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RESUMO

As plantas medicinais tém sido uma rica fonte para obten¢do de moléculas a serem exploradas
terapeuticamente. Hymenaea stigonocarpa Mart. ex. Hayne pertence a familia Leguminosae,
e ¢ conhecida como jatoba do cerrado, amplamente distribuida nas areas do cerrado. E
utilizada na medicina popular para o tratamento de problemas respiratorios, gastrintestinais,
genito-urinarios e hepaticos. Apresenta ainda propriedade cicatrizante e antimicrobiana. Este
trabalho objetiva um estudo quimico, antimicrobiano ¢ de citotoxicidade in vitro de extratos
obtidos da casca do tronco dessa espécie botanica. Foi feito uma andlise fitoquimica dos
principais compostos encontrados nos vegetais; preparagao dos extratos ciclohexano, acetato
de etila ¢ hidro-alcéolico da casca do tronco; avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a
bactérias de género Staphylococcus, Pseudomonas, Salmonella, Escherichia, Shigella e a
levedura Candida, determinando a concentragdo inibitoria minima e a¢ao antiproliferativa em
células neoplasica humanas linhagem NCI-H292 e¢ HEp-2 desses extratos. A avaliagdo
fitoquimica demonstrou a presenca de taninos hidrolisaveis, flavondides e terpenos na casca
de H. stigonocarpa. A quantidade de flavonodides e fendis totais foram superior no extrato
hidro-alcoolico (17,4 mg de ER/g de extrato e 17,69 mg de EAG/g) em relagdo ao extrato
acetato de etila (6,36 mg de ER/g de extrato e 6,25 mg de EAG/g). A planta apresentou um
baixo rendimento de extrato ciclohexano (1,73%) e acetato de etila (3,21%) em relacdo ao
hidro-alcoolico (9,84%). Os trés extratos utilizados na atividade antimicrobiana foram ativos
contra os microrganismos utilizados. Os estafilococos se mostraram mais sensiveis (CIM
entre 7,81 — 250 pg/mL) frente aos extratos testados. O extrato ciclohexano foi o unico que
apresentou atividade citotoxica em células das linhagens NCI-H292 e HEp-2, apresentando
uma ICsp de 21,27 e 8,90 pg/mL, respectivamente. Esses resultados sugerem que a Hymenaea
stigonocarpa ¢ uma espécie em potencial para a elaboragdo de fitoterapicos, principalmente
como antimicrobiano e antitumoral.

Palavras-chave:  Leguminosae, = Hymenaea  stigonocarpa, plantas  medicinais,

antimicrobianos, atividade antitumoral.
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ABSTRACT

Medicinal plants have been a rich source for obtaining the molecules to be exploited
therapeutically. Hymenaea stigonocarpa Mart. ex. Hayne belongs to the family Leguminosae,
commonly known as Jatoba of “cerrado”, widely distributed in areas of cerrado. It is used in
folk medicine for the respiratory, gastrointestinal, genito-urinary and liver treatment. It also
provides healing and antimicrobial properties. This paper aims to chemical, antimicrobial and
cytotoxicity study in vitro of extracts from the stem bark this specie. We carried out a
phytochemical analysis of the main compounds found in vegetables, preparation of extracts
cyclohexane, ethyl acetate and hydro-alcoholic trunk bark; evaluation of antimicrobial activity
against bacteria Staphylococcus, Pseudomonas, Salmonella, Escherichia, Shigella genus and
yeast Candida, determining the minimum inhibitory concentration and antiproliferative action
this extracts against human neoplastic cell line NCI-H292 and HEp-2. The phytochemical
showed the presence of hydrolysable tannins, flavonoids and terpenes in the bark of H.
stigonocarpa. The amount of flavonoids and total phenolics were high in the hydro-alcoholic
extract (17,4 mg ER/g of extract and 17,69 mg of EAG/g) in relation to the ethyl acetate
extract (6,36 mg ER/g of extract and 6,25 mg of EAG/g).The plant had a low yield of
cyclohexane extract (1.73) and ethyl acetate (3.21) compared to hydro-alcoholic (9.84%). The
three extracts used in antimicrobial activity were active against the microorganisms used.
Staphylococci were more sensitive (MIC between 7.81 to 250 ug / mL) compared to the
extracts. The cyclohexane extract was the only one with cytotoxic activity in cell lines of
NCI-H292 and HEp-2, with a ICsp of 21,27 and 8,90 pg,mL, respectively. These results
suggest the Hymenaea stigonocarpa is a species with potential for the development of herbal
medicines, particularly as antimicrobial and antitumoral.

Keywords: Leguminosae, Hymenaea stigonocarpa, medicinal plants, antimicrobial,

antitumoral activity.
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Apresentacao

1 APRESENTACAO

O conhecimento da utilizagdo de plantas com propriedades medicinais resulta de
influéneias culturais ¢ de uma selegio realizada ao longo de muitos anos. E baseado nas
informacdes da medicina tradicional, que os cientistas se direcionam quanto a escolha da
planta a ser estudada e aos seus efeitos terap€uticos, sendo o uso tradicional encarado como
uma pré-triagem quanto a utilidade terapéutica (ELIZABETSKY, 2003).

As plantas medicinais possuem em sua composicdo, substincias quimicas

biologicamente ativas, denominadas de compostos ou principios ativos. Sdo exemplos destes
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compostos os terpenos, alcaldides, taninos, flavonoides, que ao serem administradas levam a
cura ou abrandamento de doengas, tais como o cancer, doengas infecciosas, inflamatorias etc.
A estes compostos foram atribuidas varias fungdes biologicas sobre os seres vivos, como
antiinflamatério, antioxidante, antitumoral, antimicrobianos, analgésicos, hipoglicemiantes,
etc.

Diante da grande diversidade de estruturas quimicas encontradas nas plantas, observa-
se na literatura um aumento nas pesquisas na area de produtos naturais, visando a descoberta
de novas drogas, principalmente com ac¢do antimicrobiana. Visto que, apesar das industrias
farmacéuticas terem produzido uma série de antibidticos nos ultimos anos, o uso
indiscriminado de antimicrobianos para tratamento de doengas infecciosas aumentou
consideravelmente a resisténcia dos microrganismos patogénicos a varios destes, tornando-se
um dos principais problemas na satide publica (NASCIMENTO et. al., 2000).

A redugdo da eficicia dos medicamentos antimicrobianos disponiveis tem exigido o
uso de farmacos cada vez mais onerosos, inacessiveis a populacdo de baixa renda, que
buscam alivio dos seus sintomas em plantas medicinais. Segundo a Organiza¢do Mundial de
Satde (OMS) 80% da populacdao dos paises em desenvolvimento dependem da medicina
tradicional para atender suas necessidades de atencdo primaria a saude (BRASIL, 2007).

Outro problema de grande relevancia na pesquisa em saude ¢ o cancer, uma das
principais causas de morte em todo o mundo. Desde 2003, as neoplasias malignas constituem-
se na segunda causa de morte na populagdo brasileira. O continuo crescimento populacional e
o seu envelhecimento afetardo de forma significativa o impacto do cancer no mundo. Segundo
o Instituto Nacional de Cancer (INCA), no Brasil, estima-se uma ocorréncia de 489.270 casos
novos de cancer para os anos de 2010 e 2011, sendo os canceres de prdstata e de pulmao no
sexo masculino e os canceres de mama e do colo do Utero no sexo feminino os mais
incidentes (BRASIL, 2009).

Diante desses relatos, a investigagdo antimicrobiana e de citotoxicidade em células
neoplasicas humanas, de compostos extraidos de plantas, pode ser uma fonte de inumeros
agentes terapéuticos e considerada uma importante ferramenta para a descoberta de novas
moléculas biologicamente ativas. Dentre as plantas ja estudadas nesse aspecto destacam-se as
do género Hymenaea, pertencentes a familia Leguminosae. Pesquisas confirmaram a
atividade antibacteriana e inibi¢do do crescimento de células leucémicas linféides, linhagem
P388 de extratos de Hymenaea palustris (PETTIT et. al., 2003). Hymenaea courbaril L.
também apresentou atividade antimicrobiana (MARSAIOLI, 1975) e citotoxica em células

tumorais humanas de ovario, linhagem A2780 (ABDEL-KADER et. al., 2002). A Hymenaea
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stigonocarpa apresentou atividade antibacteriana principalmente frente a Staphylococcus
aureus (VALENTIM, 2006).

Com base nesses dados e na raridade dos trabalhos com H. stigonocarpa, o que nos
incentivou a utiliza-la como alvo do presente trabalho, decidiu-se fazer um estudo fitoquimico
e avaliar a acdo antimicrobiana e antitumoral dos extratos dessa espécie botanica, podendo ser
no futuro apresentados como produtos farmacéuticos, além de permitir um repasse do

conhecimento cientifico para a populacdo, garantindo seguranca e eficacia no seu uso.
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Revisao bibliografica

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas medicinais

A utilizagdo de produtos naturais pelo homem ¢ tdo antiga quanto sua propria historia,

evoluindo com ele ao longo dos anos. O uso das plantas se dava tanto para fins nutricionais
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como para fins terapéuticos, garantindo a manuten¢ao da saude humana. Essa utilizagdo
durante a histéria foi fundamental para que a producdo de medicamentos desse os primeiros
passos. Foi por meio de tentativas e erros que o homem primitivo adquiriu conhecimentos,
determinando quais plantas poderiam ser utilizadas como alimentos, medicamentos e quais
eram venenosas ¢ perigosas (DAVID; DAVID, 2002).

As primeiras informacdes relativas a utilizacdo empirica de plantas com fins
terapéuticos sdo encontradas no Codigo de Hamurabi (2000 a.C.) e no Papiro de Ebers (1500
a.C.). Entretanto, a pesquisa visando ao isolamento de principios ativos de vegetais s teve
inicio no século XIX, quando o farmacéutico alemao Friedrich W. Setumer procurava no 6pio
(Papaver somniferum), a substancia responsavel por sua ag¢ao hipnética, isolando a morfina
(STANI, 2003).

A partir do século XIX aprendeu-se entdo a reconhecer as indicagdes terapéuticas de
uma planta em funcdo de seus compostos quimicos. Hoje, a terapéutica mostra que alguns
medicamentos com agdes especificas provém dos produtos naturais (CALIXTO, 2003). E o
caso do jaborandi (Pilocarpus spp.), onde ¢ extraida das folhas a pilocarpina, substancia ativa
usada no tratamento do glaucoma (GUERRA; NODARI, 2004).

As plantas apresentam um metabolismo primario, onde originam substancias
essenciais para a manutencao de suas células, como os lipidios, as proteinas, os carboidratos e
os acidos nucléicos. As substancias originadas a partir de rotas biossintéticas diversas, e que
estdo restritas a determinados grupos de organismos, sao produtos do metabolismo secundério
(VICKERY; VICKERY, 1981). Esses compostos secunddrios ndo sdo necessariamente
essenciais ao organismo produtor, mas possuem fung¢des ecologicas importantes para a
sobrevivéncia e continuidade da planta em seu ecossistema (SANTOS, 2000). A sua produgao
estd associada a resisténcia da planta contra pragas e doengas, na atracdo de polinizadores, na
interagdo com microrganismos, entre outros, sendo o metabolismo secundario o responsavel
pelas relagdes entre a planta e o ambiente (VERPOORTE et. al., 2000).

Alguns metabolitos secundéarios como os alcaldides, terpenoides, esteroides,
flavonodides, entre outros, sdo utilizados comercialmente como farmacos. A aspirina, a
atropina, a digoxina, a morfina, a quinina e a reserpina sao alguns exemplos de farmacos que
foram descobertos através do estudo de plantas medicinas (GILANI; RAHMAN, 2005).

A Organiza¢ao Mundial de Sautde (OMS) reconhece o termo “planta medicinal” como
toda e qualquer planta que, quando aplicada sob determinada forma e por alguma via ao
homem, ¢ capaz de provocar um efeito farmacoldgico (OMS, 1978). Nesse contexto, o Brasil

apresenta um potencial econdmico inestimavel no campo do desenvolvimento de novos
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medicamentos, pois esta entre os paises que possuem a maior biodiversidade vegetal do
mundo, com cerca de 20% do niimero total de espécies do planeta. (CALIXTO, 2003).

Visto a grande importancia das plantas como fonte de produtos naturais
biologicamente ativos, a maior dificuldade se encontra na busca da planta correta no meio de
um grupo muito vasto. Dai a importancia da medicina popular, pois direcionam os

pesquisadores na escolha das plantas que serdo estudadas (ELISABETSKY; SOUZA, 2004).

2.2 Fitoterapia

Fitoterapicos s@o medicamentos obtidos por processos tecnologicamente adequados,
empregando-se exclusivamente matérias primas vegetais, como principio ativo, com
finalidade profilatica, curativa ou paliativa. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, bem como pela reprodutibilidade e constincia de sua qualidade
(BRASIL, 2000).

Alguns farmacos de importancia terapéutica foram obtidos exclusivamente de matéria-
prima vegetal. De Artemisia annua, por exemplo, foi isolado a artemisina, utilizado como
antimalarico. Os cardiotonicos digoxina e digitoxina foram isolados de Digitalis purplrea. A
morfina, utilizada como analgésica foi isolada de Papaver somniferum (SIMOES et. al.,
2004).

O emprego correto de plantas para fins terapéuticos requer o uso de plantas
selecionadas por sua eficicia, seguranga e cientificamente validadas como medicinais. Deve-
se considerar que uma planta medicinal ¢ um produto estranho ao organismo, podendo o
resultado de sua biotransformagao tornar-se potencialmente téxico em longo prazo (PERON
et. al., 2008). Veiga Jr.; Pinto; Maciel, (2005) relatam alguns casos de toxicidade de plantas
medicinais, como por exemplo, o Boldo (Peumus boldo), que contém o ascaridol entre os
principios ativos. Essa substdncia quimica pode provocar irritagdo renal apds ingestdes
sucessivas e prolongadas. Sendo assim, o perfil fitoquimico preliminar de uma espécie vegetal
¢ essencial para o direcionamento das pesquisas, na elaboragao de novos fitoterapicos.

As industrias farmacéuticas vém investindo consideravelmente na inovacao e
desenvolvimento de novos medicamentos a partir de vegetais (CALIXTO, 2000a e b). Para
isso, seguem as normas regulamentadas pela Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC

48/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que dispde sobre o registro
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de medicamentos fitoterapicos incluindo testes farmacoldgicos e toxicoldgicos pré-clinicos,
entre outros, garantindo a populacdo brasileira o acesso seguro e uso racional de plantas
medicinais (BRASIL, 2004).

E importante ressaltar que ndo ¢ intengio das industrias farmacéuticas substituir, pelas
plantas medicinais, os remédios eficientes existentes para o tratamento das varias doencas.
Mas deve-se reconhecer que a fitoterapia tem vantagens inegaveis em relacdo aos
medicamentos sintéticos, como largo uso terapéutico, baixa toxicidade, baixo custo, sem
contar que o desenvolvimento de um fitomedicamento requer menos recursos e tempo de
pesquisa (CALIXTO, 2003).

No Brasil, observa-se um retorno do interesse pelas plantas medicinais e utilizagdo de
fitoterdpicos. Isso se deve aos avangos ocorridos na area cientifica que permitiram o
desenvolvimento de fitoterapicos mais seguros e eficazes, assim como uma forte tendéncia de
procura, pela populagdo, por tratamentos menos agressivos ao organismo humano (YUNES;
CECHINEL FILHO; PEDROSA, 2001). Um indicio do retorno de farmacos derivados de
fontes vegetais ¢ a grande quantidade e progresso de pesquisas clinicas, especialmente nas
areas dos agentes anticancerigenos, que proporcionaram a descoberta do taxol, podofilotoxina
e camptotecinas, ¢ antimicrobianos, como o antimalarico artemisina (DAVID; DAVID,
2002).

Embora varias plantas sejam utilizadas com finalidades terapéuticas, a grande maioria
ndo possui dados cientificos que comprovem a sua eficicia e seu espectro toxicoldgico no
homem (VEIGA Jr.; PINTO; MACIEL, 2005). Somente no Brasil, aproximadamente 60% da
populagdo nao tem acesso ao medicamento convencional, utilizando as plantas como unico
recurso terapéutico (SILVA, 2006), entdo, ha uma necessidade de se validar cientificamente o
uso das mesmas, pois, muitas plantas sdo utilizadas na forma de extrato bruto, infusdes ou
emplastos no tratamento de infec¢des comuns, sem qualquer evidéncia cientifica (HOLETZ
et. al., 2002; COELHO DE SOUZA et. al., 2004).

2.3 Antimicrobianos vegetais

Um problema mundial na area de saude ¢ o niimero crescente de microrganismos
multirresistentes, uma conseqiiéncia genética da atividade humana, devido ao uso abusivo e
muitas vezes sem necessidade de antimicrobianos. As bactérias tém a habilidade genética de
adquirir e transmitir aos seus descendentes essa resisténcia as drogas antimicrobianas (NETO

et. al., 2000).
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Existem relatos de alguns casos que inspiram preocupacao, como o crescimento da
prevaléncia de Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina, de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, de Enterococcus resistente a vancomicina e de bacilos Gram-negativos
produtores de beta-lactamases. Estes sdo exemplos do crescente problema da resisténcia
antimicrobiana documentado pelos sistemas de vigilancia nacionais e internacionais
(MIRANDA et. al., 2006).

Segundo a OMS, o uso racional de antimicrobianos pode ser definido como aquele que
maximiza os efeitos terapéuticos clinicos, enquanto minimiza tanto a toxicidade relacionada
aos medicamentos quanto o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana. E a prescri¢io de
um antimicrobiano benéfico para o paciente, dirigido ao microrganismo, com dose e tempo de
duracdo do tratamento adequado. Deve obedecer aos mesmos principios utilizados para os
demais medicamentos, que buscam uma maior eficicia aliada a menor toxicidade
(MEDEIROS; WEY, 2005).

A infecgdo, de forma geral, ¢ uma das mais importantes desordens de saude que
acometem a humanidade e uma das maiores preocupacdes nos hospitais, devido ao niimero
crescente de casos de infecgdes hospitalares, que muitas vezes leva o paciente a Obito.
Segundo Tavares (2000), no Brasil, tanto o Staphylococcus aureus como o Staphylococcus
epidermides mostram-se resistentes a penicilina G, ampicilina ¢ amoxicilina, ndo sendo mais
indicado o uso desses antimicrobianos para o tratamento de infec¢des estafilococicas.

Essa situagdo tem forgado os cientistas a busca de novas drogas antimicrobianas e os
vegetais sdo uma excelente fonte dessa busca, tendo em vista a diversidade molecular dos
produtos naturais. Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela OMS, 11% sao
exclusivamente originadas de plantas, enquanto outras sdo drogas sintéticas obtidas de
precursores naturais (RATES, 2001).

As drogas antimicrobianas devem ter mecanismos de acdo especificos, que atuem
somente nas células-alvo, quer seja inibindo a sintese da parede celular, destruindo a
membrana citoplasmatica, inibindo a sintese de proteinas ou agindo como antimetabolitos
(MURRAY, 2002).

Dentre as doengas infecciosas mais constantes na rede de saude encontram-se as
dermatoses. Antimicrobianos topicos sdo usados em tratamentos de infecgdes superficiais
como, por exemplo, acne, onde estdo presentes a Propionibacterium acnes, a piodermite,
causada pela proliferagdo de Staphylococcus aureus, celulite e erisipela, cujos agentes causais
mais comuns em adultos sdo Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus
(WANNMACHER, 2006).
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No que diz respeito a avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos brutos de
plantas medicinais, varios estudos tém sido realizados a partir de levantamentos
etnofarmacoldgicos. Dentre os compostos quimicos encontrados nas plantas que apresentam
acdo antimicrobiana estdo os taninos e terpenos. Os taninos possuem trés propriedades que
podem ser responsaveis pelo mecanismo de agdo sobre bactérias e fungos: inibicdo de
enzimas dos microrganismos e/ou ligacdo com o substrato dessa enzima, habilidade de formar
complexo com outras moléculas resultando em sua ligagdo com a membrana celular
modificando seu metabolismo e pela complexagdo dos taninos com ions metalicos,
diminuindo a disponibilidade desses ions que sd3o essenciais ao metabolismo dos
microrganismos (LOQUERCIO et. al.,2005). Os mecanismos de a¢do dos terpenos nao estao
totalmente elucidados, mas acredita-se envolver ruptura de membrana dos compostos
lipofilicos (SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2008).

Assim, a utilizagdo de extratos vegetais de conhecida atividade antimicrobiana pode
ter um grande significado na terapéutica das doengas infecciosas, pois poderd minimizar o
problema da resisténcia bacteriana aos farmacos sintéticos, sendo uma alternativa de cura.

Estd comprovado que muitas espécies vegetais tém sido utilizadas por suas
caracteristicas antimicrobianas. Estudos com vegetais superiores foram e continuam sendo
desenvolvidos para comprovar sua eficacia farmacologica (VENDRUSCOLO; RATES;
MENTZ, 2005).

2.4 Agentes antitumorais vegetais

O cancer esta entre as trés primeiras causas de morte em todo o mundo. Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), as estimativas ¢ que ocorrerdo 489.270 casos novos de
cancer para os anos de 2010 e 2011, somente no Brasil (BRASIL, 2009).

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pela multiplicagdo e propagagdo descontrolada

no organismo, de formas andmalas das proprias células. Uma célula normal transforma-se em
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células cancerosas em decorréncia de uma ou mais mutagdes no seu DNA, as quais podem ser
congénitas ou adquiridas (RANG; DALE; RITTER, 2007). Essas células apresentam
caracteristicas proprias como proliferagdo descontrolada, perda de diferenciagdo e da fungao,
poder de invasdo e metastase (GOODMAN; GILMAN, 2003). O crescimento do tumor
maligno ocorre quando ha um desequilibrio entre a capacidade de proliferacao de suas células
e a reacdo do organismo para deté-las.

A incidéncia, a distribui¢do geografica e o comportamento de tipos especificos de
canceres estdo relacionados com multiplos fatores, incluindo sexo, idade, raca, predisposi¢ao
genética e exposicdo a carcindgenos ambientais (BRASIL, 2002). Os agentes ambientais
possuem um papel mais proeminente na etiologia das mutagdes devido a introducao
indiscriminada de novos produtos quimicos sintéticos (BOFFETTA; FREDRICK, 2003).

O cancer ¢, em grande parte, uma doenca que afeta os grupos etarios mais avangados,
0 que pode ser atribuido aos inumeros progressos na saude publica e na ciéncia médica que
aumentaram consideravelmente a expectativa de vida da populagdo, e consequentemente um
maior numero de pessoas pode atingir a idade em que ficam propensas a desenvolver cancer
(RANG; DALE; RITTER, 2007).

Existem trés abordagens principais para o tratamento de cancer: excisdo cirurgica,
radioterapia e quimioterapia. A conveniéncia de cada um ird depender do tipo de tumor e do
estagio de desenvolvimento (GOODMAN; HARDMAN; LIMBIRD, 2006). Muitos tumores
caracterizam - se pelo desenvolvimento precoce de micrometastases e a quimioterapia torna-
se a terapia de escolha devido a necessidade de uma abordagem terapéutica sist€émica, sendo
considerada como o mais eficaz método de tratamento do cancer (ENGERS; GABBERT,
2000; AJITH; JANARDHANAN, 2003).

Alguns farmacos utilizados atualmente para o tratamento de cancer sdo originados de
produtos naturais ou resultam de modificacdes quimicas estruturais em suas moléculas. O
diterpeno taxol, por exemplo, comercializado como Paclitaxel pela Bristol-Myers ¢ isolado da
casca do tronco de Taxus brevifolia L. Esse medicamento ¢ utilizado no tratamento do cancer
de ovério, mama e Sarcoma de Kaposi. Age ligando-se a tubulina favorecendo sua
polomerizagdo em microtibulos, e em seguida, inibe a despolimeriza¢ao dos microtubulos em
tubulina, impedindo o desaparecimento do fuso ao fim da divisdo celular (SIMOES et al.,
2004).

Outro exemplo ¢ a podofilotoxina, utilizada no tratamento de condilomas humanos.
Foi isolada da resina do rizoma de Podophyllum peltatum L. e Podophyllum hexandrum

Royle e age inibindo a polimerizacao da tubulina em microtibulos bloqueando a divisdo
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celular no inicio da metafase. O etoposideo, derivado semi-sintético da podofilotoxina, €
utilizado no tratamento de cancer de bronquios e em tumores embriondrios de testiculos,
agindo a nivel do DNA inibindo as topoisomerases II impedindo a replicagdo (SIMOES et al.,
2004).

Os alcaldides da vinca, vimblastina e vincristina, ¢ seus derivados, como a
vinorrelbina, foram isolados das folhas de Catharanthus roseus e sdo utilizados no tratamento
do linfoma de Hodgkin, leucemias e cancer de pulmdo, respectivamente. Assim como a
podofilotoxina, os alcaldides da vinca agem por ligacdo especifica com a tubulina inibindo
sua polimerizagdo (SIMOES et al., 2004).

Antes de serem langados no mercado farmacéutico, os novos produtos devem ser
obrigatoriamente analisados quanto a sua eficacia e toxicidade. A cultura in vitro de células
humanas neoplasicas cultivadas de modo continuo, utilizando meios artificiais, ¢ o método
mais utilizado laboratorialmente para se fazer uma triagem de drogas antitumorais, pois
permite o estudo do comportamento celular em meio controlado, livre de complexas
interagdes do organismo (FRESHNEY, 2000).

Recentes trabalhos tém investigado as atividades antitumorais de substancias naturais
oriundas de plantas visando a busca de novas drogas que tenham baixa toxicidade e,
conseqiientemente, causem o minimo de efeitos colaterais (ALVES et. al., 2004; KIDD,
2000; SUFFREDINI, 2002). A grande diversidade de metabolitos secundarios encontrados
nos vegetais somados aos efeitos colaterais indesejaveis dos tratamentos utilizados nas
neoplasias, como os radioterapicos ¢ quimioterapicos tém estimulado & pesquisa de plantas
medicinais como alternativa terapéutica, com resultados bastante satisfatorios (RATNER;

BRYANT, 2004).

2.5 Artigo de reviséo
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RESUMO

Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex. Hayne pertence a familia Leguminosae, ¢ é conhecida
como jatoba do cerrado. E amplamente distribuida nas areas do cerrado e cerradio e utilizada
na medicina popular para o tratamento de doengas respiratdrias, gastrintestinais, ginecologicas

urinarias e hepaticas. Apresenta ainda propriedades cicatrizante e antimicrobiana. Com base
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em estudos etnofarmacoldgicos, este trabalho teve por objetivo realizar uma revisao
bibliografica das caracteristicas botanica, quimica e bioldgica desta espécie vegetal,

contribuindo para o conhecimento do potencial medicinal desta planta.

Palavras-chave: Hymenaea stigonocarpa, plantas medicinais, revisdo bibliografica.

Hymenaea stigonocarpa: A botanical, chemistry and etnopharmacological review.

ABSTRACT
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Hymenaea stigonocarpa Mart. ex. Hayne belongs to the family Leguminosae, commonly
known as “Jatoba do cerrado”. It is widely distributed in cerrado and “cerraddo” areas, and it
is used in folk medicine for the treatment of respiratory, gastrointestinal, gynecological,
urinary and liver diseases. It also provides healing and antimicrobial properties. Based on
ethno pharmacological studies, this study aimed to provide a botanical, chemical and
biological review of this plant species contributing to the knowledge on the plant potential as

phytotherapic medicine.

Keywords: Hymenaea stigonocarpa, medicinal plants, review.

INTRODUCAO

A utilizag@o de produtos naturais pelo homem ¢ tdo antiga quanto sua propria historia.
Essa utilizagdo ao longo dos anos foi fundamental para o estudo, a obtengdo e a produgao de

medicamentos. Uma vez que as plantas sdo fontes de produtos biologicamente ativos, o



Soares, C.M.L. Avaliagao da atividade antimicrobiana e citotoxica...

Brasil, que possui uma das maiores biodiversidades do mundo, apresenta um potencial
econdmico inestimavel no campo do desenvolvimento de novos medicamentos (SIMOES et
al., 2004).

Nas plantas sdo encontradas inimeros compostos quimicos com propriedades fisico-
quimicas e biologicas distintas. Esta diversidade quimica se traduz em dificuldade na escolha
da planta correta para uma pesquisa. Dai a importdncia da etnofarmacologia, pois esta
direciona os pesquisadores a escolherem as plantas com grande potencial farmacoldgico visto
que a maioria dos compostos naturais puros empregados hoje na industria farmacéutica foi
isolada seguindo recomendacdes da medicina popular (SIMOES et al., 2004).

O género Hymenaea compreende espécies conhecidas como “madeiras de lei”,
possuidoras de grande resisténcia fisica, o que impede o ataque de fungos e insetos.
Hymenaea stigonocarpa, conhecida popularmente como jatoba-do-cerrado, tem importancia
econdmica, pois sua resina ¢ utilizada nas industrias de vernizes, sua madeira na constru¢ao
civil, seus frutos apresentam um alto valor nutricional, além de ser utilizada como planta
medicinal pela populagao (ALMEIDA et al., 1998).

Com base neste relato, o presente trabalho apresenta uma revisdo das atuais
publicagdes cientificas sobre as caracteristicas botanicas e propriedades quimicas e
etnofarmacologicas de Hymenaea stigonocarpa Mart. ex. Hayne com o objetivo de contribuir

para o conhecimento e potencial terapéutico dessa planta.

DESENVOLVIMENTO

Familia Leguminosae

A familia Leguminosae compreende 650 géneros e mais de 18 mil espécies
mundialmente distribuidas (POLHILL & RAVEN, 1981), representando uma das maiores
familias de angiospermas, superada apenas em numero de espécies pelas familias
Orchidaceae ¢ Asteraceae (JOLY, 1998). Esta familia ¢ uma das mais ricas na flora brasileira,
encontrando-se representada nas varias formagdes fitogeograficas do pais (RIZZINI, 1971).
No bioma cerrado ¢ a familia que comporta o maior nimero de espécies € a primeira entre as
mais importantes em termos de nimeros de espécies lenhosas, arbustos e arvores (SILVA et
al., 2001).

A familia Leguminosae se subdivide em trés subfamilias: Mimosaceae, que

compreende cerca de 60 géneros e 3000 espécies, sendo a menor dentre as leguminosas;
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Caesalpiniaceae, com cerca de 152 géneros ¢ 2800 espécies; Fabaceae, maior subfamilia das
leguminosas, com aproximadamente 482 géneros e 12000 espécies (JOLY, 1998; BARROSO
et al. 2002).

As plantas leguminosas apresentam um grande potencial na conservagdo de solos, pois
juntamente com a microbiota do solo fixam o nitrogénio atmosférico, através do processo de
nodulag¢do em suas raizes (POLHILL & RAVEN, 1981). Além disso, as leguminosas tém um
potencial econdmico muito grande, pois sdo fornecedores de alimentos através de seus frutos,
medicamentos ou substancias medicinais, pesticidas, combustiveis e produtos utilizados nas

industrias (SCHWANTES & WEBERLING, 1981).

Género Hymenaea

O género Hymenaea (Caesalpinoideae) é conhecida popularmente como jatoba, jutai
ou jatai. Possui 14 espécies, 13 das quais se encontram distribuidas pela América Central,
América do Sul, oeste da India e uma espécie de ocorréncia no leste da Africa (LEE &
LANGENHEIM, 1975). Segundo Rizzini (1971), as espécies pertencentes a este género sao
fornecedores de boa madeira, frutos comestiveis e cascas taniferas.

Houve controvérsias quanto a taxonomia, devido a denominagdes diferentes:
Hymenaea e Trachylobium. No entanto, Lee; Langenheim (1975) realizaram uma pesquisa
comparando detalhadamente a morfologia, citologia e a quimica da resina de exemplares
catalogados nestes dois géneros e optaram pela denominagao taxonomica Hymenaea.

Todas as espécies deste género tém habito arboreo, que vao desde arvores com 3
metros de altura como H. stigonocarpa, até representantes com mais de 40 metros vegetando
em mata atlantica como H. courbaril. Ocorrem em uma diversidade de habitats, variando
desde a mata equatorial como H. courbaril, H. parvifolia e H. stigonocarpa no cerrado e na
caatinga, H. eriogyne (LEE & LANGENHEIM, 1975).

As espécies do género Hymenaea sao conhecidas pela producao de resinas extraidas
do tronco. Esta resina ¢ conhecida como jutaicica ou copal da América e aproveitada
industrialmente na fabricacdo de vernizes utilizados em marcenaria e na medicina. O licor de
jatoba, como ¢ chamado, ¢ utilizado em infecgdes pulmonares e infecgdes urindrias
(ALMEIDA et al.1998).

Nas espécies do género Hymenaea, conhecidas como jatoba, os terpenos e flavonoides
sdo predominantes (Tabela 1) (ISHIBASHI et al., 1999; PETTIT et al., 2003). Diante da
grande variedade de compostos quimicos com propriedades medicinais presentes no género

Hymenaea algumas espécies deste género sao alvo de muitas pesquisas.
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Tabela 1: Propriedades quimica e biologica de espécies do género Hymenaea.

Parte da Composto
Espécie planta quimico Atividade bioldgica Referéncia
flavonoides:
H. parvifolia casca astilbina inibi¢do de caseina kinase II (CK II). ISHIBASHI et al., 1999.
neoastilbina
flavondides:
luteolina antibacteriana;
H. palustris folhas crisoeriol PETTIT et al., 2003.
citotoxica (células leucémicas linfoides -
palstatina P388)
terpenos:
frutos acido labdandlico inibi¢do da enzima cicloxigenase II (COX II); JAYAPRAKASAM et al., 2007.
espatulenol
H. courbaril
casca clerodanos antibacteriana; NOGUEIRA et al., 2001.
citotoxicidade (células tumorais humanas de
folhas e casca halimadieno ovario - A2780). ABDEL-KADER et al., 2002.

Nas vdrias espécies de Hymenaea ¢ comum a presenca de diterpendides com

esqueletos do tipo labdano, abietano e pimarano (FARIAS et al., 2004).

Ishibashi et al., (1999), isolaram da casca do tronco de Hymenaea parvifolia

dihidroflavonoides o, B ramnosideos, astilbina (1) e a neoastilbina (2) (Fig.1), ambos com

atividade bioldgica direcionada a inibi¢do da caseina kinase (CK II).

OH (o]
20— H, 38— H (2S,3S) 1
28 —H, 30— H (2R, 3R) 2
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Fig. 1: Estruturas dos dihidroflavonoéis ramnosideos isolados de H. parvifolia:

Astilbina (1) e a neoastilbina (2)

Das folhas de Hymenaea palustris foram isolados os flavonodides luteolina (3),
crisoeriol (4) e palstatina (5) (Fig. 2). Esses compostos inibiram o crescimento de Neisseria
gonorrhoeae em concentragdes que variaram de 0,5 -1,0 ug/mL e de 16 — 32 pg/mL para
palstatina e luteolina respectivamente. Luteolina mostrou-se ativa também frente a
Enterococcus faecalis cuja CIM foi de 64 ug/mL. A palstatina apresentou atividade citotoxica

sobre células leucémicas linfoides de ratos da linhagem P388 (PETTIT et al., 2003).

Fig. 2: Flavonoides isolados de H. palustris: Luteolina (3), crisoeriol (4) e palstatina (5).

Hymenaea courbaril L. ¢ a espécie mais estudada até o momento. Das suas sementes
foram isolados diterpenos, dentre os quais dois novos clerodanos: acido (5R,8S,9S,10R)-
cleroda-3,13E-dien-15-o0ico (6) e acido (5S,8S,9S,10R)-cleroda-3,13E-dien-15-oico (7) (Fig.
3). Esta espécie ¢ conhecida por sua atividade antibacteriana, apresentando acdo contra

Proteus mirabilis ¢ Staphylococcus aureus (NOGUEIRA et al., 2001).
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Fig 3: Estruturas dos clerodanos isolados de H. courbaril: Acido (5R,8S,9S,10R)-cleroda-3,13E-dien-
15-oico (6) e acido (5S,8S5,9S,10R)-cleroda-3,13E-dien-15-oico (7).

Das folhas de H. courbaril foram isolados os seguintes sesquiterpenos: a-copaeno (8)

e a-cubebeno (9) (Fig. 4) (MARTIN et al., 1972).
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Fig. 4: Sesquiterpenos: a-copaeno (8), a-cubebeno (9).

Diterpenos do tipo halimadieno foram isolados das folhas e galhos de H. courbaril. O
halimadieno, 4cido (13R)-13-hidroxi-1(10),14-ent-halimadien-18-oico (10), (Fig. 5)

apresentou atividade citotdxica sobre células tumorais humanas de ovério, linhagem A2780

(ABDEL-KADER et al., 2002).

W Neo0H
Fig. 5: Acido (13R)-13-hidroxi-1(10),14-ent-halimadien-18-oico (10).

Jayaprakasam et. al., (2007) isolaram dos frutos de H. courbaril o acido labdanolico
(11) e espatulenol (12) (Fig. 6). Estes terpenos possuem atividade antiinflamatéria cuja

inibi¢do da ciclo-oxigenase II (COX II) foi da ordem de 43 e 54% para acido labdanodlico e

espatulenol, respectivamente.
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Fig. 6: Terpendides: Acido labdanélico (11) e espatulenol (12).

Hymenaea stigonocarpa

A subfamilia Caesalpiniaceae possui como um dos representantes, Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne, conhecida popularmente como jatoba-do-cerrado. Trata-se de
uma espécie decidua, que ocorre em areas de Cerrado e Cerraddo (ALMEIDA et al., 1998).
Segundo Barroso (1991), Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne tem a seguinte
classificagio: REINO: Plantae; DIVISAO (FITO): Magnoliophyta; CLASSE: Magnoliopsida;
ORDEM: Fabales; FAMILIA: Fabaceae (Leguminosae); SUB-FAMILIA: Caesalpiniaceae;
GENERO: Hymenaea; ESPECIE: stigonocarpa.

H. stigonocarpa ¢ uma espécie com grande potencial econdmico. A madeira do jatoba
¢ considerada “madeira de lei”, por ser de excelente qualidade, muito dura e resistente, cuja
densidade ¢ 0,90 g/cm3 . Ela ¢ utilizada na constru¢do civil e naval (ALMEIDA et al., 1998).
(ALMEIDA et al., 1998). O jatoba ¢ considerado uma arvore ornamental, comumente
empregado na arborizacao urbana e também na recuperacao de areas desmatadas.

A polpa dos frutos ¢ farinacea, bastante apreciada pela populagdo “in natura” ou na
forma de geléia, licor, bolos, paes e mingaus. O fruto jatoba do cerrado possui elevado teor de
fibra alimentar, aproximadamente 49g/100g, sendo a maioria composta por fibras insoluveis
(SILVA; SILVA & CHANG, 1998). Sabe-se que o consumo de fibras alimentares esta
associado a resultados benéficos para o organismo humano, pois, os efeitos fisioldgicos deste
nutriente sdo responsaveis por alterar as fungdes gastrintestinais, pelo aumento da massa
fecal, alteracdo na sensacdo de saciedade e reducdo dos niveis de colesterol (LOPEZ et al.,

1997).

1.1. Botanica da H. stigonocarpa
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A denominacao Hymenaea deriva do grego (hymen), deus do matrimonio, e faz alusao
aos dois foliolos pareados das folhas (CARVALHO, 2007).

E uma planta perenifolia, ou seja, ndo perde totalmente as folhas durante o ano. Cresce
bem a pleno sol ou a meia sombra, com preferéncia por solos bem drenados. Floresce no
periodo de outubro a abril e fornece frutos de abril a julho (ALMEIDA et al., 1998).

As arvores (Fig. 7) tém uma altura que varia de 3 a 10 metros e o didmetro do tronco
pode atingir até 50 cm. A casca do tronco tem uma espessura que varia de 2 a 3 cm, ¢ sulcada

e de cor pardo-avermelhada (LEE & LANGENHEIM, 1975).

Fig.7: Arvore de Hymenaea stigonocarpa.
Fotos: Fernando Tatagiba (http://www.biologo.com.br/plantas/cerrado/jatoba.html).

O fruto (Fig. 8) ¢ um legume seco, indeiscente, alongado, que medem entre 6 ¢ 18cm
de comprimento e didmetro entre 3 a 6cm (RIZZINI, 1971). Eles sdo em forma de vagens
arredondadas, de cor escura, castanho-avermelhados. Possuem epicarpo verrucoso ¢ brilhante,
mesocarpo ¢ endocarpo creme. Possuem poucas sementes, de coloragdo castanho-
avermelhadas. Os frutos sdo comestiveis e muito apreciados pelas populagdes rurais como
recurso alimentar e medicinal (ALMEIDA et al., 1998). A textura do fruto é rugosa devido a

presenga de pontuagdes, pequenas, salientes e arredondadas (CARVALHO, 2007).
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Fig. 8: Frutos de H. stigonocarpa.
Fotos: Fernando Tatagiba (http://www.biologo.com.br/plantas/cerrado/jatoba.html).

A semente ¢ globosa (Fig.9), com 4pice arredondado ou levemente truncado e base
arredondada ou afinada. Medem de 17,8 mm a 28,4 mm de comprimento ¢ 9,3 mm a 19,7 mm
de espessura. Envolvendo as sementes, hd o arilo, amarelo-esverdeado, macio, fibroso-

farinaceo, com cheiro caracteristico e sabor doce, constituindo a polpa (CARVALHO, 2007).

Fig. 9: Sementes de H. stigonocarpa.
Fotos: Fernando Tatagiba (http://www.biologo.com.br/plantas/cerrado/jatoba.html).

As folhas (Fig. 10) sdo alternadas, bifolioladas, pecioladas, com estipulas caducas. Os
foliolos sdo curto-peciolulados e subsésseis. Possui limbo com 6 a 23,5 cm de comprimento e
3,5 a 7 cm de largura, eliptico, de pergaminoso a coridceo, freqiientemente com pontuagdes
translucidas (CARVALHO, 2007). O apice ¢ obtuso, arredondado ou abruptamente
acuminado. Apresenta base desigual e arredondada. Possue nervagdo de plana a levemente

elevada na face ventral, nervura mediana as vezes sulcada na face ventral.
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Fig. 10: Folhas de H. stigonocarpa.
Fotos: Fernando Tatagiba (http://www.biologo.com.br/plantas/cerrado/jatoba.html).

Apresenta inflorescéncia terminal com flores de coloragdo branca (Fig.11). Estas flores
téem de 2 a 3,5 cm de comprimento, com cinco pétalas ovais, sépalas ovais e elipticas, corola
alva, ovais, cerca de dez estames livres, filetes longos, anteras rimosas e naviculares.
Apresenta ovario supero, unilocular, estipitado, com poucos 6vulos parietais, provido de disco

nectarifero.

Fig. 11: Flor de H. stigonocarpa.
Fotos: Fernando Tatagiba (http://www.biologo.com.br/plantas/cerrado/jatoba.html).

1.2. Quimica de H. stigonocarpa
Langenheim et al., (1986) identificaram os sesquiterpenos f-cariofileno (13) e y-muroleno

(14) (Fig. 12) das folhas de H. stigonocarpa. Enquanto que Farias et al., (2004) isolaram da



Soares, C.M.L. Avaliagao da atividade antimicrobiana e citotoxica...

resina extraida das sementes desta espécie diterpenos do tipo labdano (15) e abietano (16)
(Fig.13).
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Fig. 12: Sesquiterpenos isolados das folhas de H. stigonocarpa: B-cariofileno (13) e y-muroleno (14).
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Fig. 13: Diterpenos isolados da resina extraida das sementes de H. stigonocarpa: Labdano (15) e
abietano (16).

Valentim (2006), ao estudar o alburno de H. stigonocarpa observou a presenca de
flavonoides, terpenos e esterdides, ndo sendo detectado a presenca de taninos. A autora
identificou o acido ol€ico, palmitico, estearico, N-N-dietil-decanamida e o palmitato de metila
do extrato em ciclohexano. Um dos compostos isolados, o acido palmitico, foi responsavel
pela atividade antibacteriana em espécies pertencentes a familia Cruciferae (HASHEM &
SALEH, 1999).

Além dos extratos ciclohexanico, os extratos etandlico e acetato de etila mostraram-se
ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Esta atividade foi maior frente a
Staphylococcus aureus, o qual foi inibido por uma concentragido equivalente a 32 mg/mL para
o extrato acetato de etila, 64 e 128 mg/mL para o extrato etanodlico e ciclohexano

respectivamente.
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A presenca na casca do tronco de H. stigonocarpa de terpenos ¢ compostos fendlicos

confere a esta espécie atividade antimicrobiana, moluscicida, as quais sdo conhecidas

popularmente e validadas cientificamente (LORENZI & MATOS, 2002).

1.3. Etnofarmacologia

A utilizagdo popular do jatoba do cerrado ¢ registrada na literatura para tratar
problemas respiratorios, gastrintestinais, genito-urinarios, hepaticos, além de ter propriedades
vermifuga, cicatrizante ¢ antipirética (VILA VERDE et al., 2003; MACIEL & NETO, 2006;
NETO, 2006).

A resina do tronco de H. stigonocarpa ¢ utilizada pela populagdo no tratamento de
cistite e problemas respiratorios (ALMEIDA et al., 1998). Segundo Martins (1989), na
Amazodnia, os nativos costumam retirar a seiva dessa arvore e bebé-la para tratar as afecgdes
pulmonares. A resina pode ser aplicada em forma de emplastro sobre as partes doloridas do
corpo. Emprega-se a resina aquecida, externamente, como expectorante. Esta ¢ ainda usada
como vermifugo e, quando posta de molho, alivia dores de estomago, peito e costas
(LEONARDI, 2002). Com a casca do tronco, pode ser feito um decocto que serve para
lavagens vaginais e de ferimentos (MARTINS, 1989).

O cha da casca ¢ eficaz para infec¢des da prostata e combate a febre. O cha da
entrecasca ¢ empregado para problemas de rins, figado, infecc¢do intestinal € como cicatrizante

(LEONARDI, 2002).

CONCLUSAO

A obten¢ao dos registros farmacobotanicos, quimicos e biologicos de H. stigonocarpa
teve como premissa os relatos etnofarmacologicos da familia Leguminosae. Estudos quimicos
de Hymenaea stigonocarpa demonstram a presenga de metabolitos secundarios com
conhecida atividade bioldgica como flavonodides, terpenos e esterdides presentes no alburno,
sesquiterpenos das folhas e diterpenos da resina extraida das sementes desta espécie. Quanto a
atividade farmacologica, a espécie ¢ utilizada na medicina tradicional no tratamento de
problemas respiratorios, gastrintestinais, genito-urinarios, hepaticos, além de ter propriedades
vermifuga, cicatrizante e antipirética.

Apesar de ser uma planta com caracteristicas farmacoldgicas promissoras, H.
stigonocarpa necessita de estudos aprofundados e direcionados quanto a relacdo da estrutura

quimica de seus compostos ativos e sua atividade bioldgica, bem como do mecanismo de agao
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destes compostos que fundamentem cientificamente a sua utilizagdo tradicional e promovam a

veiculacao de um novo medicamento.
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Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Realizar estudos fitoquimico, antimicrobiano ¢ citotoxico in vitro, utilizando extratos

da casca do tronco de Hymenaea stigonocarpa Mart. ex. Hayne.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Identificar as principais classes de metabolitos secundarios presentes na
casca do tronco de H. stigonocarpa;

3.2.2 Obter os extratos ciclohexanico, acetato de etila e hidro-alcoolico a partir
do extrato etandlico da casca do tronco de H. stigonocarpa;

3.2.3 Determinar a concentra¢ao de fenois totais e flavonoides nos extratos
hidro-alcoolico e acetato de etila da casca do tronco de H. stigonocarpa;

3.2.4 Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), dos extratos
ciclohexanico, acetato de etila e hidro-alcoolico da casca do tronco de H. stigonocarpa, frente
a bactérias multirresistentes ¢ de colegdo: Staphylococcus aureus (n=10), Pseudomonas
aeruginosa (n=10), Shigella sonnei (n=5), Salmonella enterica (n=4) e Escherichia coli (n=1),
e sobre 10 cepas de Candida;

3.2.5 Determinar in Vvitro a atividade citotoxica dos extratos da casca do tronco
de H. stigonocarpa frente a duas linhagens celulares humanas: carcinoma de pulmao (NCI-

H292) e tumor primério de laringe (HEp-2).
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Materiais e métodos
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material botanico

Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne foi coletada no municipio de Caxias,
Maranhao, latitude 04°51°32”°S longitude 43°21°22°°0, em fevereiro de 2003. Identificada
pelo Prof. Gongalo Moreira Conceigdo, da Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA) e
catalogada no herbario Prof. Aluizio Bittencourt (HABIT) da UEMA sob o n° 055. O material
vegetal utilizado na pesquisa foi a casca do tronco.

As cascas foram moidas para a obtenc¢ao do p6. Este p6 foi pesado e acondicionado em

saco plastico até a preparagdo dos extratos.

4.2 Estudo fitoquimico

A etapa experimental para o estudo fitoquimico de H. stigonocarpa foi realizada no
Laboratorio de Produtos Naturais, Departamento de Antibioticos da UFPE sob a supervisao

da Prof® Marcia Silva do Nascimento.

4.2.1 Analise fitoquimica da casca do tronco

A partir do p6 da casca do tronco de H. stigonocarpa foram analisadas as principais
classes de metabolitos secundarios (Tabela 1). Os ensaios fitoquimicos seguiram a

metodologia descrita por Costa (1982).
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Tabela 1: Testes utilizados para identificar classes de compostos quimicos presentes na casca
do tronco de H. stigonocarpa.

CLASSES TESTES
Alcaloides Dragendorff, Mayer
Esterdides e Terpenos Liebermann-Burchard
Taninos Cloreto férrico
Saponinas Espuma
Flavonoides Shinoda, oxalo-boérica

e ALCALOIDES

A avalia¢do da presenca de alcaldides seguiu a metodologia descrita por Dominguez
(1973). Foram pesados 0,5g do p6 do tronco de H. stigonocarpa e este diluido em 10mL de
uma solucdo de acido sulfurico (H,SO4) a 1%. Esta mistura foi aquecida durante 2 minutos
em banho-maria a uma temperatura de 100°C. Em seguida esta soluc¢dao foi filtrada e o
filtrado dividido em dois tubos de ensaio. No primeiro foram adicionadas trés gotas do
reagente Dragendorff e no outro, trés gotas do reagente Mayer.

A metodologia estd baseada na capacidade dos alcaléides em formar complexos
insoluveis (precipitados) em solugdes neutras ou levemente acidas pelos reagentes especificos
como Mayer e Dragendorff. A presenga de alcaldides ¢ confirmada através da formacdo de
um precipitado laranja-avermelhado quando reage com o reagente Dragendorff e um

precipitado opaco de coloragdo esbranquigado para o Mayer.

e TERPENOS E ESTEROIDES

Para a pesquisa de terpenos e esteroides 0,5g do pd da casca foram pesados e
transferidos para um tubo de ensaio. A este pd foram adicionados 3 mL de cloroféormio
(CHCl,). Esta mistura foi agitada, filtrada. Ao filtrado foram adicionados 2 mL de anidrido
acético seguida de uma vigorosa homogeneizagdo. A esta mistura foram adicionadas algumas

gotas de acido sulfurico concentrado. O teste de Liebermann-Burchard ¢ utilizado para
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verificar a presenca de nucleo esteroidal ou triterpenoidal. A solugdo de cloroférmio tratada
com anidrido acético acetila o composto terpenodide e o acido sulfurico (H,SO4) catalisa a
reacdo de alquilacdo de Friedel-Crafts, adicionando cloroféormio ao anel aromatico,
produzindo um complexo colorido. O aparecimento sucessivo das coloragdes rosea ao azul e

verde indica a presenca de terpenos e esteroides.

e FLAVONOIDES

A pesquisa de flavonodides foi realizada em 0,5g do p6 da casca que foi solubilizado
em 5 mL de metanol. Apds filtracdo desta mistura foram adicionados 1 mL de acido
cloridrico concentrado. Com o auxilio de uma pinga, foi acrescentado a solucdo uma fita de
magnésio de aproximadamente 3 x 0,2mm (VETEC). A presenca de flavonoides ¢
evidenciada com o aparecimento de cor résea devido a capacidade de oxi-redugdo dos
derivados flavonicos de cor amarela, adquirindo entdo coloragdo rosea ou, no caso dos

antocidnicos, azulada (SIMOES, 2004).

e SAPONINAS

O teste para deteccdo da presenca de saponinas seguiu uma metodologia descrita por
Costa (1982) e é conhecida pelo teste da espuma. Este teste consistiu em colocar em um tubo
de ensaio 0,5g do po6 da casca e adicionar 5 mL de 4gua destilada, agitar vigorosamente por 5
minutos e deixar a mistura em repouso por 30 minutos. A confirmagdo de saponinas ¢
verificada pela persisténcia da espuma na amostra, por mais de 30 minutos. Esta propriedade
das saponinas de formarem espuma decorre de sua estrutura quimica, na qual agucares

soltiveis estdo ligados a esterdides lipofilicos ou triterpénicos (SIMOES, 2004).
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e TANINOS

A metodologia utilizada ¢ baseada na caracteristica dos taninos de formar complexo
com ions metélicos insoliivel em dgua A determinagdo de taninos foi realizada em 0,5g do p6
da casca que foram solubilizados em 10 mL de agua (concentracdo de 500 mg/mL). Esta
preparacdo foi vigorosamente agitada e filtrada. Apds filtracdo foram adicionadas 3 gotas de
cloreto férrico a 1%. O surgimento de uma coloracdo azul indica presenga de taninos

hidrolisaveis ¢ uma coloragdo verde, taninos condensaveis.

4.2.2 Determinacdo da concentragdo de fendis totais

A determinacdo do teor de fendis totais presente nos extratos hidroalcoolico e acetato
de etila obtidos da casca da espécie em estudo foi realizada por meio de espectroscopia na
regido do visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteau (WATERMAN; SIMON, 1994).

Para este ensaio foi pesado 6,92 mg do extrato bruto hidroalcéolico e 2,25 mg do
extrato bruto acetato de etila, ambos obtidos de 1g da casca do caule de H. stigonocarpa e
adicionados a 30 mL de um sistema composto por metanol/agua (8:2 v/v). Esta preparagao
teve seu volume reduzido em evaporador rotativo até a eliminagdo do metanol. Em seguida,
uma aliquota de 50 puL do extrato foi coletada e diluida em 25 mL de agua destilada. Logo
apos, dessa nova solu¢do, foi retirada uma aliquota de 500 pL para um tubo de ensaio e a este
tubo foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de Carbonato
de soédio (Na,CO3) 7,5%.

A solucao de referéncia (controle) foi composta por uma mistura do regente de Folin-
Ciocalteau 10% (2,5 mL) com Na,COs a 7,5% (2,0 mL) e 500 uL de 4gua destilada.

Todas as preparagdes foram aquecidas em banho-maria a 50°C por 5 minutos € em
seguida analisadas em um espectrofotometro UV/visivel Hewlett Packard - HP-8453E em
comprimento de onda de 760 nm. Este ensaio foi realizado em triplicata.

A concentracdo de fendis totais foi determinada por interpolacdo da absorbancia da
amostra contra uma curva de calibracdo construida com padrdes de acido galico

monohidratado (grau de pureza 98%), nas concentracdes de 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5;25 ¢
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50 pg/mL. O resultado foi expresso em mg de EAG (equivalente de acido galico) por grama
de extrato. A concentragcdo de fendis totais na amostra foi determinada através da equagao da

reta, obtida a partir da curva padrao do acido gélico.

4.2.3 Determinacdo da concentracgéo de flavonoides

A determinacdo da concentracdo de flavonoides foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Rio (1996) modificada, utilizando rutina (grau de pureza 100%)
como padrdo, em solucdo de cloreto de aluminio. Foram diluidos 13,84 mg do extrato bruto
hidroalcéolico e 4,52 mg do extrato bruto acetato de etila, ambos obtidos de 2g do p6 da casca
de H. stigonocarpa em 150 mL de metanol (MeOH) 70 %. Em seguida estes extratos foram
filtrados e os volumes completados para 250 mL com metanol. Uma aliquota de 15 mL foi
transferida para um baldo volumétrico de capacidade para 50 mL e adicionado 1 mL de uma
solugdo de cloreto de aluminio [5 g de cloreto de aluminio em 100 mL de metanol
(MARKHAM, 1982)] e em seguida o volume completado com metanol. Ap6s repouso de 30
minutos, foi realizada a leitura em espectrofotometro UV/visivel Hewlett Packard — HP —
8453E em comprimento de onda de 425 nm. Este ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados obtidos com a leitura da absorbancia das amostras foram comparados
com uma curva padrao construida a partir de solugdes com concentragdes crescentes de rutina
para isso uma solucao padronizada de rutina de concentragao igual a 100 pg/mL foi preparada
em metanol 70%. A partir desta solucao foram obtidas solu¢des de concentragdo equivalentes
10; 11; 12; 13; 14 e 15 pg/mL que foram acrescidas de 1 mL de cloreto de aluminio e

completadas para 50 mL com metanol 70% para preparagdo da curva-padrao.

4.3 Obtencao dos extratos

A extragdo foi realizada partindo de 890g da casca do tronco de H. stigonocarpa
pulverizada e adicionando-se a ela 2 litros de etanol a 95%, por um periodo 20 dias, sendo

realizadas trocas do solvente a cada 48 horas durante esse periodo. A maceragdo foi realizada
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a temperatura ambiente e sob protecao da luz (Figura 1). O extrato foi filtrado e concentrado

em evaporador rotativo e seu rendimento calculado.

Casca do caule
(890g)

Extracdo com EtOH (2L)

Residuo Extrato etandlico

Figura 1: Obtengao do extrato bruto etanolico.

Posteriormente, o extrato etandlico foi dissolvido em 500 mL de um sistema composto
por Etanol/H,0 1:1 v/v e realizado uma extracao liquido-liquido primeiramente com 500 mL
de ciclohexano (C¢H;3), com auxilio de um funil de separacao com capacidade de 2 L. Apos a
separacao de fases, a fase organica foi recolhida e seca em evaporador rotativo. Este processo
foi repetido até que todos os constituintes quimicos soluveis em ciclohexano tenham sido
extraidos. Este procedimento foi realizado também com acetato de etila (AcOEt). Os extratos

obtidos foram concentrados e seus rendimentos calculados (Figura 2).

Extrato etandlico

Seco
Dissolug¢ao em Etanol/H,0 (1/1) v/v
Acréscimo de ciclohexano
Fase organica Fase hidroalcéolica
Extrato em Extrato etandlico
ciclohexano dissolvido em Etanol/H,0
¢ Adigcao de Acetato de etila
Bioensaio
Fase organica Fase hidroalcoolica
Extrato em acetato Extrato etanodlico
de etila dissolvido em Etanol/H,0
Bioensaio Bioensaio

Figura 2: Esquema de parti¢do liquido-liquido do extrato etandlico bruto para obtengado
dos extratos ciclohexano e acetato de etila de H. stigonocarpa.
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4.4 Padronizagdes dos extratos para atividade antimicrobiana

Os extratos hidro-alcoolico, ciclohexanico e acetato de etila foram analiticamente
pesados (10 mg) e solubilizados em um sistema composto por DMSO (dimetil sulfoxido
10%)/Tween80/4gua (1:1:8), a fim de obter solucdes padronizadas de concentracdo igual a
1000 pg/mL. Em seguida foram esterilizados por filtracdo utilizando membrana millipore de

porosidade 0,45 um de didmetro.

4.5 Determinagéo in vitro da atividade antimicrobiana

A etapa experimental foi realizada no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia dos

Microrganismos — Departamento de Antibioticos da UFPE.

4.5.1 Microrganismos

Neste experimento foram utilizados 40 microrganismos alguns deles obtidos a partir
de espécimes de pacientes acometidos por infecgdes e com um fenotipo de resisténcia para
diversos agentes antimicrobianos: Staphylococcus aureus IQ 13, 1Q 14, 1Q 15, 1Q 16, IQ 17,
IC 27, IC 138, IC 311, IC 404; Pseudomonas aeruginosa IC 01, IC 02, IC 03, IC 04, IC 05,
IC 06, IC 10, IC 12, IC 13; Candida albicans IC SIBELE, IC AM 1, IC AM 2, IC AM 3, IC
AM 4, 1C AM 5, IC AM 7, IC 03, IC 25, Candida krusei UFPEDA 1002; Shigella sonnei IC
01, IC 02, IC 03, IC 04; IC 05; Salmonella enterica IC 391, IC 3373 e 5 microrganismos
pertencentes a colecdo do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e do American Type Culture Collection (ATCC), Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella choleraesuis ATCC 14028,
Salmonella enterica UFPEDA 415, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (Tabela 2).
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Table 1 — Origin and profile of susceptibilidade of the micro-organisms used in the determination of the Minimal
Inhibitory Concentration (MIC).

Micro-organisms Origin Resistance Sensibility
E. coli ATCC 8739 ATCC ND CLO; AMP; CFL; CTX; MER; SZT; AMI; GEN; CIP;
TET; IMP
S. sonnei IC 01 Faeces ND ND
S. sonnei IC 02 Faeces ND ND
S. sonnei IC 03 Faeces ND ND
S. sonnei IC 04 Faeces ND ND
S. sonnei IC 05 Faeces ND ND
S.s aureus IC 404 Secretion from the GEN; AMI; CFO; CTX; CLO; ERI; TET CIP
oropharynx
S. aureus ATCC 6538 ATCC ND NIT; LMX; VAN; NET; RIF; AZI; SUT; OFX
S. aureus IQ 13 ND ND ND
S. aureus IQ 14 ND ND ND
S. aureusIQ 15 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
S.aureus IC 16 ND ND ND
S.aureus IC 17 ND ND ND
S.aureus IC 27 ND ND ND
S. aureus IC 138 Vaginal secretion AMI; GEN CTX; ERI; CLO
S.aureus IC 311 Skin wound GEN; AMI; CFO; CTX; CLO; SZT; ERI; CIP
TET; PEN
P. aeruginosa IC 01 Blood culture CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; ATM
CPM; CLO; IMP; MER
P. aeruginosa IC 02 Hepatic secretion CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; ATM
CPM; CLO; IMP; MER; SZT
P. aeruginosa IC 03 Tracheal secretion CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; ATM
CPM; CLO; IMP; MER
P. aeruginosa IC 04 ND ND ND
P.aeruginosa IC 05 Blood culture CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; ND
CPM; CLO; ATM; MER; SZT;
AMP+SUB
P. aeruginosa IC 06 Tracheal secretion CIP; GAT; GEN; CFL; CFO; CTX; ND
COM; CLO; ATM; MER; SZT;
AMP+SUB
P. aeruginosa IC 10 Abdominal secretion MAI; CFL; CFO; CTX; CPM; CIP; GEN; ND
TOB; ATM; IMP; MER; SZT
P. aeruginosa IC 12 Urine AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CIP; ND
GENT; TOB; ATM; IMP; MER; SZT;
NIT; NAL; CLO; TET
P. aeruginosa IC 13 Urine CFL; CFO; CTX; CIP; GEN; TOB; SZT; MER
NIT; NAL; CLO; TET; NOR
P. aeruginosa ATCC ATCC ND ND
9027
S. choleraesuis ATCC ATCC ND ND
14028
S. Enterica UFPEDA 415 Collection UFPEDA ND ND
S. Enterica Rubislaw 1C ND ND
3373
S. Enterica Saintpaul 391 IC ND ND
C. albicans SIBELE Vaginal secretion ND ND
C. albicans IC AM 01 Vaginal secretion ND ND
C. albicans IC AM 02 Vaginal secretion ND ND
C. albicans IC AM 03 Vaginal secretion ND ND
C. albicans IC AM 04 Vaginal secretion ND ND
C. albicans IC AM 05 Vaginal secretion ND ND
C. albicans IC AM 07 Vaginal secretion ND ND
C. albicans IC 03 Oral cavity ND Miconazol
C. albicans IC 25 Oral cavity ND Miconazol
C. krusei UFPEDA1002 ND ND ND

AMI: amikacin 30 pg; AMOX: Amoxicillin 10 pg; AMP: Ampicillin 10 pg; AMP+SUB: Ampicillin / Subctam 10 pg/ 10 pg; ATM:
Aztreonam 30 pg; AZI: azithromycin 15 pg; CFL: Cephalothin 30 pg; CFO : Cefoxitin 30 pg; CIP: Ciprofloxacin 5 pg; CLO:
Chloramphenicol 30 pg; CPM: Cefepime 30 pg; CTX: Cefotaxime 30 pg; ERI: erythromycin 15 pg; GAT: gatifloxacin 10 pg; GEN:
gentamicin 10 pg; NAL: Acid nalidixic 30 pg; NIT: Nitrofurantoin 30 pg; NOR: Norfloxacin 10 pg; IPM: Imipenem 10 pg, MER:
meropenem 10 pg; Teic: teicoplanin 30 pg; TET: Tetracycline 30 pg; TOB: Tobramycin 10 pg; SZT: sulfazotrim 25 pg; VAN: vancomycin
30 pg. ATCC: American Type Culture Collection. CI: Isolated clinical. ND: Not determined
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4.5.2 Determinacédo da concentracao inibitoria minima (CIM)

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em forma
de “U”. Um volume de 200 pL dos extratos vegetais foram depositados nas colunas de 1 a 10
da linha A. Os demais orificios foram preenchidos com 100 puL de caldo Mueller-Hinton para
as bactérias e o meio Roswell Park Memorial Institute - RPMI 1640 para leveduras. Em
seguida, uma diluicdo dos extratos foi realizada pela transferéncia de uma aliquota de 100 pL
do conteudo de cada orificio da linha A para os orificios da linha B, e apds homogeneizacao,
o mesmo volume foi transferido para a linha C, e assim sucessivamente, até a linha H, e
desprezando-se apos homogeneizagdo o excesso da diluicdo. Assim foram obtidas solugdes
com concentracdes decrescentes dos extratos equivalente al000 pg/mL, 500 pg/mL, 250
ug/mL, 125 pg/mL, 62,5 ng/mL, 31,25 ug/mL, 15,625 pg/mL e 7,81 pg/mL. Os indculos
microbianos foram padronizados (10° UFC/mL) utilizando um tubo 0,5 de McFarland
diluidos 1/10 em 4gua destilada. Em seguida um volume de 5 uL (10* UFC/mL) dos in6culos
foram depositadas em todos os orificios das linhas A-H. Os orificios da coluna 11 e 12 foi
destinado para o testes de controle do experimento. A coluna 11 serviu como controle
negativo da atividade inibitoria dos diluentes (DMSO/tween 80/agua), utilizado na dilui¢ao
dos extratos. Os orificios da coluna 12 receberam apenas o caldo Mueller-Hinton e o inoculo
microbiano, possibilitando o controle positivo da viabilidade microbiana. As microplacas
foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 °C por 24 horas.

A revelagao do crescimento bacteriano ou da inibicdo foi observada pela adicao de
uma solugdo aquosa a 0,5% de cloridrato de 2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC). As enzimas
oxidativas presentes nas membranas celulares dos microrganismos vivos reagem com o TCC
oxidando-o, e provocando a mudanca de coloracdo de incolor (forma reduzida) para vermelho
de formazan (forma oxidada). As microplacas foram novamente incubadas por mais trés horas
a 35°C. Apos esse intervalo de tempo, a leitura da placa foi realizada: a presenca de uma
coloracdo vermelha nos orificios foi interpretada como prova negativa do efeito inibitério do
extrato, ou seja, houve crescimento bacteriano; enquanto que a auséncia de cor foi
considerada prova positiva da acdo antimicrobiana dos extratos.

A CIM foi definida como a menor concentragdo do extrato em pg/mL capaz de
impedir o crescimento microbiano (ou seja, o aparecimento da coloracdo vermelha) (Figura

3).
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Figura 3: Esquema para determinac¢ao da CIM dos extratos de H. stigonocarpa.

Segundo critérios utilizados por Holetz et. al., 2002 e Tanaka et. al., 2005, os valores
da CIM compreendidos entre 10 e 100 pg/mL sdo considerados como boa atividade do

extrato, entre 500 e 1000 como atividade fraca e > 1000, sem atividade.

4.6 Citotoxicidade

4.6.1 Células neoplésicas utilizadas

Os testes de citotoxicidade foram realizados frente a duas linhagens de células: células
NCI-H292 e HEp-2 obtidas do Laboratorio de Cultura de Células, do Departamento de
Antibioticos da UFPE.

As células NCI-H292 correspondem a uma linhagem continua de células
mucoepidermdides, obtida a partir de carcinoma de pulmao humano, que tem sido utilizada
para o isolamento e propagacdo do Paramyxovirus humano (MORIER et al., 1996). As
células HEp-2 (Human Epidermoide Cancer Cells) sao derivadas de tumor primdrio de laringe

humana.
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4.6.2 Atividade citotéxica

As células foram mantidas em meio DMEM - Minimum Essencial Medium Eagle
modificado Dulbecco’s, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de solugdo de
antibiotico [penicilina 1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/ml e 1% de L-glutamina
200mM], todos da marca Sigma (EAGLE,1995).

Uma suspensdo celular de 10° células/mL, foi preparada em meio DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de solug¢ao de antibidtico (penicilina 1000
Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200mM adaptado para a linhagem
celular. A suspensdo foi distribuida em placas de cultura com 96 pogos (220uL em cada
poco). As placas foram incubadas a 37°C em estufa (COLE PARMER), com atmosfera imida
enriquecida com 5% de CO, Apoés 24h os extratos foram adicionados (22 pl/pogo) nas
concentragdes equivalentes a 50, 25, 12,5 ¢ 6,25 ng/mL e as placas reincubadas. O ensaio foi
feito em quadruplicata. Como controle foi utilizado o DMSO nas mesmas concentragdes dos
extratos. A droga padrdo utilizada foi o Etoposidio (Epdsido®).

Apds 72 h de contato das células com os extratos, foi adicionado 25 pL de MTT
(brometo (3-[5,4-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio) (Invitrogen), na concentracdo de 5
mg/mL em tampao fosfato - PBS (p/v) pH 7.0, em cada poco e as placas foram incubadas por
duas horas em estufa 37 °C. Ao final desse periodo o meio de cultura, juntamente com o
excesso de MTT foram aspirados e em seguida, 100uL. de DMSO foi adicionado a cada pogo
para dissolucao dos cristais de Formazan (MOSMANN,1983).

A leitura optica foi feita em leitor automatico de microplacas do tipo Termo Plate num
comprimento de onda de 450 nm e a densidade oOptica (DO) média de cada poco foi
comparada com a DO média dos pogos controles.

A Clsg (concentragdo que inibe 50% do crescimento celular em relagdo ao controle) foi
determinada a partir de um célculo de regressao linear, onde foi relacionado o percentual de
inibi¢do em func¢do do logaritmo das concentra¢des ensaiadas admitindo-se um intervalo de

confianga de 99% (p < 0,01), para a reta obtida (COSTA; NASCIMENTO, 2003).
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4.7 Andlise estatistica

Na determinacao de fenois totais e flavonoides, a curva padrao foi construida através
da elaboragdo do grafico utilizando a regressao linear, determinando assim a equagao da reta,
no programa OriginPro8SRO® produzido pela OriginLab Corporation.

Para o ensaio de citotoxicidade em células tumorais, a determinagcdo do ICs, foi
realizada através da construcdo do grafico Dose-resposta, usando a curva sigmoide. Todos os
dados foram processados pelo Excel® produzido pela Microsoft e pelo programa Prisma 4.0

(GraphPad software).
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Resultados e discussao
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ABSTRACT

Aims: Phytochemical analysis of bark of Hymenaea stigonocarpa, antimicrobial and antineoplasic
activity in vitro of the extracts.
Methods and Results: The chemical analysis was performed using methods phytochemicals. The
microdilution method determined the antimicrobial activity against bacteria gender Staphylococcus,
Pseudomonas, Salmonella, Escherichia, Shigella and yeast Candida. The antineoplasic activity was
tested against human cells lung carcinoma (NCI-H292) and larynx tumor (HEp-2) by MTT method.
It was detected the presence of tannins, flavonoids and terpenes. The concentrations of total phenols
were 17.69 and 6.25 mg of GAE / g and the flavonoids were 17.4 and 6.36 mg RE / g of
hydroalcoholic and ethyl acetate, respectively. The three extracts presented antimicrobial activity. S.
aureus was the most sensitive with MIC values between 7.81 to 250 pg / mL. The cyclohexane
extract was the only one that presented cytotoxic activity with ICsy of 21.27 and 8.90 for NCI-H292

and HEp-2 cells, respectively.
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Conclusion: The secondary metabolites of Hymenaea stigonocarpa presenting antineoplasic and
antimicrobial activities in vitro.
Significance and Impact of Study: Hymenaea stigonocarpa is a species in potential for the
development of herbal drugs, with prospects for its use in infectious diseases and how alternative

medicine in treating cancer.

Keywords: Leguminosae, Hymenaea stigonocarpa, medicinal plants, antimicrobial activity,

antineoplasic activity.

INTRODUCTION

Two great world problems in the net of health are the cancer and the infectious diseases. The
cancer is all over the world among the main mortality causes. The estimates of the National Institute
of Cancer (INCA), it is that they happen about 489.270 new cases of cancer in the years of 2010
and 2011, only in Brazil (Brazil, 2009). The prevention and the cancer control are among the most
important challenges scientific and of public health, of our time. Therefore, search for new
alternatives for prevention and treatment of cancer is extremely important to minimize this
unwanted human mortality.

Many micro-organisms, which cause damage to human health, exhibit drug resistence due to
inadequate use of antibiotics. Bacterial resistance to antimicrobial agents has become a widespread
medical problem, especially in hospitals. In spite of the pharmaceutical industries they have thrown
new antibiotics in the last three decades, the microbial resistance to these drugs increased
considerably (Nascimento et al., 2000) and the pharmaceutical arsenal available to control
antibiotic-resistant bacteria is limited, also representing a challenge in the treatment of infections.

Hence, it is very important to detect natural products with antimicrobial activity and the medicinal
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plants offer a significant potential for the development of antibacterial therapies (Recio et al.,
1989).

Since antiquity, natural resources have been extensively exploited for medicinal purposes.
Currently, there is been an increasing interest in studying the biological properties of the plants and
derivatives in order to discover the alternative biologically actives compounds (Aratjo et al., 2004;
Lima et al., 2005).

In many countries around the world the use of medicinal plants still contributes significantly
in primary health care. The Brazil is well-known for the exuberance and the variety of its tropical
plants. Many of these plants are used as natural medicines without any scientific base. The plants of
Brazilian biomes have been used as natural medicines by local populations in the treatment of
several tropical diseases, including schistosomiasis, malaria and bacterial and fungal infections
(Alves et al., 2000).

Hymenaea stigonocarpa Mart. ex. Hayne is a species of the legume family (Caesalpinoidac)
and is found in most Brazilian regions (Barroso, 1991). Known as jatoba-do-cerrado, is widespread
in Cerrado and used as food and for medicine purposes by native population (Lee and Langenheim,
1975). The tree produces fruits of 10-20 cm in length and 4-6 cm in diameter which contain a pulp
consumed by the local rural population in natura or as porridge (Lorenzi, 1992). It is used in folk
medicine for the respiratory, gastrointestinal, genito-urinary and liver treatment. It also provides
healing and antimicrobial properties (Vila Verde et al., 2003; Maciel and Neto, 2006; Neto, 2006).

With base in those data and in the rarity of the works with H. stigonocarpa, decided to do a
phytochemical study and to evaluate the in vitro action antimicrobial and antineoplasic of the
extracts of that botanical species, could be in the future presented as pharmaceutical products,
besides allowing one it reviews of the scientific knowledge for the population, guaranteeing safety

and effectiveness in its use.
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MATERIALS AND METHODS
Plant material.

Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Leguminosae) was colleted in Caxias
04°51°32°°S; 43°21°22>°W, State of Maranhao, Brazil in February 2003. The plant was identified
by Prof. Gongalo Moreira Concei¢do. A voucher specimen was deposited under n® 055 at the Prof.

Aluizio Bittencourt Herbarium of the State University of Maranhao - Brazil.

Extractive identification.

The chemical analysis of the bark of Hymenaea stigonocarpa was performed using standard
phytochemical methods to determine the presence of tannins (ferric chloride method), alkaloids
(Dragendorft-Meyer test), flavonoids (Shinoda test), saponins (test of the foam) and terpenoids and

steroids (Liebermann-Buchard test) (Costa, 1982).

Preparation of plant extracts.

The bark of H. stigonocarpa (890g) was powdered and macerated in ethanol 95% for 20
days with stirring at ambiente temperature. The extract was filtered and concentrated on rotary
evaporator.

The ethanolic extract was dissolved in distilled water 1/1 v/v and accomplished an extraction
liquid-liquid with increase polarity of cyclohexane (500 mL) and ethyl acetate (500 mL). The
cyclohexane, ethyl acetate and hydroalcoholic crude extracts obtained were concentrated on rotary
evaporator and its calculated revenues. All the extracts were kept in tightly stoppered botle under

refrigeration until used for the biological testing.

Determination of the compositions phenols.
The ethyl acetate and hydroalcoholic extracts obtained of trunk bark of Hymenaea
stigonocarpa were used for the determination of the concentration of total phenols and flavonoids.

Total phenols content was determined using the Folin-Ciocalteau method (Waterman and Simon,
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1994). Results were expressed as gallic acid equivalents (GAE). Flavonoid content was determined
according to Rio (1996) modified. Results were expressed as rutin equivalents (RE). The analysis of

total phenols and flavonoids were accomplished in triplicate.

Assay of antimicrobial activity.

Micro-organisms

Antimicrobial activity tests were carried out against the bacteria Staphylococcus aureus (n=10),
Pseudomonas aeruginosa (n=10), Shigella sonnei (n=5), Salmonella enterica (n=4), Escherichia
coli (n=1) maintained on Mueller-Hinton broth and against the yeast Candida albicans (n=9) and
Candida krusei (n=1), maintained on Sabourand broth. The micro-organisms were obtained from
the culture collections of the Department of Antibiotics at the Federal University of Pernambuco,
Recife - Brazil, clinical isolates and American Type Culture Collection (ATCC), everybody multi-
resistant micro-organisms (Table 1). In order to produce an appropriate inoculum, an overnight
culture (grown at 37°C) of bacteria in Mueller-Hinton broth, or of yeast in Sabourand broth, was
standardised to an opacity equivalent to 0,5 on the McFarland scale (10° CFU/mL) in sterilized

water.

Minimum Inhibitory Concentration - (MIC)

MIC tests were carried using a tissue culture testplate (96 wells) through the broth
microdilution method in liquid middle (CLSI). The stock solutions of the cyclohexane, ethyl
acetate and hydroalcoholic extracts were diluted in dimethyl sulfoxide - DMSO
10%/Tween80/water (1:1:8) and transferred into the first well (200uL), and serial dilutions in
Mueller-Hinton broth (bacteria) or RPMI 1640 broth (yeast) (100 pL) were performed so that
concentrations in the range of 1000 - 7,81 pg/mL were obtained. The inoculum (5uL) was added to
all wells and the plates were incubated at 35°C during 24 h (bacteria) or at 48 h (yeast).

Antimicrobial activity was detected by adding 20 pL of 0.5% Choride 2,3,5- triphenyl tetrazolium
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(TTC) aqueous solution. MIC was defined as the lowest concentration of extracts that inhibited

visible growth, as indicated by the TTC staining. All experiments were carried out in duplicate.

Cytotoxic activity.

Cancer cell lines

The ethyl acetate, cyclohexane and hydroalcoholic extracts were tested against cells lines of

the pulmonary mucoepidermoid human carcinoma (NCI-H292) and cells lines derived from an
epidermoid carcinoma of the human larynx (HEp-2) obtained from section of cellular cultures of the
Institute Adolfo Lutz (SP) and maintained in agreement with the protocol established by the
laboratory of culture of cells of the Department of Antibiotics of UFPE, according to the

methodology described in the literature (Costa and Nascimento, 2003).

Cytotoxic activity assay

The cells were maintained in DMEN - Eagle minimum essential medium modified
Dulbecco's (Sigma), supplemented with 10% fetal bovine serum (Sigma), 1% antibiotic solution
(penicillin 1000 UI/mL + streptomycin 250 mg/ml) and 1% L-glutamine 200mM (Eagle,1995).

Cell wviability was determined using the standard 3-(5,4-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT; Sigma) assay as described previously (Mosmann,1983). The
cell suspension of 10°cell/mL it was prepared in half DMEM described above. The suspension was
distributed in culture plates with 96-wells (220uL in each well). After 24 h incubation at 37°C under
a humidified 5% CO, to allow cell attachment (COLE PARMER), the cells were treated with
varying concentrations (50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL) of extracts (22 uL/well) and incubated for 72 h
under the same conditions. As control was used dimethyl sulfoxide (DMSO) solvent in the same
concentrations of the extracts. The used drug pattern was Etoposide. After 2 h of the MTT (5

mg/mL PBS, 25 uL) addition, the formazan formed was extracted with DMSO (100 pL) and the



Soares, C.M.L. Avaliagao da atividade antimicrobiana e citotoxica...

optical reading was measured spectrophotometrically at 450 nm with automatic reader of the type
Termo Plate and the mean optical density of each well was compared with the control wells.

The ICs (concentration that inhibits 50% cell growth compared to control) was determined
from a linear regression calculation, which was related to the percentage of inhibition on the
logarithm of the concentrations tested assuming a confidence interval of 99 % (p <0.01) for the

straight line obtained (Costa and Nascimento, 2003).

RESULTS
Phytochemical Analysis.

The phytochemical analysis from the bark of H. stigonocarpa detected the presence of
terpenoids and steroids, flavonoids and hydrolysable tannins. It wasn't verified the presence of
saponins and alkaloids.

The quantification of total phenolic was determined being used the equation of straight y =
0,01851 + 0,0132 x, obtained starting from the curve pattern of the acid gallic with correlation
coefficient for the curve of R = 0,96483. The measured absorbance for the samples is represented
by Y and the concentrations of the total phenolic by X. The total phenolic for extracts within the
range of 17,69 (hydroalcoholic extract) and 6,25 (ethyl acetate extract) mg GAE/g.

The flavonoids quantification was determined being used the equation of straight y = 0,0176
+ 0,0318 x, obtained starting from the curve pattern of the rutin, with correlation coefficient for the
obtained curve of R? = 0, 98057. It was observed a quantitative of 17,4 mg of RE/g hydroalcoholic

extract and 6,36 mg of RE/g ethyl acetate extract.

Revenue of the extracts.
The revenues for the ciclohexane, ethyl acetate and hydroalcoholic extracts obtained of the

bark H. stigonocarpa were of 1,73%, 3,21% and 9,84%, respectively.

Antimicrobial activity.
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All the extracts, ciclohexane, ethyl acetate and hydroalcoholic of H. stigonocarpa was active
against the micro-organisms used in this study. The extracts were tested on a panel of positive and
negative gram bacteria and yeast (Table 2).

Comparing with literature, results strong activity is for MIC values between (10 — 100
pg/mL), moderate activity MIC values between (500 - 1000 pg/mL) and weak activity (> 1000
ug/mL) (Holetz et al., 2002; Tanaka et al., 2005), we observed an inhibition of all microorganisms.
A particularly interesting activity is observed on S. aureus (MIC values of 250 — 7,81 pg/mL) in all
the extracts. An moderate activity in relation to the other microrganisms was observed. The Gram-
negative bacilli, Shigella sonnei and Salmonella entérica were the ones that they came more

sensitive to the extracts (MIC values between 500 - 250 ug/mL).

Citotoxic activity.

Extracts of H. stigonocarpa were analyzed and the Cls, expressed in the Table 3. Based on
the protocol of National Cancer Institute (NCI) (Alley, 1988), values of Clso < to 30 pg/mL they
should be considered significant for gross extracts of vegetable origin. The results obtained in the
study being compared, with the results accepted as significant for NCI it was verified that the
extract ciclohexane went active front to the cells NCI-H292 and HEp-2, with Cls, values of 21, 27
and 8,9 pg/mL, respectively. The ethyl acetate and hydroalcoholic extracts didn't have citotoxic

activity front the cell used, therefore they exhibited values above that considered significant.

DISCUSSION

The selection of H. stigonocarpa for this study was based on the popular use as medical and
scientific ~ studies that demonstrate biological activities of the genus Hymenaea.
Pettit et. al. (2003) isolated from H. palustris flavonoids luteolin and crisoeriol with antimicrobial
activity against Enterococcus faecalis and Neisseria gonorrhoeae and palstatina, which inhibited

the growth of leukemic cells of lymphoid lineage mice P388. The stem bark of H. parvifolia were
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isolated dihidroflavondis a, p rhamnoside (astilbin and neoastilbin). These compounds showed the
property to inhibit the enzyme casein kinase II (Ishibashi et al., 1999). The stem bark of H.
courbaril showed antimicrobial activity against Proteus mirabilis and S. aureus (Goncalves et al.,
2005). Cunningham et al. (1974) isolated this species halimadieno type diterpenes, such as acid
(13R)-13-hydroxy-1 (10),14-ent-halimadieno-18-oic acid, which showed cytotoxic activity in
human tumor cells ovary, strain A2780 (Abdel-Kader et al., 2002).

Valentine (2006), studying the sapwood H. stigonocarpa noted the presence of flavonoids,
terpenes and steroids. The extracts showed antibacterial activity, especially against S. aureus,
confirming the results found in this study. We identified five fatty acid extract cyclohexane: NN-
diethyl-decanamida, hexadecanoate methyl (methyl palmitate), hexadecanoic acid (palmitic acid),
9-octadecanoic acid (oleic acid) and octadecanoic acid (stearic acid). The palmitic acid was
considered responsible for the antibacterial activity in species of the family Cruciferae (Hashem and
Saleh, 1999).

The phytochemical profile of the bark of H. stigonocarpa indicated the presence of phenolic
compounds such as flavonoids and hydrolysable tannins, and terpenes and steroids. The observed
results are consistent with those obtained in other species of Hymenaea, where there is a
predominance of terpenoids and flavonoids.

The tannins, extracted with hydroalcoholic mixtures, phenolic compounds are of great
economic interest, the subject of many studies. Research with biological activity of tannins showed
the antimicrobial activity (Scalbert, 1991, Miller et al., 2005), anti-inflammatory and healing (Slater
et al. 2004). Some researchers suggest that the tannins have a chemopreventive effect against
carcinogenesis, since they act as scavengers of free radicals, decreasing the concentrations of these
intercellular.

Moreover, according to Samy and Gopalakrishnakone (2008), tannins interfere with
bacterial metabolism, as have the ability to inactivate the microbial adhesins, enzymes and transport

proteins in the cell envelope. Tannins bind to the membrane transport proteins, for example, inhibit
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the transport of solutes (organic acids, amino acids and minerals), inside bacterial cells (Schaechter
et al., 2002). Tannins also form complexes with metal ions (iron, calcium, etc.), reducing the
availability of these ions that are essential to the metabolism of microorganisms (Loquercio et al.,
2005).

Flavonoids, found in the ethyl acetate extract or hydroalcoholic, have the characteristic of
forming a complex with the extra-cellular soluble proteins, which can bind to the bacterial cell wall.
The site of attack of antimicrobial agents acting against the cell wall is the protective layer of
peptidoglycan, inhibiting the synthesis of these. This results in a cell wall with structural defects,
destroying the stiffness of the wall and acting on the process of cell replication, resulting in cell
death (Schaechter et al., 2002).

In relation to the terpenes, no one knows for sure the mechanism of action of these, but it is
believed to possess the property to break through the cell membranes of lipophilic compounds
(Gopalakrishnakone and Samy, 2008). The cytoplasmic membrane located just beneath the cell
wall, has double lipid layer (33% lipids) and protein (66%) having selective permeability,
controlling the passage of substances and nutrients into the cell (ions, phosphates, nucleic acids ,
purines) and the output of its catabolites (Schaechter et al., 2002). Changes in the membrane can
cause the output of the vital elements to the cell or entry of harmful substances to the bacterial
metabolism, resulting in cell death, may be that the action of terpenes found in extracts of low
polarity, such as cyclohexane.

The extracts cyclohexane, ethyl acetate and the tree bark hydroalcoholic H. stigonocarpa
showed better activity against the S. aureus. The selectivity profile against Gram-positive
antimicrobial is a phenomenon observed in many antimicrobial agents, not only from vegetables
(Basile et al., 2000). Probably is due to Gram-positive bacteria present a less complex cell envelope
in relation to Gram-negative, which makes them more susceptible to the action of antimicrobials

(Murray et al., 2002). Moreover, the outer membrane of Gram-negative bacteria acts as a barrier to
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penetration of different molecules and has a periplasmic space that contains several enzymes that
can inactivate some antimicrobial agents (Duffy and Power, 2001; Schaechter et al., 2002).

In cytotoxic activity, although they were identified and quantified total phenolics and
flavonoids in hydroalcoholic and ethyl acetate H. stigonocarpa, and these compounds are indicated
in the literature as having antitumor activity, the observed results demonstrated that these extracts
had no action in neoplastic cells used. Already the cyclohexane extract showed antineoplastic
activity, suggesting that any of the constituents of lower polarity, such as terpenes and steroids, fatty
acids, hydrocarbons, lipids and furocoumarins present in the plant may be responsible for the
antineoplastic activity. Fatty acids were isolated from the extract obtained from the sapwood of
cyclohexane H. stigonocarpa (Valentine, 2006).

According Felippe Junior (2004), tumor cells have an increased fluidity of cell membrane
and a decrease in viscosity and stability, unlike healthy cells, whose normal fluidity promotes its
stability and cellular differentiation. Thus, neoplasic cells are more susceptible to oxidants causing
his death with a slight increase in cellular oxidation. Some fatty acids can also cause a decrease in
membrane fluidity of tumor cells and increase the viscosity of the membrane of normal cells,
therefore, its stability, this may be one explanation for the inhibition of tumor cell NCI-H292 and
HEp-2 used in research.

Based on these results, this study reveals the great potential of antimicrobial and antitumor
H. stigonocarpa in the search for new herbal medicines. However, the results relate to the
antimicrobial activity of extracts whose composition is a mixture of several substances, where those
responsible for the effects are diluted. Therefore, further studies are needed both to isolate the
substances responsible for these biological activities and to perform toxicological tests in vivo

viability of herbal medicines.
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Table 1 — Origin and profile of susceptibilidade of the micro-organisms used in the determination of the Minimal
Inhibitory Concentration (MIC).

Micro-organisms Origin Resistance Sensibility
E. coli ATCC 8739 ATCC ND CLO; AMP; CFL; CTX; MER; SZT; AMI; GEN; CIP;
TET; IMP
S. sonnei IC 01 Faeces ND ND
S. sonnei IC 02 Faeces ND ND
S. sonnei IC 03 Faeces ND ND
S. sonnei IC 04 Faeces ND ND
S. sonnei IC 05 Faeces ND ND
S.s aureus IC 404 Secretion from the GEN; AMI; CFO; CTX; CLO; ERI; TET CIP
oropharynx
S. aureus ATCC 6538 ATCC ND NIT; LMX; VAN; NET; RIF; AZI; SUT; OFX
S.aureus IQ 13 ND ND ND
S. aureus IQ 14 ND ND ND
S. aureus IQ 15 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
S.aureus IC 16 ND ND ND
S.aureus IC 17 ND ND ND
S. aureus 1C 27 ND ND ND
S. aureus IC 138 Vaginal secretion AMI; GEN CTX; ERI; CLO
S.aureus IC 311 Skin wound GEN; AMI; CFO; CTX; CLO; SZT; ERI; CIP
TET; PEN
P. aeruginosa IC 01 Blood culture CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; ATM
CPM; CLO; IMP; MER
P. aeruginosa IC 02 Hepatic secretion CIP; GAT; GEN; AMI, CFL; CFO; CTX; ATM
CPM; CLO; IMP; MER; SZT
P. aeruginosa IC 03 Tracheal secretion CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; ATM
CPM; CLO; IMP; MER
P. aeruginosa IC 04 ND ND ND
P.aeruginosa IC 05 Blood culture CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; ND
CPM; CLO; ATM; MER; SZT;
AMP+SUB
P. aeruginosa IC 06 Tracheal secretion CIP; GAT; GEN; CFL; CFO; CTX; ND
COM; CLO; ATM; MER; SZT;
AMP+SUB
P. aeruginosa IC 10 Abdominal secretion MALI; CFL; CFO; CTX; CPM; CIP; GEN; ND
TOB; ATM; IMP; MER; SZT
P. aeruginosa IC 12 Urine AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CIP; ND

GENT; TOB; ATM; IMP; MER; SZT;
NIT; NAL; CLO; TET

P. aeruginosa IC 13 Urine CFL; CFO; CTX; CIP; GEN; TOB; SZT; MER
NIT; NAL; CLO; TET; NOR

P. aeruginosa ATCC ATCC ND ND
9027

S. choleraesuis ATCC ATCC ND ND
14028

S. Enterica UFPEDA 415 Collection UFPEDA ND ND

S. Enterica Rubislaw IC ND ND
3373

S. Enterica Saintpaul 391 1C ND ND

C. albicans SIBELE Vaginal secretion ND ND

C. albicans IC AM 01 Vaginal secretion ND ND

C. albicans IC AM 02 Vaginal secretion ND ND

C. albicans IC AM 03 Vaginal secretion ND ND

C. albicans IC AM 04 Vaginal secretion ND ND

C. albicans IC AM 05 Vaginal secretion ND ND

C. albicans IC AM 07 Vaginal secretion ND ND

C. albicans IC 03 Oral cavity ND Miconazol
C. albicans IC 25 Oral cavity ND Miconazol
C. krusei UFPEDA1002 ND ND ND

AMLI: amikacin 30 pg; AMOX: Amoxicillin 10 pg; AMP: Ampicillin 10 pg; AMP+SUB: Ampicillin / Subctam 10 pg/ 10 ng; ATM: Aztreonam 30 ug;
AZI: azithromycin 15 pg; CFL: Cephalothin 30 pg; CFO : Cefoxitin 30 pg; CIP: Ciprofloxacin 5 pg; CLO: Chloramphenicol 30 pg; CPM: Cefepime 30
ng; CTX: Cefotaxime 30 pg; ERI: erythromycin 15 pg; GAT: gatifloxacin 10 pug; GEN: gentamicin 10 pg; NAL: Acid nalidixic 30 pg; NIT:
Nitrofurantoin 30 pg; NOR: Norfloxacin 10 pg; IPM: Imipenem 10 pg, MER: meropenem 10 pg; Teic: teicoplanin 30 pg; TET: Tetracycline 30 pg;
TOB: Tobramycin 10 pg; SZT: sulfazotrim 25 pg; VAN: vancomycin 30 ug. ATCC: American Type Culture Collection. CI: Isolated clinical. ND: Not
determined.
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Table 2: Determination of the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) for the bark extracts obtained of the Hymenaea
stigonocarpa.

Micro-organisms Tested MIC (pg/mL)
numbers Cyclohexane extract Ethyl acetate extract Hydroalcoholic extract
MICs, Intervals MICsg Intervals MICs, Intervals
Staph. aureus 10 7,81 7,81-125 7,81 7,8-125 7,81 7,81-250
Ps. aeruginosa 10 500 500-1000 1000 500-1000 500 500-1000
Sh. sonnei 5 250 250 250 250-500 250 250-500
Salm. enterica 4 250 250 500 250-500 500 250-500
E. coli 1 500 500 500 500 500 500
Candida 10 500 500 500 250-500 500 500

MIC: Minimal Inhibitory Concentration; CIMsy, Minimal Inhibitory Concentration that inhibits 50% of the micro-organisms.

Table 3: Determination of Cls, for the bark extracts of Hymenaea stigonocarpa at the NCI-H292
and HEp-2 cells.

Extracts Clso (pg/mL)
HEp-2 NCI-H292
Hydroalcoholic > 50 > 50
Ethyl acetate > 50 >50
Cyclohexane 8,90 21,27
Drug standard: Etoposide 4,8 5,2

Clso: Concentrations that provoked the death of approximately 50% of the cells.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

A avaliagdo fitoquimica da casca do tronco de Hymenaea stigonocarpa revelou a
presenca de taninos hidrolisaveis, flavondides, terpenos e esterdides, compostos

estes com atividades antimicrobianas e antitumorais.

O extrato hidro-alcoolico apresentou maiores concentragdes de flavondides e de

fenois totais que o extrato acetato de etila.

Os extratos hidroalcoolico, acetato de etila e ciclohexano apresentaram atividade

antimicrobiana frente as cepas utilizadas, sendo esse tltimo o mais ativo.

Staphylococcus aureus foram as mais sensiveis dentre os microrganismos

estudados.

O extrato ciclohexano foi o Unico que apresentou potencial antitumoral in vitro
contra as células NCI-H292 e HEp-2, principalmente contra HEp-2.

e O presente estudo com Hymenaea stigonocarpa demonstrou a presenga de
metabolitos secundarios com conhecida atividade bioldgica, revelando ainda o
grande potencial antimicrobiano e antineoplasica dessa espécie vegetal na pesquisa

de novos fitoterapicos.
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