VIRTUS IMPAVIDA
vy

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

DANIEL RODRIGO CAVALCANTE DE ARAUJO

PURIFICACAO BIOGUIADA E CARACTERIZACAO QUIMICA DE COMPOSTOS
ATIVOS DE FOLHAS DE Anadenanthera colubrina var. Cebil. (Griseb.) Altschul

Recife
2018



DANIEL RODRIGO CAVALCANTE DE ARAUJO

PURIFICA(;AO BIOGUIADA E CARACTERIZAC}AO QUIMICA DE COMPOSTOS
ATIVOS DE FOLHAS DE Anadenanthera colubrina var. Cebil. (Griseb.) Altschul

Orientador (a): Prof® Dr* Maria T. S. Correia
Co-orientador: Prof°. Dr. Alexandre Macedo

Recife
2018

Tese de doutorado apresentada
ao Programa de PoOs-Graduacdo em
Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco, como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Area de concentragao:
Biotecnologia



Catalogacéo na fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia - CRB-4/1788

Araujo, Daniel Rodrigo Cavalcante de

Purificagdo bioguiada e caracterizacdo quimica de compostos ativos de folhas
Anadenanthera colubrina var. Cebil. (Griseb.) Altschul / Daniel Rodrigo Cavalcante de
Aradjo. — 2018.

76 1. il

Orientadora: Prof2 Dr2, Maria T. S. Correia.

Coorientador: Prof. Dr. Prof. Dr. Alexandre Macedo.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de
Biociéncias. Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Recife,
2018.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Plantas medicinais. 2. Matéria médica vegetal 3. Agentes anti-

infecciosos. |. Correia, Maria T. S. (Orientadora). Il. Macedo,
Alexandre (Coorientador). Ill. Titulo.

581.634 CDD (22.ed.) UFPE/CB - 2019 - 152




DANIEL RODRIGO CAVALCANTE DE ARAUJO

PURIFICAQAO BIOGUIADA E CARACTERIZAC}AO QUIMICA DE COMPOSTOS
ATIVOS DE FOLHAS DE Anadenanthera colubrina var. Cebil. (Griseb.) Altschul

Tese de doutorado apresentada ao
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco, como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Bioldgicas.

Area de concentragio:

Biotecnologia

Aprovado em 01/03/18
BANCA EXAMINADORA

Prof* Dr* Maria Tereza dos Santos Correia (Orientadora)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof* Dr* Marcia Vanusa da Silva (Examinadora Interno)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof* Dr* Ana Paula Sant’ Anna da Silva (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Thiago Henrique Napoledo (Examinador Externo)
Universidade Federal de Pernambuco

Dr. Tulio Diego da Silva (Examinador Externo)
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste



AGRADECIMENTOS

Agradego com enorme satisfagdo aos profissionais do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — CNPq e aos profissionais da Fundacdo de Amparo
a Ciéncia e Tecnologia — FACEPE pelo apoio e financiamento deste projeto de pesquisa.
Agradeco pelo apoio técnico aos profissionais do Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA;
aos profissionais dos departamentos de Bioquimica, Biofisica, Nutricdo, Antibidticos, Genética
e Botanica da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE; Aos profissionais do
departamento de fitoquimica e departamento de quimica da Universidade Estadual da Paraiba
- UEPB; aos profissionais do departamento de farméacia, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul - UFRGS; aos profissionais do departamento de farméacia da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte — UFRN; aos profissionais da central analitica do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste - CETENE; aos profissionais do complexo de
laboratérios multiusuarios do Instituto Nacional do Semiarido - INSA; aos profissionais da
Central de Analise de Farmacos, Medicamentos e Alimentos da Universidade Federal do Vale
do Séo Francisco - CAFMA-UNIVASF e aos profissionais da Associacdo dos Guias do Vale

do Catimbau — Buique detentores do conhecimento tradicional de plantas da Caatinga.



RESUMO

A espécie Anadenanthera colubrina var. Cebil (Griseb.) Altschul é uma arvore com
ocorreéncia na caatinga, cerrado e mata atlantica, sendo conhecida como Angico, ela é usada
tradicionalmente para tratar doencas respiratorias. A abordagem etnodirigida foi o critério de
escolha desta espécie, e por isso 0 objetivo deste trabalho foi o de estudar o potencial terapéutico
das folhas e os principais compostos secundarios encontrados neste tecido. Para isso foram
usados técnicas in vitro para verificar o potencial antimicrobiano, antioxidante e citot6xico dos
extratos, seguido de atividades de isolamento bioguiado de compostos ativos. No primeiro
momento foi feita uma extragdo fracionada com solventes organicos em ordem crescente de
polaridade com o material vegetal do periodo seco e chuvoso. Todos 0s extratos apresentaram
atividade antimicrobiana sendo 0 mais promissor o extrato acetato de etila (ACEOEt) de folhas
e frutos (EALE e EAFE), ambos do periodo chuvoso (3), por exemplo, o extrato EALE3
apresentou concentracao inibitoria minima (CIM) de 0,195; 0,390; 0,781 e 0,390 mg/mL e 0
extrato EAFE3 apresentou CIM de 0,097; 0,390; 0,195 e 0,195 mg/mL frente as bactérias gram-
positivas Staphylococcus aureus UFPEDA 02, S. aureus UFPEDA 733, S. aureus UFPEDA
709 e Bacillus subtilis UFPEDA 86 respectivamente. Ja os resultados frente a bactérias gram-
negativas os melhores resultados também foram visualizados em EALE3 e EAFE3 com CIM
de 0,390 mg/mL e 0,195 mg/mL frente a Escherichia coli. Foi realizado o isolamento bioguiado
dos compostos no extrato ACOEt usando a cromatografia flash (Biotage Isolera one) onde foram
obtidas cinco fracGes, sendo as fragdes F2 e F4 mais ativas, ambas com CIM de 0,019 mg/mL
para S. aureus UFPEDA 02, j& na analise de sequestro de DPPH, a fracdo F4 foi mais
significativa com IC50 de 133 + 9 pg/mL. Essas fracGes foram encaminhadas ao sistema de
purificacdo (CLAE-EM preparativa) onde foram isolados os componentes principais e foi
constatado por RMN que a fracdo F2 tem como componente principal o 4&cido p-
hidroxibenzéico m/z 137 [M+H] e na fracdo F4 o componente principal € o hiperosideo m/z
487 [M+H]*. Ambos apresentam atividade anti- Staphylococcus aureus com CIM de 0,5
mg/mL e 0,25 mg/mL respectivamente, e anti-formacéo de biofilme de Staphylococcus aureus
em concentracdes subinibitdrias (0,1 mg/mL). Nossos resultados colaboram com estudos que
apontam um efeito positivo da pluviosidade no efeito de extratos de plantas e associam esta
atividade com o maior contetido de derivados de quercetina em amostras do periodo chuvoso.
Os componentes principais foram isolados e testados e nossos resultados estdo de acordo com

os achados na literatura quanto ao seu potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Isolamento. Purificacdo. Anadenanthera colubrina



ABSTRACT

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul is a common tree native to the
Caatinga, Cerrado and Atlantic Rainforest biomes. It is popularly known as Angico and
traditionally used as tinctures to treat respiratory diseases. We chose this species following an
ethnodirected approach with the objective of studying the therapeutic potential of leaves and
their secondary compounds. The antimicrobial, antioxidant and cytotoxic potential of extracts
were examined through in vitro techniques. The active compounds were then isolated by
analytic techniques. A fractioned extraction was completed using organic solvents of increasing
polarity over plant material from dry and wet seasons. All of these extracts showed
antimicrobial activity but the most promising was the ethyl-acetate extract of leaves and fruits
(EALE and EAFE) from wet season (3). For example, EALE3 extract had a minimum inhibitory
concentration (MIC) of 0.195; 0.390; 0.781 and 0.390 mg/mL and EAFE3 extract had MIC
values of 0.097; 0.390; 0.195 and 0.195 mg/mL against gram-positive bacteria Staphylococcus
aureus UFPEDA 02, S. aureus UFPEDA733, S. aureus UFPEDA 709 and Bacillus subtilis
UFPEDA 86, respectively. The best results against gram-negative bacteria were also observed
in EALE3 and EAFE3 with MIC values of 0.390 mg/mL and 0.195 mg/mL on Escherichia coli.
Thin layer chromatography identified abundant flavonoids and proanthocyanidins in leaves and
fruits. Five different fractions were obtained from ethyl-acetate extracts through flash
chromatography (Biotage Isolera One). Fractions F2 and F4 were the most active only against
S. aureus UFPEDA 02, both with MIC values of 0.019 mg/mL. The DPPH scavenging analysis
showed that F4 fraction was the most significant with 1C50 of 133 + 9 pg/mL. These fractions
were sent to the purification system (preparative HPLC-MS) to isolate main compounds. The
NMR was then used to corroborate that main compound for F2 fraction was p-hydroxibenzoic
acid with a [M+H] value of m/z 137 and main compound for F4 fraction was quercetin-3-O-[3-
galactopyranose (hyperoside) with [M+H]~ value of m/z 487. Both compounds showed anti-
Staphylococcus aureus activity with MIC of 0.5 mg/mL and 0.25 mg/mL, respectively. They
also showed anti- biofilm formation for Staphylococcus aureus in sub-inhibitory concentrations
(0.1 mg/mL) besides antioxidant activity for in vitro conditions. Our results agreed with other
studies that pointed out the positive effect of pluviosity on plant extracts effectiveness and
associate this activity to a higher concentration of glycosylated quercetin compounds from wet
season samples. Our results were also in agreement with those found on literature regarding

biotechnological potential of isolated main compounds.

Keywords: Isolation. Purification. Anadenanthera colubrina
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1 INTRODUCAO

As plantas apresentam, em seu metabolismo, algumas vias importantes que ndo estdo
presentes nos seres humanos e, além de serem responsaveis pela formacdo de aminoacidos
essenciais a dieta humana, também produzem compostos com acdo antioxidante e
antimicrobiana (TAIZ;ZEIGER, 2004;TISSIER et al., 2014). Estas propriedades fizeram do
reino vegetal ndo s6 fonte de alimento para os humanos e outros animais, mas também, como
fonte de cura (CARVALHO, 2016; BENTO et al., 2016).

A observacédo da natureza pelo homem o fez perceber outros potenciais, como a tintura, é caso
do vermelho extraido da Caesalpinia echinata, o pau-brasil, (ALMEIDA et al., 2017). No
século XI1X as plantas medicinais pouco se diferenciavam dos remédios convencionais da
época, ou seja, eram equivalentes a fitoterapicos, ndo puros (FIRMO et al., 2011), porém na
metade do século XX passaram a ser comercializados formulacbes purificadas, contendo
somente o principio ativo, um exemplo de um medicamento revolucionario, com alta pureza,
estd o paclitaxel, ou taxol, extraido das folhas do género Taxus, e prescrito para o tratamento
de varios tipos de cancer (TISSIER et al., 2014).

Ainda existe uma demanda por novas moléculas antioxidantes, antimicrobianas e anti-
tumorais ou fontes de maior rendimento para substancias ja conhecidas, e as plantas, sdo pecas
chave neste processo. O procedimento geral para o isolamento de compostos ativos envolve a
caracteristica polar ou apolar das substancias. Ela comeca geralmente com a elaboracdo de
extratos brutos, seguida de uma particdo liquido-liqguido com o uso de solventes em ordem
crescente de polaridade (CECHINEL-FILHO, YUNES, 1997; CAMPOS et al., 2014), sequindo
para a cromatografia, a forma mais usada na separacéo e isolamento de compostos (COLLINS
etal., 2011). O mecanismo mais usado para separacdo dos compostos é por particao e adsorcéo,
onde o material de interesse é empurrado por um fluido (fase mével) dentro de um cilindro
recheado por um material de polaridade oposta (fase estacionaria) e por migracdo diferencial
dos compostos é dada a separacdo (COLLINS et al., 2011). Técnicas classicas e modernas
apresentam este mesmo conceito geral e sdo repetidas inimeras vezes visando identificar e/ou
purificar um composto ativo. Quando a substancia desejada ja é conhecida outros processos
para a purificagdo podem ser utilizados como a cristalizacdo (CECHINEL-FILHO, YUNES,
1997; COLLINS et al., 2011).
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A espécie Anadenanthera colubrina var. Cebil (Griseb.) Altschul, o angico, se destaca
principalmente pelo uso medicinal de sua casca com poucos relatos sobre as folhas, frutos e
sementes (WEBER et al., 2011). O género Anadenanthera é encontrada ao sul da linha do
Equador (ALTSCHUL, 1964; WEBER, 2011), e é usado para fins terapéuticos em
comunidades do Brasil, Argentina, Venezuela e Bolivia (WEBER,2011).

No entanto levando em consideracdo a possibilidade desta espécie passar a ser fonte de
compostos para a industria, é essencial que a matriz seja de uma fonte renovavel, como a folha,
acarretando em  matéria prima disponivel na maior parte do ano, e
com menos risco de comprometimento a satde da planta. Neste sentido, o presente estudo,
de carater fitoquimico e com abordagem etnodirigida para a escolha da planta, tem como
objetivo a extragdo e purificacdo de compostos ativos das folhas de A. colubrina por método

bioguiado.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

e Purificar e caracterizar substancias ativas das folhas de Anadenanthera colubrina

var. Cebil (Griseb.) Altschul por abordagem biodirecionada.

1.2.2 Objetivos especificos

Coletar folhas de A. colubrina var. Cebil (Griseb.) Altschul no Parque Nacional

do Catimbau, Buique, Pernambuco;

Elaborar extratos das folhas e frutos por métodos classicos e modernos usando

solventes organicos P.A hexano, acetato de etila e metanol;

Fracionar o extrato mais ativo com relacdo aos ensaios in vitro por cromatografia
flash;

Analisar extrato, fracGes e compostos isolados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE;
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Testar in vitro se o extrato, fragdes e compostos isolados apresentam
atividade antimicrobiana por método de microdiluicéo seriada;
Verificar se os extratos, coletados em periodo seco e chuvoso
apresentam diferenca quanto a atividade antimicrobiana;
Testar in vitro se o extrato, fragdes e compostos isolados apresentam atividade anti
formac&o de biofilme bacteriano;

Testar in vitro se o extrato, fracdes e compostos isolados apresentam atividade
antioxidante pelo método DPPH, FRAP e ATT,;

Purificar a fragdo mais ativa em relagdo aos ensaios testados por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia de configuracdo preparativa (CLAE-
EM);

Analisar o extrato mais ativo em relacdo aos ensaios testados em espectrometro de
massas;

Analisar compostos isolados por ressonancia magnética nuclear (RMN 400Hz);

Verificar se 0s compostos identificados apresentam variacao nos teores em decorréncia

da época do periodo de coleta.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E SUA RELACAO COM A HUMANIDADE

Plantas medicinais sdo definidas como vegetais que apresentam compostos com acgao
terapéutica (CARVALHO, 2016), sendo considerada a mais antiga forma empregada pelo
homem no tratamento de enfermidades e na prevencdo de doencas (BENTO et al., 2016).
Acredita-se que esta relagdo com a natureza sempre existiu (FIRMO et al., 2011) visto que 0s
primatas mais proximos evolutivamente do homem aparentemente apresentam habitos
intencionais de se alimentarem de plantas com intencdo de cura (ALBUQUERQUE et al.,
2006). Nao se sabe ao certo em que época aconteceu o primeiro registro de plantas medicinais,
mas pesquisas apontam que registros ocorrem desde 4.000 anos a.C. (FIRMO et al., 2011). Ate
0 século XIX os recursos terapéuticos eram predominantemente plantas medicinais (extratos,
tinturas, xaropes etc) e naquela época pouco se diferenciavam dos medicamentos da medicina
moderna (FIRMO et al., 2011). No entanto, ainda hoje, mesmo com tantas mudancas nos
habitos das pessoas no século XXI, estima-se que de 70% a 90% da populacdo mundial ainda
preferem o uso de plantas medicinais (ALCANTARA et al., 2015).

Desde o seculo XX, os medicamentos produzidos a partir de plantas, sem o emprego de
substancias isoladas mesmo que de origem vegetal, sdo chamados de fitoterapicos
(CAVALCANTE, 2013). Dessa forma o fitoterapico constitui-se de uma solucdo de
complexidade significativa, e pode ser apresentado de diversas formas, como tinturas, extratos,
chés, Oleos essenciais, resinas, xaropes, elixir, pomadas, pastas, capsulas e comprimidos (MS,
2012).

O uso de plantas consideradas medicinais é bastante difundido no Brasil devido ndo s6 a
diversidade de espécies no pais, mas a tradicdo e principalmente aos baixos recursos aquisitivos
da populacdo (MESSIAS et al., 2015).

Hoje a fitoterapia € uma alternativa de tratamento e vem sendo novamente valorizada nos
altimos anos devido a insatisfacdo pessoal da medicina convencional, o uso abusivo ou
incorreto de drogas sintéticas, e pela acessibilidade de grande parte da populacdo (BENTO et
al., 2016). Paralelamente, a indUstria de drogas segue 0 mesmo caminho e estima-se que 60%
dos medicamentos em fase de triagem clinica ou inseridas no mercado sdo de origem natural
(BENTO et al., 2016).

A comunidade cientifica estima que no Brasil ha um niimero de aproximadamente 50 a

100 mil espécies vegetais e que aproximadamente 2 mil espécies foram estudadas até a ultima
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década (REZENDE et al., 2002). Dados mais recentes apontam que o nimero de estudos com
plantas medicinais cresce 8% ao ano (CARNEIRO et al., 2014). Este conhecimento é de grande
interesse para a ciéncia por se tratar de um acUmulo de saber, transmitidos e mantidos
principalmente pela oralidade e frutos de uma observagéo sistematica (LEAL et al., 2015). Esse
é o principal foco da Etnoboténica, que busca conhecer o relacionamento entre 0 homem e as
plantas, principalmente, as medicinais (ALBUQUERQUE et al., 2006) no contexo ecoldgico,
evolutivo, simbdlico e cultural com as plantas (SOARES et al., 2015). Ja a Etnofarmacologia
consiste em combinar informacdes da flora medicinal com estudos quimicos e farmacoldgicos
existente na literatura, permitindo a formulacdo de hipdteses quanto as atividades
farmacoldgicas e as substancias ativas responsaveis pelas acbes terapéuticas relatadas
(ALBUQUERQUE et al., 2006; SOARES et al., 2015). A Farmacognosia ou Fitoquimica se
detém a deteccdo ou purificagdo de compostos com ou sem potencial terapéutico, de origem
vegetal ou animal utilizando para isso ferramentas classicas ou modernas (DESTRUTI, 1999;
ALBUQUERQUE et al., 2006; CAVALCANTE, 2013).

Estas grandes areas atuam juntas em varios momentos e estdo a servico da populacao
na valorizacdo das plantas medicinais ou na busca de novos recursos de matéria prima
medicinal. Foram ac¢des nestas areas que levaram o Ministério do Meio Ambiente a produzir a
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais — RENAME (MS, 2018).

2.2 CONSIDERACOES MEDICINAIS SOBRE A ESPECIE Anadenanthera colubrina var
cebil

O género Anadenanthera pertence a subfamilia Mimosoideae da Familia Fabaceae (ou
Leguminosae) e Ordem Fabales. Este género foi sugerido pela primeira vez por J. P. M. Brenan
(1955) e Reis Altschul (1964, 1967), sendo dividido na época em quatro espécies, anteriormente
incluidas no género Piptadenia, de autoria de Bentham (1840, 1841-1842, 1874-1875) devido
as suas semelhancas morfologicas. No entanto, o pesquisador Siri Von Reis Altschul (1964,
1967), em sua revisdo taxondémica do género, considerou este ser composto de apenas duas
espécies, Anadenanthera. peregrina (L.) Speg. e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, cada
uma delas contendo duas variedades (QUEIROZ, 2009; WEBER et al., 2011). As espécies sdo
distinguidas por meio de poucas caracteristicas morfologicas correlacionado com localizacGes
geogréficas distintas (QUEIROZ, 2009; WEBER et al., 2011). Outros nomes podem ser

relatados para indicar Anadenanthera colubrina e sdo considerados sinbnimos como: Acacia
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cebil Griseb; Peptadenia macrocarpa Benth, Peptadenia macrocarpa var cebil (Griseb.) e
Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan (QUEIROZ, 2009; WEBER et al., 2011).

No Brasil é uma das espécies lenhosas tipicas da Caatinga, ocorrendo do Maranhéo até
Sé&o Paulo, passando por Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, (LORENZI, 1998). No entanto
A. colubrina ndo é uma espécie exclusiva do Brasil, sendo encontrada ao sul da linha do
Equador (ALTSCHUL, 1964; WEBER, 2011).

Além do Brasil estudos realizados na América Latina relatam que comunidades da
Argentina, Venezuela e Bolivia utilizam este vegetal para diversos fins terapéuticos (WEBER,
2011). A. colubrina (Figura 1) é um arbusto alto, com caule entre 30 e 50 cm de didmetro
(ALTSCHUL, 1964; WEBER, 2011), casca espessa de coloracdo acinzentada, e aspecto liso
ou espiculado. Fornece madeira, compacta, ndo elastica, rigida e pesada. As folhas séo
compostas, foliolos rigidos, as flores brancas e o seu fruto é descrito como uma vagem achatada
(CORREA, 1978; LORENZI, 1998; QUEIROZ, 2009; WEBER et al., 2011).

A casca de A. colubrina é o tecido mais relatado pelos estudos etnobotanicos com
atividade terapéutica (Tabela 1) (WEBER et al., 2011), enquanto 0 uso das folhas so foi
relatado uma Unica vez para tratar anemia, inflamacdes em geral, cancer etc (ALBUQUERQUE
et al., 2007b). As indicacdes para casca e sementes sdo para o tratamento de doencas
hepaticas, infeccbes gonococicas, leucorreia, infecgdo ovariana, piorreia, bronquites, dores de
cabeca, resfriados e sinusites sendo as formas de preparo por coccdo da casca seguido de
gargarejo e inalacdo das sementes moidas e secas (PAULA, 1981). Em outro estudo
etnobotanico, cascas e folhas séo indicadas para tratamento da tosse, tosse cronica,
bronquite e inflamacdo em geral através do uso de tinturas (ALBUQUERQUE, U.P;
OLIVEIRA, R.F, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007a).

Figura 1. Anadenanthera colubrinai var.cebil em campo, Vale do Catimbau, Buique-PE

Fonte: Autor



Tabela 1. Principais indicagdes terapéuticas para a espécie Anadenanthera colubrina

Parte da Planta

Indicacdo

Formas de uso

Referéncia

Casca

Casca

Cascas, folhas,
flor, fruto

Casca

Casca

Casca

Casca e
sementes

Cascas

Cascas
Sementes
Cascas

Cascas

Cascas

Utilizado no tratamento da
tosse, bronquite e
coqueluche

Tratamento de anemia,
tosse, processo
inflamatdrio, asma e gripe
Tratamento de anemia,
tosse, asma, bronquite,
gripe, prisdo de ventre,
processos inflamatorios,
neoplasias, distirbios
hemostaticos, trauma,
difteria, fissuras nos pés,
gastrite e usado como
expectorante

Tratamento de doencas
respiratorias

Para inflamagéo

Propriedade expectorante,
antiinflamatério

Tratamento de doencas
hepéticas, infeccbes
gonocacicas, leucorreia e
infeccdo ovariana, piorreia
e bronquite, dores de
cabeca, resfriados e
sinusites.

Tratamento de tosse, tosse
crénica, bronquite e
inflamacdes gerais

Acdo anti-inflamatoria e
antipirética

Utilizado com o objetivo
de retardar menstruacéo
Tratamento de bronquite e
peneomonia.

Tratamento da tosse

Tratamento de processos
inflamatdrios, tratamento
de feridas, tratamento de
doengas do aparelho
geniturindrio e respiratério

Maceracdo em bebida
alcodlica destilada e
ingestéo da bebida
Solucdo hidroalcodlica
com bebida destilada e
ingestéo da bebida
Maceracéo e coccdo da
casca do caule associado
ao aglcar ou mel.
Maceracdo em bebida
alcodlica e ingestdo da
bebida.

Extrato alcodlico
produzido com bebida
destilada

2,3 cascas em meio litro de
aclcar. Levar ao fogo até a
mistura ficar na
consisténcia de mel

Coccdo da casca do caule,
gargarejo. Inalacdo de
sementes moidas secas.

A partir da maceragdo em
um litro de vinho ou
cachaca. A mistura é
ingerida trés vezes ao dia
até que os sintomas
desaparecam.

Coccéo e infusdo

Coccéo e infusdo

Ingestdo da coccdo e
inalacdo da infusdo
Coccdo e preparo com
acucar ou mel (xarope) e
ingestdo da mistura

Coccéo e ingestdo ou
producdo do extrato
alcodlico para uso externo

Agra et al., 2007

Albuquerque et al., 2007a

Albuquerque et al., 2007b

Lucena et al., 2007
Araujo et al., 2008

Lucena et al 2018

Paula, 1981

Agra et al, 1994; Agra et al
1996, Agra et al 1999;
Albuquerque e Oliveira
2007.

Hilgert, 2001
Marcia;Garcia;Vidaurre,
2005

Almeida et al., 2006

Albuquerque, 2006

Monteiro et al., 2006

15
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2.3 IMPACTOS E AVANCOS CAUSADOS PELA DESCOBERTA DE PRODUTOS
NATURAIS

Os produtos naturais sdo moléculas organicas geradas por reacdes biossintéticas, e
apresentando funcdes e propriedades bioldgicas diferentes, sendo comumente relacionados a
metabolitos secundarios e originarias das mais diversas fontes de organismos vivos (EMERY
et al., 2010). Os produtos naturais possuem uma enorme diversidade estrutural e quimica e
ainda séo considerados as melhores fontes de drogas e farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2012;
CARVALHO, 2016). O homem comum tem uma relagdo mais proxima dos produtos naturais
do que se imagina, pois, a histéria da humanidade esta cheia de momentos notaveis de como a
descoberta de um produto natural impactou profundamente ndo s6 a medicina (SHEN, 2015;
ALMEIDA et al., 2017) como também o meio ambiente. Por exemplo, a tecelagem do século
XVI aumentou o uso de corantes naturais como bixina, genipina e brasileina isolados da Bixa
orellana, Genipa americana e Caesalpinia echinata, respectivamente e a exploracdo destes
produtos mudou completamente a paisagem da costa brasileira devido o desmatamento
(ALMEIDA et al., 2017). Ja na medicina, o maior impacto na humanidade ocorreu no século
XX: a penicilina isolada do fungo Penicillium chrysogenum e a estreptomicina isolada da
actinobactéria Streptomyces griseus revolucionaram o tratamento a doencas infecciosas; o
paclitaxel, alcaléide isolado da arvore Taxus brevifolia revolucionou o tratamento do cancer
(SHEN, 2015). O final do século XX foi marcado pelo avanco da triagem de alto desempenho
e da sintese combinatoria, por isso, as empresas deixaram de lado ano ap0s ano, seus programas
sobre produtos naturais (LI; VEDERAS, 2009). No entanto com as pesquisas recentes de
William C. Campbell e Satoshi Omura, na descoberta de avermectinas microbianas na redugéo
de incidéncia de oncocercose e filariose linfatica e de pesquisadores como Youyou Tu na
descoberta do produto natural artemisinina, uma droga capaz de reduzir significativamente as
taxas de mortalidade para pacientes que sofrem de maléria, todos eles ganhadores do prémio
Nobel 2015, trouxeram otimismo para a comunidade de produtos naturais em todo o mundo
(SHEN, 2015). Dessa forma acredita-se, que juntamente com 0s recentes avangos em genémica
microbiana e metagendmica, biologia sintética e tecnologias analiticas, que estamos entrando

em uma nova era de descoberta de produtos naturais (SHEN, 2015).

2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS E SUAS PRINCIPAIS CLASSES

O conjunto de reagdes bioquimicas presente nos seres vivos constitui o0 metabolismo. A

maior parte do carbono disponibilizado pelo metabolismo gera moléculas comuns a todas as
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celulas, como aminoécidos, nucleotideos, acucares e lipidios, desempenhando as mesmas
fungdes todos os organismos sendo chamados de metabdlitos priméarios (GARCIA; CARRIL,
2009; TISSIER et al., 2014).

No entanto, a planta transfere uma grande quantidade de carbono e energia para a sintese
de uma variedade de compostos organicos que aparentemente nao apresentam funcéo direta em
processos fotossintéticos, respiratérios, assimilacdo de nutrientes, transporte de soluto ou
sintese de proteinas, carboidratos ou lipidios. Esses compostos organicos sdao chamados de
metabdlitos secundéarios, também chamados de produtos secundarios ou produtos naturais
(GARCIA; CARRIL, 2009). Por muitos anos, foi defendido que estes compostos eram produtos
laterais do metabolismo sem nenhuma funcdo especifica na planta sendo considerada como lixo
metabdlico e por esta raz&o foram chamados de produtos secundarios (MARINHO, 2001). No
entanto a medida que o metabolismo foi melhor estudado percebeu-se que estes compostos
apresentam diversas funcOes, dentre elas, como um dos sistemas de defesa da planta
(STEVENSON et al., 2016; CLEMENSEN et al., 2017), sendo hoje referidos também como
metabolitos especializados (TISSIER et al., 2014).

O termo produto natural apesar de estar intrinsecamente relacionada a toda e qualquer
molécula proveniente da natureza, na area quimica seu uso é comumente aplicado aos
metabolitos secundarios (EMERY et al., 2010). Existem trés grandes grupos de metabolitos
secundarios: compostos fendlicos, compostos nitrogenados e terpenos (TAIZ; ZEIGER, 2004;
EMERY et al., 2010; TISSIER et al., 2014). A maior classe sdo os terpenoides, com 25.000
compostos identificados até o momento, seguido dos compostos nitrogenados com 21.000

compostos e por ultimo os fendlicos com 10.000 compostos ja descritos (TISSIER et al., 2014).

2.4.1 A classe dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos tém origem por meio de duas rotas diferentes: a rota do acido
chiquimico (LAGE, 2009; TISSIER et al., 2014) e a rota do acido malénico (TAIZ; ZEIGER,
2004). A rota do acido chiquimico participa na sintese da maioria dos fenois (TISSIER et al.,
2014) (Figura 2). Esta rota ndo esta presente nos animais e é responsavel pela formacédo de
aminodacidos como fenilalanina, tirosina e triptofano que séo essenciais na dieta humana (TAIZ;
ZEIGER, 2004). A classe mais abundante dos compostos fendlicos, os hidroxicinamicos, é
derivada do aminoéacido fenilalanina (TAIZ; ZEIGER, 2004; TISSIER et al., 2014). Na via

metabodlica, a fenilalanina forma o acido cindmico, e este da origem ao 4-Coumaril CoA
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responsavel pela sintese dos fenois simples, lignina, flavonoides, taninos e outros compostos
fendlicos (Figura 2). A enzima Fenilalanina amonialiase (PAL) é a mais importante neste
processo (PERES, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004; TISSIER et al., 2014). Os compostos fenolicos
estdo presentes nas plantas na forma livre ou ligados a agucares e proteinas e incluem desde
moléculas simples até estruturas complexas com alto grau de polimerizacdo (LAGE, 2009).
Alguns compostos fendlicos sdo originados diretamente do acido cindmico ou do A&cido
benzoico e sdo chamados respectivamente de acidos hidroxindmicos e acidos hidroxibenzoicos
(SILVA et al., 2013) Exemplos de &cidos hidroxicindmicos sdo os acidos cafeico, ferdlico, p-
cumarico e sindpico e os exemplos de &cidos hidroxibenzoicos sdo o é&cidos galico, p-

hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico (SILVA et al., 2013).
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Figura 2. A rota do acido chiquimico € a principal rota para a sintese dos compostos fenélicos

2.4.2 A classe dos compostos nitrogenados

Os alcaloides compreendem um grupo de compostos secundarios de planta com mais de
21000 estruturas ja elucidadas. A natureza basica destes compostos compreende pela presenca
de pelo menos um atomo de nitrogénio em sua estrutura (Figura 3) derivado dos aminoacidos
(PERES et al., 2004; TISSIER et al., 2014). Os compostos nitrogenados sdo produzidos
utilizando como precursores 0s aminoacidos aromaticos produzidos pela via do é&cido
chiguimico ou os aminoéacidos alifaticos produzidos pelo ciclo de Krebs (CARVALHO, 2016).
A natureza dos aminoacidos determina a classe de alcal6ides (TISSIER et al., 2014). Algumas
classes de alcaldides sdo: piperidina, piridina, tropano, pirrolizidina,indol, ipecacuanha e

benzil-isoquinolina (TISSIER et al., 2014). A classe piperidina compreende derivados do
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aminoécido lisina, através da descarboxilacdo dos derivados da molécula cadaverina. O acido
nicotinico pode ser ligado ao anel piperidina formando os alcaldides de piridina (Figura 4). A
piridina mais proeminente € a nicotina, onde o anel de piridina esta ligado a um anel de
pirrolidina (C4N), que é derivado do aminodcido glutamina via ornitina e, apos
descarboxilacao, putrescina (TISSIER et al., 2014). O anel de pirrolidina pode ser modificado
com adigdo sequencial de unidades de C2 e formar os alcaldides de tropano (Figura 4).

A estrutura da classe dos tropanos pode ser condensada levando a moléculas como
cocaina e atropina (Figura 4). Ornitina e putrescina alimentam a biossintese da pirrolizidina.
Terpenos fazem parte da estrutura dos alcal6ides indol (Figura 5); estes terpenos sdo produtos
da condensacdo da secologanina, um monoterpeno glucésido e triptamina, que é gerado pela
descarboxilagcdo do triptofano (TISSIER et al., 2014). A secologanina também pode ser
resumida a dopamina, derivada da descarboxilacdo e hidroxilacdo da tirosina, levando a
formacgéo de ipecacuanhas. Derivados de tirosina também formam os blocos para a formacéo
de benzi-lisoquinolina (TISSIER et al., 2014).
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Figura 3. Exemplos de compostos nitrogenados
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2.4.3 A classe dos Terpenos

Terpenoides pertencem a grande classe dos compostos isoprendides que sdo feitos de
unidades de isoprenos C5 (DUARTE et al., 2017). Usualmente essa classe é formada por até 8
unidades de isoprenos e o nimero de unidades encontrado em uma molécula define a qual
subgrupo este terpendide pertence. Os termos terpenos e terpendides sdo considerados
geralmente equivalentes porém, terpenos sao usualmente usados para se tratar de compostos
olefinicos e terpendides para produtos originados da oxidacdo dos terpenos (TISSIER et al.,
2014). Os hemiterpendides contém uma Unica unidade de isopreno, ja 0s monoterpenoides sdo
produtos de duas unidades e frequentemente encontrados em 6leos essenciais de aromas e
temperos como limoneno, pineno e mentol. Sesquiterpenoides sdo formadas por trés unidades
de isopreno e também s&o encontrados nos 6leos essenciais (TISSIER et al., 2014; BENELLI
et al., 2016). Oxidados os sesquiterpenoides sdéo menos volateis e podem desempenhar papéis
na defesa da planta, como as fitoalexinas (TISSIER et al., 2014) e o capsidiol. O sesquiterpeno
artemisinina oriundo da Artemisia anna € usado como ingrediente farmacéutico contra a
malaria. Diterpenoides sdo formados por 20 atomos de carbono oriundos de quatro unidades de
isoprenos (CARVALHO, 2016); os hormonios vegetais conhecidos como &cidos giberélicos
sdo diterpenos. Alguns ingredientes farmacéuticos usam diterpenos, como o taxol (TISSIER et
al., 2014) (Figura 6) encontrado em arvores do género Taxus sp., que € prescrito para o

tratamento de varios tipos de cancer.

Todos os terpenoides sdo derivados dos mesmos blocos de construcdo (CARVALHO,
2016). Estes sdo compostos de cinco carbonos isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetilalil
pirofosfato (DMAPP) formados por unidades de isoprenos e fosfatos. A via mevalonato (MEV)
pode fornecer precursores para a biossintese de isoprendides e terpendides. A via MEV esta
localizada no citosol e comeca a partir de acetil-CoA (Figura 6) (CARVALHO,2016). A via
MEV dara origem aos sesquiterpenos e triterpenos (TISSIER et al., 2014). Estudos com
algumas bactérias levou a descoberta de um caminho alternativo (TISSIER et al., 2014). Na
rota alternativa, no ciclo de Calvin, gliceraldeido-3-fosfato e piruvato sdo combinados com 1-
desoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP), que é entdo reduzido a 2- C- Metileritritol 4-fosfato (MEP)
(CARVALHO,2016). O MEP é entdo conjugado com um nucleotideo de citidina para produzir
4-(citidina-5’-difosfa)-2-Cimetil-D-eritritol (CDP-ME), que ¢ fosforilado para 4-difosfocitil-
2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (CDP-MEP). As proximas duas etapas sdo uma ciclizacdo de
CDP-MEP a 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato (ME-cPP), e uma reducédo para 4-hidroxi-
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3-metilbut-2-enil difosfato (HMBPP). Na Gltima etapa, HMBPP ¢ reduzido ainda mais para
IPP, com menores quantidades de DMAPP (Figura 6). A isomerizacdo de IPP e DMAPP ¢
controlada pelo IPP isomerase (TISSIER et al., 2014). A partir deste ponto estruturas maiores
séo formadas com o esqueleto de IPP e DMAPP (GPP,FPP e GGPP) (Figura 6) e dardo origem
a monoterpenos, diterpenos e triterpenos (TISSIER et al., 2014). Este caminho é chamado de
via MEP e ocorre nos cloroplastos (CARVALHO,2016) (Figura 6). Carotenoides, saponinas e
compostos esteroidais também pertencem a classe dos terpenos (TISSIER et al., 2014;
CARVALHO,2016; DUARTE et al., 2017).
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2.5 EXTRACAO E PURIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

O isolamento de compostos naturais a partir de plantas se inicia pela escolha da espécie
vegetal, por meio de quatro abordagens distintas: randémica, quimiotaxonémica, etnodirigida
e etologica (ALBUQUERQUE et al., 2006). A abordagem etnodirigida, por exemplo, é um dos
caminhos mais utilizados devido ao tempo e 0 baixo custo envolvidos na coleta dessas
informacGes, e consiste na selecdo de espécies de acordo com a indicacdo de grupos
populacionais especificos em determinados contextos de uso sendo um método que se beneficia
diretamente da etnobotanica e da etnofarmacologia (ALBUQUERQUE et al., 2006). A
abordagem randdmica, consiste em coletar aleatoriamente plantas para rastreio fitoquimico e
farmacolégico (ALBUQUERQUE et al., 2014). Essas abordagens auxiliam a bioprospeccéo,
que tem como definicdo de um modo geral, a busca por produtos naturais oriundos de
microrganismos, plantas e animais que sejam Uteis para a humanidade (ASTOLFI-FILHO,
2014). No entanto, ainda ndo ha um consenso na determinacéo da melhor abordagem. Alguns
estudos, por exemplo, compararam a abordagem etnodirigida com a randémica e em VAarios

casos, os resultados da investigacdo etnodirigida sdo melhores comparados com a pesquisa
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aleatoria de plantas para fins terapéuticos especificos, como antibacteriano, mas de modo geral
ndo ha consenso quanto a eficiéncia desta abordagem para selecdo de plantas promissoras. Por
exemplo, a abordagem randémica vem fazendo boas contribui¢des na busca de novas drogas
anticancerigenas realizadas pelo Instituto Nacional do Céancer (NCI) dos Estados Unidos
(ALBUQUERQUE et al., 2014).

Depois da escolha do tecido vegetal o material é triturado e geralmente segue para a
preparacao de extratos brutos, como por exemplo, hidroalcodlico (ARAUJO et al., 2014). Este
extrato é semelhante as tinturas realizadas na cultura popular onde se misturam as partes ativas
das plantas com bebidas alcodlicas (MS, 2012) e nesta fase a atividade bioldgica de interesse é
testada. Caso a atividade se confirme o extrato € submetido a uma extracdo de polaridade
crescente (Figura 8) para a obtengéo de extratos fracionados onde sd@o novamente levados para
ensaios bioldgicos (CAMPOS et al., 2014). O material vegetal pode seguir direto para a
extracdo fracionada, como por exemplo, o aparato Soxhlet ou por métodos modernos como a
extracdo acelerada por solvente (BARROS et al., 2013). O CO2 supercritico (MOURA et al.,
2016) pode ser usado diretamente visando a obtencao de extratos apolares. Em seguida o extrato
fracionado de interesse é submetido a um metodo cromatografico classico, como a
cromatografia liquida em coluna (CC) ou cromatografia flash e as fracfes sdo agrupadas por
cromatografia de camada delgada (CCD) e biologicamente testadas (CAMPOS et al., 2014).
Apos a determinacdo da fracdo de interesse segue novamente para CC ou cromatografo flash
(PATSAVAS et al., 2013) até a aquisicdo do composto puro (figura 9). A cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) tem um papel importante para o acompanhamento de todas as etapas,
como exemplo, o rastreio de espectros UV dos picos cromatograficos de interesse. Apds a
cromatografia flash, CC ou outro método cromatografico para obtencdo das fracdes, as
amostras podem ser submetidas a CLAE preparativo visando o isolamento com maior
reprodutibilidade (CHEN et al., 2014). Uma vez em que 0s compostos ativos estdo isolados, o
uso de técnicas espectrais como UV, IV e RMN tem permitido propor com seguranca a estrutura
molecular de produtos naturais (CECHINEL-FILHO, YUNES, 1997).

Quanto a escolha da atividade biologica a ser testada, devem ser levados em
consideracdo a simplicidade, rapidez e a reprodutibilidade dos ensaios devido ao grande niumero
de amostras a serem analisadas. Ensaios que requerem grandes quantidades de amostra devem
ser evitados em trabalhos iniciais que visam a busca de componentes ativos, principalmente
quando as fragdes ou 0s compostos alvos ainda ndo foram definidos. A fase de cromatografia

costuma ser bastante laboriosa e reunir fragdes na escala de gramas é um grande desafio.
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Dessa forma, os métodos in vitro como ensaios antimicrobianos e antioxidante sdo 0s
mais indicados para trabalhos que visam definir fracbes ou compostos ativos (CECHINEL-
FILHO, YUNES, 1997).
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Figura 8. O método mais usado consiste na preparagao de um extrato bruto, geralmente hidroalcodlico, seguido
de particdo liquido-liquido.
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Figura 9. Procedimento bioguiado para isolamento e identificagdo de compostos ativos
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2.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE A BACTERIAS DE INTERESSE PARA A
SAUDE HUMANA

Os agentes antimicrobianos ou antibiéticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes
de inibir o crescimento ou causar a morte de bactérias ou fungos (GUIMARAES et al., 2010).
Os antibidticos extraidos da natureza e seus derivados semi-sintéticos compreendem a maioria
dos antibioticos em uso clinico e podem ser classificados em B-lactdmicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos,
macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre
outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas etc). Os antibidticos de origem sintética sdo
classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas (GUIMARAES et al., 2010;
BALOUIRI et al., 2016).

Dentre as classes citadas, os B-lactamicos se destacam por ser uma das classes de
antibioticos mais vendidas, e sdo agentes que inibem irreversivelmente a enzima transpeptidase,
que catalisa a reacdo de transpeptidacéo entre as cadeias de peptideoglicano da parede celular
bacteriana. A atividade desta enzima leva a formacdo de ligacGes cruzadas entre as cadeias
peptidicas da estrutura do peptideoglicano, que confere a parede celular uma estrutura rigida
importante para a protecdo da célula bacteriana contra as variacbes osmoticas do meio. Esse
grupo constituo a primeira classe de derivados de produtos naturais utilizados no tratamento
terapéutico de infecgdes bacterianas (GUIMARAES et al., 2010).

A descoberta e uso destes agentes foram intensificados a partir da década de 1940 para
o tratamento de doengas infecciosas e caracterizou a “era de ouro”, onde quase todos os grupos
de antibidticos importantes foram descobertos. Contudo, desde o fim do século XX poucos
novos antibioticos foram langados no mercado, ao mesmo tempo em que ocorreu um aumento
na incidéncia de resisténcia bacteriana (GUIMARAES et al., 2010; CARVALHO, 2016;
BALOUIRI et al., 2016).

2.7 ATIVIDADE ANTI-FORMACAO DE BIOFILMES BACTERIANOS DE INTERESSE
DA SAUDE HUMANA

O aumento do uso de biomateriais implantados vem elevando a expectativa de vida das
pessoas, no entanto, foi evidenciado problemas de infec¢gbes associadas a biomateriais,
passando a ser reconhecido como um dos maiores problemas hospitalares. Este problema esta
intrinsecamente relacionado com a capacidade que algumas espécies de bactérias possuem de

aderir a materiais e formar biofilmes bacterianos (BUSSCHER et al., 2012). Estudos revelam
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que a maioria das bactérias ndo crescem como células individuais, mas em comunidades
estruturadas como organismos pseudomulticelulares ou biofilmes (TRENTIN et al., 2013). A
adesdo bacteriana em superficies abioticas ou bidticas é o primeiro estagio da formacgdo de
biofilmes (Figura 10) e ocorre atraves de celulas em estado plancténico. Apos a adesdo ocorre
0 aumento de moléculas sinalizadoras autoindutoras, produzidas pelas bactérias, que induzem
a producdo de matriz exopolissacaridica (EPS) e a formacdo de biofilme. Este processo de
comunicacdo é chamado de Quorum sensing (QS) (RUTHERFORD; BASSLER, 2012).
Posteriormente os micro-organismos consolidam o biofilme, através da producéo de EPS, com
capacidade de ligar uma célula bacteriana a outra, formando agregados firmemente ligados a
superficie (STOODLEY et al., 2002; TRENTIN et al.,2013). As estratégias de combate sdo:
inibicdo da formacdo de biofilme via blogueio da adesdo bacteriana a superficie, rompimento
de comunicacdo celular bacteriana e erradicagdo e tratamento de biofilmes ja formados
(TRENTIN et al., 2013).

Considerando os produtos naturais, extratos aquosos oriundos da Caatinga inibiram a
formacdo de biofilme em testes in vitro (TRENTIN et al., 2011). O composto &cido p-hidroxi-
mercuribenzoico isolado da espécie Coccullus trilobus, é um inibidor de sortases, uma enzima
responsavel pela catalisacdo de estruturas proteicas de ancoragem bacteriana, chamado de pili
(CHEM;WHEN, 2012).
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2.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E A SAUDE HUMANA

O oxigénio molecular (O2) permite que 0s seres humanos assim como outros organismos
aerobios, o utilizem como aceptor de elétron terminal durante a respiracdo celular, que
proporciona um rendimento de energia superior ao da respiracdo anaerobica. Porém, o Ozleva
a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em eventos metabdlicos que ocorrem nas
mitocondrias em animais e nos cloroplastos e peroxissomos em vegetais (BHATTACHARJEE,
2010; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; BARBOSA et al., 2014).

A espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS), além de outras espécies
reativas, sdo parte de um processo natural do metabolismo humano e vegetal e apresentam
importante funcdo biolégica, como na fagocitose, durante a eliminacdo de agente agressor,
apoptose e na sinalizacao celular. No entanto, quando sua producéo é exacerbada, o organismo
aciona um sistema antioxidante para controlar e estabelecer o equilibrio. O estresse oxidativo
resulta do desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante (VASCONCELOS et al., 2007,
CARVALHO, 2016). O predominio dos oxidantes em humanos, causa um aumento no estresse
oxidativo, e pode resultar em diversas doencas degenerativas. Fatores exogenos podem
aumentar a producdo de EROs, tais como os xenobidticos, radiagdes ionizantes, metais pesados,
tabagismo e ingestdo de alcool (CARVALHO, 2016).

Entre as espécies reativas, 0s mais comuns sdo o anion superéxido (Oz2-), o radical
hidroxila (OH-), o hidroperdxido (LOOH), 6xido nitrico (NO) e o didéxido de nitrogénio (NO2),
sendo a hidroxila o mais reativo na inducdo de lesdes nas moléculas celulares
(VASCONCELOS et al.,2007; CARVALHO, 2016). O radical hidroxila, uma vez formado,
reage com uma série de endobidticos causando modificacdes no DNA, danos nas proteinas,
inativacao enzimatica e peroxidacdo lipidica (VASCONCELOS et al., 2007). O corpo humano
dispde de antioxidantes naturais como vitaminas A, C e E e de enzimas como a superoxido
dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx). No entanto para auxiliar no combate ao
estresse oxidativo os animais podem encontrar nos alimentos fontes de nutrientes antioxidantes.
Alimentos como frutas sdo ricos em compostos fitoquimicos antioxidantes como carotenoides
e compostos fendlicos. Evidéncias apontam que o consumo de vegetais ricos em tais compostos
reduzem a morbidade por algumas doencas cronicas ndo transmissiveis (SUCUPIRA et al.,
2012). Neste sentido, é grande o interesse pela investigagdo de antioxidantes provenientes de
fontes naturais (MERLIN et al., 2017) seja para alimentar a indUstria cosmética ou para auxiliar

no aumento do tempo de prateleira de alimentos.
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3 METODO

3.1 LOCAL DE ESTUDO

O material vegetal foi coletado no Parque Nacional do Vale do Catimbau, localizado no
municipio de Buique, no estado de Pernambuco e foi encaminhado para os laboratorios do
grupo de pesquisa. Os ensaios in vitro foram realizados no departamento de bioquimica, da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e as aplicagdes analiticas foram realizadas no
departamento de farmacia, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), na central
analitica do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), no Instituto Nacional
do Semiarido (INSA) e na central analitica de farmacos da Universidade Federal do Vale do
Sdo Francisco (UNIVASF).

3.2 TIPO DE ESTUDO E EXPERIMENTOS

De acordo com os conceitos descritos em Fontelles et al., 2009, a pesquisa desenvolvida
neste trabalho usou mecanismos de uma pesquisa laboratorial, com natureza experimental e
teve a finalidade de contribuir para a pesquisa basica ou fundamental. Os experimentos estéo
especificados no artigo publicado ou submetidos pelo autor e se encontram nos topicos

subsequentes.
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4 RESULTADOS

4.1 PURIFICAQAO BIOGUIADA DE COMPOSTOS ATIVOS DE FOLHAS DE
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul.

Artigo submetido a revista Frontiers in Microbiology

Purificacdo Bioguiada de compostos ativos de folhas de Anadenanthera colubrina var. cebil
(Griseb.) Altschul
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RESUMO

Anadenanthera colubrina var cebil (Griseb.) Altschul é uma espécie conhecida como
Angico e é encontrada em todo o semiarido brasileiro. Ela é procurada pelo povo local tanto
para a exploracdo madeireira quanto para fins terapéuticos, sendo conhecido por tratar doencas
respiratorias através do uso de tinturas. Com base neste relato a planta foi selecionada para
estudos visando identificar e isolar substancias ativas presentes nas folhas, para isso foram
usados técnicas avancadas de extracdo e cromatograficas para a realizacdo de uma purificacéo
bioguida. Na fase de extracdo, o extrato mais promissor foi o AcCOEt com concentracdo
inibitéria minima (CIM) de 312 pug/mL frente a Staphylococcus aureus UFPEDA 02 e >500
pg/mL contra S. aureus UFPEDA 705. Este extrato foi encaminhado para cromatografia flash,
que resultou em cinco fracdes denominados de F1, F2, F3, F4 e F5. Sendo as fracdes F2 e F4
as mais promissoras com CIM de 19 pg/mL para S. aureus UFPEDA 02 e UFPEDA 705. O
ensaio de sequestro de DPPH realizado com as frac6es indicou a fracdo F4 como a mais ativa
com IC50 de 133+9 pg/mL. As fracBes mais ativas foram encaminhadas para cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e foi constatado por intermédio de um CLAE preparativa e
por ressonancia magnética nuclear (RMN) que a fragdo F2 apresenta o acido p-hidroxibenzoico
como majoritario e que a fracdo F4 apresenta como majoritério o flavonoide hiperosideo. Testes
com estes compostos isolados evidenciaram que outros compostos atuam em sinergismo na
acdo antimicrobiana e antioxidante, visto que hiperosideo e o &cido p-hidroxibenzoico testados
isoladamente apresentaram CIM de 250 pug/mL e 500 pg/mL frente a S.aureus UFPEDA 02
respectivamente. No entanto o composto hiperosideo, que por sua vez é relatado pela primeira
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vez em folhas de A. colubrina, se mostrou com CIM de 62 pg/mL contra S. aureus UFPEDA
705. O presente trabalho evidencia os principais componentes majoritarios que podem ser
encontrados em extratos hidroalcoolicos e AcOEt de folhas de A.colubrina e da suporte a
pesquisa béasica em bioprospec¢do de compostos ativos.

Introdugéo

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) em seu documento, Estratégias sobre a
medicina tradicional promove o fortalecimento da garantia de qualidade, seguranca e uso
adequado de plantas medicinais, regulando seus produtos, préaticas e profissionais (OMS, 2014).
A falta destas garantias colabora com a falta de confianga dos profissionais médicos em receitar
para seus pacientes o uso de plantas medicinais, que podem conter ou ndo o principio ativo em
quantidade adequada, por varias razfes, seja devido a época do ano em que o material foi
coletado ou devido a auséncia de nutrientes no solo (Moreira et al., 2014), outras questdes
também preocupantes quanto a seguranca se referem a contaminacdo do solo por agentes
quimicos ou microbiolégicos. O procedimento para trazer seguranca para as plantas medicinais
€ um processo longo e se inicia com a elaboracdo de extratos visando a caracterizagao quimica
da parte da planta estudada e definicdo de marcadores quimicos.

Neste sentido, apesar da populacdo utilizar chas ou tinturas com intencdo de cura, a
obtencdo de compostos purificados para uma identificagdo com alta precisdo ainda é necessaria
para caracterizar a composicdo de fitoterapicos ou de outros produtos a base de plantas
medicinais. Para isso, sd0 necessarios 0 uso de solventes organicos em técnicas extrativas e
cromatograficas que podem ser acompanhadas de ensaios quimicos ou biolégicos visando
direcionar o isolamento para 0os compostos ativos (Cechinel-Filho; Yunes, 1997, Campos et al.,
2014)

Dentre as espécies encontradas no Brasil, Anadenanthera colubrina var cebil (Griseb.)
Altschul tem sido explorada pelo meio cientifico para rastreio de compostos ativos (Da Silva et
al., 2011; Da Silva et al.,2013; Campos et al., 2014; Aradjo et al., 2015). A. colubrina var cebil
pertence a familia Fabaceae e ocorre na Bolivia, Equador, Brasil e Argentina (Lewis et al.,
2005). As partes aéreas de A. colubrina var cebil sdo usadas para tratar inflamacdes em geral
(Albuguerque et al., 2007) e é conhecida por “angico” (Queiroz, 2009; Weber et al., 2011).
Sendo assim o presente trabalho visa contribuir com estudos futuros para obtencdo de
marcadores quimicos para espécie e bioprospeccao, e por esse motivo tem o objetivo de rastrear
e isolar a partir de partes aéreas de A. colubrina var cebil os compostos com atividade

antimicrobiana e antioxidante por abordagem bioguida.
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Materiais e Métodos

Coleta do Material Vegetal e preparacdo dos extratos

Material vegetal

As partes aéreas de um individuo de A.colubrina var cebil foi coletada proéximo a “pedra
do cachorro” em mar¢o de 2015 no Parque Nacional do Vale do Catimbau, Buique,
Pernambuco — Brasil com coordenada aproximada de: 08°34°240”’ de latitude e 37°14°820”’
de longitude. Os autores confirmam que a autoridade designada Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMbio) concedeu permissdo através do Sistema de
autorizacdo e informacdo em biodiversidade (SISBIO) com cddigo de autenticacdo
n°86962334.

Identificac@o da espécie Anadenanthera colubrina var cebil
Uma exsicata foi preparada e o espécime incorporado ao herbario Dardano de Andrade
Lima, do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA-PE) onde foi identificado e gerado um

protocolo voucher IPA n°80351

Preparacao dos extratos vegetais

As partes aéreas foram secas em estufa a 45°C (Marconi MA 035/51) por 3 dias e em
seguida foram trituradas em liquidificador industrial (Skymsen Inox LB-25MB) até a obtencéo
de um pd, que foi peneirado (Mesh 35 e 14) e lavado para o extrator acelerado por solvente
(ASE 350 Thermo Scientific). No extrator, seis celas de extracdo contendo 20g do po vegetal
foram submetidos a extracBes seguindo série eluotrépica (hexano, acetato de etila e metanol).
Cada solvente extraiu por um tempo total de 45min, com fluxo de 5mL/min a 40°C sob pressdo
de + 1500 psi. Desta forma foram obtidos os extratos hexano (ASE-Hex) com 2,9% de
rendimento, acetato de etila (ASE-AcOEt) com 4,5% e metanol ASE-MeOH) com 22,5%. O
extrato previamente filtrado em ASE 350 foi concentrado em Rocket Evaporator (Thermo
Scientific) a 40°C.

Anaélise fitoguimica e purificacdo
Cromatografia flash

O extrato ASE-AcOEt seguiu para o fracionamento em cromatografia flash (Biotage
Isolera one). A separagdo ocorreu na coluna SNAP KP-SIL 509 através de um gradiente de
fase mdvel tolueno :acetato de etila (PhME:AcOEt, 20:70) com 1 volume de coluna (1CV)
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seguido para AcOEt 100% (6CV) e em seguida para AcOEt:MeOH 70:20 (6CV) com fluxo de
70mL/min e deteccdo em varredura de 200-800 nm. As fragOes foram agrupadas pelo software
que sugerem as fracOes de acordo com o espectro de absorcdo UV, sendo assim foram
agrupadas cinco fragdes: F1, F2, F3, F4 E F5.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

O extratos, fragcdes e compostos isolados foram analisados por CLAE (1260 infinity LC
System-DAD. Software Agilent OpenLAB CDS EZChrom Edition, versdo 04.05 da Agilent
Technologies). As amostras foram preparadas visando obter ao afinal uma concentracéo de
5mg/mL e posteriormente foram sonicadas até completa solubilizagéo, sendo filtradas com
filtros 0,22 um PTFE e sem seguida analisadas por CLAE. A separacdo dos compostos ocorreu
por intermédio da coluna: Zorbax, SB-C18, 5um e 4,6 x 250mm com pré-coluna Zorbax SB-
C18 5um e 4,6 x 12,5mm. Os solventes usados foram: agua Mili-Q com 0,3% de acido acético
(A) e Acetonitrila (B) (LiChrosolv, Merck) seguindo um gradiente linear de 92% - 65% (A) 0
- 15 min; voltando as condi¢des iniciais 65%-92% (A) em seguida a 30°C, fluxo de 2,4 mL/min
,pressao inicial de 210 bar e deteccdo em varredura de 190-400 nm. Este método foi alcangado
apos um metodo exploratério de 60 minutos e fluxo de ImL/min, e foi tido como satisfatorio
para analise do conteldo das amostras e dos padrfes: acido galico, acido p-cumarico, acido
cafeico, catequina, &cido ferdlico, luteolina, isoquercetrina, acido clorogénico, quercetina,

rutina, acido elagico e geraniina.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa acoplado a espectrometria de massas
(CLAE-EM)

As fracbes F2 e F4 originadas do sistema de cromatografia flash foram analisadas por
meio do CLAE preparativa (Sistema de autopurificacdo — Waters) com coletor de fracdes,
detector UV 2489 e ACQUITY QDa. As fracdes foram dissolvidas em MeOH e filtradas com
filtros 0,22 um PTFE até se obter varias amostras com valor final de 15mg/mL. A separacédo e
isolamento dos compostos ocorreram por intermédio da coluna preparativa XBridge Prep C18,
de 5um e 10x100mm por meio da seguinte fase mdvel: &gua Mili-Q 0,1% de acido férmico (A)
e acetonitrila (B) (LiChrosolv,Merck) com gradiente linear de 94%-65% (A) 0-9 min; voltando
as condicdes iniciais em seguida, com temperatura ambiente, fluxo de 9ml/min e deteccdo em

256nm; apenas 0s constituintes principais e desconhecidos foram coletados.
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Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM)
O extrato ASE-AcOEt foi analisado em AQUITY H-Class em coluna BEH 2,1 x
100mm, 1,7um. As fases mdveis consistiram de solucéo aquosa contendo 2% de MeOH, 5mM
de formiato de amdnio e 0,1% de &cido férmico (A) e solugdo metandlica contendo 0,1% de
acido férmico (B), que foram bombeadas em uma vazéo de 0,3mL/min. Foi injetado 10ul da
amostra e a eluicdo foi realizada em modo gradiente e a condicdo inicial 98% do eluente A foi
mantido por 0,25 minutos. A proporcdo de B foi aumentando linearmente para 99% em 8,5
minutos, se mantendo em 99% por 1 minuto, voltando em seguida para as condi¢es iniciais de
analise. O forno de coluna foi mantido em 40°C. A aquisicdo dos dados foi feita no modo
fullscan, buscando massas entre 100 e 1000 Da, em ionizagdo negativa. A aquisicdo dos

cromatogramas e espectros de massas foi feita através do software MassLynx.

Ressonéncia magnética nuclear (RMN)

Os compostos isolados por CLAE-EM preparativa foram analisados por RMN. Os
dados de RMN 1D (1H e 13C {1H}) e 2D (1H-1 H COZY, 1H-13C HSQC e 1H-13C HMBC)
foram adquiridos a 296 K em DMSO-d6 num sistema de RMN Bruker ASCEND 111 400 a 9,4
T, observando 1H e 13C a 400 e 100 MHz, respectivamente. O espectrometro de RMN foi
equipado com uma sonda de detec¢do direta multinuclear de 5 mm (sonda BBO) com gradiente
z. Os experimentos de correlacdo de RMN 1H-13C de uma ligagdo (HSQC) e longo alcance
(HMBC) foram otimizados para a constante de acoplamento média 1J (C, H) e LRJ (C, H) de
140 e 8 Hz, respectivamente. Todos os desvios quimicos de RMN de 1H e 13C (8) sdo dados
em ppm relativos ao sinal de TMS a 0,00 ppm como uma referéncia interna, e as constantes de

acoplamento (J) em Hz.
Atividade Antimicrobiana
Microorganismo
O ensaio antimicrobiano foi realizado com as bactérias Staphylococcus aureus
UFPEDA 02 e Staphylococcus aureus UFPEDA 705. Cedidos pelo Hospital das Clinicas (HC),

Pernambuco, Brasil e fornecidos pela colecdo de culturas UFPEDA do Departamento de

Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco.
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Determinacdo da concentracgao inibitéria minima (CIM)

A determinagdo da CIM foi realizada de acordo com os critérios adotados pela Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011). O extrato ASE-AcOEt, fracbes F1, F2, F3,
F4, F5 e os compostos: hiperosideo, &cido p-hidroxibenzdico e as proantocianidinas foram
dissolvidos em &gua esterilizada com 10% de DMSO até que uma mistura homogénea de
5000pg/mL (solucédo estoque) fosse obtida. Em uma microplaca de 96 pocos, todos 0s pocos
receberam 100 pl de caldo Muller-Hilton. A primeira coluna correspondeu ao controle de
esterilidade, que continha apenas meio de cultura, na segunda coluna, 10% do indculo
padronizado foram adicionados ao meio (100% do controle de crescimento). Na terceira coluna
foram colocados 100ul da solugdo mée da amostra. Dessa coluna foram feitas diluicbes em
série até a décima segunda coluna. Em cada linha, o in6culo padronizado (20pul) de uma das
cepas testadas foi adicionado a todos 0s pogos contendo o extrato. O indculo bacteriano foi
averiguado por espectrofotometria com leitura a 600 nm, DO entre 1,5 e 2,0 constatou-se a
escala McFarland 1,5x108 UFC/mL. As placas foram lidas em espectrofotdmetro a 600 nm apds
a diluicéo seriada (Ton) e ap0s 24h (T2an) de condicionamento em estufa a 37°C. Posteriormente
foi calculado o % de inibicdo segundo Quave et al., 2008 e considerado CIM a ultima
concentracdo com inibicdo igual a 50%. Calculo: % inibicdo = DOT 24n-DOTon/DOgc24n-DOgeon
X 100.

Onde: DOT24n = densidade oOptica (600 nm) da placa de teste as 24 horas ap0s a inoculagéo;

DOTon = densidade optica (600 nm) da placa de teste logo apds a inoculacéo;

DOgyc24n = densidade optica (600 nm) dos pocos de controle de crescimento bacteriano

apos 24 horas de inoculacéo;

DOgycon = densidade oOptica (600 nm) dos pogos de controle de crescimento bacteriano

logo apo6s a inoculacao.
Atividade Antioxidante
Sequestro de radicais livres

Neste ensaio a atividade sequestradora de radical livre O extrato ASE-AcOEt, fragdes
F1, F2, F3, F4, F5 e os compostos: hiperosideo, acido p-hidroxibenzoico e as proantocianidinas

foram medidas em termos de doacdo de hidrogénio usando o radical 2,2-difenil 1-picrihidrazil
(DPPH) (Blois, 1958). Foi misturado 0,25 mL da solu¢do metandlica de DPPH (1 mM) em 0,04
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mL de diferentes concentracbes da amostra, que foram previamente dissolvidas em metanol
(31,25; 62,5; 125; 500 e 1000 pg/mL). Apds 25 minutos foi medida a absorbancia em 517 nm.
Acido galico foi usado como composto de referéncia e o controle foi a solugio de DPPH
adicionado a 0,04 mL de metanol. A eliminacdo de radicais de DPPH foi calculada pela
formula: SRL [DPPH] (%) = [(Aa-Ac)/Ac] x 100. Onde Aa = absorbancia da amostra; Ac =

absorbéancia do controle e expresso em IC50.

Atividade antioxidante total (ATT)

Os compostos: hiperosideo, acido p-hidroxibenzdico e as proantocianidinas purificados
foram dissolvidos para a concentracdo de 1mg/mL em metanol; e 0,1 mL de cada amostra foi
misturado a 1mL da solugéo de fosfomolibdénio (600mM de &cido sulfarico,28mM de fosfato
de sodio e 4mM de molibdato de amdnio), e posteriormente incubados em agua a 95°C por 90
minutos. Apés voltarem a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram medidas
a 695nm contra um branco (1 mL de solucdo e 0,1 mL de metanol) (Pietro et al., 1999). A
atividade antioxidante total foi expressa em relacdo ao acido ascorbico, calculada pela férmula:
ATT(%) = [(Aa-Ac)/(Aaa-Ac)] x 100, onde Ac= absorbancia do controle, Aa = absorbéancia da

amostra e Aaa = absorbancia do acido ascorbico.

Reducéo do ion férrico (Método FRAP)

O ensaio de reducdo de ion férrico foi feito com os compostos: hiperosideo, acido p-
hidroxibenzdico e proantocianidinas purificadas. O ensaio foi feito segundo Benzie, et al.
(1996) com modificacbes. A solucédo estoque foi preparada com 300mM de tampéo acetato (3,1
g CH3COONa e 16 mL CH3COOH) em pH 3,6 com 10mM de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-
triazine) solubilizado em 40mM de HCIl e 20mM de FeClI3. A solucéo de trabalho foi preparada
na hora do ensaio no qual 25 m L do tampao acetato, 2,5 mL de TPTZ e 2,5mL de FeCI3. Foram
usadas 0,07 mL dos compostos purificados em uma concentracdo de 1mg/mL sendo misturadas
com 0,2 mL do reagente FRAP e deixadas em repouso por 30 minutos a 37°C no escuro.
Posteriormente as amostras foram lidas a 593 nm. Foi feito uma curva de padrdo com FeSO4
(0 - 1000pg/mL) (y=0,0054x + 0,1465 e r? = 0,9847). Os resultados sdo expressos em g Fe(I1)/
mg e comparado com acido galico nas mesmas condigdes.

Andlise estatistica



37

Os dados de DPPH foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e para
comparacg0es entre as médias utilizou-se o teste tukey através do software Past versdo 2.17. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05.

Resultados

Andlise fitoquimica e purificacdo de compostos ativos

A anélise qualitativa por CLAE-DAD do extrato ASE-AcOEt por intermédio de padrdes
indicaram para a presenca de quercetina e teores mais baixos de catequina, cido p-cumarico e
acido gélico. A aquisicdo do cromatograma 3D com varredura de 190 a 400 nm (Figura 1)
apontam para a presenca de aproximadamente dez compostos com absorcdo superior a 200
mAU. Entre 0os compostos majoritarios, especificamente entre os tempos de retencdo (Rt) 4 e 6
minutos estd o &cido p-hidroxibenzoico m/z 137 [M+H] que foi purificado por CLAE
preparativa e identificado por RMN (Figura 1), e entre os tempos de retencao de 8 e 10 minutos,
temos dois sinais com espectros UV caracteristico de derivados de quercetina, dentre eles o
composto hiperosideo m/z 487 [M + Na]" que também foi purificado e identificado como
descrito anteriormente (Figura 1), este € o primeiro relato de purificacdo e identificacdo de
hiperosideo em partes aéreas de A. colubrina, este composto representa aproximadamente 15%
de toda amostra. Nos intervalos de tempo de 10 e 12 minutos foi possivel verificar duas
proantocianidinas m/z 530 [M] (Figura 1), esta sugestdo esta embasada em analises de
espectrometria de massas.

O extrato ASE-AcOEt apresentou CIM de 312 pg/mL frente a S. aureus UFPEDA 02 e
>500 pg/mL frente a cepa de S. aureus multirresistente UFPEDA 705 e no ensaio de DPPH o
resultado foi de 1C50 142 + 10 pg/mL. O fracionamento por cromatografia flash do extrato
ASE-ACcOEt geraram 35 fracdes que foram agrupadas de acordo com o perfil de absor¢cdo UV
em cinco grupos (F1, F2, F3, F4 e F5) (Figura 2) com rendimentos de 7, 16, 16, 43 e 7,6%
respectivamente. As fracbes F2 e F4 se mostraram mais promissores como antioxidantes no
ensaio de DPPH (IC50 de 202 + 6 e 133 = 9 ug/mL respectivamente) (Tabela 1) e como
antimicrobianos (CIM de 19 pg/mL para ambas amostras frente a S. aureus UFPEDA 02)
(Tabela 1). Estas duas fracGes seguiram para o sistema CLAE preparativa.

Na fracdo F2 foi isolado com alta pureza o composto majoritario com maxima absorgao
em 255 nm, identificado por RMN como &cido p-hidroxibenzédico (1) (Figura 2). Nesta mesma

fracdo também foram isolados dois compostos que parecerem se tratar de proantocianidinas (2
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e 3) (531.44 m/z ES") (Figura 3). Na amostra F4 os compostos derivados de quercetina se
mostraram em maior teor, sendo um deles identificado como hiperosideo (4) (Figura 2). Por
altimo, a amostra ASE-AcOEt foi novamente analisada, desta vez por CLUE-EM visando
rastrear os compostos identificados para trazer mais confiabilidade aos achados (Figura 3 a 5).

No entanto quando os compostos &cido p-hidrobenzdico (1), proantocianidinas (2 e 3) e
hiperosideo (4) isolados das fracdes mais ativas F2 e F4 foram testados isoladamente e 0s
valores de CIM aumentaram para 500, 500, 62 e 250 pg/mL frente a S. aureus UFPEDA 02

respectivamente.

Ressonancia Magnética Nuclear — RMN

Acido p-hidroxibenzoico — O composto (1) foi obtido como um sélido amorfo bege; UV
(solvente) A max 255 nm; RMN de 1H (MeOD-d4, 400 MHz) 6H 7,87 (2H, d, = 8,8 Hz, H-
2 e H-6), 6,87 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-3 e H-5); RMN 13C (MeOD-d4, 100 MHz), 6C 170,56
(-COOH), 163,38 (C-4), 133,1 (C-2 e C-6), 123,2 (C-1), 116,1 (C-3 e C- 5). O Composto (1)
-, no espectro de RMN de 1H foi observado, a presenca de um par de dupletos com constante
de acoplamento constante de 8,8 Hz (7,87 e 6,87) caracteristicos dos aneis aromaticos 1-4
substituidos (Silva et al., 2009). O espectro de RMN 13C exibiu 5 sinais de carbono onde
este perfil e os sinais de hidrogénio confirmaram a sugestdo de um composto aromatico 1-4
substituido. O sinal a 170,56 ppm foi atribuido ao carbono do grupo acido carboxilico e o
sinal a 163,3 ppm foi atribuido a um carbono aromatico oxigenado (C-4). A posicdo dos
grupos foi confirmada pela analise do espectro bidimensional em que a correlagéo
homonuclear 1H x 1H COSY mostrou-nos uma Unica correlacdo entre os sinais 7,87 e 6,87.
A correlacdo heteronuclear de ligacGes multiplas 1H x 13C HMBC mostrou as correlacGes
entre o sinal em 7,87 (H-2 e H-6) e os sinais 170,56 (-COOH, J3), 163,38 (C-4, J3), 116,11
(C -3 e C-5, J2) e ainda, correlagdes entre o sinal 6.87 (H-3 e H-5) e os sinais 163.38 (C-4,
J2) e 123.23 (C-1, J3). A analise de dados e a comparacdo com a literatura permitiram
identificar o composto como &cido p-hidroxibenzéico (CHO et al., 1998).

Quercetina 3-O-B-galactopiranose ou Hiperosideo — O composto (4) HMRS: RMN de 1H
(DMSOd6, 400 MHz): 3,29 (1H, H-5"), 3,34 (1H, H-4"), 3,36 E 3,45 (2H, H-6 "), 3,60 (1H,
H-2"), 3,66 (1H, H-3 "), 5,36 (1H, H-1"), 6,21 (1H, H-8), H-6), 6,81 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-
5), 7,47 (1H, H-2 "), 7,59 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6"), 12,64 (1H, OH-5). A estrutura da
quercetina 3-O-p-galactopiranose composta foi identificada através da analise de sinais-

chave de dados espectroscopicos de RMN 1D e 2D e comparagdo com a literatura. O espectro



de RMN de 1H mostrou um sinal em 0H 12,64 caracteristico de um grupo hidroxilo C-5
quelado em um flavonol estrutural e singletos a dH 6,21 e 6,43 tipico do anel A meta-
substituido. Observou-se dupletos distorcidos a 6H 6,81 e 7,59 com acoplamento a 8,8 Hz e
um singleto a 6H 7,47 sugerindo a presenca de derivado de quercetina. A unidade de agucar
mostrou o acoplamento entre sinais em 6H 5,37 e 101,5 tipico da estrutura de galactose e

teve sua posicdo baseada em dados de literatura (Pereira et al., 2012).

Discussao

As partes aéreas de A. colubrina sdo objeto de estudo de alguns trabalhos que
apontam para o potencial biotecnoldgico de plantas da Caatinga. Varios destes estudos
utilizam também um sistema eluotrépico com hexano, acetato de etila e metanol, e eles
servem para indicar o caminho das substancias ativas, por exemplo, Silva-Bessa et al (2019)
apontam para o potencial inseticida dos extratos acetato de etila e ciclohexano obtidas das
folhas. Campos et al (2014) realizaram uma purificacdo bioguiada com ensaios antifingicos
e acabaram no extrato hexano como mais ativo tanto de folhas como de frutos e constataram
atividade contra o fungo Alternaria alternata, eles atribuiram esta atividade a presenca de
trés substancias esteroidais, incluindo B-sitosterol e B-sitosteril linoleato. No entanto nossos
estudos anteriores com foco em ensaios anti-staphylococcus aureus apontam para o extrato
acetato de etila como sendo o mais ativo tanto em trabalhos com frutos como com folhas
(Araujo et al., 2014; Araujo et al., 2017).

Neste sentido o presente estudo focou na purificacdo bioguiada do extrato acetato de
etila (ASE-AcOEt) de folhas de A. colubrina, que em ensaios anti-staphylococcus aureus do
extrato ASE-ACOEt variou entre CIM de 312 pg/mL para a cepa de S. aureus UFPEDA 02
e CIM de >500 pg/mL frente a cepa de S. aureus UFPEDA 705 (Tabela 1), essa diferenca
pode estar relacionada ao fato de que a cepa menos sensivel, chamada de UFPEDA 705 é
um isolado clinico multirresistente. De acordo com Vieitez et al (2018) e Santos et al (2018)
extratos de plantas podem ser classificadas, de acordo com o CIM, como forte inibidor de
crescimento bacteriano (CIM50 < 500 pg/mL), inibidor moderado de crescimento bacteriano
(CIM entre 600 e 1600 pg/mL) e fraco inibidor de crescimento bacteriano (CIM50 > 1600
pmg/mL). Correlacionando essas informagfes com nossos resultados a atividade
antimicrobiana do extrato ASE-ACOEt foi ativa, mas fraca para S. aureus multirresistente
UFPEDA 705 e forte para a cepa padrdo S. aureus UFPEDA 02. No entanto, as fragdes F2
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e F4 apresentaram os valores de CIM de 19 pg/mL para S. aureus padrdo, mas frente a S.
aureus multirresistente os valores CIM permanecem em >500 pg/mL. Nossos dados
evidenciam que a atividade antimicrobiana de folhas de A. colubrina estdo relacionados as
proanticianidinas (2 e 3), é&cido p-hidroxibenzéico (1) e hiperosideo (4), sendo
proantocianidinas e &cido p-hidroxibenzoico componentes majoritarios da fracdo F2 e
hiperosideo e outro derivado de quercetina majoritarios em F4.(Figura 2) As fracfes em que
estes compostos estdo em quantidades menores é visualizada um aumento nos valores CIM
(Tabela 1), por exemplo, na fragdo F5 em que ndo é possivel visualizar o &cido p-
hidroxibenzédico (1), hiperosideo(4) e outro derivado de quercetina (Figura 2) o valor CIM
sobe para >500 pg/mL frente a UFPEDA 02 e nenhuma atividade frente a UFPEDA 705 (a
maior concentracdo ndo inibe o crescimento bacteriano > 50%) (Tabela 1), o mesmo na
fracdo F1 no qual apenas um composto fendlico desconhecido é majoritario, os valores CIM
sobem para >500 pg/mL frente a UFPEDA 02 e 705.

Porém quando estes compostos sdo purificados e testados isoladamente temos
também um aumento nos valores CIM, indicando que estes componentes agem para um
melhor desempenho antimicrobiano em sinergia, por exemplo, o &cido p-hidrobenzoico (1)
testado isoladamente apresenta CIM de 500 pg/mL frente a UFPEDA 02 e >500 pg/mL
contra S. aureus multirresistente (Tabela 1), ja hiperosideo (4) apesar de apresentar um valor
CIM superior ao de sua fracdo de origem é o que apresenta os melhores resultados quando
testados isoladamente com CIM de 250 pg/mL frente a UFPEDA 02 e CIM de 62 pg/mL
frente a UFPEDA 705. Ja no quesito ensaio antioxidante os compostos testados isoladamente
foram mais ativos, os melhores dados foram para proantocianidinas (compostos 2 e 3) com
IC50 de 124,8+7 e 178,445 pg/mL para o ensaio de DPPH respectivamente e atividade
antioxidante total de 60+3,3% e 35+0,67% para 0s compostos 2 e 3 respectivamente.

Os ensaios antimicrobianos encontrados com o composto 1 estdo de acordo com Cho
et al (1996) que verificaram a CIM para o &cido p-hidroxibenzdico de 926 pug/mL frente a S.
aureus. Ja Mandal et al testaram p-hidroxibenzoico frente a Staphylococcus epidermis e
encontraram CIM de 128 pg/mL. Estes dados evidenciam que o composto 1 é um forte
inibidor para bactérias do género Staphylococcus e é uma das moléculas mais usadas no
desenvolvimento de conservantes cosméticos e formulacdes farmacéuticas visando aumentar
a vida util do produto e impedir o desenvolvimento de microorganismos, sendo usado
geralmente na forma de ésteres de p-hidroxibenzdico (Aulton et al., 2003; Fernandes et al.,
2013). Quanto aos compostos 2, 3 e 4 nossos achados corroboram com Dall’Agnol et al

(2003) que descreveram que 0s extratos metandlicos de Hypericum sp. apresentam atividade
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antimicrobiana, principalmente frente a bactérias do género Staphylococcus, o potencial foi
atribuido as classes dos taninos e hiperosideo. Nossos dados divergem dos dados
apresentados por Monte et al (2015) quanto a contribuicdo do composto hiperosideo: em
nosso caso este composto foi primordial para os menores valores CIM, como podemos ver
na tabela 1, a fracdo F3 com hiperosideo ausente apresenta um valor CIM superior (CIM de
78 pg/mL) em comparacdo com a fragdo F4 (CIM de 19 pg/mL) em que hiperosideo é um

componente majoritario.

Concluséo
A atividade antimicrobiana visualizada em extratos de folhas de A. colubrina é
atribuida a acdo sinérgica entre os compostos proanticianidinas, acido p-hidroxibenzdico,

hiperosideo e quercetina.
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Figura 1. Cromatograma 3D de uma analise exploratéria do extrato ASE-AcOEt. Na imagem podemaos ver
aproximadamente 10 compostos majoritarios.Composto 1: acido p-hidroxibenzoico; compost 2 e 3:
proantocianidinas; compost 4: hiperosideo.
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Figura 2. Cromatograma 3D das fra¢@es F1, F2, F3, F4 e F5. O cromatograma 3D permite visualizar 0s
compostos por meio dos seus respectivos espectros UV (1: &cido p-hidroxibenzéico, 2 e 3: proantocianidinas
e 4: hiperosideo), seu posicionamento no cromatograma em relagdo ao tempo em uma escala de 190 a 400
nm. mAU: Intensidade do sinal, nm: comprimento de onda e t: tempo.



Tabela 1. . Ensaio antimicrobiano e antioxidante do extrato, fracdes e compostos isolados de Anadenanthera

colubrina var cebil.

Amostras Atividade

Antimicrobiana

Atividade Antioxidante

S. aureus S. aureus DPPH ATT FRAP
UFPEDA UFPEDA
02 705
ClMsp ClMso ClMso 1000 Hg
(ng/mL) (ng/mL) (Hg/mL) pg/mL FeSO4/mg
Extrato ASE- 312 >500 142 + 10 - -
AcOEt
Fragdo 1 (F1) >500 >500 N/A - -
Fracédo 2 (F2) 19 >500 202+6a - -
Fracdo 3 (F3) 78 >500 263+ 17b - -
Fragdo 4 (F4) 19 >500 133+9¢c - -
Fracéo 5 (F5) >500 >500 218+ 7,64ab - -
Acido p- 500 >500 N/A - -
hidroxibenzdico
1)
Pronatocianidina 500 >500 1248+ 7 * 60 £ 3,3 550,22 *
2 10,43
Proantocianidina 62 >500 178,45 * 35+0,67 552,62 +
(3) 5,23
Hiperosideo 250 62 258 £20* 4,31+ 529,91 +
(4) 0,81 21,55
Ampicilina <2 3,9 - - -
Tetraciclina <2 15 - - -
Trolox - - - - 566,08 +
13,81
Acido galico - - <312 - -
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Figura 3. Perfil de fragmentacdo da massa rastreada 530 m/z. O fragmento de 290 m/z caracteristico de
catequina assegura uma maior probabilidade dos compostos isolados com UV de A 281 nm (2) e A 280 nm (3) se
tratarem de uma proantocianidina. UPLC Acquity H-Class (Waters) ES-
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Figura 4. Massa rastreada indica a presenca do &cido p-hidroxibenzoico no extrato ASE-AcOEt (1). UPLC

Acquity H-Class (Waters) ES-.
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Figura 5. Massa rastreada indica a presenca de hyperoside (4) no extrato ASE-AcOEt. UPLC Acquity H-Class
(Waters) ES-.
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4.2 ATIVIDADE ANTI-FORMAGCAO DE BIOFILME DE Anadenanthera colubrina var.
Cebil (Griseb.) Altschul
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Flavonoide hiperosideo isolado de Anadenanthera colubrine var cebil (Griseb.) Altschul inibe
formacdo de biofilme de Staphylococcus aureus
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Resumo

O aumento do uso de materiais biomedicos como cateteres e proteses tem revelado o risco de
infeccdo bacteriana associado ao uso destes dispositivos médicos, sendo uma das principais
causas de infeccdo a capacidade que as bactérias, principalmente Staphylococcus aureus, tem
de aderir em superficies e formar biofilmes bacterianos. Diante desta problematica o presente
trabalho visou buscar substancias de origem natural com potencial anti-adesdo bacteriana.
Neste sentido a espécie Anadenanthera colubrina var cebil foi selecionada e as folhas
escolhidas para o ensaio. As folhas foram submetidas a técnicas avancadas de extracdo e
purificacdo de compostos para aquisicdo das amostras e apresentou 0s seguintes resultados: o
extrato acetato de etila de folhas (ASE-AcOEt) de A.colubrina var cebil foi testado frente a S
aureus e inibiu em 73% a formag&o de biofilme (ou formagdo de biofilme de 27 + 3% para S.
aureus). Por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) foi possivel
constatar que as folhas de A. colubrina sdo constituidas principalmente por hiperosideo e por
acido p-hidroxibenzoico, desta forma fracfes enriquecidas com estes constituintes foram
preparados: FAPH (enriquecido com acido p-hidroxibenzoico) e FH (enriquecido com
hiperosideo), e constatou-se que FAPH inibe a formagdo de biofilme em 67% e FH em 78%
para S. aureus. Quando testados isoladamente, o acido p-hidroxibenzdico inibiu a formacéo de
biofilme de S. aureus em 76% e hiperosideo 81%. Nossos resultados sinalizam para o potencial
de folhas de A. colubrina var cebil em ensaios anti-adesdo bacteriana.

1 Introducdo

O aumento da expectativa de vida do homem esta associado com 0 aumento tecnolégico
na area médica, por exemplo, os dispositivos intravenosos estdo cada vez mais modernos
(Nicolao et al., 2013). O aumento no uso desses materiais e de outros dispositivos medicos
tornaram evidente o risco de infec¢Oes atrelados a eles (Trentin et al., 2013). Uma das principais
causas esta associado a capacidade que as bactérias tém para formar biofilme. Dentre elas,
temos Staphylococcus spp considerada como o principal género causador de infecgbes
associados a dispositivos médicos (Antunes et al., 2011; Trentin et al 2013). Dados da Ultima
década apontam que 8% das infec¢bes no Brasil foram por cateter venoso central e taxa de
mortalidade entre os pacientes era de 47,1%. Diante desta problematica se faz necessario
estudos para buscar novas moléculas ativas com propriedades anti-adesdo bacteriana. Dessa
forma o presente estudo verificou o potencial antibiofilme do extrato AcOEt de folhas de

Anadenanthera colubrina var. cebil.

2 Resultados e Discussao

Extratos de folhas da espécie Anadenanthera colubrina var cebil foi uma das espécies

que se destacaram em uma triagem para verificar a atividade antimicrobiana de plantas da
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vegetacdo da regido semiarida do Brasil (Silva et al., 2013). Desde entdo a atividade anti-
Staphylococcus aureus foi revelada, na ocasido o extrato hidroalcodlico de folhas apresentou
um halo de inibicdo do crescimento bacteriano de 14,67 = 0,57 mm frente a Staphylococcus
aureus e concentracdo inibitéria minima (CIM) de 780 pg/mL e concentracdo bactericida
minima (CBM) de 12500 pg/mL. Outros dados constataram que, uma extracao liquido-liquido
fracionada do extrato hidroalco6lico usando os solventes ciclohexano, acetato de etila, n-
butanol e agua, o extrato mais ativo foi aquele oriundo do solvente acetato de etila e que possui
perfil bacteriostatico (Aradjo et al., 2014). Neste sentido o presente estudo revela que o extrato
ecetato de etila (ASE-AcOEt), em concentra¢fes subinitbitorias de 100upg/mL, inibiu a
formacdo do biofilme em 73%, ou seja, apenas 27 + 3% do biofilme foi formado (Tabela 1).
Nossos dados revelam que tanto o extrato hidroalcodlico quanto o extrato acetato de etila
apresentam 0s mesmos componentes fitoquimicos majoritarios (Figura 1), sdo eles: acido p-
hidroxibenzdico e hiperosideo. Fragdes oriundos do sistema de cromatografia flash, no qual tais
compostos foram rastreados pelo espectro de UV apresentaram valores significativos, apenas
33 £2,1% do biofilme de S. aureus foi formado frente fracdo contendo o é&cido p-
hidroxibenzéico (FAPH) enquanto que 22,1 + 3,7% do biofilme foi formado frente a fracéo
contendo hiperosideo (FH), representando uma inibicdo de 67% e 77,9% para FAPH e FH
respectivamente (Tabela 1). JA os testes diante dos compostos purificados indicaram uma
inibicdo na formacédo de biofilme de 76% para o acido p-hidroxibenzoico e 81% para flavonoide

hiperosideo (Tabela 1).

Nossos dados estdo de acordo com Moran et al (2014) que relataram efeito antibiofilme
do &cido p-hidroxibenzoico frente a S. aureus, e sinalizaram também para o possivel efeito
especifico para a espécie visto que este mesmo composto induziu o biofilme de S. epidermidis.
Ja Frantianni et al (2013) observou efeito anti-quorum-sensing do extrato etandlico de
Hipericum connatum no qual o composto hiperosideo era o mais abundante. O presente estudo
ndo sinaliza para efeitos citotoxicos do extrato ASE-AcOEt em que estes compostos sao
majoritarios, no entanto, embora a terapia com produtos naturais seja considerada segura ha
relatos de interacdes entre flavonoides e medicamentos, problemas relacionados ao estrogénio
e outros efeitos ligados a exposic¢do destes compostos (Galati; O’Brien, 2004) e por isso ensaios

ligados a toxicidade devem ser exaustivamente explorados.
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Tabela 1. Ensaio de formacéo de biofilme de S. aureus frente ao extrato, fracbes e compostos isolados de A.
colubrina var. cebil.

Micro-organismo

Amostras S. aureus UFPEDA 02
(100 pg/mL.) Formacéo biofilme Crescimento
(%) bacteriano
(%)
Extrato ASE-AcOEt 27%3 1239+11
Fracdo com acido p-hidroxibenzoico 33+21 187 £ 15
(FAPH)
Fracdo com hiperosideo 22,1+3,7 163,3+ 15
(FH)
Acido p-hidroxibenzoico 24+1 115+6,9
Hiperosideo 19+1 104 +9

Figura 1. Cromatograma do extrato hidroalcodlico de Anadenanthera colubrina var. cebil. Nele podemos
visualizar o composto acido p-hidroxibenzoico (Rt 5.2 min), majoritario, correspondendo a 37% da amostra e em
seguida o flavonoide hiperosideo (Rt 8.8 min), correspondendo a 20% da amostra. Ambos foram majoritarios
também no extrato ASE-AcOEt de onde foram purificados.
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3 Experimental

3.1 Extracdo e purificacdo dos compostos

As folhas foram coletadas em margo de 2015 proximo a “Pedra do Cachorro” no Parque
Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil) com a devida autorizagdo (SISBIO 49344-4) e
incorporada ao herbario Dardano de Andrade Lima, da Empresa Pernambucaca de Pesquisa
Agropecuaria (IPA) com o voucher 80351. O extrato das folhas foi feito usando o extrator
acelerado por solvente (ASE® 350 DIONEX) realizando uma extracdo eluotropica que
originou os extratos hexano (ASE-Hex), acetato de etila (ASE-AcOEt) e metanol (ASE-
MeOH), no qual o extrato ASE-AcOEt seguiu para cromatografia flash (Biotage® Isolera One)
para aquisicdo das fracdes, que posteriormente foi encaminhado para o HPLC preparativa
(Autopurification System®) onde foi purificado com alta pureza. Os compostos isolados foram
identificados por RMN (Bruker® ASCEND I11).

3.2 Ensaio de formacéo de biofilme

A formacéo de biofilme foi avaliada utilizando o ensaio com cristal violeta usando placas
de microtitulacdo de 96 pocos como descritos por Trentin et al (2013) com adaptacfes nas

proporcoes de meio (160uL), amostra (20uL) e indculo (20uL).

3.3 Isolamento do PBMC e teste MTT

As PBMCs foram semeadas em microplacas de 96 pocos, nas quais foram pipetadas
8x10° células por pogo em 100 pL de meio de cultura completo (RPMI 1640 + Soro Bovino
Fetal) mais 50 pL de diferentes concentracbes do extrato ASE-AcOEt das folhas. Como
controle negativo e positivo, foi utilizado meio de cultura RPMI 1640 e Triton-X a 1%,

respectivamente. Como controle solvente, foi utilizado metanol 2%.

4 Conclusdo

Nossos ensaios constatam que o flavonoide hiperosideo e o composto p-hidroxibenzdico

inibem a formacdo de biofilme de Staphylococcus aureus
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho constatou que 0s compostos ativos presente nas folhas da espécie
Anadenanthera colubrina var cebil sdo componentes majoritarios, sdo eles: acido p-
hidroxibenzdico, hiperosideo, proantocianidinas, quercetina e outros dois compostos derivados
de quercetina. Para esta descoberta foram usados técnicas avancgadas de extracao, cromatografia
e deteccdo acompanhados de ensaios in vitro que demostraram a acgdo antioxidante,
antimicrobiana e antibiofilme dos extratos, fracdes e compostos purificados de A. colubrina var
cebil. Por altimo, foi visualizado uma tendéncia para uma melhor acdo antimicrobiana em
extratos do periodo chuvoso e a provavel explicacdo para esta observacdo é a de que 0s
compostos derivados de quercetina, como o hiperosideo, foram mais abundantes em extratos

no periodo chuvoso.
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ABSTRACT

h ina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb) is a plant widely used for medicinal pro-

poses in Brazilian Northeast. Objective: This study aimed to analyze the influence of rainfall indexes (RI) in anti-
microbial activity and phytochemical constituents of extracts from leaves and fruits of A. colubrina. Material and
Meth

were in Catimbau National Park (Buigue, Pe

Brazil) at Sep 2010

(RI; 75 mm) and January (RI: 65 mm), Apn! (RI 162 mm) and June 2011 (Rl: 73 mm). The extracts were prepared

by Soxhlet ion using chlorof

, ethyl aoeme and me(hanol The antimicrobial activity was

determined by MIC and MBC values. Results: All

activity, but ethyl acetate ex-

tracts (from all pericds) were more active. Strong

were found b the Rl and the average MIC

of MLE (p: -0.99), EALE (p: -0.81), CHFE (p: -0.81), EAFE (p: -0.80); while mod

and weak ions were

found for other extracts. Through 8 HPLC analysis was possible to reveal that the samples collected from dry

periods had more ical di y (as they p

more peaks). Gallic acid and quercetin (and derivative

compounds) were identified. The Ievels of quercetin were enhanced in extracts from dry months. Conclusion:

Our results showed that the rainfall has a p
lubring, h these hy d more

effect on the antimi

| activity of leaves and fruits of A.

| diversity during dry months.

Key words: Natural products, Semi arid area, Antimicrobial agents, Medicinal plants.

INTRODUCTION

The World Health Organization (WHO) has been
drawing attention to the increasing problem of mi-
crobial resistance to conventional antibiotics for
more than a decade.’ This scenario of antimicrobial
resistance has encouraged research using medici-
nal plants, especially those from under-exploited
biomes, such as the Caatinga. This is a unique bi-
ome from Northeast of Brazil where traditional
communities use hundreds of plant species form
medical purposes, such as the control of microbial
infections.*” For some of those, scientific evidences
confirm these therapeutic aptitudes.'” In recent
years, the eth licinal knowledge has stimulated
several studies about the pharmaceutical potential of
natural products of northeastern Brazil.* This is justi-
fied by the fact that the intrinsic features of Caatinga
area (drought, high solar radiation rates and other
environmental stresses) influence the synthesis of
secondary metabolites of its plants,” making them at-
tractive targets for bioprospecting programs.' In tra-
ditional medicine, Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan var. cebil (Griseb) Alstchull (1964), popularly
known as Angico (synonyms: Acacia cebil, Peptad-
enia macrocarpa, Anadenanthera mm'rm‘urpu).” is
frequently used by inhabitants of the Caatinga biome

to treat anemia, cancer and inflammatory diseases.™
Previous studies demonstrated the antimicrobial
potential of leaves and fruits of this plant, especially
against Staphylococcus aureus.* ' In this context, the
present study aims to analyze the effects of rainfall on
the antimicrobial activity and secondary metabolites
contents of leaves and fruits of Anadenanthera colub-
rina. With this information, the best collection time
to maximize the bioactive compounds extraction for
medicinal purposes may be determined.

MATERIAL AND METHODS

Plant material and extract preparation

Leaves and fruits of a single individual of A. colubrina
were collected at Catimbau National Park (Buique,
Per buco, Brazil) at Sep ber 2010 and Janu
ary, April and June 2011. The rainfall index for this
months were 75 mm, 65 mm, 162 mm and 73 mm,

respectively (as provided by Agronomic Institute of

Pernambuco; IPA/PE). The voucher specimen (IPA
84.039) is deposited at IPA/PE. The plant material
was dried at 45°C and after 3 days milled to a fine
powder in a Macsalab Mill (Model 200 LAB, Eriez,,
Bramley), and stored at room temperature in closed
containers in the dark until used.

Cite this Article: Araijo DRC, Silva LCN, Harand W, Fernandes JM, Soares TC, Langassner SMZ, Giordani RB,

Ximenes RM, Silva AG, Silva MV, Correia MTS. Effects of Rainfall on the A

ial Activity and S y Metab

lites Contents of Leaves and Fruits of Anadenanthera colubrina from Caatinga Area. Pharmacogn J. 20179(4) 435-40..

Pharmacognosy Journal, Vol 9, Issue 4, Jul-Aug, 2017

435

63



Araujo ef al.: Rainfall affects the Antimicrobial Action and Chemical diversity of A. colubrina

Samples (100g) from each tissue were subjected to Soxhlet extraction us-
ing an eluotropic series of solvents in the following order: cyclohexane,
chloroform, ethyl acetate and methanol. All samples were subjected to
saturation at reflux for 24 hours. After this time, the extracts were filtered
(Whatman filter paper No 1). Solvent was completely removed from all
extracts from leaves (L) or fruits (F) (cyclohexane: ChLE and ChFE;
chloroform: CLE and CFE; ethyl acetate: EALE and EAFE: methanol:
MLE and MFE) on a rotating evaporator at 45° under reduced pressure
and stored for later antimicrobial and phytochemical analyses.

Antimicrobial assays

Microorganisms

The microorganisms used in this work were provided by Culture Collec-
tion UFPEDA (Department of Antibiotics, UFPE), consisting of: Staphy-
lococcus aureus (three strains; UFPEDA 02, 733 and 709), Bacillus subtilis
(UFPEDA 86), Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella pneumoniae
(UFPEDA 396) and Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416).

Determination of minimal inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC)
The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by the
microdilution method.” Twofold serial dilutions of each extract (ini-
tial concentration: 50 mg/mL) were prepared in Muller-Hinton broth
(MHB) and 10 uL of bacterial suspension (approximately 1.5 x 10* CFU/
mL) were added. The samples were incubated for 24 h at 37°C. Resazurin
solution (0.01%) was used as an indicator by color change visualization:
any color changes from purple to pink were recorded as bacterial growth.
The lowest concentration at which no color change occurred was taken
as the MIC. Afterwards, cultures were seeded in MHA and incubated
for 24 h at 37°C to determine the minimum bactericidal concentration
(MBC), which corresponds to the minimum concentration of the sample
that eliminated the bacteria.

Phytochemical Analysis
Thin layer chromatography (TLC) analysis

The qualitative phytochemical analysis was performed by Thin layer
chromatography (TLC) using aluminum-precoated plates of silica gel
60 F254 (Merck) and adequate visualization techniques (Dragendorff,
NEU-PEG, KOH-Ethanol, Liebermann-Burchard, vanillin-sulfuric acid
and others reagents, according to the respective method)."

High-performance liquid chromatography (HPLC)
analysis

Investigations of phenolic content were performed by a High-perfor-
mance liquid chromatography system (HPLC; ProStar, Varian) which is
comprised by a quaternary pump, diode array detector, auto-sampler.
The reagents used were acetonitrile HPLC grade (Panreac®) and acetic
acid (Vetec®). Water was purified through a milli-Q (Merck®) system.
Phenolic compounds were analysed on a Phenomenex C18 column (250
x 4.6 mm, 5 pm), applying mobile phase gradient of acidified water (0.3%
acetic acid) (solvent A) and acetonitrile (B) as follows: Linear gradient
from 10 to 20% (B) from 0 to 10 min; and linear gradient from 20 to 28%
(B) from 10 to 60 min. The flow rate was kept constant at 0.8 mL/min
and detection was in the range of 190 to 450 nm, Phenolic compounds
were identified by comparison of their retention times and their absorp-
tion spectra of ultraviolet light (UV). Gallic acid, chlorogenic acid, el-
lagic acid, rutin and quecertin were used as standard compounds (all
purchased from Sigma-Aldrich).

436

Statistical analyses

Statistical analyses were performed by One-way analysis of variance
(ANOVA). All analyses were carried out using software Graph Prism,
version 4. The correlation indices were calculated using the Pearson coef-
ficient (p). Only for correlation between Rainfall Index and MIC values a
negative p -value is considered as direct correlation.

RESULTS

Effects of rainfall on the antimicrobial activity of
Anadenanthera colubrina

All extracts from of A. colubrina showed antimicrobial activity, being
more active against gram-positive organisms (Table 1). Most tested bac-
teria were more sensitive to ethyl acetate extracts (from all periods).
Taking into account the results for Gram-positive bacteria (all S. aureus
strains and B. subrilis), ethyl acetate extracts from leaves showed the low-
est average MIC values (1.06 mg/mL), this value was significantly lower
than those observed for other extracts (p <0.05). In the same way, among
fruits extracts, the lowest average of MIC values was found to ethyl ac-
etate extracts (17.50 mg/mL), however no significant differences were
observed between the results. For this reason, the ethyl acetate extracts
were selected for chemical analysis.

Regarding the effect of the collection period on antimicrobial activity,
the lowest MIC values were observed in the months with the highest
rainfall index (RI) for extract from both tissues (Table 1). Strong correla-
tions were found between the RI and the average MIC of MLE (p: -0.99),
EALE (p: -0.81), CHFE (p: -0.81), EAFE (p: -0.80); moderate correlation
was observed for CLE (p: -0.62); while weak correlations were found for
CFE (p: -0.48), MFE (p: -0.42), and CHLE (p: -0.27).

Effects of rainfall on phytochemical composition of
Anadenanthera colubrina

It was observed by TLC analysis that the ethyl acetate extracts from both
tissues exhibited flavonoids, cinnamic derivatives, terpenes, cyanogenic
glycosides and proanthocyanidins. Whereas TLC assays did not show
qualitative differences between the extracts obtained from leaves or
fruits (Table S1), we were able to detect 15 phenolic compounds with
different retention time (Rt) and UV spectra in HPLC chromatograms.
The presence and concentration of these compounds varied with tissue
and rainfall index.

The extracts from fruits showed more compounds than those from
leaves: peaks 2 and 5 were found at all fruits samples, EAFEL had the
highest chemical phenolic diversity as 13 peaks were detected and some
compounds were only found in this sample (peaks 3 and 4). EAFE2,
EAFE3 and EAFE4 showed 10 peaks. The concentration of some com-
pounds also varied according to collection time. For example, peak 6 had
maximum detection on September (EAFE1); while peaks 8, 12 and 15
apparently were more found in April and January (Figure 1). Regarding
the qualitative results for leaf extracts, EALE2 showed the highest num-
ber of peaks (8). Only two peaks were specific for EALE2 (12 and 13)
and peak 14 was only absent for EALEL: the other peaks were present in
all extracts. However, quantitative differences for some compounds con-
tents could also be observed, for example, peak 1 was larger in January,
and peak 15 in September and January (Figure 1).

The identity of gallic acid (peak 1) and quercetin (peak 15) were con-
firmed by co-injection of an internal standard for each compound (Fig-
ure S1). Some compounds (peak 10 and 11) are presumably quercetin
derivatives due to the close similarity in the UV absorption spectra
(Figure 52). Gallic acid, quercetin (and its derivatives) had already been
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Table 1: Antimicrobial activity of ethyl acetate extracts from leaves and fruits of Anadenanthera colubrina.

Results are expressed in mg/mL .
Table S1: Phytochemical profile of ethyl acetates from leaves and fruits of Anadenanthera colubrina.
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Figure 51: HPLC-UV chromatograms of quercetin (A), gallic acid (B), quercetin + ethyl acetate extracts of A. colubring leaves
(C) and gallic acid + ethyl acetate extracts of A. colubrina leaves (D). Detection at 340 nm.

Figure 52: UV spectra analysis of the main peaks. Peak 1:gallic acid (UV 268nm); peaks 10 e 11: quercetin derivatives (UV 257

353nm) and peak 15: quercetin (UV 257 371nm).

detected in the extracts from A. colubrina.*”' Antimicrobial activity of
plants is commonly attributed to these compounds.'* ™

DISCUSSION

‘This work analyzed the effects of rainfall on the antimicrobial action
and phytochemical constituents of extracts from leaves and fruits of A.
colubrina. This plant has been subject of several studies about its phar-
maceutical potential.'”'*'" In our previous studies the antimicrobial ac-
tion of extracts and fractions from leaves and fruits of A. colubrina was
reported against Gram-positive bacteria, and no activity was observed
against Gram negative bacteria.**" In the present work we employed
a different extraction method, by which we obtained extracts with ac-
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tivity against tested Gram negative bacteria. Anyway, the best activity
was found against S. aureus and B. subtilis, and ethyl acetate extracts had
the best activity. It is also important to highlight that some variation on
antimicrobial activity of products derived from A. colubrina has been
found according with area of cultivation. For example, extracts derived
of samples from Cerrado biome did not show antagonist activity,"* while
others from Caatinga area were able to inhibit microbial grow."

Since the production of dary bolites is influenced by environ-
mental conditions (such as temperature, soil composition, solar irradia-
tion, water availability), we attempted to evaluate the influence of rainfall
on the antimicrobial action and chemical composition of extracts from
both leaves and fruits. First we analyzed the variation on antimicrobial
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activity of those extracts. We correlated the RI for each month where the
collection was performed with the MIC average obtained. Strong cor-
relations were found for most of extracts. There is no consensus on the
effect of rainfall index in the biological activity of plants, both positive
and negative correlations are reported.” Our results corroborate with
several reports which showed positive effects of rainfall on the biological
activity of plant extracts.**!

The influence of rainfall on the phytochemical composition of A. col-
ubrina extracts was first analyzed by TLC based assay. In general, we
observed the same composition reported in our previous work.” It was
not noted qualitative differences between the extracts prepared in each
period. Thua. we attempted to perform a HLPC analysis which revealed
some ive differences: the samples collected from dry periods
had mom dwcrsa:y (as they presented more peaks). Some compounds
were identified: gallic acid (peak 1), quercetin (peak 15) and two querce-
tin derivatives (peaks 10 and 11). In addition, quercetin levels increased
in those extracts from dry months. Enhanced levels of quercetin have
been reported to other plants during dry seasons.* The production of
quercetin and other flavonoids was shown to be up-regulated during
stressful conditions such as excessive ultra-violet radiation and high sa-
linity.** These findings could explain the well-known photoprotective ef-
fect of quercetin.*

CONCLUSION

Our results confirm that the rainfall levels have influence on the antimi-
crobial activity and chemical diversity of leaves and fruits of A. colubrina.
Specifically, the antimicrobial activity was enhanced during months with
higher rainfall levels, while the most chemical diversity was found in dry
months. The increased levels of quercetin found in samples from dry
months suggest metabolic alterations in order to produce compounds
related to plant e during | conditi These analyses
may direct for the best collection time for obtain antimicrobial products
derived from A. colubrina which can be applied for biomedical purposes.
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ABBREVIATIONS USED

A. colubrina: Anadenanthera colubrina; B. subtillis: Bacillus subitilis;
CFE: Chloroform Fruits Extract; CHFE: Cyclohexane Fruits Extract;
CHLE: Cyclohexane Leaves Extrac; CLE: Chloroform Leaves Extract; E.
coli: Escherichia coli; EAFE: Ethyl Acetate Fruits Extract; EAFEL: Ethyl
Acetate Fruits Extract September; EAFE2: Ethyl Acetate Fruits Extract
January; EAFE3: Ethyl Acetate Fruits Extract April; EAFE: Ethyl Acetate
Fruits Extract June; EALE: Ethyl Acetate Leaves Extract; EALE1: Ethyl
Acetate Leaves Extract September; EALE2: Ethyl Acetate Leaves Extract
January; EALE3: Ethyl Acetate Leaves Extract April; EALE4: Ethyl Ac-
etate Leaves Extract lunc— HPLC: High Performance Liquid Chromatog-

raphy; IPA: A itute of Pernambuco; K. p iae: Kleb-
siella p iag; MBC: M B cidal C: ion; MFE:
Mclhamul Fruits Extract; MIC: Minimal Inhibitory C ion; MLE:
Methanol Leaves Extract; P. aer d aerugi PE:

Pernambuco; RI: Rainfall ln:lexesv Rt: Rxlenllon Time; S. aureus: Staph-
ylococcus aureus; TLC: Thin Layer Chromatography; UFPEDA: Culture
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Collection of Department of Antibiotics; UFPE: UV: Ultraviolet; WHO:
World Health Organization.
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ANEXO A

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservaz;ao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de izagdo e a0 em iversi - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 49344-4 Data da Emisséo: 22/06/2017 00:35 I Data para Revalidagédo*: 22/07/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser i mediante a ap do relatério de ativi a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Daniel Rodrigo Cavalcante de Aradjo CPF: 083.042.814-30

Titulo do Projeto: ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE MOLECULAS BIOATIVAS E SUA APLICAGAO NA BIOFUNCIONALIZAGAO EM
SUPERFICIES
Nome da Instituicao : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

Cronograma de atividades

[#] Descrigao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
[1_[Coleta de material vegetal 06/201 06/2015
[2_[Coleta de material vegetal 07/201 077201
[3_[Preparagao dos exiralos 07/201 117201
4| Coleta de material vegetal 09/201 097201
[5_[Coleta de material vegetal 707201 707201
6| Coleta de material vegetal 11/201 117201
[7_[Tsolamento e purificagao de compostos 127201 037201
8 | Identificacao dos compostos 12201 12/2017
9_| Alividades biologicas 01/201 01/2018
[10 [ Apresentagao do trabalho PPGCB 03/2019 03/2019

Observagoes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo. a difusao ou & pesquisa, estéo suieitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnol
Esta autorizagao NAO exime 0 pesquisador Tular @ 0 membros de Sua equipe 0a necessidade de obler as anuBNcias previstas em oulros instrumentos legals, bem
como do consentimento do responsavel pela rea, piblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de 4rea dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagao fundidria encontra-se em curso.
Este documento somente podera ser llizado para os fins previstos na Instrugao Normafiva ICMBIo n° 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBIo n° 1072010, no que
especifica esta Autorizagao, nao podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no mbito do ensino superior.
A autorizagao para envio ao exterior de material bioIGGIco a0 Consignado devera ser requerida por melo do enderego Ietronico Www.Ibama.gov.br (Servios on-ine - | 0 exerer Go material biol6gico 140 Consignado Gevera ser requenda por meio do nderego elatraNIco Wivw.Ibama.gov.br (Serigos on-inG -
Licenca para de flora e fauna - CITES e nao CITES).
O titular de ficenga ou aulonzaqao e 0s membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e e captura T que possivel,
20 grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de colela ou captura que ndo l:ampmme(a aviabilidade
de populagdes do grupo taxonomico de interesse em condigo in situ.
O titular de autorizagao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
omisséio ou falsa descrigao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigao do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagao ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio. nos termos da legislagao brasileira em vi
Este documento nao dispensa o cumprimento 0a legislagao que dispae Sobre acesso a componente do patimaNio gendlico existente no TerierNio nacional, na
enazona exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimonio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.
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Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVA( , 0 pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR

AS DATAS das expedigdes, as condicdes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas
em ressalvas

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio | _UF_|Descrigao do local [ Tipo
Este i para ativi com i ientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n? 03/2014. Através do codigo
de autenticagao abaixo, qualguer cidadao podera verificar a ici ou i deste por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

"
Cadigo de autenticacao: 86962334
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ANEXO B

VOUCHER DO HERBARIO IPA

wziz:  PERNAMBUCO

oveaws 56 Favana

HERBARIO IPA - DARDANO DE ANDRADE LIMA
FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA

FIB N° 03/2018
N° de Nome Familia Nome Cientifico Identificada
Tombo popular por
1 | 80350 Angico Leg. Mim. Anadenanthera colubrina var. cebil M. Oliveira
(Griseb.) Altschul
2 | 80351 Angico Leg. Mim. Anadenanthera colubrina var. cebil M. Oliveira
(Griseb.) Altschul

@*&2@*\&0&9&“%

Dr* Rita de Céssia Pérdira
Curadora do Herbdrio IPA

Consulta: Daniel Rodrigo Cavalcante de Araijo

Procedéncia: PE - Buique - Vale do Catimbau.
Coletor: diversos coletores em 10/01/2018.
Determinada em: 19.01.2018.

Obs.: Amostra botéinica em estudo na UFPE para tese de Doutorado do aluno Daniel Rodrigo Cavalcante de
Araiijo do PPGCB.

Resultado encaminhado por e mail: paulaanandaa @hotmail.com em 22/02/2018.

Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA
Vinculado a Secretaria de Agricultura e Reforma Agraria
Av. Gal. San Martin, 1371 — Bongi — 50761-000 — Recife — PE — C.P. 1022
CNPJ 10.912.293/0001-37 — PABX: (81) 3184-7200 - Fax: (81) 3184-7211
Home Page: www.ipa.br / E-mail: ipa@ipa.br

IPA - 77 anos semeando conhecimento



70

ANEXO C

ESPECTROS DE RMN DO COMPOSTO ACIDO P-HIDROXIBENZOICO
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ANEXO D

ESPETROS DE RMN DO COMPOSTO HIPEROSIDEO
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ANEXO E

NORMAS DAS REVISTAS: FRONTIERS IN MICROBIOLOGY AND NATURAL
PRODUCT RESEARCH: FORMERLY NATURAL PRODUCT LETTERS

https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#author-guidelines

https://www.tandfonline.com/action/authorSubmission?show=instructions&journalCode=gnpl20
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