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RESUMO

Luetzelburgia auriculata Ducke, Fabaceae, da subfamilia Papilionoideae, € conhecida como
pau-mocd. Etnobotanicamente € utilizada por conta das peculiaridades de sua raiz e folhas.
Estas possuem notoria toxicidade e as raizes sdo ricas em amido, usado em periodos de seca
como fonte nutritiva. Baseado nas utilizagbes popul ares reportadas, e no reduzido quantitativo
de trabalhos cientificos sobre o género, buscou-se por meio deste, realizar a caracterizacéo
macro e microscopica dos caracteres morfoanatdmicos além daidentificagdo dos constituintes
quimicos e avaliacdo do potencial antimicrobiano e citotoxico das raizes e folhas desta
espécie. Por meio da diagnose macroscopica, foram observadas, raizes tuberosas, folhas
alternas espiraladas, estipuladas, compostas imparipinadas. Por meio de microtécnicas de
corte transversal, foi possivel observar na raiz grupos de esclerénquima no floema e no
xilema. Gréos de amido no parénquima cortical. Feixes xilematicos em nimero de sete com
raios medulares de até trés células de largura. Peciolo com grande feixe vascular colateral
central e dois menores laterais naface adaxial. Em vistafrontal pode-se observar que afolha é
hipoestomatica, com estbmatos, dos tipos, paracitico, anomocitico e anisocitico e tricomas
tectores simples unisseriados. Em secgdo transversal observa-se que a lamina foliar é
revestida por epiderme unisseriada e mesofilo dorsiventral com quatro camadas de palicadico
e guatro de esponjoso, sem espacos intercelulares. O feixe vascular da nervura principal é
colateral aberto e colénquima angular nas costelas. A partir da preparacdo de extratos brutos
obtidos de diferentes solventes em polaridade crescente foram obtidos os extratos hexanico
(EHex), acetato de etila (EAC), metandlico (EMe)e aguoso (EAQ), onde por meio dos quais
foi possivel determinar o perfil fitoquimico da raiz e folha, aém de avaiar seu potencial
antimicrobiano e citotoxico. Por meio de cromatografia em camada delgada foram
identificados nos extratos compostos como mono e sesguiterpenos, triterpenos e esteroides,
saponinas, cumarinas e flavonoides, onde os compostos de menor polaridade mostram-se
majoritariamente presentes. Através do fracionamento de seus constituintes quimicos por
cromatografia em coluna classica obtiveram-se trés fragdes purificadas, onde uma pertence a
classe quimica dos mono e sesquiterpenos e as outras duas a cumarinas. Na avaliacdo de
atividade antimicrobiana foi utilizado o método de microdilui¢do em caldo, onde os extratos
foram testados frente as cepas padronizadas e multirresistentes de Enterococcus faecalis,
Saphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Proteus mirabilis. O extrato acetato de etila da raiz apresentou alta atividade inibindo o
crescimento tanto de bactérias Gram-negativas (Proteus mirabilis) quanto de Gram-positivas
(Staphylococcus aureus), o que pemite inferir a existéncia de diferentes mecanismos de acéo
ao interagir com as membranas destes microorganismos.Os extratos hexanicos e acetato de
etila da folha também apresentaram forte atividade antimicrobiana, mostrando-se ativos
contra bactérias Gram-positivas (Saphylococcus aureus). A partir da avaliacdo do potencial
citotoxico dos extratos pelo método do MTT, o extrato acetato de etila naraiz e hexanico nas
folhas, mostraram ata atividade citotoxica contra linhagens humanas de cancer de pulméo,
colon e laringe na concentracdo de 25 pug/mL chegando a apresentar 87% de atividade. Estes
dados contribuem com os estudos cientificos acerca desta espécie, que mostra-se como
promissora fonte de biomol écul as com importantes atividades.

Palavras-chave: Fabaceae, morfoanatomia, perfil fitoquimico, atividade artimicrobiana,
atividade citotoxica.



ABSTRACT

Luetzelburgia auriculataDucke, Fabaceae, subfamily Papilionoideae, is knas “pau-
mocO”. Etnobotanicly is used because of the pectidia of its root and leaves. These have
notorious toxicity and the roots are rich in staraked in periods of drought as nutritional
source. Based on the popular uses reported, arghthk quantity of scientific papers on the
genus, we aim through this, to characterize theresaopic and microscopic morphological
and anatomical features, in addition to the idemifon of chemical constituents and
evaluation of antimicrobial and cytotoxic potentiad roots and leaves of this species.
Through macroscopic diagnosis were observed insfieeies, tuberous roots, alternate and
spiral leaves, stipulated, compounded imparipinnaéole 2.4-4cm. In transversal view, the
root shows sclerenchyma groups of cells in the gghland xylem. Starch grains into the
cortical parenchyma. Xylematic bundles in numbes®fen with medullary rays until three
cells in width. Petiolewith largecentralcollatexascular bundleand twosmaller on each side
of the xylem,on the adaxialface, and perpendicoltdre largebundle.In frontal view.the leaf
is shown hypostomatic withparacytic, anomocytic aagisocytic stomata and simple
uniseriate trichomes. The anticlinal cell wallsalightly sinuous on both sides. In transversal
section view, the mesophyll is shown dorsiventrdiwiour layers ofpalisade andfour of
spongy, without intercellular lacunas.The vascbliandle of midrib side is open with angular
collenchyma in the ribs. From the preparation afder extracts, obtained from different
solvents in increasing polarity, it was possibled&termine the phytochemical profile of the
root and leaf, and to evaluate their potential mmtiobial and cytotoxic. By thin layer
chromatography were identified in extracts compsuasl mono-and sesquiterpenes, steroids
and triterpenoids, saponins, coumarins and flawtsoivhich compounds of lower polarity
shown to be mainly present. By fractionating itsemical constituents by column
chromatography, were obtained three classical ipdrifractions, which one belongs to a
chemical class of monoterpenes and two others twmnadns group. In the evaluation of
antimicrobial activity, we used the broth microdiduin method, where the extracts were tested
against standard and multidrug-resistant strain€mterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniaegiRBbmonas aeruginosa and Proteus
mirabilis. The ethyl acetate extract of the root showed laigfivity inhibiting the growth of
both Gram-negative bacteria (Proteus mirabilis) @ndm-positive (Staphylococcus aureus),
This allows to infer the existence of differentahanisms of action by interacting with the
membranes of these microorganisms. The hexane duyll acetate extracts of leaf also
showed strong antimicrobial activity, proved to iaet against Gram-positive bacteria
(Staphylococcus aureus). These same extracts shagledytotoxic activity against human
strains of lung, colon and larynx cancer at a cotraion of 25 mg / mL reaching to present
87% of activity. These data are relevant withineawironment of scarcity of studies on the
genus, thus contributing to scientific studies dbthis species, which shows up as a
promising source of biomolecules with importani\aties.

Keywords:FabaceagMorphoanatomy, Phytochemistry Profile, AntimiciabActivity,
Cytotoxic Activity.
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lintroducéo

As espécies da familia Leguminosae, encontranmse as plantas mais difundidas no
mundo, utilizadas frequentemente com fins nutri@isnou em arborizacdo de espagos
publicos. Constitui a terceira maior familia de iasgermas e distribui-se em todos os
continentes, nos mais variados tipos de dominiasBNsil, representa quase um terco do
total de espécies que compdem o0 bioma caatinga, 288nespécies distribuidas em 77
géneros (POLHILL et al. 1981; LEWISet al.2005; QBBIZ 2006).

Para a populagédo sertaneja as leguminosas s&@dmajue plantas alimenticias e
ornamentais. Além de estarem presentes na basegeaucédo, como o feijdo, apresentam
influencia marcante em suas vidas, fornecendodhe®ento, pastagens, lenha, material para
construcdo, produtos medicinais e até mesmo fazesde de seu folclore e rituais religiosos
(QUEIROZ, 2009).

O condicionamento destas espécies vegetais no lmaatsga resulta da interacao de
fatores ambientais e da histéria da sua biota, ifado-lhes desenvolver ao longo do
processo evolutivo peculiaridades morfoanatbmicaditaguimicas, importantes a sua
adaptabilidade e ao seu desenvolvimento em ambieadtgersos. Assim, diversas espécies de
leguminosas, que a principio eram conhecidas porcseater toxico, tornaram-se fontes
importantes de biomoléculas de interesse farmaimaog

Assim, elegeu-se como objeto desta pesquisa a Iegsaluetzelburgia auriculata
(Allemao) Ducke, que se destaca em meio a paisagensemiarido, pois apesar de
estabelecida em solo raso e pedregoso, mantémbaréxgia e vicosidade de suas folhagens
durante todas as estacfes, com excecao do peedtiratdo. Levantamentos bibliograficos
reportam principalmente a utilizacdo de suas folgae mesmo possuindo notdria toxicidade
sao utilizadas para acelerar o amadurecimentoutiesfre suas raizes feculosas, como fonte
nutritiva em periodos de escassez de recursos.

A pesquisa de trabalhos cientificos sobre estent@eomitiu constatar a escassez de
estudos ndo apenas deste, mas de forma geral plesartantes do género, formado por
apenas oito espécies. Dos poucos estudos enca)tesdvabalhos demonstram a presenca de
determinadas substancias no caule e alguns testgs/aiade bioldgica realizados apenas em
seus frutos. Desta maneira, objetivou-se realizar fdrma pioneira a diagnose
morfoanatdmica, macro e microscopica de seus ¢toimsés funcionais e caracterizacado do
perfil fitoquimico, além de avaliar as atividadegimicrobiana e citotoxica de sua raiz e

folhas. Assim, no intuito de valorizar a flora @ual, buscou-se lancar as bases dos primeiros
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estudos desta natureza para esta espécie, querdprgsande potencial terapéutico, porém

pouco explorada sob este aspecto.
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2 Objetivos
2.1 Geral

Estudar os aspectos farmacognosticos e atividadsgicas delLuetzelburgia auriculata

(Allemao) Ducke.

2.2 Especificos
* Realizar a caracterizacdo morfoanatdbmica da espécie
* Identificar os principais grupos de metabdlitosusg@arios presentes no vegetal,
» Avaliar atividade antibacteriana frente a diferertepas multirresistentes;

* Determinar a citotoxicidaden vitrofrente a trés linhagens de células tumorais de
pulmao, colon e laringe.
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3Referencial Teobrico

Historicamente, o interesse pela diversidade tioeismundial data do fim do século
XVIII quandoCarl Von Linné, em 1753, documentouceede 6000 bindmios em seu trabalho
intitulado Species plantarun@JARVIS 2007), prevendo que no mundo houvesseaspia
mil espécies de plantas.Atualmenteestima-se que2il espécies vegetais existentes no
planeta, 215.644 foram descritas e catalogadasjosen Brasil detentor de 20% da
biodiversidade mundial, com um acervo cientificoe qndo ultrapassa 1%(MONTE,
2007;MORA et al., 2011).

Diante da insuficiéncia de pesquisas cientificgsokticas de protecdo as areas de
diversidade bioldgica, foi criado, no final da d#gade 1980, o conceito de “pais
megadiverso”, para identificar aqueles que aprasengrande variedade de espécies de
elevado potencial terapéutico, econdmico e bioigiabe-se que um numero pequeno de
paises, principalmente tropicais, concentra gramagporcdo da biodiversidade mundial,
como Brasil, Colédmbia, México, Congo, Madagascardonésia, sendo estes 0s primeiros a
receberem esse titulo, importante na conservacéeatal dentro das diferentes realidades
de cada governo (MITTERMEIER et al., 1997).

Devido as suas dimensdes continentais, 0 Braskypam rico panorama no que se
refere & composicdo de sua flora. Apresenta difeserdominios fitogeograficos,
compreendendo desde florestas imidas ao sul atéraedde caatinga no Nordeste(MAIA,
2002). Este ultimo € considerado como o Unico bierw@usivamente brasileiro e ocupa uma
area de 850.000 Kmlsto significa que grande parte do patriméniddgizo dessa regido nao
€ encontrada em nenhum outro lugar do mundo aléiarddeste do Brasil. Sua vegetacao
apresenta uma heterogeneidade marcante com unaaritar em metabdlitos secundarios
necessarios a suaadaptacdo frente aos mais divgs®sle intempéries advindas de fatores
bidticos, como herbivoria, ataque de patégenosweticao entre espécies; e abidticos como
escassez de nutrientes, alta incidéncia solar distrdbuicdo de chuvas aliada a uma baixa
densidade pluviométrica (PRADO, 1993; QUEIROZ, 2009

O nome originado do tupi caa (mata), tinga (brambaje ao aspecto de mata branca
caracteristico de vegetacdes secas, como obsenazmdéareas localizadas nesse bioma, que
apresentam um regime de poucas chuvas e elevadaotewvespiracio (MENEZES;
SAMPAIO, 2000). Por ser um ambiente extremo deatarsticas marcantes, as especies
inseridas neste ecossistema apresentam diferesttagdgias adaptativas sejam morfolégicas
ou quimicas. A flora caracteristica de tal biomaeser descrita como uma floresta baixa
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composta principalmente por arvores pequenas sstahuyue apresentam microfilia, com
caules geralmente retorcidos e espinhosos. Diveesapuisas indicam a presenca de espécies
com elevado potencial quimico-terapéutico, dentes @ode-se citaCajanus cajafL.)
Millsp(Fabaceae), bastante utilizada como aliménimano além de empregada na medicina
popular para tratamento de diabetes, infec¢fes rasip@ses intestinais gracas as suas
propriedades antimicrobianas cientificamente cowgutas (BRITO, 2011).

3.1 Familia das Fabaceas (APG II)

Dentre os taxa encontrados na caatinga, as legeasnsfio espécies proprias deste
bioma consideradas como importantes parametrosdes@icao fisiondbmica dos diferentes
dominios. Este fato ébaseado na especificidade @psas espécies apresentam por
determinados tipos de solo e recursos disponi@iE(ROZ, 2006).

Os representantes da familia Leguminoseae (Fabhageaentram-se distribuidos em
todos os continentes e nos mais variados tipos ameingos,principalmente em regides
tropicais e temperadas. Possui cerca de 19.00@iespe727 géneros, constituindo a terceira
maior familia de angiospermas, depois das OrchianeeAsteraceae (POLHILL et al.,1981;
LEWIS et al.,2005). No Brasil encontra-se entrdaasilias mais representativas da maioria
dos ecossistemas, sendo formada por 200 génerososna 1.500 espécies (SOUZA;
LORENZI, 2005). Na caatinga representa quase ugo o total de espécies que compdem
este bioma, com 293 espécies distribuidas em 7@rgefQUEIROZ, 2006).

Critérios filogenéticos para classificacdo dasi@pmermas (APG I, 2003) sustentam
esta familia, na classificacdo monofilética juntateecom Polygalaceae, Quillajaceae e
Surianaceae. Comumente Fabaceae é encontrada ddiviem trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (BIEAM 1865; POLHILL et al.,1981).

Entretanto alguns sistemas de classificacdo asdewas como familias distintas (e.g.
CRONQUIST, 1981). Embora as trés subfamilias sejetinguidas por suas caracteristicas
morfologicas peculiares, pode-se inferir a clasa{féo filogenética de Caesalpinioideae como
parafiléticas, tendo em vista que alguns de seusergé apresentam caracteristicas
filogenéticas tendentes a outras subfamilias (DOYI9R5; KAJITA et al., 2001; KASS;
WINK 1996, WOJCIECHOWSKI et al., 2004; BRUNEAU dt 2008). Mimosoideae, com
excessao de um género (Dinizia), que possui caistatas relacionadas as Caesalpinioideae,
esta fortemente enquadrado em um clado distinto CHOW et al., 2003;
WOJCIECHOWSKI et al., 2004). Papilionoideae é acarsubfamilia onde o conjunto de
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suas espécies origina-sede um unico ancestral cdqmonofiléticas) (WOJCIECHOWSKI et
al. 2004; MCMAHON; SANDERSON 2006).

Dessa forma, Papilionoideae, constitui a maior dabfamilias, com caracteres
considerados os mais diversificados das legumi(BA&RROSO et al. 1991).Apresenta 110
géneros distribuidos no Brasil e 41 tipicos deiwggatrepresentados por ervas, trepadeiras,
arvores ou arbustos caracterizando-se por folhelps (freqlientemente trifolioladas), flores
papilionéides com simetria zigomorfa e corola comflpracdo imbricativa vexilar (i.e.
descendente) (POLHILL 1981a; LEWIS et al. 2005)erAldisso, possui sementes com a
regido do hilo bem delimitada e embrido com eixora@icula curvo (GUNN 1981). A
descricéo e classificacao das estruturas funciamaisegetal sédo importantes parametros para
correta identificacdo de uma espécie, género ollifamssim espécies que compartilham
das mesmas caracteristicas morfoanatdbmicas podendestinguidas evitando assim,
homoénimos de taxons diferentes. Pate; Kuo (198kjnam que espécies leguminosas
possuem uma miriade de caracteristicas anatdmieagrahde valor para a taxonomia.
Caracteristicas morfolégicas a respeito de org&psodutivos de Fabaceae vém sendo
utilizadas como parametro taxonémico de caracieasstilogenéticas (GUNN 1984, LIMA
1985, LIMA 1989-1990).

Um caso que merece especial atencdo é a subgijtoigde € possivel observar com
facilidade a troca de determinadas espécies comripdades mediciais por outras de
morfologia analoga, porém com propriedade terap@ug toxicidade ndo embasadas
cientificamente. Como exemplo, pode-se encontraulastituicdo deMaytenus ilicifolia
(Celastraceae), conhecida popularmente por espinbanta, que possui acdo analgésica,
antiséptica e cicatrizante, por seu homoélogo papiideZollernia ilicifolia (Brongn.) Vogel
(Leguminosae) que nao possui as mesmas atividadeoweca indesejaveis alteracbes
fisiologicas (GONZALEZ et al, 2001; RALPH SANTOS-(VEIRA et. al, 2009;
MACHADO, SANTOS, 2011).

Apesar de muitas leguminosas apresentarem-se coOricag a primeira vista e
inadequadas para tratamento de determinadas pamloguitas sdo na verdade importantes
fontes de biomoléculas potencialmente ativas. Cawemplo, temos a papillionoide
Melilotus officinalis(L.) Pall. popularmente conhecida como “trevo-anwédrque apresenta
toxicidade aos animais que se alimentam de sulaasdérmentadas provocando-lhes doencas
hemorragicas. Apesar do aparente efeito toxicorehde, este fato levou a descoberta da
acdo anticoagulante do dicumarol, consagrado comonteiro farmaco anticoagulante por

via oral, que serviu de protétipo para o desenuwmdvito de uma nova classe de
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substanciascom esta atividade, como a varfarindl@&IS et al., 2007). Fato semelhante
acontece em algumas outras espécies de papilioragiad® enhuetzelburgiaauriculataonde

€ possivel observar sintomas de toxicidade nos asimue se alimentam de suas folhas,
porém possui metabdlitos que apresentam diferati@sglades bioldgicas, sejam elas anti-
inflamatoria, inseticida ou antifungica em testealivados com seu fruto (MELLO et al,

2010; MELO etal, 2005; ALENCAR et al, 2009; SOUZA)11) .

3.2 O GénerolLuetzelburgia

Descrito inicialmente e catalogado no Museu de lBotéda Baviera (Alemanha) por
Philipp Von Luetzelburg (1880-1948), farmacéutifaymado pela Universidade de Munique
em 1906, enviado pela Bayerische Akademie der \Wesdmften, para estudar a flora
brasileira. Dentre os importantes trabalhos deigaglwontra-se a obra “Estudo Botanico do
Nordeste”, subsidiada pela Inspetoria Federal da®0Gontra as Secas (1922/1923). Dividida
em trés volumes, traz em sua Ultima secdo, volumendior importancia cientifica, a
classificacdo da vegetacdo do nordeste brasileitist® das espécies caracteristicas. O
botanico e entomologo do Museu Paraense Emiliodgdaalter AdolphoDucke, brasileiro,
com vastas publicacdes sobre leguminosas, foi urdamoritico da vida e da obra de Philipp
Von Luetzelburg, onde continuamente revisava pabbes, sendo comum alteracbes e
correcdes de nomenclaturas incorretas. O queiqastéf coautoria na denominacao atual de
diversosaxa(EGLER, 1963; PAIVA, 2003).

De um total de 15 bindbmios cientificos utilizadoarg designar as espécies deste
género, oito nomenclaturas botanicas sdo oficigenaceitas pelo International Legume
Database and Information Service (ILDIS), compreswtd: Luetzelburgia auriculata
(Allemao) Ducke; Luetzelburgia andrade-limaeH.C.Lima; Luetzelburgia bahiensis
Yakovlev; Luetzelburgia guaissardoledo; Luetzelburgia pallidiflora(Rizzini) H.C.Lima;
Luetzelburgia praecoxHarms) Harms) uetzelburgia reitziBurkart; Luetzelburgia trialata
(Ducke) Ducke.Sinbnimos e nomenclatura em desusaop@em os demais bindmios
constantes na literatura.

Luetzelburgia sppemdistribuicdo exclusivamente no leste e centroBdasil, com
concentracdo nos estados contemplados pelo biomaadénga em uma unidade de
vegetacdo, descrita por Andrade-Lima, 1981, coramedta de caatinga média encontrada

também em areas proximas a serras(Fig 1).
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Figura 1Mapa de Distribuicdo Global (Luetzelburgiaauriculata

b, ] ) ‘-'.)’ ¢
= LGuyana (French Gulana)
g ZLYan

X
VW S

S ] e
# Roraimagd ~ Amapag
2 .

f -

h

& o

,/’_4 Amazonas
Paraiba

- =Aa 1", Brasil . PR Y i<

Perd. Acre v - (Brazil) - Pemambuco

4 (Peru)™ =1 . 3 7 L
& r \Rondonia’ 'Tr.r-canlln:._ T ¥ Alagoas

Sergipe

Minas
Gerais
i Espinto
Mato Gross L . =t Santo
do Sul A
Rio de
Janeiro

X “‘J‘} Yy
ay F F § t
e

ns ©2
5 W |

Informagdes fornecidgzor Global Biodiversity Information Facilit
Imagem: google maps.

O género apresenta caracteristicmorfolégicas marcansmas espécies que
constituemAssim é comurencontraisinapomorfias compartilhadas pelos tAxons desde
como fruto do tipo sdmara com ala apical com néwaeta e nao reticulada e duas pequ
alas laterais ou nervuras sobre o0 nucleo seminTais particularidades sdo tambcomuns
a Sweetia (Sophoreae), Vatairea e Vataireopsisb@ébgieae), os quais, juntos, forman
clado vatairedideA semelhanga entre tais caracteres origina difaxlgder estabelecer os
limites entre os géneros, como foi evidenciadoguiores que deseveram algumas espéc
de Luetzelburgia dentro de Vatairea ou em Vatasex

A presencga de alas ou nervuras laterais no nu@eonffero da samara agrupa
espécies de Luetzelburgia em dois clados distiffogue foi comprovado através de
estudo tadistico, baseado em caracteres morfologicosizeel com todas as espécies
Luetzelburgiae dos demais géneros incluidos no clado vataired@degual sustenta

monofiletismo do género.
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Além das estruturas citadas anteriormente, aspeuimg$olégicos marcantes sao
importantes na identificacdo do genero, como a @umgBo de pétalas auriculadas e
indumentadas na face externa, estandarte com maegengada e apice inteiro, pétalas
laterais simétricas e ndo diferenciadas em ala@rena, esculturas lamelares presentes em
todas as pétalas laterais, estames com filetemawe concrescidos na base, ovério inserido
no fundo do hipanto e mesocarpo indistinto ou ma&lea Outro carater interessante de
Luetzelburgia, comum nas espécies de caatinga, pgesenca de raizes tuberosas que
acumulam agua. Tal caracteristica confere a esfaécies a capacidade de manterem as
folhas na estagéo seca, as quais sdo perdidassapenate as fases de floracao e frutificagéo.
A margem dos foliolos, as vezes esparsamente @emagbrreada, também pode ser um
carater importante para distinguir vegetativamealggimas espécies de Luetzelburgia das
demais Sophoreae (PENNINGTON et aD01; MANSANO et al2004; CARDOSO, 2008).

3.3Luetzelburgia auriculata

Das oito espécies que compdem o génlemefzelburgia auriculat@dllemao) Ducke
chama a atencdo por suas peculiaridades.Trata-smaervore de pequeno a meédio porte,
podendo chegar a 22 metros de altura quando emeatebi que apresentam recursos
favoraveis ao seu desenvolvimento (Fig. 2). Comzemaituberozas e feculentas, possui
madeira clara revestida por casca marrom acinzentiga a rugosa. Suas folhas,
imparipinadas com 5-11 foliolos ovais e variavelteetoridceas, apresentam a face adaxial
fortemente verde diferentemente da face opostas Hl@mes sdo pequenas revestidas de
pétalas brancas com a base rosea, apresentadas&mlg terminal sem cheiro. Seus frutos

sao do tipo sdmara costada na por¢ao basal dompica
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Figura 2Luetzelburgia auriculatgAllemao) Ducke,Fabaceae.

Arvore em seu habitat.Foto: Haroudo Satiro Xa\2ed,0.

A identificacdo da espécie foi realizada inicialteepor Francisco Freire Allemé&o e
Cysneiro (1797-1874), médico, nascido no Rio deidano qual foi Membro do Conselho
Real, ministrava curso de botanica médica e pribgiplementares de zoologia na Faculdade
de Medicina do Rio de Janeiro. Posteriormente foigssor de botanica das princesas Isabel
e Leopoldina (1843). Foi ainda presidente e chafsetdo botanica da Comissao Cientifica
de Exploracdo (1859-1861), proposta pelo Institblistorico e Geografico Brasileiro,
conhecidacomo "Comissdo das Borboletas" percorreasglgrovincias do Ceara, Piaui,
Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte ondespécies identificadas foram
incorporadas ao acervo do entdo Museu ImperialaoNal, no Rio de Janeiro.Seus estudos
sobre as espécies vegetais do Brasil eram geramemtiados a Europa, os quais |he
conferiram a fama de "primeiro fitografista da Amardo Sul" (FONSECA; MORAIS, 1832-
1930).

A espécie tem distribuicdo reportada no nordestBrdsil, propagando-se do leste do

Maranhdo ao Ceara e, para o sul, alcancando PaRdébaambuco e Piaui, nas areas de
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caatinga arbustiva, mais caracteristica da depyesséaneja setentrional, geralmente em
solos arenosos ou pedregosos pouco profundos e@sdds e encostas de serras. Ainda
ocorre em regides de floresta latifoliada subcddli@i Segundo o International Legume
Database and Information Service (ILDIS) o taxon questdo possui como sinénimos
botéanicos: Tipuana auriculatallemao, Bowdichia freireDucke,
Luetzelburgiapterocarpoidetarms, Luetzelburgia  brasiliensis Yakovlev.  Como
nomenclatura vernacula a literatura traz nomes cguagsara, pau-de-chapada, pau-ripa, pau-
serrote, pau-de-moco e pau-moco.

Distribui-se também no cerrado de Minas GeraiseF&aulo até o Parana, na floresta
latifoliada semidecidua (LEWIS, 1987;MAIA, 2004;LE@RZI, 2008;QUEIROZ, 2009).

Esta espécie chama a atencdono bioma em que satrangmor possuir cheiro
desagradavel, além de manter-se verde durantedoalto em meio a paisagem seca da
caatinga, perdendo as folhas apenas no periodom@edo (agosto a setembro), a cada dois
anos, seguida pela frutificagdo, o que as caraetemo perenefdlias. Aparentemente as
primeiras folhas que surgem no inicio da estac@vaga sdo toxicas para os animais (MAIA,
2004; QUEIROZ, 2009).

Monk (1966) postulou que o habito perene (as foditasaem durante asenescéncia da
planta) € uma adaptagdoaos habitats com menodéemutrientes disponiveis. Em condi¢des
de limitacdo de agua, plantas perenifélias que eguresn manterem-se verdes mesmo sob
climas deseérticos, s@o capazes de arrefecer osexdesenergia oriundos dos altos niveis de
luz saturada, gracas, em parte, ao prolongado rfemtita dos estdbmatos, que ao manter alta
concentracdo de carbono internamente (resultadoaetabolismo na forma gasosa), funciona
como um eficiente dissipador de energia. Caratisass anatbmicas e morfolégicas das
folhas e demais partes do vegetal que reduzenmxpasiedo aos altos niveis de luminosidade
sdo também importantes no sustento da atividade oleresvéncia da espécie
(HAMERLYNCK, HUXMAN, 2009). Estudos mostram que amdinancia de espécies
perenifélias em ambientes adversos pode ser egpligr possuirem um metabolismo
adaptado a uma baixa taxa de perda de nutrientgsie(pode ser explicado, dentre outros
motivos, por possuirem tecidos com longo tempoida, \que requerem uma baixa taxa de
nutrientes como caules e raizes, além de uma mfcressorcdo de nutrientes advindos de
tecidos senescentes (AERTS, 1995).
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3.4 Aplicacoes e Usos

Dentre os diversos usos dos constituintes da fankkbaceae observa-se em

Luetzelburgia auriculatdiferentes aplicacoes:

Ornamental: A arvore € extremamente ornamental. A vigosidadesda copa globosa,
formada por folhas verde-escuras brilhantes, aatateal para o paisagismo, especialmente

para arborizacdo de ruas e avenidas.

Restauracdo Florestal: Especialmente indicado para a recuperacdo do solmpate a

erosao e na recomposicao da vegetacao de areasadgs.

Sistemas AgroflorestaisComo componente em faixas arbéreas entre plantagdeso
arvore de sombra para acompanhar estradas rulamstes de propriedade. Rejeitado pelo
gado como arvore de sombra em pastos. Usado pelexaaco amadurecimento de bananas,
as quais sao recobertas por suas folhas.

Apicultura: Abelhas utilizam o polen de suas flores na estagéa.

Importancia comercial: Além da utilizacdo como estaca e matéria-prima panha, a
madeira de coloragéo clara é utilizada na industoeleira para fabricacdo de modveis de

luxo, acabamentos internos e na construcao civil.

Alimentacdo Humana: As raizes tuberosas acumulam amido, fato relapaoAllemao
(1864), que por essa razao sao procuradas porrezedonhecidos como mocé, de onde
deriva seu nome popular. Queiroz (2009) reportahdueslatos de que em uma seca severa ha
década de 1930, as tuberas eram coletadas e m@ioidiszindo uma farinha semelhante a de

tapioca utilizada com fins nutricionais (MAIA, 2004

3.5 Fitoconstituintes e Atividades Bioldgicas

Dentre as classes de substancias quimicas que ssgbudim na familia das
leguminosas € possivel encontrar diversos composssltantes de seu metabolismo
secundario, utilizados como defesa quimica, cdatmaes que causam algum tipo de estresse
ao seu desenvolvimento.Através do mapeamento deéoca de compostos majoritarios em

Fabaceae, p6de-se observar a presenca devarigsdgpalcaloides, aminas, flavonoides,
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isoflavonas, cumarinas, fenilpropanoides, antrampas, di, sesqui e triterpenos, glicosideos
cianogénicos e lecitinas (WINK, 2003).

De modo geral estes podem ser divididos em doisdgsa grupos: Metabolitos
secundarios nitrogenados e nao nitrogenados. Oepangrupopode ser representado por
alcaloides pirrolizidinicos, quinolizidinicos e armacidos ndo proteicos, por exemplo.
Algumas destas substancias sdo importantes maesadoimicos restritos a determinada
subfamilia, o que facilita sua padronizacdo do paietvista quimico. E o que acontece coma
albizziina e a canavanina. A primeira é caraciedsle espécies de Momosideae e a ultima
utilizada para compilacdo filogenética em Papilideae.A canavanina exibe potente
atividade antimetabdlica em virus, seres procagmmt animais em geral. Essa propriedade
pode ser encontrada em diversas espécies de Ralkae que a utilizam para defender-se
de ataques de micro-oganismos e/ou herbivoros (WH2R3; MAKKAR et al.,2007).

O segundo grupo, formado por substancias que n&supm nitrogénio em sua
composicdo quimica, pode ser representado porritagdes, proantocininas, cumarinas e
furanocumarinas e terpenoides.

Compostos cumarinicos apresentam grande importaadafesa vegetal por conta de
sua caracteristica de deterréncia alimentar (tampgreente em saponinas, alcaloides e
flavonoides) que desestimula sua ingestdo por Vwndd. Estas substancias sdo muito
comuns em espécies de Apiaceae, porém restritgsimas Papilionoideae confamburana
cearensegLEITE, 2004). Os terpenos encontram-se distribsiipor toda familia Fabaceae,
mais especificamente a classe dos triterpenos anses esteroidais (incluindo glicosideos
cardiotdnicos), 0s quais sado importantes compodéosiefesa contra micro-organismos e
animais fitéfagos. Flavonoides como vitexina, pagraplo, sao reportados em espécies desta
subfamilia como emupinus lanatusBBenth (FILHO, 2004). Isoflavonoides e seus dergd
fitoalexinase pterocarpanos sdo caracteristicadofanglia Papilionoideae, como os presentes
em Erythrina subumbranl® ENTURA, 2010). Estes compostos apresentam atida
antibacteriana contra diferentes cepas de micransglos resistentes, como
StaphylococcusspEsta classe de substancias obtida a partir dadabgformacdo de
isoflavonas € capaz de inibir muitos micro-orgamisnO que explica o fato de que todos os
relatos de pterocarpanos com atividade antifungieatibacteriana encontrados na literatura
sao de origem natural (PHILLIPS; KAPULNIK, 1995).

Uma vasta lista de Papilionoideae ja possuirespeddtifico sobre a atividade
antimicrobiana, como enftSesbania grandiflora(L.) PERS (VIPIN, 2011Erythrina
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velutinawilld (VIRTUOSO, 2005), Lupinus lanatusBentham (FILHO, 2004)Pterodon
emarginatus/ogel (SANTOS AP, 2010), dentre outras.

De uma forma geral, os compostos fenolicos possaefo efetiva contra virus,
bactérias e fungos. Flavonoides agem por interegfibar em diferentes alvos.

Compostos terpénicos possuem atividades terapgutindra bactérias, fungos, virus
e protozoarios devido ao caréater lipofilico de suadéculas facilitando a interacdo da
membrana com estes compostos, ocasionando a deigagf e ruptura da membrana
citoplasmatica (DEMO, 2008).

Diversas publicagfes tém demonstrado também aladiei de tais substancias com
potencial atividade inibitéria de carcinogénesadselteis tanto no tratamento, quanto na
prevencdo das neoplasias (YANG et, &001). Como os trabalhos realizados com os
derivados cumarinicos presentes &arcinia hanburyi Hook (SIMOESet al., 2007) ou
estudos de acdo antiproliferativa de compostosoflaidicos em melanomas de ratos
(CALTAGIRONEet al., 2000) ou ainda atividade de st@hbcias terpénicas eflitoria
ternated.inn (KUMAR; BHAT, 2011).

Pesquisas quimicas especificas sobre plantas @oogBuetzelburgia foram iniciadas
ha pouco tempo. Os Estudos fitoquimicos kaetzelburgia. auriculatavidenciaram a
presenca de Lecitinas (lecitina 123.5-kDa) e iswoitas (5-7-di-OH-4’-Ome-isoflavona e a
5,7-de-OH-2’, 4’-di-Ome-isoflavona) presentes namentes (KING, GRUNDON, NEIL,
1952; BRAZ FILHO et al., 1973; MELO et al., 2008)ao foi encontrado na literatura um
estudo fitoquimico que identifigue as classes ddabdditos secundarios majoritarios
presentes nas demais partes desta espécie.

Diferentes atividades bioldgicas,como anti-inflabni, inseticida, antifingica e
antineoplasica foram relatadas para os frutos getces em questdo, no entanto, sem
referéncia a testes voltados as outras partesxda (MELO et al, 2005; ALENCAR et al
2009; SOUZAet al2011, ; FERREIRA et al., 2011).

Apesar do conhecimento e utilizacdo das espéciggderoLuetzelburgiado ponto
de vista etnobotanico, constatou-se a escassezestpuipas cientificas que determinem
aspectos farmacognoésticos da espécie, necessaraa pue seja padronizada
morfoanatomicamente e seus constituintes fitoquisnfrospectados. A partir da definicao
destes aspectos, torna-se possivel encontrar Uat@igede causa e efeito entre as atividades

bioldgicas e as classes de substancias presesie®, sste o propdsito deste trabalho.
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Assim, diante da grande diversidade de metabdtismsindarios observados nasua
familia e subfamilia,Luetzelburgiaauriculateepresentapotencial fonte de pesquisa para

realizacdo de um trabalho inédito dentro do género.



apitulo I

Artigo Submetido a Revista Brasileira de Farmacsgno

28



29

Diagnose Morfoanatdmica de folha e raiz deuetzelburgia auriculata
(Allemao) Ducke

RESUMO:

Luetzelburgia auriculatgdllemao) Ducke, Fabaceae, da subfamilia Papildeae, é
conhecida como pau-mocd. Com notoria toxicidaderfohpresenta em suas raizes amido,
usado em periodos de seca como fonte nutritiva. tEabtalho objetiva uma diagnose macro e
microscoépica daraiz e folhas. Amostras foram cditaem S&o José do Espinharas-PB e
analisadas por meio de microtécnicas usuais. Apr@seizes tuberosas. Folhas alternas
espiraladas, estipuladas, compostas imparipinadtag; peciolo de 2,4 a 4 cm. Em vista
transversal, a raiz apresenta grupos de escleréaqud floema e no xilema. Graos de amido
no parénquima cortical. Feixes xileméticos em nangersete com raios medulares de até trés
células de largura. Peciolo com grande feixe vasadlateral central e dois menores laterais
na face adaxial com xilema voltado perpendiculatmesmo grande feixe. A folha é
hipoestomatica, com estomatos, dos tipos, parackicomocitico e anisocitico. As paredes
anticlinais sdo levemente sinuosas em ambas as. f@cmesofilo é dorsiventral com quatro
camadas de palicadico e quatro de esponjoso, gegassintercelulares. O feixe vascular da
nervura principal é colateral aberto e colénquimguéar nas costelas.Este manuscrito tem um
importante papel na diagnose morfoanatbmica dacesptendo em vista a escassez de
estudos sobre o género.

Palavras-chaveFabacead,uetzelburgia auriculataMorfoanatomia, Pau-moco.

1 Introducéo

A familia Leguminosae se destaca entre os taxanénacims na caatinga no nordeste
do Brasil, apresentando individuos autoctones destea, o Unico exclusivamente brasileiro
(Silva et al, 2003). Representa quase um terco do total deciespgue compdem este
ecossistema, com 293 delas distribuidas em 77 g&r{€ueiroz, 2006). As leguminosas
apresentam grande potencial econdémico, sendo largamutilizadas como alimento,
forragem, fibras, corantes, gomas, resinas, 6hshacao verde, dentre outros usos (Watson
&Dallwitz, 1992).

O genéro Luetzelburgia apresenta 13 espécies, ama \wariedade, segundo o
Tropicos® do Missouri Botanical Garden em 2012g3§pécies segundo Cardoso (2010), e 8

espécies segundo olnternational Legume Database lafodmation Service (ILDIS,
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2011),com distribuicdo exclusivamente no leste réroedo Brasil, concentrada nos estados
gue apresentam vegetacdo de caatinga, caractepaadadrade-Lima (1981) como Floresta
de Caatinga Média, encontrada, também, em sermaengéanhas. A espécieuetzelburgia
auriculata € uma arvore de madeira alva, raizes tuberosaslenp atingir dez metros de
altura. Seu endemismo é reportado para o nordesterakil, distribuindo-se do leste do
Maranh&o ao Ceara e, para o sul, alcancando akssta Paraiba, Pernambuco e Piaui.

Popularmente conhecida por guaisara, pau-de-chapadaipa, pau-serrote, pau-de-
moco e pau-moco, é utilizada com fins ornamentdisig, 2004), na producdo de moveis e
como fonte de pdlen para a producédo apicula. Qué¢R009) fazcitacdo de trabalhos que
reportam que em uma seca severa na década de @98lheras eram cortadas e moidas,
produzindo uma farinha semelhante a da tapiocdizada com fins nutricionais em periodos
de escassez de recursos hidricos.

Existem relatos de toxicidade para suas folhasn@¥ernecidas para animais apés o
periodo chuvoso; apesar disso, a literatura doctarentilizacdo destas folhas para acelerar
0 amadurecimento de frutos, como bananas (Melh,2010;Queiroz, 2009).

Estudos quimicos de. auriculataevidenciaram a presenca de lecitinas e isoflavonas
(5-7-di-OH-4’-Ome-isoflavona e a 5,7-de-OH-2’,4-@me-isoflavona) presentes nas
sementes (King, Grundon, Neil, 1952; Braz Filhoakt 1973), sem, no entanto, realizar
estudos fitoquimicos mais aprofundados quanto a&titoigdo dos grupos de metabdlicos
secundarios presentes nas demais partes do velpdakntes atividades biolégicas, anti-
inflamatdrias, inseticidas ou antifungicas, foragtatadas para os frutos (Melo et, 2005;
Soares et al.2007; Alencar et &009; Ferreira et al., 2011; Souza et al., 2011)

Devido aos escassos estudos sobre a espécie tivmbleste trabalho foi realizar um
diagndstico macroscopico e microscopio da raizlleafodel.auriculata a fim de contribuir

para um controle de qualidade farmacogndstico siaéoges que compdem a Flora Brasileira.
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2 Material e Métodos

2.1 Material Vegetal

Amostras de folha e raiz daietzelburgia auriculatdoram coletadas, em outubro de
2010, no municipio de Séao Joseé de Espinharas,tadceda Paraiba (Brasil), na microrregiao
de Patos (6°52'11,4"S / 37°17°'22,87"W, a 239 m aétude). Este municipio possui clima
quente e seco e esta incluido no semiarido bnasileiom vegetacdo de caatinga. A
exsicataencontra-se depositada no Herbario IPArdddé® de Andrade Lima, pertencente ao
Instituto Agronémico de Pernambuco, sob o nimed&887

A descricdo e a classificacdo das estruturas nigiftds foliar seguiram a
terminologia de Radford (1974) e a classificacadpimde venacéo seguiu Hickey (1979).

O material foi fixado em FAA50 (Johansen, 1940p@steriormente, confeccionadas
laminas histologicas semipermanentes, de seccaesversais e paradérmicas, seguindo
procedimentos usuais em anatomia vegetal (Johai34; Sass, 1951).

As secc0es transversais da raiz e da regido medélt@emina foliar foram obtidas, a
mao livre, usando lamina comum de barbear e, coaterial de suporte, medula do peciolo
de embaubaCecropisp.). Porcbes da lamina foliar foram diafanizadas solucdo de
hipoclorito de s6dio a 30% e coradas com safraaiaul de astra (Johansen, 1940) para
analise das células epidérmicas em vista frontal.

A classificacdo dos estdOmatos e tricomas seguiuwcdifet & Chalk (1950). As
andlises foram realizadas em imagens digitais cagés por microscopio Optic®@lympu$
acoplado com camera digiteédqny; a densidade estomatica foi determinada atravéssd

de programa de analise de imagémsge Tool3.0 (Wilcox et al., 2002).
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3 Resultados e Discussao

3.1 Diagnose Macroscopica

A raiz delLuetzelburgiaauriculataé tuberosa, apresenta tronco de 40 cm de diametro,
revestido por casca acinzentada com ritidoma essambBolhas alternas, espiraladas,
estipuladas, compostas imparipinadas, com 5-1bldslide forma variavel (ovalados até
elipticos a oblongos), subopostos a alternos, dgena subcrenadas, subcoriaceos, glabros,
com a nervura principalimersa na face superior aeminente na inferior, apice obtuso e
emarginado, base arredondada a ligeiramente cqrdkdaios ou esparsamente pubérulos na
face abaxial, reticulados nas duas faces; de na @ comprimento por 3 a 4 cm de largura;
com peciolode 2,4 a 4 cm; raque de 2,5 a 6 cmcHaside 5 a 15 cm de comprimento,
ramos densamente pubérulos, tricomas acinzentadmigdes da inflorescéncia racemos, 0s
basais ca. 4 a 5 cm; pedicelo com 2 mm de comptonéd fruto é tipo samara, seco,

indeiscente, glabro (Figura 1).
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Figura 1. Luetzelburgia auriculatgAllemao) Ducke, Fabaceae. a. Arvore inserida em
seu habitat. b. Vista adaxial da folha. c. Vistaxadl da folha. d. Detalhe das flores. e.
Fruto tipo samara.

3.2 Diagnose Microscopica

3.2.1 Raiz

A raiz, em estrutura secundaria, esta revestidappoderme, com células do suber
achatadas periclinalmente. No parénquima cortié sncontrados grupos de fibras
distribuidos em diferentes niveis, em faixas cuctam disposicéo periclinal (Figura 2a). As
células parenquimaticas do cértex apresentam granaetidade de grdos de amido em seu
interior (Figura 2b). O cilindro central apresefdixes vasculares do tipo colateral dispostos

radialmente e separados por raios parenquimaticoteredo fileira de até trés células de
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espessura. Na area do xilema s&o encontrados gagpbbras com estrutura e disposicao

semelhante aquela encontrada no cortex. Na regg@lolar sdo encontradas células de xilema

primario.

Figura 2. Raiz deLuetzelburgia auriculata(Allemao) Ducke (Fabaceae). a. Estrutura
secundéria mostrando faixas de fibras de esclemaqyseta); b. Parénquima cortical
contendo gréos de amido em seu interior (setajaBaa = 200 um; b =50 pum.

3.2.2 Folha

Peciolo

O peciolo apresenta contorno ligeiramente renifolfAigura 3a), revestido por
epiderme simples e uniestratificada. Na regido iatlado coértex sdo observados dois
diminutos feixes vasculares laterais, um de cade, leircundados por grande quantidade de
fioras de esclerénquima (Figura 3a). Estes doixe$ei menores estdo dispostos

perpendicularmente ao feixe maior e central (Fi@ima
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Figura 3. Peciolo deluetzelburgia auriculat (Allemao) Ducke (Fabaceaea. Vista
transversal mostrando contorreniforme; b. Detalhe do feixe vascular lateral, sentido
perpendicular ao feixe maior, revestido por fikilasesclerénquin. Barras: a = 20um; b =
100 pm.

Lamina Foliar

A lamina foliar, em vista frontal, apresenta c&ulda epiderme com parec
articlinais levemente sinuosas em ambas as facesiréFigab). Tricomas tectores simp
unisseriados (Figura 4ab), constituidos por pardé&gsadas, ocorrem em ambas as face
epiderme. A base dos tricomas € composta por célalativamente pequenasas células
apicais sao alongadas com &pice agudo. Foram aloesnestdomatos dos tipos paracit
anomocitico e anisocitico, mais frequentes na $igpgeabaxial, caracterizando a folha co
hipoestomatica (Figura 4

Em seccao transversal, a laminzar € revestida por epiderme unisseriada, reve
por cuticula espessada, com células da face adaxmglarativamente maiores do que aqu
da face abaxial (Figura 4cd). Os estdmatos esti@dizados em leve depressao, apresent
reduzida camara sabtomatica (Figura 4d, seta). O mesofilo é dorsraénconsistindo de
aproximadamente, 8-camadas de parénquima palica imediatamente abaixo da fa

adaxial da epiderme, representando 60 a 80% da altuparénquima fotossintético, segL
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de duas camadas de parénquima esponjoso, com desluzspacos intercelulares (Figura
4cd).

O feixe vascular da nervura principal é do tipcataial aberto, apresentando células
de colénquima angular na costela inferior, proxignéace abaxial da epiderme (Figura 4d). O

feixe vascular esta circundado por fibras de eSctgrima.

Figura 4. Folha delLuetzelburgia auriculatgAllemao) Ducke (Fabaceae). A.
Face adaxial da lamina foliar; b. Face abaxial &aina foliar mostrando

estbmatos paracitico§)( anisociticos ¥) e anomociticos (seta); c. Nervura

principal em vista transversal; d. Mesofilo dorsitral, mostrando parénquima

palicadico (pp) e esponjoso (pe) e estdbmato comindim cémara

subestomatica (seta). Barras: a,b e d = 100 un20051m.

Os caracteres relativos a morfologia externd_aetzelburgia auriculataobservados
neste estudo confirmam as descricbes de diversoseaylLewis, 1987; Maia, 2004; Lorenzi,
2008; Cardoso et al2008; Queiroz, 2009) para a raiz e folhas.

Metcalfe & Chalk (1950) descrevem caracteres anatisntipicos para a familia

Fabaceae, como a presenca de tricomas nao-glassludgriderme comumente caracterizada



37

pela ocorréncia de forte sinuosidade nas paredeglirmis, estdmatos paraciticos,
anomociticos e anisociticos, além de mesofilo derdral. Estes autores mencionam
caracteristicas tipicas para espécies do génertzdlbergia, tais como a ocorréncia de
tricomas tectores simples, unisseriados, com cudadas basais acompanhadas por uma
Gnica célula terminal alongada, corroborando agltados obtidos neste estudo.

Na raiz, ha presenca de amido no interior de celp#aenquimaticas do cértex, onde o
processo de tuberizacdo é resultante da proliferdgatecido parenquimatico cortical, fato
também considerado pamallanthus sonchifoliud?oepp.) H. Rob. (Asteraceae) (Machado
et al., 2004).

As fibras de esclerénquima presentes no parénqoarieal e as células de xilema
com distribuicdo concéntrica em diferentes nivas também descritas para outros géneros
de Papilionoideae, comBerris, Lonchocarpus, Millettia, Pongamia Wistaria onde o
esclerénquima perivascular ocorre sob a forma @¢ descontinuo (Teixeira & Gabirielli,
2000).

Segundo Mabagwu (2006), a presenca de numeroscss feasculares observados
neste tAxon pode ser uma vantagem ecoldgica, [redmid espécie um habito perene, fato
também encontrado em espécies do gévignea (Papilionoideae).

Fatores ambientais como disponibilidade de luzuaagoncentracdo de nutrientes no
solo, tipo de relevo, altitude, clima, entre outnodluenciam, diretamente, na expressao de
caracteristicas morfolégicas e anatdbmicas da f@hazezak, 2005).

Folha hipoestomatica, reduzida é&rea foliar, grashelesidade de tricomas, cuticula e
lamina foliar espessadas, com maior nimero de casndel parénquima paligadico e células
epidérmicas de tamanho reduzido estdo associaddrggegias que permitem uma reducdo na
perda de agua em espécies estabelecidas em amhienigforte incidéncia luminosa, como

foi encontrado na espécie em estudo, a qual onaroaatinga (Lewis, 1972; Berlyn;Miksche,
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1976; Ashton; Berlyn, 1992; Thompson, Kriedemanrgi@; 1992; Fahmy, 1997; Smith et
al., 1997; Marques, Garcia, Fernandes, 1999; Hakbgami, Terashima, 2002; Hlwatika,
Bhat, 2002).

Caracteristicas estruturais como cuticula espeseatianatos em ambas as superficies
e em depressdo, presenca de hipoderme ou epideuftisseriada, elevada densidade de
tricomas, tecido de armazenamento de agua e nwessifihétrico sdo indicativos de
alternativas de adaptacdo a solos com reduzidardispdade de agua. Estes caracteres
permitem que a espécie possa se desenvolver encg@esdle escassez de recursos, 0 que
permite classifica-la como xerdfita (Roth, 1984hikaCutter, 1992; Fahmy, 1997).

A diagnose das caractceristicas morfo-anatomicdsiezelburgiaauriculatgpermite
uma correta identificacdo da espécie, contribuim@dwa o0 seu controle de qualidade

farmacognaostico.
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1 Introducéo

Fabaceae(Leguminosae) constitui a terceira maioilitade angiospermas, depois
Orchidaceae e Asteraceae,e enc-se comumente dividida em trés subfamili
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoi.Do total de leguminosas distribuidas
caatinga 4% (41 géneros) pertenc' a subfamilia Papilionoideae (Faboideaconsiderada
uma das mais numeroseFig. 1) (BENTHAM, 1865; POLHILLet a., 1981; LEWIS et
al.,2005).

Figura 1 -Distribui¢cdo das subfamilias de Fabaceaena Cas

E Mimosoideae
M Cesalpinoideae

i Papilionoideae

Fonte: Iformacdes extraidas de CordL2008).

As leguminosas caracteriz-se quimicamente por possuir umrrpanoplia de
substancias, resultantes de seu metabolsecundéripdivididas, de um modo geral, em d
grandes grupos: Metabdlitos secundarios nitrogenagioe compreende diferentes tiide
alcalades, aminoacidos nao protei e aminas e 0s metabdlitos secundarios |
nitrogenados, que inclui flavonoides, isoflavonas, cumarinas, fenilpropanoid
antraquinonas, di, sesqui e tritenos, glicosideos cianogénicodeeitinas (WINK, 2003
WINK; MOHAMED, 2003) Algumas substancias destdasses podem ser utilizadas cc
marcadores quimicos das subfamilias. primeiro grupo podee citara canavanina, um
aminoacido ndo protéiatilizado para compilagéo filogenética em Papilionoic, que exibe
potente atividade antimetabdlica erirus, bactérias e@nimais em geral devi ao seu
mecanismo de acdo, agir primariamente como um agonista de arginina, onde
incorporada ao interior do nucleo celular interfesincha formacdo do &cic

desoxirribonucleicdDNA) e ribonucleico (RNA)Testes realizados com macacos mostr:
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ser responsavel por causar anormalidades hemata$ogisorologicas, semelhantes ao IUpus
eritematoso em humanos por provocar a despoladzsg@inembrana em células autoim@ine
(MAKKAR et al., 2007; WINK, 2003). Do segundo grypmmo marcadores da subfamilia
Papilionoideae tem-se isoflavonoides e derivadosluindo diversas fitoalexinas, do tipo
pterocarpano. Substancias desta classe, isoladasy/tieina subumbrar(®apilionoide), por
exemplo, apresentam atividade antibacteriana cordiferentes cepas de micro-
organismosresistentes, coi@taphylococcus Sy ENTURA, 2010).

Ha aproximadamente 50 anos, desde o surgimento pdaseiras cepas de
Staphylococcus aureygprodutoras de penicilases), resistentes as fiaagirecém-chegadas
ao mercado, a industria farmacéutica iniciou umscaipor alternativas de tratamento para
debelar micro-organismos resistentes, os quaisctéstido quase que proporcionalmente a
quantidade de antibidticos descobertos (NASCIMENStGal., 2000).Em 1997, Baquero e
Blazquez ja discutiam o perigo do retorno a uma pr@antibidtico, considerando,
particularmente, que nenhuma nova classe de atitibigavia sido descoberta até entéo.

Assim, compostos bioativos, resultantes do meisbol secundario vegetal,
produzidos em resposta a fatores de estresse girohidtica ou abidtica, constituem uma
promissora fonte de agentes terapéuticos incluimadimicrobianos (CHUNG P.Y.,
NAVARATNAM; CHUNG L.Y., 2011).

Importantes atividades farmacoldgicas sdo enadadram espécies de Papilionoideae.
Compostos cumarinicos, flavonoidicos e terpéniéms iadicados por numerosos estudos
cientificos como responsaveis por atividades antmbianas contra numerosas cepas de
micro-organismos Gram positivos e Gram negativadRTWOSO et al., 2005; SANTOSet
al., 2010;VINOTH et al., 2011). Estudos recentesstnaon ainda importante atividade
citotoxica referida a estes compostos, contraddifiers linhagens de células tumorais humanas
testadas (RUKACHAISIRIKUL et al., 2007; NETTO et,a010; WONG, KADIR, LING,
2011).

No Brasil, as estimativas para o0 ano de 2012 dseguente, mostram a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancee euviflencia a problematica do tema no
pais.Sem os casos de cancer da pele ndo melansiinaa-se um total de 385 mil casos
novos. Os tipos mais incidentes serdo os cancerpsld ndo melanoma (mais incidente 134
mil casos novos), seguido pelos tumores de pré@atanil), mama feminina (53 mil), célon
e reto (30 mil), pulméao (27 mil), estbmago (20 reijolo do utero (18 mil) (BRASIL, 2011).

Baseado nisso, o Instituto Nacional do Cancer, rérpde pesquisas e informacdes

epidemiolégicas sobre as linhagens de células asicps de maior prevaléncia no Brasil,
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indica que o cancer de pulmao, um dos tipos delagiag mais comuns e susceptiveis a
metéstases, apresenta um aumento anual de 2% enmcs&l@ncia mundial, com maior
predominancia em homens (8,8%). O cancer de colmioerepresenta o segundo tipo de
cancer mais prevalente no mundo, apds o cancemdenE o quinto tipo mais frequente de
neoplasias para homens e o terceiro tipo em multaeegido nordeste. O cancer da laringe
€ 0 segundo mais frequente do trato respiratonersar, sendo responsavel por 25% dos
tumores malignos da cabeca e pescoco e 2% dodasaheoplasias malignas, ocorrendo
predominantemente em homens sob o tipo histolddgcoarcinoma epidermoide (BRASIL,
2011).

Devido a sua diversidade estrutural e por apresantes rotas de mecanismo de acéo
farmacoldgica, moléculas isoladas de plantas déngaatem sido alvo de diversos estudos
demonstrando grande potencial citotéxico na buszaratamento do céancer, como por
exemplo, os terpenos pentaciclicos encontrados Cambretum oliviformeChao, pela
primeira vez isolados de uma fonte bioldgica(W@dlet2010).

Dentre os metabolitos presentes emetzelburgia auriculataalgumas substancias
foram caracterizadas como os terpenos acido bewli@ lupenona, flavondides como a
narigenina, a 5-7-diOH-4-OMe-isoflavanona e 5,7GH-2',4’-di-OMe-isoflavanona e
antraquinonas como o &cido crisofanico (Quadro MATOS,MACHADO,BARRETO,
1988).

Alguns estudos realizados também demonstram o @ateerapéutico apresentado
por esta espécie, como acdo antifungica, antinrdtaria, inseticida e citotoxica. Porém,
dentre os poucos estudos existentes, a grandeianfmorealizado utilizando apenas os seus
frutos para realizacdo das andlises (MELO gt28l05; SOARES et al.2007; ALENCAR et
al., 2009; FERREIRA et al., 2011; SOUZA et al., 2D1
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Quadro 1 -Metabdlitos secundarios isoladde caule e fruto déuetzelburgiaauriculata
(Allemao) Ducke.

CLASSE DO

METABOLITO COMPOSTO ESTRUTURA REFERENCIA
Terpeno Acido Betulinico MATOS MACHADO,BARRETO,
1988.
MATOS,MACHADO,
Terpeno Lupenona

BARRETO 1988.

. . HO O MATOS MACHADO,
Flavanona Naringenina \Qimj BARRETO 1988

OMe-4soflavanon BRAZ FILHO et al, 1973.

HO (0]
5-7-diOH-4'- O | KING, GRUNDON, NEIL, 195;
Isoflavona O

Isoflavona 5'7'ddi'_'8,\'jé2_ A KING, GRUNDON, NEIL, 195;
. BRAZ FILHO et al, 1973.
isoflavanona

. T
Antraquinona | Acido Crisofanic @i | MATOSMACHADO,
P _
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Como é possivel constatar, os estudos fitoquime&catividades biologicas
encontrados erhuetzelburgia auriculataestringem-se a testes realizados em caule e
fruto sem referéncia as demais partes do taxon.

Registros em literatura evidenciam sua utilizac&mpupar a partir das
peculiaridades de suas folhas e raizes. Caraatasigstratégicas para manutencéo do
intenso verde de suas folhas durante todo o amep gemas axilares peruladas (folhas
pré-formadas que se expandem rapidamente quanéguiaadisponivel), e um sistema
de armazenamento de agua em suas raizes tubdexsan, a espécie destacar-se na
paisagem seca da caatinga, chamando sua atengiaigmardecorativo. Apesar de
relatos de toxicidade suas folhas sdo utilizadadaapara o amadurecimento de frutos.
As raizes, ricas em fécula, sao utilizadas comtefde alimento em épocas de estresse
hidrico (MAIA, 2004).

Apesar das promissoras atividades constatadas as) fagos e da ampla
utilizacdo etnobotanica de suas raizes e folhasere-se a escassez de estudos
referentes aos taxons deste género. Diante digw® tembalho teve por objetivo
caracterizar o perfil fitoquimicoe avaliar prelimimente o potencial de atividades

antibacteriana e citotdxica tle auriculata.

2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal

Luetzelburgiaauriculata Fabaceae foi coletada em outubro de 2010, no
municipio de Sao José de Espinharas,localizado stad@ da Paraiba (Brasil), na
microrregido de Patos (6° 52’ 11,4"S/ 37° 17" 22,8W a 239 m de altitude) e
identificada, sob o nimero87183 onde a amostradépiositada no Herbario IPA -

Dardano de Andrade Lima, pertencente ao InstitgimAdmico de Pernambuco.
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2.2 Preparacéo dos Extratos

Os experimentos foram realizados no Laboratérid-denacognosia (LF) do
departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UniaelsiBederal de Pernambuco.

Amostras de raiz e folhas, foram secas ao abrigo lda sob
temperaturaambiente. Apds processo de cominuigiica ce 300 g de droga vegetal de
cada amostra foram submetidas ao processo de maoqvar 72 horas, com eventual
agitacdo e renovacdo do solvente. O processo #bzado utilizando-se diferentes
solventes de polaridade crescente, para a obtedegdmcdes extrativas enriquecidas
com o0s metabdlitos aos quais possuem afinidadefided deste procedimento os
diferentes extratos foram levados a secura utiiasse um rotaevaporador sob pressao
reduzida obtendo-se assim 0s respectivos extrato®sb secos hexanico (EHex),
acetato de etila (EAc), metandlico (EMe) e aqudshq), o qual foi obtido através de

liofilizacdo, utilizados nos ensaios fitoquimicosas atividades biologicas (Fig. 2).



Figura 2 - Fluxograma da metodologia utilizada
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2.3 Prospeccao Fitoquimica

Para o estudo fitoquimico, os extratos obtidosnfoubmetidos a filtracao
simples em papel e posteriormente analisados ponatografia em camada delgada
(Kieselgel 60, 0.2 mm, Merck), empregando-se siateereveladores adequados a cada
pesquisa com algumas modificacbes, apoiados naslosstde Harborne (1984) e
Wagner&Bladt (1996) (Quadro 2). Para pesquisa ¢mrsaas foi realizado o teste
preliminar de afrogenicidade.



51

Quadro 2 — Sistema eluente, revelador e padrédpaatils na abordagem fitoquimicaldeetzelburgia auriculata

ESPECTRO DE

METABOLITO SISTEMA ELUENTE PROPORCAO REVELADOR CRIT ERIO DE AVALIACAO - PADRAO
OBSERVAGCAO
y ) . Presenca de bandas de coloragéo o ) _
Alcaloides AcOEt: AF:AAc’: H,O (100:11:11:27) Dragendorff _ _ visivel Pilocarpina
alaranjada intensa
Vanilina sulfurica e .
) _ Presenca de bandas de coloragéo o )
Mono e Sesquiterpenos Tolueno: AcOEt (97:3) aguecimento em estufa visivel Timol
_ rosa, roxo, azul escura
(200°C -5 minutos)
Liebermann Buchard e
) B _ Presenca de bandas de coloragéo . ,
Triterpenos e Esteroides Tolueno: AcOEt (90:12) aguecimento em estufa visivel [B-sitosterol
_ levemente rosea a avermelhada
(100°C, durante 5 minutos
_ ) . ) ) Presenca de bandas de cor o )
Saponinas AcOEt A.F : AAc’: H,O  (100:11:11:27) Anisaldeido _ visivel Saponina
acinzentada
_ Presenca de bandas de fluorescéncidJltra-violeta ,
Cumarinas N-Hexano: AcOEt (9,5:0,5) KOH 10% em etanol Umbeliferona
azul (365nm)
Presenca de bandas de fluorescéncidlltra-violeta
Flavonoides Tolueno: AcOEtA.F’ (6:4:1) Difenilboriloxetilamina  alaranjada (vermelha, amarela (365nm) Rutina

laranja ou verde)



Quadro 2 — Sistema eluente, revelador e padrédpaatds na abordagem fitoquimica.
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(Continuacéo)

Felnilpropanoglicosideos  Tolueno: AcOEtL A.F° (6:4:1) Difenilboriloxetilamina
Derivados Cinamicos Tolueno: AcOEA.F (6:4:1) Difenilboriloxetilamina
Antraquinonas Eter de Petréleo : AcOEt (9:1) Vapor de amdnia

Proantocianidinas e
AcOEt : A.F: A.Ac’: H,0

o (100:11:11:27) Vanilina cloridrica
Leucoantocianidinas

Presenca de bandas fluorescéncia Ultra-violeta

verde-limao (365nm)

Presenca de bandas de fluorescéncidlltra-violeta i

azul intenso (365nm)

Presenca de bandas avermelhadas visivel Lapachc
Presenca de bandas avermelhadas )

para proanto e amareladas para Visivel

L Epicatequina
leucoantocianidinas P q

1 - Acetato de etila, 2 - Acido Férmico, 3 - Acido Acéitco
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2.4 Fracionamento de Constituintes quimicos deuetzelburgia auriculata

Cromatografia em Coluna

A partir da analise dos ensaios cromatograficod0@alizados, optou-se pela
tentativa de isolamento de duas moléculas present&Hex da folha. Uma molécula
majoritaria de intensa fluorescéncia azul (Rf 0,M1), caracterizada como uma
possivel cumarina de baixa polaridade, e uma sutiaténono terpénica de coloracao
violacea (Rf 0,9 - T1).

Desta forma, cerca de 2 g do extrato bruto seganfosubmetidos a
cromatografia em coluna (180 mmx30 mm) de gel lmgMerk 0.05-0.200 mm).

Como fase movel utilizou-se inicialmente n-hexaomn 300 mL de volume
morto, seguida da eluicdo de sistema com aumeradugl de acetato de etila e
consequente aumento da polaridade, obtendo-senalo risturas desses solventes na
proporcdo de 1:0,5. As fracbes resultantes quesapt@am o mesmo perfil
cromatografico foram reunidas e recromatografadasas mesmas condicbes de fase
estacionaria e sistema eluente N-hexano e Acetastild nas proporgdes 10:0/9,9:0,1
/9,8:0,2/9,7:0,3/9,6:0,4/9,5:0,5.

2.5 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

Os extratos da raiz e folha a serem analisadoamfaolubilizados em um
sistema composto por DMSO (dimetil sulfoxido 10%a)een80/ agua (1:1:8), obtendo-
se assim solugbes estoque padronizadas de comé@entigual a 1000 pg/ml. Essas
solucdes foram esterilizadas por filtragdo atrades membranas milipore® de
porosidade de 0,22 um.

Foram testadas cepas Gram positivas cdamterococcus faecall8TCC
27212), Enterococcus faecaligLFBM 02), Staphylococcus aureU®ATCC 25932),
Staphylococcus aureud.FBM 26) eGram negativascomigscherichia coli(ATCC
25922), Escherichia coli enterohemorragica(O157:H7- INCQS 007Xlebsiella
pneumoniae(ATCC 700603), Klebsiella pneumoniae carbapenema@d-BM 01),
Pseudomonas aeruginosgATCC 9027), Pseudomonas aeruginosaFBM 05) e
Proteus mirabilis (LFBM 02); todas padronizadas a 0,5 MacFarland utbidez,
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correspondendo a 1QUFC/ mL. Os microrganismos utilizados neste engaiam
oriundos de isolados clinicos, com comprovacdo ddtimesisténcia bacteriana,
adquiridos a partir de lavados e secrecdes tesidAai cepas padrao utilizadas foram
obtidas do American Type Culture Collection e osaéws realizados em duplicata.

Para realizagdo dos ensaios antimicrobianogtro foi utilizado o método da
microdiluicdo em caldo, seguindo os parametros tlnicd@l Laboratory Standards
Institute, com algumas modificacdes (CLSI, 20103. éhsaios foram realizados em
microplacas estéreis de 96 pocos com fundo em foen&)”, que foram preenchidos
com 100 pL de caldo Mueller-Hinton. Na linha A, dor adicionados 200 pL das
solucdes extrativas estéreis, dos quais 100 plmfoedirados e transferidos aos pogos
da linha seguinte até a ultima linha, de modo @ged realizada uma diluicdo em série
criando um gradiente de concentracdo de 1000 pugAar8]9 ug/ mL. A cada coluna
foram adicionados 5 pL de uma determinada cepaid@nmganismo, perfazendo um
total de 11 cepas diferentes ja que a coluna bajmssuia, sendo o controle negativo.

A inibicdo do crescimento foi demonstrada pela e Optica obtida em um
leitor de ELISA automatico de bandeja ajustada (ffloeplate —TP Reader®) a 450 nm,
considerando o crescimento total 100%, obtido era piaca controle; preparada sob as
mesmas condi¢cdes porém sem 0s extratos vegetaisn As percentual de inibicdo foi
calculado a partir da diferenca das demais plagas cemparacdo aquela. A
Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) foi descritarco a mais baixa concentracédo dos
extratos ou agentes antimicrobianos que inibiuesamento bacteriano apds 24 h de
incubacédo a 37°C, 0 que ocorreu quantitativamesggoncos que mostraram percentual
de inibicdo de crescimento maior ou igual que 7@s%. resultados obtidos foram
analisados através do comparativo das concentraci@ss antibioticos padréo

utilizadosna terapéutica tais coniprafloxacino, teicoplanina, polimixina B e imipime

2.6 Avaliagdo da atividade Citotoxica

A atividade citotoxica foi avaliada através do nd&tdTT, que baseia-se na
conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiaz&il}-difenil-2H-tetrazélio em azul de
formazan a partir da acdo das enzimas mitocondpigEsentes somente nas células
metabolicamente ativas. Este método descrito imeiate por Mossman (1983) é
amplamente utilizado atualmente pela sua rapidawiisilidade e baixo custo, tendo a

capacidade de analisar a viabilidade e o estadabdi&o da célula. E uma anélise
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colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(mgtdi2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazapadir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicaments,atitteeando como um indicador de
viabilidade celular (FRESHNEY, 1999) (Fig. 3). Qusk citotdoxico pelo método do
MTT trata-se de um método colorimétrico quanti@tiypermitindo assim definir
facilmente a citotoxicidade, porém ndo o mecanidmacédo (BERRIDGE et al., 1996).

Figura 3 — Reacao de formagao do Azul de Formazan.

N-N '
@-« I:l@ Mitocondria _NH
NN N —_— Nl
a / /_\ N"’ N \‘{’N
Br MTT Formazan 3\%'

(Amarelo) (Azul)

Reacao enzimética das mitocdndrias sobre o MTT giatemncao do formazan.

Os extratos foram testados contra as linhagentuanarais HT-29 (carcinoma
humano de célon), HEp-2 (carcinoma humano de lajirgg NCI-H292 (carcinoma
humano de pulm&o). As células foram inoculadas é&roplacas de 96 poc¢os contendo
dulbecco's modified eagle medium (DMEM) suplementasbm soro fetal bovino
(10%), L — glutamina (1%), penicilina (100 pL/mLestreptomicina (250 pL/mL). As
placas foram incubadas durante 24h a 37°C com f#raode 5 % de C£ para
obtencéo de concentracéo final de 1 R d¢@lulas/mL. Apds esse periodo, as células
foram tratadas com o0s extratos da raiz e folha, daetzelburgia
auriculatapadronizados na concentracédo de 25 pg/mL.

As placas foram incubadas novamente por 72 hordg°@ sob as mesmas
condi¢cdes anteriores e, depois desse periodo, dicioaada como indicador uma
solugéo tampéo salina de MTT (5ug/mL), seguidordeibacdo por mais 3 horas. A
leitura Optica foi realizada em leitor automatia@ mlacas Thermoplate —TP Reader® a
595 nm, apos a total dissolucdo dos cristais dendpan com 100uL de
dimetilsulféxido estéril (WONG, KADIR, LING, 2011A densidade Optica média das
amostras foi comparada com a densidade do corgrobela amostra foi realizada em

duplicata.
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Os experimentos foram analisados segundo suas sreédéspectivos desvios no
programa Graph Pad Prism. Uma escala de intensifbadgtilizada para avaliar o
potencial citotoxico das amostras testadas e asdtadses expressos em percentual de
inibicdo de crescimento. Amostras sem atividade @0% de inibicdo), com pouca
atividade (inibicdo de crescimento celular variard® 20 a 50%), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variasel®0 a 70%) e com alta atividade
(inibicdo de crescimento variando de 70 a 100%)JEBQE et al., 2008).

3 Resultados e Discussao

Os rendimentos obtidos para os extratos brutosidesrfolha dd.uetzelburgia

auriculatgpodem ser analisados natabela a seguir:

Tabelal - Rendimento dos extratos brutos sechsielzelburgia auriculata

RENDIMENTO (%)

SOLVENTE
RAIZ FOLHA
Hexano 12,06% 7,02%
Acetato de Etila 1,68% 1,74%
Metanol 3,8% 2,70%
Agua 1,3% 1,8%

Os extratos hexanicos apresentaram maior rendintanto na raiz quanto na
folha, o que demonstra a natureza apolar dos twngtis quimicos majoritarios. O
baixo rendimento apresentado justifica-se pelodessmétodo extrativo empregado, que
nao conduz ao total esgotamento da matéria-pringetake Esta devea sua massa e

volume, em parte, a presenca de mucilagem e fédsmasua constituicao.
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3.1 Prospeccéo Fitoquimica

O quadro a seguir apresenta os resultados obtigastia da andlise por cromatografia
em camada delgada dos extratos supracitados (@)adro

Quadro3 - Perfil Fitoqupimico da raiz e folhaldestzelburgia auriculata

RAIZ

EHex EAc -- EHex EAc

7 2 4 -
2 2 2 4
6 4 1 1
- 2 - -

Expressao dos resultadosconsiderando o numerandasg-) Auséncia de bandas.
EHex: extrato bruto hexanico, EAc: extrato bruto atetato de etila, EMe: extrato bruto
metandlico, Eaq: extrato bruto aquoso.

A partir da andlise dos dados apresentados é pbssoonstatacdo da presenca
demono/sesquiterpenos, triterpenos e esteroidegrawas, flavonoides e saponinas nos
extratos brutos da raiz e folha. A classe de sapsrioi identificada apenas no extrato
metandlico da raiz, por cromatografia em camadagadiel além do teste de

afrogenicidade realizado paralelamente. A pesqusaa, derivados cinamicos,
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fenilpropanoglicosideos, antraquinonas, proantidiia@s e alcaloides demonstrou-se
negativa para a espécie. Apesar do relato de masknalcaloides em extrato etandlico
dos frutos deluetzelburgia auriculataos trabalhos de Carvalho (2012) eacido
crisofanico no lenho do caule, descritos nos thasal deMatos,Machado,
Barreto(1988), ndo foi encontrada a presenca dekiases de compostos nas demais
partes do vegetal coletado nesta regido do semif@laibano. Para investigacdo de
alcaloides procedeu-se cromatografia em camadadtel@través de extracao acida da
marcha de alcaloides.

Na pesquisa de mono e sesquiterpenos pode-se abaemaior predominancia
destas substancias no EHex, onde ha presencaalemperbs sete diferentes bandas na
raiz e quatro na folha. Pode-se inferir que as aswe Rf 0,3; 0,4; 0,7 e 0,9 sdo comuns
a raiz e folha, embora nenhuma apresente Rf camégpte ao padrdo de timol (0,6),
porém apresentaram coloracdo azulada que caractepresenca destaclasse quimica,
segundo Wagner, Bladt (1996) (Fig. 4).
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Figura 4 — CClpara pesquisa de mono e sequiterp em
Luetzelburgia auriculat(SiO,, Tolueno/AceOEt-97:3)

- I

CH,

Btz e BV EHx EAcge g P
B

A

A: Extratos obtidos de ra B: Extratos obtidos de
folhaEHex: extrato bruto hexanicoEAc: extrato bruto
acetato de etilaEMe: extrato bruto metandlicdag:extrato
bruto aquos®: Padrdo de tim, Revelador: Vanilina

Sulfdrica.

Compostos monoterpénicos sado facilmente encontratis leguminosa
sobretudo em espécies de Papilionoideae com inmperédividade bioldgica catracéo
de polinizadores e a0 mesmmpo inseticida e antimicrobiana, como 0s monoteyp
oxigenados (linalool) encontrados «Cyathostegia mathewgiPapilionoidea¢(LEWIS
et al, 2003. Estudos cientificc a respeito de suas propriedades farmacoldgica®s:
revelado como importars agentes anti-fUngicos, amticrobianos, antioxidant
anticancerigenos, antiespasmodiAlém dessas atividades Santtcal (2011) citam
além destes, efeitos significatt sobre o sistema cardiovascular cor
vasorelaxamento, hipoten: e diminuicdo do ritmo cardiacatribuidos a esst

COMpostos.
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A partir da andlise da cromatoplaca para pesquasaitérpenos e esteroides
possivel observar que existe maior concentridestes compostos no extr hexanico
da raiz seguido do mesmo tipo de extrato para fqlba trata-se de uma classe
compostos que possuem maior afinidade solventes debaixaa médiepolaridade,
sendo possivel verificar a preseide bandas queossuem o mesmo Rf e colora do
pB-sitosterol (Rf 0,5) (Fig.).

Figura 5 —CCDpara pesquisa de triterpene esteroides em
Luetzelburgia auriculai(SiO,, Tolueno/AceOEt-90:12)

fre

EHx EAc EMe Eag P

O 1 )

EHx EAc EMe Eag P

A B

A: Extratos obtidos de raii B: Extratos obtidos de
folnaEHex: extrato bruto hexanicoEAc: extrato bruto

acetato de etilaEMe: extrato bruto metandlicdag:extrato

bruto aquos®: Beta Sitosterol, Revelador: Liebermann
Buchard.
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Compostos terpénicos sdo largamente distribuidosegominosas, sendo um
dos mais importantes compostos de defesa em espiec{éesalpinoideae/Mimosoideae
e em tribos basais de Papilionoideae (WINK, 20@8ntre as inimeras espécies da
subfamilia pode-se citar os compostos terpénicosrgrados enTipuana tipyBenth.)
Kuntze @-amirina hexadecanoato) (DOS SANTOS, DE AQUINO NEPROO03) e em
Amburana cearens#sC. Smith (-sitosterol e estigmasterol) (CANUTO, SILVEIRA
2006) com diferentes atividades farmacoldgicas.

A partir de testes de afrogenicidade realizados exisatos, observou-se a
indicacdo de saponinas no EMe da raiz. Assim, pegcse a analise a partir de
experimentos em cromatografia em camada delgadieresiando a presenca de duas
bandas de coloragdo acinzentada e Rf 0,2 e Odea®smente confirmando a sua
presenca, segundo Wagner & Bladt (1996). EspéaePapilionoideae também sé&o
reportadas pela presenca de saponinas em seu fisgst@bsecundario, como em raizes
deHedysarum polybotry@apilionoideae) (LIU et 312007).

Véarios sapondsidos de origem terpénica podem saonéados nas
leguminosas, como as saponinas identificadas erarge€rde Securigera e Coronilla
(Papilionoideae). Muitos compostos como este saplaanente distribuidos nesta
familia, podendo ser observada a sua presencasivellem plantas utilizadas
frequentemente na alimentacdo humana como soja,dgrdico, amendoim, broto de
feijdo, vagem, feijdo americano, lentilha, erviletg. (HOSTETTMANN, MARSTON,
1995).

A complexidade quimica apresentada por essa ctiessibstancias € devida
principalmente a presenca de oligossacarideos emestiutura que, aliado ao seu
elevado peso molecular, dificulta o processo diamento e elucidagéo estrutural. A
enorme variedade de estruturas encontradas, @iadaortantes caracteristicas fisico-
quimicas, como a elevada solubilidade em solveadessos (principalmente em meio
levemente basico) e alcoois, complexacdo com ciestd e propriedade emulsificante,
prevé um grande espectro de atividades de intefagsacéutico. Entre as atividades
bioldgicas mais citadas para as saponinas inclgeratividade ictiotoxica, moluscicida,
antiinflamatoéria, antifngica, antimicrobiana, a@atiasitaria, antiviral, citotoxica e
antitumoral, dentre outras menos citadas (FRANCE. £2002;SPARG et al2004).

A partir da andlise da cromatoplaca para pesquis&uinarinas € possivel

observar a presenca destes compostos pela col@agbimtensa caracteristica, com Rf
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0,4 tanto na raiz como na folha, principalmente extsatos hexanicos (Fig. 6).Nestes,
observa-se a presenca de bandas de maior fluocesscéoom menos moléculas
associadas.

Figura 6 — CCD para pesquisa de cumarinas lamtzelburgia
auriculata(SiO2, N-Hexano/AcOEt-9,5:0,5)

A: Extratos obtidos de raizB: Extratos obtidos de
folhaEHex: extrato bruto hexanicoEAc: extrato bruto
acetato de etilaEMe: extrato bruto metandlicdzaqg:extrato

bruto aquoso,Revelador: KOH 10% em etanol.

Os compostos cumarinicos encontram-se predominantendistribuidos nas
angiospermas, sendo encontrados com maior frequéstruturas mais simples. Podem
ser divididos em quatro classes e adicionalmente geratro subclasses, como
demonstrado no quadro a seguir.



Quadro 4 - Classificacdo geral das cumarinas.
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Classificagdo das Cumarinas

Classe Subclasse Exemplo Estrutura
Umbeliferona,
Herniarina, o__0
o Escopoletina, @K/\/r
Cumarinas Simples ) _ =
Esculetina, Fraxetina,
c .
Ostol, Ostenol, umarina
Dicumarol.
Feralolida, Meleina,
_ Poligonolida, =0
Isocumarinas ]
Paepalantina, = 0
Seswecandelina, etc. Isocumarina
Psoraleno, Bergapteng,
Xantotoxina, o Q. .0
Psoraleno Imperatorina,
S A e
Isopimpinelina,
. Marmesina, etc. Psoraleno
Furanocumarinas
Angelicina,
Angelicina Pimpinelina,
Isobergapteno, etc.
Angelicina
O O O
o (Xantiletina,
Xantiletina _ . -
Calanolida, etc.)
Xantiletina
Piranocumarinas
Sesselina, Laserpiting,
Sesselina| Visnadina, Samidina,
etc.
Sesselina

Fonte: Matosiuk,Gralak& Rysnar, 2011.
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S&o comumente encontradas em espécies de Apiacemealgumas espécies de
leguminosas, com maior distribuicdo nos génerosalsy Bituminaria e Melilotus,
porém com poucos estudos que as referencie. Asiespé&getais utilizam-nas como
potentes compostos de defesa devido as suas dasgidaioldgicas, dentre elas
inseticida, repelente de insetos e deterrenteidimia da alimentacdo por herbivoros)
(WINK, 2003; SAITO et al 2004; SIMOES et g12007).A procura por medicamentos
de origem vegetal tem despertado o interesse faéutiao, pelo fato de suas
propriedades farmacologicas mostrarem-se potergksjantes e de baixa toxicidade
em mamiferos.Cerca de 1300 cumarinas ja foramdaslale fontes naturais. A
escoparona (6,7-dimetoxicumarina) encontrada tamédn$ida galheirensidJLBR.
(Malvaceae) € reportada por suas atividades imuposssora, relaxante vascular,
hipolipidémica e hipotensora. O ostol encontrado &ngelica pubescen#laxim
(Apiaecae) mostra uma resposta hipotensora de ocdui@cdo apos injecdes
intravenosas em cades. Cumarinas isopreniladddagemea american&. apresentam
atividade antioxidante e citotoxica para linhageasancer de célon humano (SIMOES
et al, 2007).

Dentre as principais classes de cumarinas a grdiideenca estrutural é a
presenca ou auséncia de anéis heterociclicos e cswasteristicas - hidroxilas e
alcoxilas livres (Quadro 4). Desta forma existe uii@uldade natural para explicar o
seu perfil de atividade assim como seu comportameat processo cromatografico.
Ocorrendo algumas vezes, uma zona de superposcéongpostos quando analisados
em cromatografia em camada delgada. O que evidandifzculdade de isolamento de
compostos em fase estacionaria normal obtendo4sdnmgmte grupos divididos em
fracbes de acordo com sua polaridade (WAGNER;BLA®Y26; MATOSIUK;
GRALAK; RYSNAR, 2011).

Testes cromatogréaficos (Quadro 2) mostraram qupolaidade resultante do
sitema de solventes utilizados, as cumarinas piesem Luetzelburgia, possuem alta
lipofilicidade quando comparadas a escopoletinenbaliferona, apresentando Rf cerca
de 7 vezes maior que o destes compostos. A pagtiintbrmacdes do trabalho
deMatosiuk, Gralak e Rysnar (2011), pode-se infgue este fato € comparavel a
lipofilia das furanocumarinas.

Compostos flavonoidicos representam um dos grueo®li€os de maior
distribuicdo e diversidade dentre os vegetais daimslo o grupo de metabdlicos

secundarios presente em todas plantas terrestsmsilases. Devido a sua ampla
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variabilidade de conformacdo quimica e potenciaig@s substituintes apresentam
importantes func¢des biologicas para o vegetal eamypossuem diversas atividades
farmacologicas como antitumoral, antimicrobianaoaidante (SIMOES et al., 2007).
A presenca desses compostos em determinada eppédeiser de grande utilidade para
sua identificacdo quimiotaxondmica. Isoflavonoidg®r exemplo, séo restritos a
subfamilia Papilionoideae.

Os resultados dos ensaios cromatograficos packakse de substancias permite
a constatacdo da presenca de flavonoides nosasxtdice EMe da raiz e EMe e Eaq
da folha.

As bandas flavonoidicas correspondentes nas daeaspapresentam-se em cor
esverdeada, semelhante a Vitexina, com Rf 0,3e @@ com zona de sobreposi¢cdo na
ultima banda (EAc e EMe naraiz) e Rf 0,3; 0,4#&{EMe na folha) e Rf 0,3; 0,5€ 0,8
(Eaq na folha). Pode-se inferir que as variancas Rfs desta substancia deve-se ao
padrdo de glicosilacdo do composto. Assim quantoome Rf maior sera 0 numero de

ligacoes desmosidicas que a moléculapossui.

3.2 Fracionamento de Constituintes quimicos deuetzelburgia auriculata

Apéds analise dos constituintes quimicos distribsiida espécie e verificagdo de
sua polaridade e afinidade pelos solventes, sel@@m-se dois compostos para
tentativa de purificacdo: Molécula presente no Etefolha de fluorescéncia azul e Rf
0,4 - My, caracterizada por CCD como uma possivel cumaténdaixa polaridade e
uma substancia mono terpénica de coloracao roXa0eOR M,. Tais compostos foram
escolhidos por ndo serem citados em nenhum dadhabexistentes acerca da espécie.
Além disso, a natureza de tais compostos fornebesigropriedades farmacologicas de
interesse, como antimicrobianas e citotoxicas. &dstma a obtencdo de fracdes
enriguecidas destas substancias trazem a perspdetirealizacdes de trabalhos futuros
mais especificos.

Assim, ap6s cromatografia em coluna classica, cdeserita anteriormente na
metodologia utilizada, foram coletadas um totall@8 fracoes de 30 mL, que foram
cromatografadas para identificacdo da cumarina endoo terpeno. As primeiras

fracbes obtidas forneceram um precipitado cristalirM, (149,2 mg - Rendimento
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7,46%) que ao ser cromatografado, utilizando coisterea eluente Benzeno, indicou
sua natureza monoterpénica.

As fracbes 74 a 87, que apresentavam mesmo perfibdstituintes quimicos,
foram reunidas totalizando 80 mg {M Esta aliquota obtida foi novamente
cromatografada para obtencao de fragOes purificaleesta forma, obtiveram-se dois
compostos cumarinicos A e B de Rf 0,35 e 0,4, cis@enente. O composto de menor
Rf foi cromatografado com o mesmo sistema de ebsentilizado no Quadro 2,
revelando-se potencialmente livre de moléculasuema® classes quimicas associadas,
apresentando rendimento de 0,11% (2,2 mg).A fragéerente a cumarina B foi
cromatografada em placa preparativa, e purificddanalo-se um rendimento de 0,5 %
(10 mg).

Devido as fracdes purificadas obtidas ndo aprassmt rendimento suficiente,

nao foi possivel a realizacdo de ensaios espedpiss para identificacdo estrutural.

3.3 Avaliacdo da atividade Antimicrobiana

A partir da realizacao dos testes de microdiluigdiocaldo foi possivel avaliar o
perfil de atividade antimicrobiana dos extratos rd& e folha particionados em
diferentes solventes para separagdo dos constguigpiimicos de acordo com sua
polaridade.

A analise dos resultados obtidos permitiu a copdtrudas tabelas 2 e 3, onde
foram considerados apenas 0s extratos que apresantina inibicdo do crescimento
bacteriano acima de 70 %.
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Tabela2- Valores de CMI dos extratos da raikdetzelburgia auriculataantibiéticos padrdes frente a microrganismos Grasitivos e negativos.

CMI DOS EXTRATOS TESTADOS - RAIZ

MICRORGANISMO ORIGEM PADRAO CMI - pg/ML
EHex EAc EMe EAQ
Enterococcus faecal&ATCC 27212 ATCC 1000 500 1000 1000 0,25 4
Enterococcus faecalis LFBM 02 Hemocultura 1000 500 1000 1000 8 T
Staphylococcus aureudsT CC 6538 ATCC 500 <78 1000 500 64
Staphylococcus aureus LFBM 26 Hemocultura 1000 <78 1000 1000 64
Escherichia colATCC 25922 ATCC 1000 500 1000 1000 <
Escherichia coli0157:H7- INCQS 0071 Fiocruz — RJ 1000 500 1000 1000 <4
(@)
o
Klebsiella pneumonia@TCC 700603 ATCC 500 500 1000 1000 >4
Klebsiella pneumoniae LFBM (brodutora de
Hemocultura 500 500 1000 1000 <0,25
carbapenemase)
Pseudomonas aeruginogd CC 9027 ATCC 1000 500 1000 1000 <0,25
5
1000 1000 1000 1000 4 ,Q
Pseudomonas aeruginosa LFBM 05 Hemocultura w
Proteus mirabilis LFBM 02 Urocultura 1000 250 1000 1000 >16 Z

CMI: Concentracdo Minima Inibitéria; ATCC: Americdlype Culture Collection; Extratos dle auriculatatestados - EHex: extrato hexanico,

EAc: extrato

de acetato de etila; EMe: extrato metandlico, HAdrato aquoso; Antibiéticos Padréo — CIP: Cipmedlano; TEI: Teicoplanina; POL B: Polimixina B; IMI

Imipinem.



CMI DOS EXTRATOS TESTADOS - FOLHA .
MICRORGANISMO ORIGEM PADRAO CMI - pg/ML
EHex EAc EMe EAQ
Enterococcus faecal&TCC 27212 ATCC 500 500 - - 0,25 4
Enterococcus faecalis LFBM 02 Hemocultura 1000 1000 - - 8 AL
Staphylococcus aureudsTCC 6538 ATCC 62,5 62,5 - 1000 64
Staphylococcus aureus LFBM 26 Hemocultura 1000 500 - 64
Escherichia colATCC 25922 ATCC 1000 1000 - 1000 <
Escherichia coli0157:H7- INCQS 0071 Fiocruz — RJ 1000 1000 - 1000 <
o
T
Klebsiella pneumonia@TCC 700603 ATCC 1000 500 - 1000 >4
Klebsiella pneumoniae LFBM (produtora de
Hemocultura 1000 1000 - 1000 <0,25
carbapenemase)
Pseudomonas aeruginogd CC 9027 ATCC 1000 500 - 1000 <0,25
=
) Hemocultura 500 500 - 1000 4 o
Pseudomonas aeruginosa LFBM 05 ;
Proteus mirabilis LFBM 02 Urocultura 1000 500 ; 1000 =16 =
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Tabela3- Valores de CMI dos extratos das folhdsugdzelburgia auriculata antibiéticos padroes frente a microrganismos Grasitivos enegativos.

CMI: Concentracdo Minima Inibitéria; ATCC: Americdlype Culture Collection; Extratos dle auriculatatestados - EHex: extrato hexanico, EAc: extrato
de acetato de etila; EMe: extrato metanolico, B&drato aquoso; Antibidticos Padréo — CIP: Cipredloino; TEI: Teicoplanina; POL B: Polimixina B; IMI
Imipinem; (-) auséncia de atividade.
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E possivel a constatacido de que os melhores mssiapresentados foram os
EAc (Extrato bruto de Acetato de Etila ) da raEHex (Extrato bruto Hexanico) e EAc
(Extrato bruto de Acetato de Etila) da folha.

Na raiz, o EAc promoveu uma inibicdo de crescimdatcteriano acima de 90%
em concentracdo de 250 pg/mL eRroteus mirabilie 86 % de inibicdo em
concentragbes menores que 7,8 pg/mL para cep&taghylococcus aureudleste
altimo caso, isto representa uma concentracao quasevezes menor para inibir o seu
crescimento, quando comparado com o padrao defloymoina (64 pug/ mL) (Tabela
2). Segundo, Sartoratto et al (2004), a atividadtEmécrobiana € considerada como
forte quando encontramos CIM com valores entre 500-1g /mL, atividade moderada
para valores entre 600 — 1500 pug /mL e atividageafiquando os valores obtidos estao
acima de 1500 pg /mL.

Staphylococcus aureéisonsiderado o patbgeno humano mais importanggidero
Staphylococcuspresentam ampla distribuicdo na natureza e faze pa microbiota
normal da pele e mucosa de uma grande parte de fenasni Porém, devido ao
fendbmeno de resisténcia encontrado atualmentegééncia de infec¢cdes ocasionadas
por cepas meticilina resistente (MRSA) tem repriegimum aumento continuo a nivel
mundial (RATTI, SOUZA, 2009). Eles estadoenvolvidesn diversas infeccdes
nosocomiais oportunistas, de origem hospitalar esmno comunitaria, como foliculite,
impetigo, furdnculos e até mesmo infeccbes sis@snipotencialmente fatais em
diferentes sitios de coloniza¢do, como pregas eatnaxilas, orofaringe, perineo e
vagina (DAVENPORT et al., 1986).

Apesar da falta de estudos sobre a tematica entiespo género Luetzelburgia,
metabolitos presentes comumente em espécies dBoRaipieae possuem atividade
antimicrobiana por interferir no metabolismo baeteo, alguns mecanismos
relacionam-se com a sintese de DNA e RNA (WINK,2ZPMRKKAR et al., 2007).

Estudos emPoiretia bahianaC. Mduller (Papilionoideae) comprovam atividade
antimicrobiana de terpenoides cont@taphylococcus aureusinclusive cepas
resistente®roteus mirabilis dentre outras espécies de fungos e bactériasp@xos
fendlicos flavonoidicos presentes @&rythrina latissimaE. Meyer mostram-se ativos
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillugbtdis e Candida

mycoderma.
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Do ponto de vista quimico o extrato de acetatotitke @a raiz dd_uetzelburgia
auriculataé constituido por mono e sesquiterpenos, triterpenesteroides e compostos
fendlicos de menor polaridade

De forma geral os compostos fendlicos possuendatild contra virus, bactérias
e fungos. O mais provavel mecanismo de acdo destepostos sobre a atividade
antibacteriana envolve a inibicdo enzimatica pgldagdo de seus componentes através
de reacdes com os grupamentos sulfidrilas e deagiies inespecificas (relacionadas
com o carater hidrofébico dessas moléculas) comgropamentos tiol das proteinas
(COWAN, 1999, GIBBONS, 2004;DEMO, OLIVA, 2008).

Compostos terpénicos apresentam importantes adesdaerapéuticas contra
bactérias, fungos, virus e protozoarios. O mecanidm acdo destas substancias néo
estda totalmente definido, mas agem contra os ngarmsmos devido ao carater
lipofilico de suas moléculasfacilitando a interagggomembrana com estas estruturas.
Isto resulta em uma expansao da membrana citopiaama@umento de permeabilidade,
inibicdo da respiracdo e alteracédo do transporiert® ocasionando na desorganizacao
e ruptura da membrana citoplasmatica (COWAN, 1999OMBETTA et al, 2005;
DEMO, OLIVA 2008;).

Nas folhas, os compostos terpénicos, cumarinidla/enoidicos, presentes nos
extratos hexanicos e acetato de etila, apresentacama de 72 % de atividade de
inibicdo do crescimento &aphylococcus aureus, uma concentragdo menor que a
utilizada como antibiético de escolha 62,5 pg/mlipf@floxacino) (Tabela 3).

Compostos cumarinicos também possuem propriedaddstoiias do
crescimento bacteriano reconhecidas. Souza (2@bdstra em seus trabalhos que tal
atividade varia conforme o padrdo de substituighocdmposto cumarinico. Assim,
cumarinas preniladas como o ostenol apresentoe &btidade antimicrobiana contra
cepas Gram positivas d&taphylococcus aureeBacillus cereuscom CMI de 62,5
ug/ml. Os resultados mostram a importancia da CAHagdo para a atividade
antibacteriana. A alta lipofilia demonstrada paste @rupo de cumarinas nos trabalhos
de Matosiuk, Gralak e Rysnar(2011) pode estarigeiada ao seu mecanismo de acéo,
que ainda naofoi esclarecido totalmente, por taci interacdo dessas substancias com

a membrana dos microrganismos.
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3.4 Avaliacéo da atividade Citotoxica

O desenvolvimento tumoral € um processo de mudtipkapas onde fatores genéticos e
epigenéticos desencadeiam a transicdo do procesdticaennormal a um estado desregulado de
divisdo celular. Nesse processo varios pontos aefbs estdo comprometidos na progressao
tumoral, entre eles, o equilibrio entre homeostasgoptose celular, comunicacdo entre células
vizinhas e com a matriz celular, angiogénese tuneeadisseminagdo metastatica (COMPAGNI,
CHRISTOFORI, 2000).

Biomoléculas de origem vegetal ja sdo utilizadan fios terapéuticos para tratamento do
cancer devido sua grande diversidade estruturabreapresentar novos mecanismos de acgéo
biolégica, mostrando-se potenciais agentes citotdxipara tratamento de neoplasias (CRAGG,
KINGSTON, NEWMAN, 2005). Principios ativos de esjgdccomoAngelica gigas, Catharanthus
roseus, Podophyllum peltatum, Podophyllum emodaxu$ brevifolia, Ocrosia elliptica, e
Campototheca acuminatado bastante comuns no meio cientifico por sulzagéo contra
neoplasias ou mesmo como protétipos para delingdan@s novos farmacos quimioterapicos
(PATELSR., SUTHAR; PATEL M. 2009). A partir da aiajdo do potencial citotoxico dos
extratos de raiz e folha deietzelburgia auriculatgpelo método do MTT, foi possivel agrupar os

resultados nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4- Percentual de inibicdo do crescimentdaret desvio padrdo das linhagens testadas fesrste
extratosda raiz deuetzelburgia auriculata

RAIZ
LINHAGENS
AMOSTRAS |NCI-H-292 HT29 HEp-2
Média IC% |SD | MédialC% |SD | MédialC% |SD
EHx 36,3 +4,7 61,2 +6,2 *77,8[+1,3
EAC *75,1[+1,7 65,5/ +1,9 *77,2[+1,2
EMe 2,7+1,9 o] 0 19,4[+2,2
EAq 5,1/+0,1 o] o 25.2[+1,8

*Resultados com alta atividade citotoxica (Acima H#6), NCI-H-292 (carcinoma de pulmao), HT-29
(carcinoma de colon), HEp-2 (carcinoma de larinB&)ex - extrato hexanico, EAc - extrato acetatetila,
EMe - extrato metanolico, EAQ - extrato aquoso, Mé8% - Percentual médio de inibicdo do cresciment
calular, SD - Desvio Padréo.
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Tabela 5- Percentual de inibicdo do crescimentdaret desvio padréo das linhagens testadas fesrste

extratosdas folhas deuetzelburgia auriculata

FOLHA
LINHAGENS
AMOSTRAS | NCI-H-292 HT29 HEp-2
Média IC% |SD | MédialC% |SD | MédialC% |SD
EHx *87,1/+0,3 *80,4|+0,7 *83,9/+0,6
EAC 47,1 +0,2 61,2/ +3,1 *78,4|+0,6
EMe 0,5 +2,2 0 0 14,2/ +0,5
EAqQ 7,6/+0,1 0 0 14| +1,8

*Resultados com alta atividade citotdxica (Acima o), NCI-H-292 (carcinoma de pulméo), HT-29
(carcinoma de colon), HEp-2 (carcinoma de laringé&)ex - extrato hexanico, EAc - extrato acetatetila,
EMe - extrato metandlico, EAQ - extrato aquoso, [Md@% - Percentual médio de inibicdo do cresciment
calular, SD - Desvio Padrao.

A partir da andlise das tabelas pode-se congjamias amostras que apresentaram melhor
atividade citotéxica foram o EAc na raiz e EHex fabkas, onde a primeira apresentou 75,1% de
atividade para linhagens de cancer de pulmao hureafit2% de atividade contra carcinoma de
laringe humano, enquanto que a amostra da folhgoche apresentar 87,1 % de atividade inibitoria
de céncer de pulmd&o humano, 80,4% em linhagem degnoma de co6lon humano e 83,9%
carcinoma de laringe humano.

Ao identificar os dois extratos com melhor atiidaé possivel realizar inferéncias a partir
de seus respectivos constituintes quimicos, quarfagrupados nosquadros5 e 6 relacionando a

guantidade de bandas cromatograficas e sua sidaithrinos extratos da raiz e da folha.
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Quadro5 - Similaridade entre os grupos de metalsoptesentes

no extrato hexanico da raiz e da folha.

Extrato Hexanico
Quantidade de
. Bandas
Metabolitos Cromatograficas
Raiz Folhas
Mono e Sesquiterpenos 7 4
Triterpenos e Esteroides 2 2
Saponinas - -
Cumarinas 6 1
Flavonoides - -

Quadro6 - Similaridade entre os grupos de metaisolit

presentes no extrato acetato de etila da raiZellua

Extrato Acetato de Etila
Quantidade de
. Bandas
Metabolitos Cromatograficas
Raiz Folhas
Mono e Sesquiterpenos 2 -
Triterpenos e Esteroides 2 4
Saponinas - -
Cumarinas 4 1
Flavonoides 2 -

Pode-se afirmar que a atividade do extrato EAcaia ndo provém da atividade das
saponinas. Os compostos monoterpénicos e cumaritsiodém ndo sdo 0S provaveis responsaveis
por tal atividade, pois se apresentamem maior pgdpano EHex, o qual ndo demonstrou atividade
citotoxica. A investigacdo de compostos triterpégsie esteroidais evidenciou apresenca de duas
bandas de Rf 0,4 e 0,55 que se encontram presmafesitariamente no extrato EAc. Tambem
foram evidenciadas bandas caracteristicas de caospfiavonoidicos presesntes neste extrato, o
gual apresentou a melhor atividade citotdxica paraxtratos da raiz. Desta forma, pode-se levantar
como hipotese a ser testada por experimentos repécidicos, a possivel atividade citotoxica dos
compostos terpénicos e flavonoidicos presenteaina r

O extrato hexanico das folhas Haetzelburgia auricultaapresenta em sua constituicao
mono e sesquiterpenos, triterpenos e esteroidamarimas. A alta atividade citotoxica do extrato
hexanico presente nas folhas pode estar associalisse de compostos cumarinicos jA que 0s
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compostos terpénicos presentes apresentam siraderisas bandas (coloracédo e Rf) dos grupos de
metabdlitos que se mostraram inativos no extratcaia Sob esta Optica, vé-se a necessidade de
investigacdo por testes mais especificos se osasiogpcumarinicos presentes na folha possuem
constituicdo diferente dos encontrados na raiza kgta sua inatividade neste extrato. Também
deve ser levado em consideracéo que a relacdaida eafeito de atividade biologica muitas vezes
esta ligada ndo a um composto isolado, mas aog&@ney de diferentes compostos presentes no
fitocomplexo. Assim vé-se a necessidade de proceden isolamento bioguiado para identificar
o(s) responsavel(is) por tal atividade.

Jaafari et al., (2012), demonstra em suas pesqaisisergismode compostos terpénicos
com quimioterdpicos de referéncia utilizados nap@utica, aumentando o percentual de inibicao e
a eficacia citotoxica desses farmacos. Lucena .e(28l12) mostra a atividade antitumoral do
sitosterol entCissus sicyoidek., Vitaceae, cujo mecanismo de acao esta reladmma inducdo de
apoptose em associacao ao TiNF-

Diversas cumarinas apresentam acao em algunsspoxeelacionados a génese tumoral,
dentre elas podem-se citar a dafnetina, que pasgio antiproliferativa por ser inibidora de
proteinas quinases (YANG et al., 1999; FINN, CREAVEGAN, 2004,); A escopoletina com
efeitos antiproliferativos comprovados por meiartucdo deapoptose em células PC3 (LIU et al.
2001) ou ainda a cumarina e a 7-hidroxicumarinabgliferona) que induziram distarbios no ciclo
celular e apoptose em células do carcinoma humaDBEZ-GONZALEZ et al., 2004).

Flavonoides e isoflavonoides tem mostrado diweas@idades bioldgicas, dentre elas a
guimioprotecdo do cancer. Recentemente uma coaselatencao tem sido dada a sua habilidade
de inibir o ciclo celular, proliferacdo de célutemoplasicas, estresse oxidativo e apoptose. Ensaios
de citotoxicidade in vivo foram realizados em ratos1 melanoma, demonstrando que a aplicacéao
intraperitoneal de quercetina e apigenina era resp@| pela acdo antiproliferativa do tumor
(CALTAGIRONE et al., 2000).A naringenina e seuslagas também séo referenciados por suas
atividades contra linhagens de cancer como 7-OtBlasingenina que possui atividade contra o
cancer de mama (PARKet al., 2010).

A condensacéo dos dados obtidos em forma de flarwggpermitiu maior visibilidade aos
resultados obtidos (Fig. 7).
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Figura7 - Condensacdo dos resultados obtidos & plartperfil fitoquimico, antimicrobiano e

citotoxico delLuetzelburgia auriculata.
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Assim, os resultados obtidos nos ensaios realizados essa espécie originaria do
semiarido paraibano, corroboram com o0s estudossemi@dos, uma vez que 0S extratos que
apresentaram maior atividade sdo os detentoresailar iparte doscompostos de mesma classe

guimica, o que justifica sua alta atividade citatax

4 Conclusao

Através da identificacdo e descricdo morfologicalLdetzelburgia auriculat®i possivel
realizar sua correta caracterizacdo botanica, enpeip de cortes histolégicos transversais e
paradérmicos, de sua raiz e folhas foi possivebtater a presenca de estruturas microscopicas
desenvolvidas pela espécie ao longo do procesdotieoo necessérias a sua adaptagdo no biétopo
inserido, sendo este o primeiro relato de caraetedio.

A partir da prospeccéo fitoquimica da raiz e falleaLuetzelburgia auriculata, foi possivel
identificar as principais classes de metabdlitosuséarios que a constitui, sendo mono e
sesquiterpenos, triterpenos e esteroides, cumafiaasndides e saponinas 0s compostos presentes
majoritariamente.

Tais substancias mostraram-se quimicamente ativastramdo por meio dos testes
biologicos preliminarmente realizados a potencaal&lantimicrobiana e citotoxica.

Assim, o EAc da raiz mostrou-se fortemente ativoiea concentracao cerca de nove vezes
menor que antibidtico de referéncia, contra baaséram-positivas (Staphylococcus aureus) e
Gram-negativas (Proteus mirabilis), denotando €ifess mecanismos de acao para tal atividade.

Os extratos EAc e EHex da folha também demonstram fortemente ativos contra
bacterias Gram-positvaStaphylococcus aureysa uma concentragao discretamente menor que a
droga de escolha.

Além desses aspectos 0s EAc da raiz e EHex da éplfesentaram alta atividade citotoxica
contra linhagens humanas de cancer de pulméao, edlaninge a uma concentracao de 25 pg/mL
mostrando-se potencialmente promissores como augsao arsenal quimioterapico, ou ainda na
utilizagdo como modelos para delineamento de ntArasacos anticancerigenos, o que evidencia a
necessidade de experimentos mais sensiveis paextar@macdo de todos o0s parametros
necessarios.Tal resultado mostra-se de grande témota devido a interessante atividade
apresentada além do ineditismo do resultado pespécie e género.

Diante dos resultados obtidos pode-se observaragespécielLuetzelburgia auriculata
(Allemao) Ducke, apesar de toxica a primeira vistam todas as suas peculiaridades

morfoanatdmicas caracterizadas, possui uma dikadd constituicdo quimica com promissoras
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atividades antimicrobianas e citotoxicas, constdoi assim, um acervo de biomoléculas de
interesse farmacéutico de grande importancia neabuer agentes alternativos para o tratamento de
doencas infecciosas e neoplésicas.

Assim, este trabalho contribui com o0 aumento dermécdes cientificas a respeito do taxon
e do género que encontram-se praticamente inexioleralém de colaborar com a valorizacdo das

espécies de caatinga que constituem a flora birasile
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biological activities of crude extracts
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2.1The author(s) should retain a copy (electronic
and paper) of the submitted manuscript in the event
of loss or damage to the original sent to the jaurn
2.2 Figures (photographs, charts, drawinggs,) and
tables should be inserted close to the point athvhi
they are discussed and numbered consecutively in
Arabic numerals. The respective captions should be
clear, concise, with no abbreviations and located
underneath the figures. Their respective position i
the text should be indicated preferentially juseaf
their citation in the body of the manuscript.

If figures are from another font, formal

authorization is required.

2.3Tables should be numbered consecutively using
Arabic numerals. Tables (numerical data) should
not be closed by side lines. The respective caption
must be clear, concise, with no abbreviations and
located above the table. There should be an
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2.4The captions of botanical illustrations
(abbreviations of anatomical descriptions) shodd b
in accordance with the rules adopted by the journal
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revista@sbfgnosia.org.br.

3. Text formatting and contents of the work
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3.1Original papers Original papers are research
articles describing original experimental results.
The manuscript should be arranged in the following
order: Title, Abstract, Keywords, Introduction,
Material and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgements, References, Figures with
Legends, Tables and Structural Formulae. Results
and Discussion sections may appear as a combined
‘Results and Discussion’ section. The normal length
of the main text of an Original Paper (excluding
references, tables, figures and figure legends) is
approximately 3,000 words. Longer manuscripts
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3.2 Short communicationd his section will cover
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Introductory Remarks, Material and Methods with
brief experimental details without subheadings,
Results and Discussion as one body of text without
headlines, Acknowledgements, References (up to 20
citations) and Figures and/or Tables (up to 3). The
text should not exceed 2,000 words.
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3.8 Author affiliations After each author name
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indicating the institution to which they are

affiliated. The list of institutions should appear
immediately below the list of authors. The name of
the corresponding author should be identified &ith
superscript asterisk indicating the address to wvhic
all correspondence should be sent. The electronic



institutional address, telephone number and fax
number of the main author should appear after the
References. The journal will not publish
commerciake-mail addresses.

3.9 Abstract A brief and concise abstract €200
words highlighting the most important information
(including the methodology, results and
conclusions) that allows readers to evaluate their
interest in the article and thus avoiding readifg o
the entire work.

3.10Keywords:Very important for database
searches, thus validating the article. The authors
should identify a maximum of six Keywords, in
alphabetical order and separated by commas, to
represent the content of the article.
3.11Introduction The Introduction should clearly
establish the objectives of the work and its
relationship with other works in the same field.
Extensive literature reviews should be replaced by
references of more recent publications, where these
reviews have been published and where they are
available.

3.12Materials and methodd§ he description of the
Material and the Methods used should be brief and
sufficiently clear for comprehension and
reproducibility of the work. Processes and
techniques already published, unless extensively
modified, should be referenced. Plant names should
be complete, including author name and family,
according to http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2010/
www.theplantlist.org/ or www.tropicos.org.
3.13Results The Results should be presented with
minimum personal discussion or interpretation, and
whenever possible, be accompanied by suitable
tables and figures. The data, if pertinent, shaeld
subjected to statistical analyses.
3.14Discussion The Discussion must be restricted
to the significance of the data presented, avoiding
conclusions not based upon them. Alternatively, at
the discretion of the author, the Results and
Discussion can be presented as one section.
3.15Acknowledgement$his is an optional item.
Please acknowledge anyone who made a substantial
contribution towards the article.

3.16Author contributionsThe role of each author
involved in the development of the study and/or the
elaboration of the manuscript must be clearly
described, and he/she should be referred to by
his/her initials. Please see the template for
examples.

4. References
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standardised to conform to the requirements of the
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that can be accessed by the readers worldwide.
4.1 References within the text: at the beginning of
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publication year between parenthesisg). Pereira
(1999); at the end of the citation: Author in lower
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medicinal plants] Braz Biol Res 4177-82,
apudNat Prod Abs 23588-593, 1978.

4.2.2Book:

Costa AF 1996FarmacognosialLisboa: Calouste
Gulbenkian.

4.2.3Book chapter:

El Sohly MA, Stanford DS, Murphy TP 2007.
Compounds properties and drug quality. In El
Sohly MA (org.)Forensic Science and

Medicine: Marijuana and the Cannabinoids

New Jersey: Humana Press, p. 51-66.
4.2.4Thesis or dissertation materials:

Singab ANBI 1996Phytochemical studies of some
potential bioactive Egyptian plants. Tokyo

173p. PhD Thesis, Meiji College of Pharmacy.
Romero MAV 1997 Estudo quimico dBrunfelsia
hopeand&enth e do mecanismo de acéo da
escopoletinaJodo Pessoa, 119p. Dissertacao
de Mestrado, Programa de Pés-graduacéo em
Produtos Naturais, Universidade Federal da
Paraiba.

4.2.5Scientific meetings

Oliveira RMMW, Lolli LF, Santos CAM 2006.
Possible involvement of GABAAbenzodiazepine
receptor in the anxiolytic-like

effect induced byPassiflora actiniaextracts in
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5. Abbreviations

Units will be in accordance with the International
System (SI) as adopted by thenTdeneral
Conference on Weights and Measures. Common
abbreviations to be used are m (meter; cm
(centimeter); mm (millimeter) . m (micrometer);
nm (nanometer); kg (kilogram); g (gram); mg
(milligram); 1 g (microgram); ng (nanogram); mL
milliliter ; L (microliter); s (second); min (minute);
h (hour); N (normal); M molar; mM (millimolar);

u M (micromolar); SD (standard deviation); SE
(standard error); X (mean); Ci (Curie); mp (melting
point); bp (boiling point); TLC (thin-layer
chromatography); GC (gas chromatography); NMR
(nuclear magnetic resonance); MS (mass
spectrometry); UV (ultraviolet); CD (circular
dichroism); IR (infrared)g instead of rpm; ppm
(parts per million); cpm (counts per minute); dpm
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(median lethal dose); LC50 (median lethal
concentration); TLV (threshold limit value). When
using a word that is asserted to be a proprietamn t
or trademark, authors must use the symbol ®.

6. lllustrations

6. 1The quality of the illustrations depends on the
quality of the originals provided. Figures cannet b
modified or enhanced by the production staff of the
journal. The graphics must be submitted as part of
the manuscript file. Contrast is important.

6.2 Remove all colour from graphics, except for
those graphics that author(s) would consider for
publication in colour (see Costs section for dsjalil
6.3 Chemical structures should be drawn according
to the style set by the American Chemical Society.
Preferences for the drawing of structures can be
found as a pre-set style in appropriate software
packages.

6.4 Upload each figure in .tiff, .jpg or .eps format.
The figure number and the top of the figure should
be indicated. Lettering must be with Arial fontaof
reasonable size that will be clearly legible upon
reduction and which is consistent within each fegur
and set of figures. If a key to symbols is required
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please include this in the figure legend.
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Submissions bg-mail will not be accepted.
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8. Costs
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financial support after acceptance.
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