fitoterapico constitui uma medida emergencial
uma vez que varias substancias quimicas tem a capacidade de provocar efeitos toxicos. Os
eritrécitos sdo células frequentemente usadas para analises de citotoxicidade in vitro, em
virtude principalmente, de ser de facil acesso, garantindo assim a investigacdo do efeito
toxico ou protetor de principios ativos na membrana celular. Apds a exposic¢ao ao produto
a ser testado, o aparecimento ou ndo da hemolise pode ser de modo direto correlacionada
com a sua citotoxicidade e podendo ser usada como ponto de partida n atriagem toxicolégica
in vitro (CAPRARI et al., 1999; RABINI et al., 2002 BRANDAO et al., 2005; GOUVEA
SILVA, 2006; SRINIVASAN; KEMPAIAH, 2006; NERES; AVERSI-FERREIRA, 2006;
FIRMINO, 2007).

As plantas podem ser consideradas toxica, quando em contato, inalagdo ou mesmo
ingestdo, venham a causar danos a salde humana ou animal sendo capaz de gerar reacfes

adversas ou até mesmo a morte em virtude de sua composi¢édo (PORTO et al., 2016).
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A toxicidade decorrente de uma planta medicinal pode apresentar véarios fatores. Pode-
se destacar a adulteracéo da planta, sazonalidade, identificacdo botanica divergente, a falta
de padrédo na hora da coleta. A falta de controle de qualidade mediante o processo de coleta
pode corroborar para contaminacdes por microrganismos, pesticidas algumas toxinas e
metais pesados (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).

Além destes fatores, a populacdo tem uma forte crenca que uso das plantas crendice
popular de que as plantas inofensivas em virtude de ter a sua origem natural (DENG, 2002;
SAAD et al., 2006) e a propria automedicacdo (STICKEL; PATSENKER; SCHUPPAN,
2005) também contribui para os efeitos nocivos.

Mesmo o uso de plantas medicinais ser bastante difundido, pouco se sabe de seus
componentes, assim como 0s possiveis riscos a salde humana, visto que o uso terapéutico
é quase sempre baseado no conhecimento tradicional (DA SILVEIRA; BANDEIRA,;
ARRAIS, 2008). Nesse contexto, vale salientar que mesmo as plantas que sdo utilizadas

pela populacdo possuem atividade toxica.

Essa toxicidade esta intimamente ligada ao sistema de defesa das plantas, contra
microorganismos e animais predadores, entre as substancias ativas que podem causar
intoxicagcbes temos as resinas, saponinas, o0s glicosideos cardioativos e 0s
oxalatos(FONSECA; PEREIRA, 2004; PARDAL; ITHO, 2016).

A toxicidade de uma espécie vegetal pode ser apontada por informacdes de pessoas que
teve algum tipo de efeito adverso ao esperado depois de ter tido contato com alguma planta
toxica (CAMPOS et al., 2016).

Os métodos para investigar a seguranca dos extratos é avaliando sua capacidade
citotoxica, que é mensurar 0 quanto essa planta pode causar danos fisiol6gicos nas células
alvo para o estudo. Dentre as varias metodologias aplicadas, podemos ressaltar a atividade
citotoxicidade hemolitica, que verifica o grau de hemdlise frente ao extrato, no qual esse é

incubado junto com uma suspensdo de hemécias(DESOTI et al., 2011).

A membrana eritrocitaria é rica em acidos graxos polinsaturados, isso faz com que sejam
susceptiveis a agressao de radicais livres. Essa agdo nos eritrocitos pode causar uma série
de transformagdes, como a formacdo de lipoperdxidos, reducdo da deformabilidade,

mudangas na morfologia, ligagdo cruzada e fragmentacdo de proteinas, alem de hemdlise



48

mudancgas no metabolismo intracelular (SANDHU; WARE; GRISHAM, 1992; SATO et
al., 1995;BEGUM; TERAO, 2002).

A hemolise consiste na lise dos eritrocitos, provocando 0 extravasamento da
hemoglobina no plasma, esse fendmeno pode causar danos aos rins e ao coragao. Os
processos hemoliticos libertam ions de potassio para 0 meio extracelular e
consequentemente um aumento K* Fato que pode causar uma parada cardiaca e levar a
pessoa a 6bito (EUNICE et al., 2007).

3.12. Amburana cearenses

A Amburana cearenses A. C. Smith pertencente a familia fabaceae, é
frequentemente conhecida por imburana-de-cheiro, apresenta grande importancia
econbmica, encontrada em parte do sertdo nordestino (MAIA, et al., 2004). Amburana
cearenses € uma planta de porte arbdreo e nativa do bioma Caatinga, a populacdo ha
conhece por varios homes como amburana, imburana, cumaru ou amburana-de-cheiro
(MAIA,2012).

Visando a economia, essa espécie apresenta um grande interesse para 0 COmercio, isso
se deve pelas suas aplicacGes, como na fabricacdo de moveis(CANUTO et al., 2008),
perfumaria e na medicina popular(MAIA, 2012).

No entanto, a sua maior aplicacdo esta direcionada para utilizagdo como planta medicinal.
A Amburana cearenses foi descrita como espécie com mais de cinco usos medicinais como

mostra a tabela 1.

Tabela 1. Utilizagdo da Amburana como planta medicinal

Doencgas Casos analisados (%)
Sistema reprodutivo 39,3
Problemas menstruais 214
Infamacdes Ovarianas e Prostaticas 14,3
Sistema respiratério 38,6
Tratamento de bronquites 228
Gripes 14,0
Expectorante 7,0
Asmas e cogueluches 3,5
Doengas do estdmago 26,5
Laxativo 17,6
Antidiarréico 14,7

Doengas hepaticas 11,8
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Fonte: AGRA, 2007.

Num estudo realizado demonstrou que a A. cearensis, posui atividade hepatoprotetora
(LEAL, 2006) e neuroprotetora (LEAL et al.,2005) esse efeito se deve a presenca do
amburosidio A, em funcéo de sua acdo antioxidante enquanto que a acao broncodilatadora
estd ligado ao isocampferidio-2 foi evidenciada pelo seu efeito relaxante muscular em
traquéia de cobaias (LEAL et al., 2006).

No Ceara por exemplo ja existe a producdo do fitoterapico que é o xarope de cumaru,
indicado no tratamento de problemas pulmonares, asma, bronquite, coqueluche e tosse
(PORTO, 2009).

As diferentes partes da planta, como folha, casca e sementes sdo utilizadas como agente
terapéuticos contra cefaleia, dores, constipacdo, infecgdes do trato urinario e como anti-
inflamatorio e espasmolitico e nas doencgas do sistema respiratério (AGRA et al., 2007).

A Amburana apresenta compostos fendlicos, em especial flavonoides e acidos fenolicos
que podem exercer funcdo como antioxidantes pela sua competéncia de eliminar a
reativacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)(LEAL et al., 2005; RUIJTERS et al.,
2013). ; (WANG; SHAHIDI, 2014).

De acordo com alguns estudos tem sido elucidado o isolamento de compostos da
Amburana cearenses glicosideos fendlicos, cumarina e flavonoides como o isocampferideo,
campferol e o0 4cido vanilico (BRAVO, A. A. B. et al., 1999; NEGRI, et al.,2004).

Segundo a unido internacional para a conservacdo da natureza e dos recursos naturais,
A.cearensis se encontra em perigo de extingdo, o que torna essencial o avanco de pesquisas
com o objetivo de criar métodos mais seguro e autossustentavel que permita um menor
impacto na regido (IUCN,2014).

3.13. Créton conduplicatus

A familia Euphorbiaceae engloba aproximadamente cerca de 300 géneros, no Brasil
temos 64 géneros e 940 espécies (CORDEIRO, et al., 2014), fazendo parte integrante
arvores, arbustos, ervas e trepadeiras (CRONQUIST, 1981). Esta familia é, bem
representada e € a segunda dentro do bioma caatinga, e tem o numero bem expressivos tendo
1300 espécies do género créton (SOUZA; KILL. ARAUJO, 2012). Este  pode  ser

considerado o mais expressivo dos géneros do Nordeste brasileiro, exibindo um elevado
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padrdo e variedade de espécies, isso e bem marcante no bioma caatinga (CARNEIRO-
TORRES, 2009; RAMOS, 2013). No Brasil temos 316 espécies, no qual tem sua
distribuicdo especialmente nos dominios fitogeograficos do cerrado, caatinga e mata
atlantica. Vale apenas ressaltar que, 252 dessas espécies sdo endémicas para o Brasil
(FLORA DO BRASIL, 2015; CORDEIRO, et al., 2008).

O género Croton tem importancia bioldgica devido a presenca de metabolitos
secundarios responsaveis pelas atividades biologicas como terpenoides, proantocianidinas,
flavonoides, compostos fendlicos, e alcaloides. Dessa forma, as substéncias bioativas
conferem as diferentes atividades atribuidas a esse género, dentre elas destacando-se a
antinoceptiva, antioxidante, anti-inflamatoria, antiulcerogénica dentre outras (ROCHA, et
al., 2008; SUAREZ, et al., 2006; XIMENES, et al., 2013; LAVOR, et al., 2014).

Entre as espécies nativas da caatinga, podemos destacar as que sdo do género Croton,
por exibirem atividades bioldgicas consideraveis, podendo ser utilizadas com anti-
inflamatdrio, antioxidante, antinoceptivo, anticonvulsivo e ansiolitico(ZHAO et al., 2012).
Croton conduplicatus Kunth (Euphorbiaceae) é uma planta medicinal bastante utilizada
pela populagdo e é largamente distribuida na América do Sul, em especial no Brasil. No
Nordeste do Brasil, suas folhas e barras-tronco dessa espécie é frequentemente utilizada

para tratamentos de dores como um analgésico natural (Cartaxo et al., 2010).

Estudos comprovam que temos uma gama de informaces a respeito de outras espécies
de Croton, no entanto quando se fala de Croton conduplicatus, conhecida de quebra-faca,
os relatos sdo insuficientes, mesmo ela sendo utilizada para fins terapéuticos no combate de

gripe, dor de cabeca, indigestdo e dor de estdmago (CARTAXO et al., 2010).

Os compostos quimicos do género croton sdo bem diversificados, evento esse que torna
0 género com enorme potencial para estudos de prospeccdo para substancias naturais
bioativas, sendo assim, objeto de pesquisas tanto do ponto de vista fitoquimicos e biolégicos
(RANDAU, 2004).

3.14. Handroanthus impetiginosus

O Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, € uma espécie de planta
conhecida popularmente como ipé-roxo ou pau-d’ arco-roxo, além de ser conhecido

também por uma sinonimia de Tabebuia impetiginosa (Mart. Ex DC.) Standl.), essa espécie
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é muito frequentemente utilizada pela populacao, no paisagismo e na medicina (LORENZI,
2002), € pertencente a familia Bignoniaceae e mais recentemente incluida no género
Handroanthus (GROSE; OLMSTEAD, 2007).

Ela pode ainda ter varios sindnimos Gelseminum avellanedae (Lorentz ex Griseb.)
Kuntze, Handroanthus avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Mattos, Tabebuia avellanedae
Lorentz ex Griseb.Tabebuia dugandii Standl. Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.)
Standl.Tabebuia ipe var. integra (Sprague) Sandwith, Tabebuia nicaraguenses S. F. Blake,
Tabebuia palmeri Rose; Tabebuia schunkevigoi D. R. Simpson, Tecoma adenophylla
Bureau & K. Schum. Tecoma avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Speg. Tecoma avellanedae
var. alba Lillo, Tecoma impetiginosa Mart. ex DC., Tecoma integra (Sprague) Hassl.,
Tecoma ipe var. integra Sprague, Tecoma ipe var. integrifolia Hassl. E Tecoma ipe f.
leucotricha Hassl. (ROYAL BOTANIC GARDENS. KEW AND MISSOURI
BOTANICAL GARDEN, 2016).

Apresenta uma forte distribuicao geogréafica nos tropicos americanos, sendo encontrado
nas regibes do México e Antinhas até o Uruguai, além de ter sido encontrada ao sul da
Bolivia, norte da argentina e também no Paraguai (CARVALHO, 1994). No Brasil essa
espécie é bem distribuida sendo comum para a vegetacdo da Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pantanal e Amazonia (MAIA-SILVA et al., 2012).

Essa espécie tem sido utilizada na arborizacao urbana (TJHIO; PESTANA, 2011) esse
tipo de uso estar ligado a sua beleza, além de servir como sombra propiciando um
microclima mais agradavel, isto é devido a sua concentracao de clorofila nas folhas e seu
espectro de absorcédo de luz (ENGEL; POGGIANI, 1991).

Figura 12: Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos.
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Fonte: Julcéia Camillo

Desde 1873, ja se tinha conhecimento de algumas peculiaridades terapéuticas da espécie
H. impetiginosus, como: redutor de febre, antiulceroso, além de servir no tratamento de doencas
reumaticas, doencas venéreas, problemas de pele (GOMEZ CASTELLANOS; PRIETO;
HEINRICH, 2009).

Além de ser um recurso de madeira e medicinal. A casca do caule apresenta
propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas, diuréticas e anticancerigenas, e as folhas tém
sido utilizadas como um adstringentes externos e agentes anti-sépticos JUSTINIANO et al.,
2000, (PIUUT et al., 2012).

Num estudo realizado, verificou-se a capacidade do extrato H. impetiginosus como um
antidepressivo. Foi provocado um modelo de depressdo pela bulbectomia olfatdria em ratos,
nesse experimento houve administragdo por via oral do extrato etandlico, com doses de 10 e 30
mg/kg, durante 14 dias. Ao final foi observado uma diminui¢do da mobilidade da cauda, ndo
alterando a atividade locomotora, isso prova que o extrato tem um poder antidepressivo
(FREITAS et al., 2013).
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3.15. Vitex gardneriana

Vitex € o maior género que pertence a familia Verbenaceae, esse género inclui 250
espécies e tem sua distribuicdo por todo planeta. Espécies do género apresentam porte
arbéreo e arbustivo e sdo distribuidos nos tropicos e subtrdpicos. A espécie Vitex
gardineriana (Verbenacea) Figura 13 é comumente conhecida pela populagdo de
jaramataia, possui porte arbustivo € frequentemente encontrado pelo bioma caatinga do
nordeste brasileiro. As folhas dessa planta sdo utilizadas como analgésicos e anti-
inflamatérios (SA-BARRETO et al., 2008).

Figira 13. Vitex gardinerina

PARCELLI et al., 2017 Fonte:

E uma espécie restrita ao bioma caatinga, e sdo vistas em
margens de rios, como o rio piranha e rio espiranharas, na Paraiba, no rio Moxoto em
Pernambuco, rio curaca na Bahia, Taperuaba no Ceéra, e em Sergipe e Alagoas (LIMA &
FRANGCA, 2009; SA BARRETO et al., 2005).

Essas plantas foram utilizadas no tratamento de varias doencas, como a maldria, herpes,
coceira, dermatite e sangramento da menstruagdo (SHARMA e RANI, 2013). Além disso,
é utilizada na medicina tradicional para diversos fins terapéuticos, como: verminose, gripe,
gases, dor de barriga, sinusite, inflamacdo de préstata (ROQUE, 2009), além de combater
dores nos 0ssos, problema renal, na coluna e calmante (ANDRADE et al., 2012).
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Poucos estudos mostram suas atividades bioldgicas. Foi corroborado que os extratos das
folhas e cascas de caule de V. gardneriana possem atividade moluscicida em embrides de
Biomphalaria glabrata (DE SA BARRETO et al., 2007).

Em relag&o a composicao de seus metabolitos o género Vitex tém sido pouco estudados,
isso se deve ao dificio acesso e fendtipo, no caso seu tamanho e mau odor. Das 250 espécies,
apenas 35 delas, ja foram feitas caracteriza¢es quimicas. Onde desses varios sdo dificeis
de serem identificados por conta de serem endémicas da regido Nordeste do Brasil, por
exemplo, Vitex capitata Vahl, Vitex rufences A. Juss, Vitex rufences A. Juss e Vitex
gardinerina Schauer, (DE SENA, 2017).

3.16 Simaba Ferruginea

A familia simaroubaceae no qual € representada por seis subfamilias, com
aproximadamente 170-200 espécies, possui porte arboreo e arbustivos, e tem sua
distribuicio em 32 géneros, dos quais podem ser encontradas pela América tropical, Asia e
ainda no Oeste da Africa (BARBOSA et al., 2011; MUHAMMAD et al., 2004).

A familia no Brasil é composta por seis géneros, e 28 espécies onde 12 delas pode ser
considerada endémicas, e duas subespécies ndo endémicas (FORZZA et al., 2010). As
espécies vegetais dessa familia apresentam uma caracteristica bem peculiar, que sdo os
quassinoides, que sdo substancias amargas no qual possui diversas atividades
farmacoldgicas, tal como: antitumoral, antimalérica, antiviral, inseticida, antiparasitaria,

anorexigena, antinflamatdria e herbicida (ALVES et al., 2014).

O género Simaba Aubl tem sua distribuicdo pela América do Sul, no entanto tem
ocorréncia de algumas espécies na América do Norte e central, a maioria das espécies sao
endémicas, e ndo existe muito relatos de suas atividades (DEVECCHI; PIRANI, 2015;
DEVECCHI et al., 2016). Do ponto de vista quimico, pouca foram as espécies de Simaba
Aubl estudas, algumas delas séo: S. cedron, S. subcymosa, S. guianensis, S. orinocensis, S.
africana, S. multiflora, S. cuneata, S. cuspidata, S. undulata e S. polyphylla (BARBOSA et
al., 2011, p. 21-2166; NUNOMURA et al., 2012, p. 2153).

A simaba ferruginea é uma espécie que pertence a familia simaroubaceae chamada pela
populacdo de calunga ou féo-da-terra é uma planta que é nativa do Brasil central, tem si "
utilizada na medicina tradicional para o combate de Ulceras gastricas, febre, diarreia,
reumatismo, dor e diversas enfermidades (LORENZI & MATOS, 2002).
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Abstract

Recently, the interest in discovering natural antioxidants has increased tremendously for their
application to control onset of multiple diseases. Eight metanolic extracts of seven medicinal
plants (Amburana cearensis, Croton conduplicatus, Erythrina velutina, Handroanthus
impetuginosus, Hymenea courbaril, Simaba ferruginea and Vitex gardeneriana) of a seasonal
tropical dry forest in Northeastern Brazil (Pernambuco, Brazil) were studied for their screening
phytochemical, antioxidant potential. In addition, total phenolic and flavonoid content were

also determined by colorimetric methods using quercetin and gallic acid as standard. The
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enzyme inhibitory potential of extracts was investigated against key enzymes involved in
neurodegenerative [acetylcholinesterase (AChE)]. All extracts analyzed showed the presence
of phenolic compounds, coumarins, mono-, sesqui- and diterpenes, naphthoquinones,
triterpenes and steroids. The presence of alkaloids was determined only in the methanolic
extracts of the leaves and branches of E. velutina and in the methanolic extract of the branches
of V. gardneriana. Anthocyanins and xanthines were absent in the extracts analyzed. The
content of total phenolic compounds in the investigated samples ranged from 19.10 (S.
ferruginea methanolic extract) to 129.70 (E. velutina leaves methanolic extract) EmgAG / gPS.
The antioxidant activity was measured by three spectrophotometric assays: elimination activity
of the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical, inhibition of lipid peroxidation and total
antioxidant capacity by the phosphomolybdenum method. All extracts presented antioxidant
activity. In the DPPH radical elimination assay the IC 50 values ranged from 198.3 (for H.
courbaril) to 309.9 (S. ferruginea) ug/mL. In the lipid peroxidation inhibition assay the
inhibition values varied from 45.45% (for A. cearenses) to 62.12% (for C. conduplicatus). In
the assay of total antioxidant capacity the values ranged from 27.74% (for the methanolic
extract of E. velutina branches) to 73.49% (for S. ferruginea). H. impetuginosus, H. courbaril,
E. velutina (twigs) and V. gardeneriana inhibited 100% AChe. E. velutina (leaves), C.
conduplicatus and A. cearenses inhibited 94%, 83% and 57% of AChe, respectively. Only S.
ferruginea presented inhibition less than 50% of AChe.

Keywords: Antioxidant activity, Total phenolic content, Caatinga, Medicinal plants,
Phytochemicals.

1. Introducéo

Os radicais livres sdo espécies de oxigénio altamente reativas que sdo produzidas como
resultado da respiracdo e do metabolismo no nivel celular. Se os efeitos desses radicais ndo
forem mitigados, eles podem causar efeitos prejudiciais as macromoléculas como lipidios,
acidos nucléicos, proteinas e carboidratos (Kulbacka et al., 2009). Além disso, o estresse
oxidativo imposto pelo acimulo excessivo desses radicais livres pode causar uma ampla gama
de doencas como inflamacdo, acidente vascular cerebral, doenca cardiaca, diabetes mellitus,
cancer, doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer (Mensor et al., 2001; Parejo et al. 2002;
Hou et al., 2003; Orhan et al., 2003; Tepe et al., 2005; Ozgen et al., 2006).
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Antioxidantes sdo compostos capazes de prevenir ou reduzir os efeitos nocivos desses
radicais livres. Os antioxidantes exdgenos consistem principalmente de antioxidantes sintéticos
e naturais. No entanto, tem havido crescentes preocupacdes de seguranca sobre antioxidantes
sintéticos. Por exemplo, o hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT), os
dois antioxidantes sintéticos bem conhecidos, tém sido limitados pelos seus efeitos danosos ao
DNA e outros efeitos tdxicos (Sasaki et al., 2002). Como alternativa, 0s produtos naturais
receberam atencdo substancial como fonte de antioxidantes biologicamente ativos (Dillard e
German, 2000).

Constituintes antioxidantes das plantas agem como sequestradores de radicais e ajudam
a converter os radicais livres em espécies menos reativas. A maioria dos antioxidantes naturais
das plantas sdo flavonoides, vitaminas, fenois, carotenodides provenientes da dieta (Larson,
1988). Manach et al. (1998) relataram que os antioxidantes derivados de plantas podem
suprimir 0 oxigénio singleto, eliminar os radicais livres, inibir enzimas e decompor os
perdxidos. Portanto, flavonodides, taninos, carotendides e outros constituintes das plantas tém
atraido grande atencdo do mundo como potenciais antioxidantes (Record et al., 2001). Estes
antioxidantes podem ser usados para a prevengdo de uma ampla gama de doencas, incluindo
doencas neurodegenerativas. Portanto, a pesquisa mundial estd agora se concentrando em
antioxidantes naturais. Tradicionalmente, plantas medicinais sdo usadas para prevencao, bem
como para o tratamento de varias doencas. Entre as propriedades por tras dessas virtudes, a

atividade antioxidante ocupa um lugar de primeira ordem (Rahman, 2008).

Os antioxidantes obtidos a partir de produtos naturais de plantas agem como
sequestradores de radicais e ajudam a converter os radicais livres em espécies menos reativas.
A maioria dos antioxidantes naturais das plantas sdo flavonoides, vitaminas, compostos
fendlicos, carotenoides e podem ser ingeridos a partir de uma dieta equilibrada (Larson, 1988).
Manach et al. (1998) relataram que os antioxidantes derivados de plantas podem suprimir o
oxigénio singlete, eliminar os radicais livres, inibir enzimas e decompor os peroxidos. Portanto,
flavonoides, taninos, carotenoides e outros constituintes das plantas tém atraido grande atengéo
do mundo como potenciais antioxidantes (Record et al., 2001). Estes antioxidantes podem ser
usados para a prevencao de uma ampla gama de doengas, incluindo mal de Parkinson e mal de
Alzheimer. Portanto, a pesquisa mundial esta agora se concentrando em antioxidantes naturais.

Tradicionalmente, plantas medicinais sdo usadas para prevencdo, bem como para o tratamento
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de varias doencas. Entre as propriedades por trds dessas virtudes, a atividade antioxidante ocupa
um lugar de primeira ordem (Rahman, 2008).

O Brasil possui a maior riqueza floristica do mundo, com 236 familias, 2970 géneros e
35.934 taxons de Angiospermas, dos quais 56,12% (20.110) sdo endémicos (Angiospermas
2018). Entre os biomas, 0 quarto mais rico do pais é a Caatinga, com 5.300 taxons, agrupadas
em 168 familias e 1152 géneros, e uma taxa de endemismo de 19,62% (913 espécies e 28
géneros) (Flora do Brasil 2020).

A Caatinga, também conhecida como floresta tropical sazonalmente seca brasileira,
compreende diferentes tipos de vegetacdo ocorrentes na regido semi-arida que se estende pela
maioria dos estados nordestinos e pequenas porcGes de Minas Gerais (2%) (MMA 2011,
Albuquerque e cols. 2012). A regido semiérida é caracterizada por alta intensidade luminosa,
altas temperaturas com médias anuais entre 25 e 30 ° C, distribuigdo irregular de chuvas, com
precipitacbes anuais médias que variam entre 300 e 1000 mm e altas taxas de
evapotranspiracdo, geralmente entre 1500 mm e 2000 mm por ano (Gariglio et al. 2010). Apesar
das condicOes adversas, a floresta tropical sazonalmente seca brasileira apresenta uma enorme
diversidade floristica, caracterizada por plantas xeréfilas e caducifélias, que se tornam verdes
apenas durante a estacdo chuvosa (Pereira Filho e Bakke 2010). Essa diversidade permite que
a vegetacdo nativa seja utilizada para diversos fins, como alimentacédo, pastagem, producédo de
madeira e artesanato, producao de 6leos fixos, cera e madeira, extracdo de fibras e arborizagdo
civica de ruas, pragas e jardins, além de ser amplamente utilizado na medicina popular (Giulietti
et al. 2004).

Este estudo fornece informacgdes sobre o potencial antioxidante in vitro de extratos
metandlicos de sete plantas medicinais utilizadas na medicina popular brasileira, em areas de
floresta tropical sazonalmente seca no nordeste do Brasil. Os extratos foram examinados quanto
ao contetido de compostos fendlicos e flavonoides, bem como da presenca das principais classes
de metabolitos secundarios com o objetivo de avaliar as atividades antioxidante e inibitéria da

acetilcolinesterase e o potencial hemolitico desses extratos.
2. Materiais e métodos

2.1 Coleta e identificagdo do material vegetal
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As espécies vegetais foram selecionadas de acordo com relatérios etnomedicinais prévios que
documentam seu uso na medicina tradicional brasileira para tratamento de processos
inflamatdrios e outras doencas que podem estar relacionadas ao estresse oxidativo (Tabela 1) e
sua popularidade segundo nosso inventario de plantas medicinais (Silva et al., dados néo
publicados). Foram selecionadas sete espécies de plantas medicinais (Tabela 1). As amostras
foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil) e no Refugio de Vida
Silvestre Tatu-Bola (Pernambuco) entre janeiro e setembro de 2015. Essas duas unidades de
conservacao constituem areas de extrema importancia para a conservacao da biodiversidade.
Os espécimes foram depositados no Herbarium IPA (Dérdano de Andrade Lima), do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA).

2.2. Obtencéo dos extratos

O material vegetal foi desidratado em estufa (40°C, por 72 horas) e, posteriormente, foi
triturado e armazenado separadamente, em sacos de papel, nas condicdes do ambiente. As
extracOes foram realizadas na Central Analitica do Instituto Nacional do Semiarido (INSA),
uma unidade de pesquisa vinculada ao Ministério de Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e
Comunicacbes (MCTIC). O material vegetal seco e triturado, de cada espécie (100 g) foi
extraido em metanol (MeOH), por método de extracdo acelerada por solvente ASE 350 (Dionex
Corporation, Sunnyvale, CA, EUA), a 40°C, e a 1700 psi, tendo-se adaptado metodologias de
Reigada (2007) e Hanwen et al. (2012). Apos a extragdo, o solvente foi removido em presséo
reduzida, a 50°C, em evaporador de alta velocidade Rocket.

2.3. Triagem fitoquimica preliminar dos extratos

A triagem fitoquimica preliminar dos extratos foi realizada por meio de um método que consiste
na aplicacdo das amostras sobre uma placa de cromatografia em camada delgada analitica de
silica gel 60 (F252) com auxilio de um capilar, e a eluicdo da mesma realizada em sistemas de
solventes especificos para cada classe de metabdlito secundério investigado como descrito por
Wagner & Bladt (1996). Essa metodologia permite a identificacdo dos principais grupos de
metabdlitos secundarios que compbem os extratos e fracdes estudados através da utilizacdo de
reveladores especificos para cada classe de metabolitos. A triagem fitoquimica tem por
objetivos conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais. Quando ndo se dispde de
estudos quimicos sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica pode identificar os grupos

de metabolitos secundaérios relevantes (SIMOES, 2001).
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2.4 . Determinacdo de fendis totais

A determinacdo espectrofotomeétrica dos compostos fendlicos foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Slinkard e Singleton (1977), utilizando-se o reagente de Folin-
Ciocalteu com adaptac6es dos volumes. O &cido gélico foi utilizado como padrdo (ALMEIDA
et al., 2011). Para esse ensaio foram preparadas solucfes do extrato, das fracdes e do padréo
nas concentracdes de 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L,
utilizando o etanol como solvente. Aliquotas de 40 pL. de cada amostra (extrato, fragdes e
padrao) foram adicionadas a 3,16 mL de agua destilada e 200 pulL de reagente de Folin-
Ciocalteu. A mistura foi agitada e deixada em repouso durante 6 minutos, antes da adicdo de
600 pL da solucao de carbonato de sdédio (Na2CO3) a 20%. O branco foi preparado utilizando
0 procedimento descrito anteriormente, mas ao invés de utilizar 3,16 mL de agua usou-se 3,2
mL e sem a amostra. As solucbes foram deixadas a 20 °C durante 2 horas e a absorbancia de
cada solucdo foi determinada em espectrofotometro UV-VIS (Quimis) a 765 nm contra o
branco. A absorcao versus a concentracao de cada amostra foi plotada em grafico e o teor de
fenois totais foi expresso como miligramas de equivalentes de acido galico por grama de
amostra (mg EqAG/g) através da curva de calibragdo com &cido galico. A faixa da curva de
calibracdo foi 50-1000 mg/L. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.5. Determinacao de flavonoides totais

A anélise para flavonoides totais dos extratos foi realizada por espectrofotometria. A técnica
baseia-se na medida da absorbancia, do complexo formado entre o flavonoide e o Aluminio,
formando compostos de coloracdo amarelada. O teor de flavonoides totais foi determinado
através do método colorimétrico por complexacdo metélica descrito por Zhishen e
colaboradores (1999). Neste experimento foi utilizado como padréo a (+)-Catequina. Preparou-
se solucBes do padrédo e extratos nas seguintes concentrac6es: 50, 100, 150, 250, 500 e 1000
mg/L. Em seguida 300 pL da solucdo, dos extratos e do padrdo, foi adicionada a 1,5 mL de
agua destilada. Posteriormente, foram adicionados 90 uL de uma solugdo de NaNO2. Apds 6
minutos de reagdo, 180 uL de uma solug¢do de AIC13.H20 10% foram adicionados a mistura.
Apo0s 5 minutos de reagdo, 600 puL de uma solu¢do de NaOH 1M foram adicionados a mistura
anterior. Finalmente, completou-se o volume com 330 pL de agua destilada e o sistema foi
homogeneizado por completo. A absorbancia foi mensurada contra o branco em 510 nm, em

espectrofotdbmetro. O branco utilizado continha todos os reagentes e, no lugar da amostra
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adicionou-se 300 uL de agua destilada. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes
de catequina por grama de amostra (mg EqC g-1) por meio da interpolagéo dos dados obtidos
das amostras na curva padrdo com o padrdo catequina dissolvido em metanol e agua nas
concentracdes descritas anteriormente. As andlises foram efetuadas em espectrofotémetro UV-
VIS Quimis.

2.6 . Atividade antioxidante

Os potenciais antioxidantes dos oito extratos produzidos a partir de sete plantas utilizadas pela
populacdo tradicional de duas areas de floresta tropical sazonalmente seca no Brasil foram

testados contra os radicais DPPH.
2.6.1. Atividade de eliminagéo do radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Neste ensaio a atividade de radical livre do extrato foi medido em termos de hidrogénio doado
usando o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; Sigma-Aldrich) (BLIOS, 1958).
Uma aliquota de 250 pL de solugdo de DPPH (1mM) foi misturada com 40 pl de diferentes
concentracdes de extratos (50 - 250 pg/mL). Trinta minutos mais tarde, a absorbancia foi
medida a 517 nm. Etanol (1,0 mL) mais solucdo do extrato da planta (2,5 mL) foram usados
como branco. Subsequentemente, a porcentagem da atividade antioxidante foi convertida para
EC50 (half maximal effective concentration). Uma solucdo de DPPH (1,0 mL) e etanol (2.5
mL) foram usados como controle negativo. O acido ascérbico, quercetina, &cido galico e butyl-
hydroxytoluene (BHT) foram utilizados como controle positivo. A sequestradora de radicais
livres foi calculada usando a seguinte formula:
(Ac — As)

oy = 7
[DPPH](%) X 100

Onde: Ac = controle de absorcdo; As = Absorbancia da Amostra
2.6.2 . Inibigdo da peroxidacéo lipidica

A peroxidacéo lipidica foi determinada segundo Kikuzaki; Nakatani, 1993, baseado na inducao
da peroxidacdo lipidica de um acido graxo (&cido linoleico), por aquecimento a 40 °C, onde na
presenca de compostos antioxidantes, a producdo dos radicais peroxilas (LOOHe) € inibida.

Nesse método, duzentos microlitros da amostra, do padrdo (controle positivo) ou do branco
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(&gua) foram adicionados em um tubo (separadamente) com 0,2 mL da solucdo de &cido
linoleico (2,5 M), 0,4 mL de tampdo fosfato (20 mM, pH 7) e 0,2 mL de agua destilada (volume
final 1 mL) (KIKUZAKI; NAKATANI, 1993). Posteriormente, 0s tubos foram incubados no
escuro por 24 horas a 40 °C. Apos a incubacdo, 0,05 mL da mistura foi adicionado a 0,05 mL
de etanol (75%), 0,05 mL da solugéo de tiocianato de amonio (0,3 M) e 0,05 mL de solugéo de
cloreto ferroso (20 mM) em um uma placa de microtitulacdo de fundo chato. Ap6s 3 minutos,
foi mensurada a densidade Otica em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 500 nm.
A mistura original voltou para incubadora e o experimento foi realizado a cada 24h até 1 dia
apo6s o controle positivo atingir o seu valor maximo de absorbancia. Os resultados foram
expressos em porcentagem de Inibicdo, calculados pela formula: 64 1 (%) = [ (Abs do controle
positivo do ultimo dia - Abs da amostra no Gltimo dia) / Abs do controle positivo do ultimo dia]

x 100, onde abs é absorbancia
2.6.3 Capacidade Antioxidante Total pelo Método do Fosfomolibdénio

A capacidade antioxidante total (CAT) dos oito extratos produzidos a partir de sete plantas
medicinais foi determinada pelo método do fosfomolibdénio. Os extratos foram diluidos para
concentragdo de 1 mg/mL em metanol. Foi misturado 0,1 mL de cada amostraa 1 mL da solucéo
de fosfomolibdénio (600 mM de &cido sulfurico, 28 mM de fosfato de sddio e 4 mM de
molibdato de amonio), e posteriormente incubados em agua a 95 °C por 90 minutos. Apés
voltarem a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram medidas a 695 nm contra
um branco (1 mL de solucdo e 0,1 mL do metanol) (PIETRO et al., 1999). A atividade
antioxidante total foi expressa em relacdo ao acido ascorbico, calculada pela férmula abaixo e
comparada com a atividade do BHT (hidroxitolueno butilado) e acido galico.
Aa — Ac
CAT (%) = (SAaa——Ac)) X 100
Onde: Ac = Absorbancia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbancia do

acido ascorbico.
2.7 . Atividade hemolitica

A atividade foi realizada seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2012). Sangue (5- 10 mL)
foi obtido a partir voluntarios saudaveis, ndo-fumantes, por puncao venosa, apds consentimento

informado por escrito. Eritrécitos humanos partir de sangue citratado foram imediatamente
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isolados por centrifugacdo a 1500 rpm por 10 min. Ap6s a remocgédo do plasma, os eritrécitos
foram lavados trés vezes com tampéo fosfato-salina (PBS; pH 7,4) e depois uma suspensdo de
eritrocitos a 1% foi preparado como mesmo tampdo. Uma aliquota de 1,1 mL de suspensdo de
eritrocitos foi misturada a 0,4 mL de cada extrato em varias concentracdes (0,156 - 2,5 mg/mL).
O controle negativo e controle positivo receberam 0,4 mL de DMSO e de Triton X-100,
respectivamente. Apds 60 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, as células foram
centrifugadas e o sobrenadante foi usado para medir a absorbancia da hemoglobina liberada a
540 nm. O valor médio foi calculado a partir dos ensaios em quadruplicata. A atividade

hemolitica foi expressa em relacdo a acdo do Triton X-100 e calculada pela seguinte férmula:
Atividade hemolitica (%) = [(As- Ab).100]/(Ac-Ab)

(As — Ab) x 100

Atividade hemolitica(%) = (Ac — AD)

Sendo, Ac a absorbancia do controle (branco, sem extrato), As a absorbancia na presenca de

extrato e Ac sendo referente a absorbancia da solugéo de Triton X-100.

2.8 . Ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase
2.8.1. Extracao da Acetilcolinesterase

Branquias de Crassostrea rhizophorae foram homogeneizadas em tampéo Tris-HCI 0,5
mol/L, pH 8,0 e diluidas até uma concentracdo de 20 mg de tecido por mL de tampao, utilizando
um homogeneizador de tecidos (IKA RW-20 digital). Os homogenatos foram centrifugados
durante 10 min a 10.000 x g (4°C) e os sobrenadantes (extratos brutos) foram congelados a -20°
C (ASSIS et al., 2014).

A AChE comercial de Electrophorus electricus (Sigma-Aldrich, type VI-S) foi
dissolvida em tampédo Tris-HCI 0,5 mol/L, pH 8,0 até uma concentracdo de 1 pg por ml de

tampao.
2.8.2. Atividade enzimatica e determinagéo proteica

200 uL de DTNB 0,25 mM, dissolvido em tamp&o HCI Tris 0,5 M pH 7,4 foi adicionado
a 20 uL de extrato bruto. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 62 mM de acetiltiocolina (20 uL)
(ASSIS et al., 2010; SILVA et al., 2013; ARAUJO et al., 2016). A reacdo foi promovida em

quadruplicata (microplacas de 96 pocos) por espectrofotometria (Bio-Rad xMark™) com
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leituras de absorbancia a 405 nm nos tempos 0 e 180 s, fase linear da reagcdo. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de converter 1 umol
de substrato por minuto, por mL de solucdo. Os brancos foram preparados utilizando o tampé&o
Tris-HCl a 0,5 mol/L, pH 8,0 em substituicdo a amostra de extrato bruto. O teor de proteina foi
estimado de acordo com Sedmak and Grossberg (1977), utilizando albumina de soro bovino
como padréo.

2.8.3. Ensaios de inibicdo

A atividade inibitoria da AChE foi realizada de acordo com método de Ellman (Ellman
et al. 1961). AChE cerebral de C. Rhizophorae e do 6rgéo elétrico de E. electricus foi exposta
a oito extratos produzidos a partir de sete plantas de duas areas de floresta tropical sazonalmente
seca do Brasil, incubando-se 10 pL de extrato de AChE (nas concentragdes indicadas no item
“Extracao de acetilcolinesterase’) com 10 pL dos extratos de cada planta, durante 60 min (Assis
et al.,, 2010). A atividade enzimética foi determinada de acordo com o descrito acima e a
atividade residual foi calculada utilizando a auséncia de extrato de plantas como 100% de
atividade. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da atividade residual
(média = DP) versus extratos vegetais.

2.9.Anélise estatistica

Todos os testes foram realizados em quadruplicata. A analise estatistica foi realizada
pelo teste t-Student com auxilio do software Statistica 8.0. As diferencas foram consideradas
significativas para p < 0,05. Os indices de correlagdo foram calculados utilizando o coeficiente

de Pearson (p).
3. Resultados e Discussao

O perfil fitoquimico dos oito extratos produzidos a partir de sete plantas medicinais
coletadas em duas areas de floresta tropical sazonalmente seca no Brasil foi avaliado para
identificar as principais classes de metabdlitos secundarios (Tabela 3). Fitoquimicos, como
polifendis, flavonoides, alcaloides, terpenoides, taninos, etc., obtidos de fontes vegetais, tém
excelente potencial para combater doengas cronicas, aléem da promocdao a saude enquanto atuam
em conjunto. Assim, a analise fitoquimica revela informacges significativas sobre o valor

medicinal das plantas.
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Todos os extratos analisados mostraram a presenca de compostos fendlicos, cumarinas,
mono-, sesqui- e diterpenos, naftoquinonas, triterpenos e esteroides (Tabela 3). A presenca de
alcaloides foi determinada apenas nos extratos metanolicos das folhas e galhos de Erythrina
velutina e no extrato metandlico dos galhos de Vitex gardneriana. Antocianinas e xantinas
estavam ausentes nos extratos analisados. Os resultados indicam que Amburana cearenses,
Croton conduplicatus, Erythrina velutina, Handronthus impetuginosus, Hymenaea courbaril,
Simaba ferruginea e Vitex gardneriana sdo fontes promissoras de fitoquimicos

farmaceuticamente importantes.

A quantidade de fendlicos totais nos extratos foi determinada de acordo com o método
de Folin-Ciocalteu e os resultados foram expressos como equivalentes em miligrama (Emg) de
acido galico (AG) por grama de peso seco de material vegetal (EmgAG/gPS). O teor de
compostos fendlicos totais nas amostras investigadas variou de 19,10 (extrato metandlico de
Simaba ferruginea) a 129,70 (extrato metandlico dos galhos de Erythrina velutina)
EmgAG/gPS.

A quantidade de flavonoides totais nos extratos foi determinada de acordo com o método
de Folin-Ciocalteu e os resultados foram expressos como equivalentes em miligrama (Emg) de
quercitina (Q) por grama de peso seco de material vegetal (EQ/gPS). O teor de flavonoides
totais nas amostras investigadas variou de 6,556 (Vitex gardneriana) a 88,708 (Handroanthus

impetuginosus) EQ/gPS.

Os compostos fendlicos e flavonoides sdo conhecidos por apresentarem atividade
antioxidante (Cragg & Newman 2013) devido a presenca do grupo hidroxila em sua estrutura,
sua contribuicdo para o sistema de defesa contra o dano oxidativo devido aos radicais livres
enddgenos é extremamente importante (Saggu et al. 2014). Amburana cearenses, Croton
conduplicatus, Erythrina velutina, Handronthus impetuginosus, Hymenaea courbaril, Simaba
ferruginea e Vitex gardneriana podem ser uma boa fonte desses compostos bioativos que tem

uma potente capacidade de suprimir os radicais livres.

Os organismos Vvivos sdo repetidamente expostos a varios agentes oxidantes (alguns
necessarios para a vida) e € bem sabido, de fato, que um aumento no consumo de alimentos
ricos em antioxidantes, obtidos a partir de fontes naturais, podem atuar como inibidores dos
radicais livres, retardando ou inibindo o dano celular. Espécies de plantas podem ser

consideradas como uma rica fonte de moléculas antioxidantes. Amburana cearenses, C.
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conduplicatus, E. velutina, H. impetuginosus, H. courbaril, S. ferruginea e V. gardneriana sao
usadas por populacBes locais para tratar varias doengas, como mencionado acima, e as
evidéncias cientificas que apoiam seu uso sdo escarcas. Neste estudo, as atividades antioxidante
dessas plantas foram investigadas. Os oito extratos, produzidos a partir de sete plantas
medicinais de duas areas de floresta tropical sazonalmente seca do Brasil, foram testados para
avaliar a atividade antioxidante. A atividade antioxidante foi mensurada por trés ensaios
espectrofotométricos: Atividade de eliminagdo do radical DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), Inibicdo da peroxidacdo lipidica e a Capacidade Antioxidante Total pelo
Método do Fosfomolibdénio. Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante (Tabela
5). No ensaio de eliminagdo do radical DPPH os valores de 1Cso variaram de 198,3 (para H.
courbaril) a 309,9 (S. ferruginea) pg/mL. No ensaio de inibicdo da peroxidacao lipidica os
valores de inibicdo variaram de 45,45% (para A. cearenses) a 62,12% (para C. conduplicatus).
No ensaio da capacidade antioxidante total os valores variaram de 27,74% (para o extrato
metanolico dos galhos de E. velutina) a 73,49% (para S. ferruginea).

Os radicais livres sdo produzidos dentro do corpo e encontrados principalmente em
alimentos fritos. Eles sdo responsaveis pela oxidacdo de lipidios celulares e danos no DNA
(Asokkuman et al. 2008). Os antioxidantes sintéticos presentemente disponiveis como
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, hidroquinona butilada terciaria e ésteres de
acido galico sdo suspeitos de causar efeitos negativos na sadde. Assim, uma forte restricdo foi
colocada em suas aplicacfes e ha uma tendéncia de substitui-las por antioxidantes que ocorrem
naturalmente com altos niveis de eficacia e seguranca. Além disso, esses antioxidantes
sintéticos existentes sdo menos sollveis e apresentam atividade antioxidante moderada
(Barlow, 1990; Branen, 1975). Recentemente, tem havido um interesse acrescido nos potenciais
terapéuticos das plantas medicinais como antioxidantes na reducdo dessas lesdes dos tecidos
induzidas por radicais livres. Além disso, antioxidantes naturais bem conhecidos e
tradicionalmente usados do chd, vinho, frutas, vegetais, temperos e alguns antioxidantes
naturais, como alecrim e salvia, j& foram explorados comercialmente como aditivos

antioxidantes ou suplementos nutricionais (Schuler, 1990).

A atividade hemolitica dos oito extratos produzidos a partir de sete plantas medicinais
coletadas no Parque Nacional do Catimbau e no Reflgio de Vida Silvestre Tatu Bola foi

realizada utilizando eritrocitos humanos frescos e mostraram baixa citotoxicidade (Figura 1).
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Mesmo na maior concentracdo testada (1000pg/mL), os extratos CR, CL e ChL induziram
baixos niveis de hemolise (1,18; 4,54 e 11,13%, respectivamente).

Os efeitos inibitdrios sobre AChe dos oito extratos produzidos a partir de sete plantas
medicinais coletadas no Parque Nacional do Catimbau e no Reflgio de Vida Silvestre Tatu
Bola estdo apresentados na figura 1. As atividades inibitérias dos extratos na AChE foram
relatadas como potentes (> 50%), moderadas (30-50%), inativas ou baixas (<30%) (Vinutha et
al. 2007).

Handroanthus impetuginosus, Hymenaea courbaril, Erythrina velutina (galhos) e Vitex
gardeneriana inibiram 100% da AChe. Erythrina velutina (folhas), Croton conduplicatus e
Amburana cearenses inibiram 94%, 83% e 57% da AChe, respectivamente. Apenas Simaba
ferruginea apresentou inibicdo inferior a 50% da AChe. De acordo com a classificagdo de
Vinutha et al. (2007) sete extratos avaliados apresentaram inibitoria potente e apenas um extrato

(Simaba ferruginea) apresentou atividade inibitéria moderada.

A doenca de Alzheimer é a forma mais comum de doenca neurodegenerativa nos idosos
e 0 paciente tem perda de memdria, habilidades cognitivas e obstaculo no comportamento
(Mohamed et al. 2011). Atualmente, a patologia da doenca de Alzheimer mais aceita € a
hipGtese colinérgica e a estratégia de tratamento eficaz € inibir a atividade da AChE e melhorar
o nivel de acetilcolina no cérebro (Kurt et al. 2015). Os pacientes que sofrem de doenca de
Alzheimer experimentam uma perda de sinapses colingicas nas regido do cérebro. Em pacientes
com doenca de Alzheimer, considera-se que uma diminuicdo na ACh parece ser um elemento
importante no desenvolvimento de deméncia. Assim, a doenca de Alzheimer e outras formas
de deméncia podem ser tratadas pelo uso de agentes que restauram o nivel de acetilcolina
através da inibicdo de ambas as principais formas das enzimas colinesterases AChE e BChE
(Referéncia). A histdria de encontrar novos candidatos a medicamentos mostra que as plantas
sdo a principal fonte de compostos novos e ativos e se tornaram uma prioridade das inddstrias
farmacéuticas modernas. Muitas drogas sintéticas devem sua origem a medicina complementar
a base de plantas. A doenca de Alzheimer tornou-se uma das causas mais comuns de morte em
todo o mundo representando uma ameaca a saude publica, portanto, novas estratégias de
tratamento baseadas em plantas medicinais estdo ganhando atenc¢do (Howes, Perry & Houghton
2003).
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Existem muitos medicamentos usados no tratamento da doenca de Alzheimer, e esses
medicamentos tém alguns efeitos colaterais. Portanto, é necessario obter um novo inibidor da
doenca de Alzheimer que seja menos toxico. Atualmente, ha um ndmero limitado de inibidores
(galantamina, tacrina e fisostigmina) que sdo derivados de fontes naturais de plantas e reduzem

os efeitos da doenca de Alzheimer (Referéncia).

A partir do levantamento bibliografico de varias plantas medicinais, é obviamente claro
que as plantas possuem certos metabolitos secundarios que sdo responsaveis por atividades
farmacoldgicas especificas. O grupo mais comumente relatado de metabdlito secundario
responsavel pela atividade antioxidante e flavondides. Os flavondides possuem grupos
funcionais fendlicos que tém a capacidade de extinguir os radicais livres e exibir atividade

antioxidante milagrosa (Kamal et al. 2015).

No conhecimento atual, a inibi¢&o da atividade da AChE por fendlicos e alcal6ides tem
sido relatada em muitas referéncias relacionadas (Gulcan et al., 2015; Orhan et al., 2013; Orhan,
2013, 2015, 2016; Pang et al., 2012; Pinho et al., 2013). Portanto, alcaldides e fenodlicos de
plantas podem ser considerados antagonistas da AChE (Pinho et al., 2013). Da mesma forma,
as naftoquinonas (Changwong et al., 2012) e os feniletandides (Georgiev et al., 2011)
mostraram agir como inibidores da AChE e estes tipos de compostos estdo ocorrendo nas folhas

de A. chilensis.
4. Conclusdes

Com base em nossos achados atuais, conclui-se que Amburana cearensis, Croton
conduplicatus, Erythrina velutina, Handroanthus impetuginosus, Hymenaea courbaril, Simaba
ferruginea e Vitex gardneriana sdo ricas em compostos bioativos e uma fonte potencial de
compostos antioxidantes e anticolinesterasicos, com efeitos citotoxicos ausentes. Estudos
posteriores sdo necessarios para isolar e caracterizar a(s) substancia(s) presentes nas espécies
estudadas, bem como avaliar os efeitos antioxidantes e anticolinesterase dos compostos
isolados. Os resultados do presente estudo permitiram ampliar o conhecimento sobre as
atividades biologicas e composi¢do quimica de Amburana cearensis, Croton conduplicatus,
Erythrina velutina, Handroanthus impetuginosus, Hymenaea courbaril, Simaba ferruginea e

Vitex gardneriana.
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Tabela 1 — Espécies selecionadas para ensaios bioldgicos coletadas em duas areas de floresta sazonalmente

secas do Nordeste do Brasil

Familia/Espécie Nome popular

Bignoniaceae
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos Ipé-roxo, pau d’arco
roxo
Euphorbiaceae
Croton conduplicatus Kunth
Fabaceae

Amburana cearensis (Allemdo) A.C.Sm.

Quebra-faca

Umburana-de-cheiro,

cumaru
Erythrina velutina Willd. Mulungu
Hymenaea courbaril L. Jatoba
Verbenaceae Amargoso
Vitex gardneriana Schauer
Salgueiro

Uso tradicional Atividades registradas Parte coletada Vouche
Cancer, sifilis, malaria, Cancer[carcinoma(Walter 256), Folhas IPA 92.456
Tripsnossomiase, ulceras prostate cancer(DU-145,PC-3,
Infecgdes bacterianas,e INCaP) (Li et al 1995),human
Fungicas e desordem promyelocytic leukaemia(HL60),
Estomacais breast carcinoma ovari, ovarian

Carcinoma, epidermoid laryngeal

Carcinoma(HEp-2) (Boothman et

Al, 1987) radio-resitan human

Malignant melanoma (U1-Mel)

(Boothman et al, 1989), human

breast cancer(MCF-7:WS8)

(Wuerzbeger et a, 1998), human

Lung adeno carcinoma(A549),

Human cervical cancer (HelLa)

And osteosarcoma(Hu09)

(Simamura et al, 2003)]
Processos inflamatérios sem registro na literatura Ramos IPA 93.458
Desordens gastrointestinais
Dores abdominais, gripes, acao anti-inflamatoria Casca IPA 94.003
Resfriados, tosse e outras Broncodilatadora
Doencgas respiratorias, e analgésica (Canuto

et al, 2010)
Processos inflamatorios anticonvulsdo, calmante Folhas IPA 94.101
E calmante e sedativo(vasconcelos et e ramos
al, 2003)

Gripes, resfriados e outras antimicrobiano(Gomes Ramos IPA 94.203
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Doencas respiratérias e
Processos inflamatérios

Desordens gastrointestinais

Problemas urinarios e
Préstata inchada

et al,2002)

anti-ulceras (Nodim et
al, 2005; Ameida et al
2011)

sem registro na literatura

Folhas

Ramos

IPA 94.205

IPA 94.2013

Tabela 2 — Sistema de eluigéo e reagents usados para caracterizar as principais classes de metabdlitos

secundarios nos oito extratos, das sete espécies de plantas coletadas no Parque Nacional do Catimbau e no

Refagio de Vida Silvestre Tatu Bola, por cromatografia em camada delgada.

Fitoquimicos

Sistema eluente

Padrao

Revelador

Alcaloides gerais

Tolueno: acetato de etila:
Dietilamina (70:20:10)

Dragendorff

Antocianinas

Acetato de etila: acido
férmico: acido acético
glacial; 4gua (100:11:11:26

Azul de metileno

Vanilina sulfurica
10 min a 100°C

Antraquinonas

Eter de petroleo: acetato de
etila: &cido formico
(75:25:1)

Acido fosfomolibdico

agua (100:13,5:10)

Compostos Fenolicos | Acetato de etila : 4cido Quercetina Folin
formico: 4cido acético
glacial: 4gua (100:11:11:26

Cumarinas Tolueno: éter (1:1 saturado Vanilina sulfurica
com &cido acético 10%) 10 min a 100°C

Deriavados Acetato de atila: metanol: Vanilina sulfurica

Antracénicos 4gua (100:13,5:10) 10 min a 100°C

Lignanas Cloroférmio: metanol: Vanilina fosforica
agua(70:30:4) 5-10 min a 100°C

Mono, sesqui e Tolueno: acetato de etila Timol Vanilina Sulfurica

diterpenos (93:7) 10 min a 100°C

Naftoquinonas Tolueno — &cido férmico KOH etanolico 10%
(99:1)

Saponinas Cloroférmio: acido acético: | Saponina Vanilina Sulfurica
metanol: dgua 10 min a 100°C
(64:32:12:8)

Taninos condensados Acetato de etila: acido Catequina Vanilina cloridrica
acetico glacial: acido 5-10 min a 100°C
férmico:4gua(100:11:11:26)

Taninos Hidrolizaveis | n-Butanol: acetona: tamp&o | Acido galico Cloreto férrico
fosfato pH 5,0 (40:50:10)

Triterpenos e Tolueno - cloroférmio - Lieberman-Burchard

Esteroides etanol (40:40:10) 5-10 min a 110°C

Xantinas Acetato de etila: metanol: Cafeina Dragendorff

Tabela 3 — Perfil fitoquimico dos oito extratos das sete espécies de plantas coletadas no Parque Nacional

do Catimbau e no Refugio de Vida Silvestre Tatu-Bola.

Fitoquimic | Ambura
0s na

Croton Erythri | Erythri | Handroant
conduplic | na na hus
atus velutina | velutina | impetugin

Hymena | Simaba | Vitex
ea ferrugin | gardneri
ea ana




89

cearens | (extrato (extrato | (extrato | osus courbar | (extrato | (extrato
es metandlic | metandl | metandl | (extrato il metanol | metandli
(extrato | o dos icodas | icodos | metandlic | (extrato | icodas | codos
metandl | galhos) folhas) | galhos) | odas metandl | folhas) | galhos)
ico da folhas) ico dos
casca) galhos)
Alcaloide - - + + - - - +
gerais
Antocianin - - - - - - - -
as
Antraquin + - + + + - + -
onas
Compostos + + + + + + + +++
Fendlicos
Cumarinas +++ + + ++ + ++ + +
Deriavados - + - + + ++ - +
Antracénic
0s
Lignanas - - + ++ - - + -
Mono, + + + + + +++ + +++
sesqui e
diterpenos
Naftoquino + + + + + ++ + +
nas
Saponinas - - - - - - - -
Taninos - - - - - - - +
Condensad
0s
Taninos - - + ++ - + + +
Hidrolisav
eis
Triterpeno + + + ++ ++ + ++ +
e
Esteroides
Xantinas - - - - - - - -

(-) Néo detectado; (+) presenca fraca; (++) presenca moderada; (+++) presenca forte.
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Tabela 4 — Contetdo de fenois totais e de flavonoides dos oito extratos produzidos a partir das sete

plantas medicinais coletadas no Parque Nacional do Catimbau e no Refagio de Vida Silvestre Tatu-

Bola.

Amostras Conteldo de fenois totais' mg Conteldo de flavonoides? mg
(GAE)/g DW (QE)/g DW
Amburana cearenses 42,98 83,731
(extrato metanolico da casca)
Croton conduplicatus (extrato 58,89 50,097
metandlico dos galhos)
Erythrina velutina (extrato 44,90 70,074
metanolico das folhas)
Erythrina velutina (extrato 129,70 81,231
metandlico dos galhos)
Handroanthus impetuginosus 69,70 88,708
(extrato metandlico das folhas)
Hymenaea courbaril 61,70 83,401
(extrato metandlico dos galhos)
Simaba ferruginea (extrato 19,10 14,148
metanolico das folhas)
Vitex gardneriana (extrato 105,21 6,556

metandlico dos galhos)

1 Expresso como mg de acido galico por g de material vegetal seco.

2 Expresso como mg de quercetina por g de material vegetal seco.
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Tabela 5 — Atividade antioxidante dos oito extratos produzidos a partir das sete plantas medicinais

coletadas no Parque Nacional do Catimbau e no Refagio de Vida Silvestre Tatu-Bola.

Amostras DPPH(ICsg, pg/mL) Peroxidacéo Antioxidante total (%)
lipidica(%)
Amburana cearenses 218,7 45,45 48,99
(extrato metandlico
da casca)
Croton conduplicatus 232,6 62,12 36,06
(extrato metandlico
dos galhos)
Erythrina velutina 271,9 51,35 27,74
(extrato metandlico
das folhas)
Erythrina velutina 211,0 47,02 41,44
(extrato metanolico
dos galhos)
Handroanthus 249,2 48,35 51,53

impetuginosus
(extrato metandlico
das folhas)
Hymenaea courbaril 198,3 60,30 49,35
(extrato metandlico
dos galhos)
Simaba ferruginea 309,9 57,89 73,49
(extrato metandlico
das folhas)
Vitex gardneriana 188,2 48,04 57,37
(extrato metandlico
dos galhos)




92

Figura 1 — Atividade hemolitica dos oito extratos produzidos a partir das sete plantas medicinais coletadas

no Parque Nacional do Catimbau e no Reflgio de Vida Silvestre Tatu-Bola.
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Figura 2 — Atividade inibitéria da Ache dos oito extratos produzidos a partir das sete plantas medicinais

coletadas no Parque Nacional do Catimbau e no Reftgio de Vida Silvestre Tatu-Bola.

Inibigao atividade AChE (%)

100 4

80 4

60 -

40 4

20 -~

[ JQuebra-faca

277 Ipé-Roxo

Mulungu (folha)
Jatoba (galho)
Bl Mulungu (galho)
o] Amargoso (folha)
P Salgueiro (ramo)
(I Emburana (casca)

Extratos



ANEXO

94



SOUTH AFRICAN JOURNAL OF BOTANY

ke An International Interdisdplinary Jowrnal for Plant Scences

TABLE OF CONTENTS

. Description p.1

™ Audience p-1

. Impact Factor p.1

™ Abstracting and Indexing p.2

™ Editorial Board p.2

™ Guide for Authors p.4

ISSM: 0254-8295

DESCRIPTION

The South African Journal of Botany publishes original papers that deal with the classification,
biodiversity, morphelogy, physiclogy. molecular biclogy, ecology. biotechnology. ethnobotany and
other botanically related aspects of species that are of importance to southern Africa. Manuscripts
dealing with significant new findings on other species of the world and generzal botanical principles
will also be considered and are encouraged.

Benefits to authors
We also provide many author benefits, such as free PDFs, a liberal copyright policy, special discounts
on Elsevier publications and much mare. Please didk here for more information on our author services.

Please see our Guide for Authors for information on article submission. If you require any further
information or help, please visit our Support Center

AUDIENCE

Plant bicchemists, physiologists, molecular biologists, taxonomists, ecologists and ethnobotanists

IMPACT FACTOR

2016: 1.427 © Clarivate Analytics Journal Citation Reports 2017

AUTHOR INFORMATION PACK 25 May 2018 www.elsevier.com/locate/sajb 1

95



	d45ea5b3473fcfd6511ba4192e69a5da387e93bca2608c571cf8ef37e918baa3.pdf
	93b90b7e3a5160cea2b4ed3ce00e4c0b6970f69ca60c08110c1e3fd92d478e6f.pdf
	3d3e49244fc084939798d392b54a67e259d1d32414dea145dc99b1255b40971f.pdf
	93b90b7e3a5160cea2b4ed3ce00e4c0b6970f69ca60c08110c1e3fd92d478e6f.pdf
	93b90b7e3a5160cea2b4ed3ce00e4c0b6970f69ca60c08110c1e3fd92d478e6f.pdf


