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RESUMO

O Brasil possui grande potencial no que concerne a biodiversidade. O bioma
Caatinga representa a quarta maior area coberta por uma Unica forma vegetacional.
Duas espécies nativas deste bioma sdo amplamente utilizadas como medicinais pela
populacéo local, a Myracrodruon urundeuva (Engl.) Allem&o conhecida por “aroeira” e
a Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan conhecida por “angico”. Estas espécies sdo
tradicionalmente utilizadas como agentes antimicrobianos e anti-inflamatorios e
também sdo eficientes no tratamento de outras doengas.

Compostos fenolicos tém sido referenciados como possuidores de muitos efeitos
terapéuticos. Varios investigadores referem as atividades destes compostos e
correlacionam-0s com as suas respectivas caracteristicas estruturais. Neste sentido, este
trabalho teve como propdsito avaliar a composicao fenolica dos extratos aquosos destas
plantas e a correlacdo com as suas atividades biologicas.

Os extratos foram obtidos de acordo com o seu uso popular, por decoccao e
macerac¢do da casca das plantas. A caracterizacdo fitoquimica, quantitativa e qualitativa,
foi realizada, respetivamente, por métodos espectrofotométricos (para os fendis totais e
taninos) e cromatograficos (TLC, HPLC-PDA).

A atividade antioxidante foi estimada por recurso a duas metodologias, DPPH e
anido superoxido; a atividade antifngica foi testada frente a trés fungos dermatofitos
(Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum); enguanto
a atividade anti-inflamatdria foi avaliada pelo teste de Griess e a viabilidade celular foi
monitorizada pelo teste do MTT.

Os resultados mostraram uma melhor atividade dos extratos da M. urundeuva,
nos quais estdo presentes, basicamente, 0s mesmos compostos: acidos fenolicos
(principalmente acido galhico e cafeico) e taninos hidrolisaveis e condensados, que
constituem os compostos fenolicos maioritarios. Estes extratos mostram grande
atividade sequestrante para o radical DPPH e anido superoxido; inibicdo do crescimento
fangico, muito significativa para o E. floccosum (MIC e MLC de 100 pg/mL) e
atividade anti-inflamatoria, melhor no decocto, na concentracdo de 100 pg/mL, sendo
estas atividades registadas para concentra¢Ges destituidas de citotoxicidade.

A. colubrina também é rica em taninos, essencialmente taninos condensados e,

em menor quantidade, acido galhico e protocatéquico. Esta planta também apresentou



propriedades antioxidantes, antifingicas e anti-inflamatorias, embora inferiores a M.
urundeuva.

Dentre 0os métodos de extracdo, a decocgdo revelou melhores rendimentos e
teores de fendis totais e de taninos, bem como melhores atividades bioldgicas.

Finalmente, a predominancia de 4acido cafeico, galhotaninos e elagitaninos
podem justificar as melhores atividades verificadas para a M. urundeuva, uma vez que,
estes compostos, especificamente os taninos hidrolisveis sdo, em geral, agentes
bioldgicos mais potentes.

Do estudo realizado ressalta a importancia das duas plantas estudadas na procura
de novos produtos naturais biologicamente ativos e contribuicdo para comprovar a sua
eficacia e segurancga nas doencas inflamatorias e da pele, para as quais estas plantas séo

usadas, na medicina popular da regido da Caatinga, no Brasil.

Palavras-chave: Myracrodruon urundeuva, Anadenanthera colubrina, compostos
fendlicos, taninos e atividade antioxidante, atividade antifingica e atividade anti-

inflamatoria.



ABSTRACT

Brazil possesses a large potential in what concerns biodiversity. The Caatinga
biome represents the fourth largest area covered by a single vegetation form. Two native
species from this biome are widely used as medicine by local populations,
Myracrodruon urundeuva (Engl.) Allemao known as “aroeira” and Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan known as “angico”. These species appear as antimicrobial and
anti-inflammatory agents and are also effective on the treatment of other diseases.

Phenolic compounds have been referred as possessing many therapeutic effects.
Many researchers point the activities of these compounds and correlate them to their
chemical structure. In this sense, this work purposed to evaluate the phenolic
composition of aqueous extracts of these plants and the correlation to their biological
activity.

The extracts were obtained in accordance to their popular use, by decoction and
maceration of the plant barks. Phytohemical characterization, quantitative and
qualitative, was accomplished throughout spechtrophotometric (total phenols and
tannins) and chromatographic methods (TLC, HPLC-PDA), respectively.

Antioxidant activity was estimated by two methodologies, DPPH and superoxide
anion; antifungal activity was tested for three dermatophyte fungi (Epidermophyton
floccosum, Trichophyton rubrum and Microsporum gypseum); while anti-inflammatory
activity was evaluated by Griess assay and cell viability was monitored by the MTT
test.

The results showed a better activity of M.urundeuva extracts, in which,
basically, the same compounds are present: phenolic acids (mainly gallic and caffeic
acid) and hydrolysable and condensed tannins, which constitute the major phenolic
compounds. These extracts showed high sequestrant activity against the DPPH radical
and superoxide anion; a strong fungal growth inhibition to E. floccosum (MIC e MLC
de 100 pg/mL); anti-inflammatory activity, which was better in the decoct at the
100 pg/mL concentration. These activities were verified for concentrations without
cytotoxicity.

A. colubrina is also rich in tannins, essencially condensed tannins and, in a less
amount, gallic and protocatechuic acid. This plant also showed antioxidant, antifungal

and anti-inflammatory properties, although lower than M. urundeuva.



Among the extractions methods, the decoction revealed a better yield and total
phenols and tannins, as well as better biological activities.

Finally, the predominance of caffeic acid, gallotannins and elagitannins may
justify the relatively better activity verified to M. urundeuva once, these compounds,
specifically the hydrolysable tannins are, in general, more powerful biological agents.

This work highlight the importance of these two plants in the search for new
natural biological active products and to the contribution it gave to prove the
effectiveness and safety in inflammatory and skin diseases, for which these plants are

used, in popular medicine in Caatinga area, Brazil.

Keywords: Myracrodruon urundeuva, Anadenanthera colubrina, phenolic compounds,

tannins, antioxidant activity, antifungal activity and anti-inflammatory activity.
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INTRODUCAO

As civilizagbes primitivas perceberam a existéncia de plantas comestiveis e,
além destas, plantas dotadas de maior ou menor toxicidade que, ao serem utilizadas no
combate as doencas, revelaram, ainda que empiricamente, o seu potencial terapéutico
(CUNHA, 2006). Substancias naturais de origem animal, vegetal e mineral vém sendo
utilizadas como fontes de medicamentos desde tempos remotos em diferentes culturas
humanas (DAVID e ANDERSON, 1969; LEV, 2003) e perpetuando-se através da
Medicina Tradicional (MT).

As comunidades humanas desenvolveram um apurado saber acerca das
propriedades terapéuticas e medicinais das plantas e animais (ALVES, 2006) e desde
1980 vérias publicacdes tém mostrado a importancia do uso da Fitoterapia e Zooterapia
em comunidades tradicionais de regiGes socioeconémica e ambientalmente distintas, do
Brasil (CARTAXO et al.,, 2010; CONFESSOR, 2009; CONFESSOR et al., 2009;
FERREIRA-JUNIOR et al., 2011; COUTINHO et al., 2002; MOURA, 2002; ALVES,
2006; ALVES e ROSA, 2006; TEIXEIRA, 2006; AGRA et al., 2008). Embora as
pesquisas cientificas que visam avaliar o uso de plantas e animais serem relativamente
recentes, as praticas populares relacionadas como seu uso Sdo mais antigas, e
evidenciam que muitas comunidades tém os recursos naturais como Unica solugdo
viavel para o tratamento de doencas ou manutencdo da salide (ALBUQUERQUE,
2002).

Dessa forma, pesquisas sao necessarias para determinar as doses e concentracdes
Otimas das preparacdes, bem como para a identificacdo dos reais efeitos colaterais
desses produtos naturais. Além disso, a eficacia das preparagdes, técnicas e praticas
precisam ser investigadas para a identificacdo de plantas promissoras para uso seguro
como produto promotor de satde. Nos Ultimos anos, uma consideravel atencao tem sido
dada aos compostos bioativos de origem natural, devido a sua capacidade de trazer
beneficios para a saude humana, como reducdo da incidéncia de algumas doencas
degenerativas como cancro e diabetes (CONFORTI et al., 2009; KIM et al., 2009),
reducdo de fatores de risco de doencas cardiovasculares (JIMENEZ et al., 2008), efeitos
antioxidantes, anti-mutagénicos, antialérgicos, anti-inflamatérios e antimicrobianos
(BALASUNDRAM et al., 2006), entre outros.

12



Estudos etnofarmacoldgicos focando o uso de medicamentos fitoterapicos e
zooterépicos podem ser extremamente importantes para rastrear a eventual utilidade
terapéutica desta classe de medicamentos bioldgicos (PIERONI et al., 2002). A eficacia
de algumas plantas, como por exemplo, a Albizia anthelimentica Brongn, contra
helmintos intestinais (WATT e BREYER-BRANDWIWIK, 1962), tem sido confirmada e
os seus fitoconstituintes, identificados. E presentemente sabido que potentes farmacos
usados na medicina tradicional advém de metabolitos secundarios produzidos pelas
plantas. Um exemplo é a morfina, isolada da papoila (Papaver somniferum L.) em 1803
por Seturner, e usada para aliviar a dor (DREYFUS e CHAPELA, 1994; HARVEY e
WATERMAN, 1998).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 20-25 % dos medicamentos
presentes nas farmécias ocidentais derivam de plantas medicinais e, ainda de acordo
com esta entidade, cerca de trés quartos da populacdo mundial recorre a este tipo de
produtos (GILANI et al., 2005). O mercado mundial de fitoterdpicos movimenta cerca
de US$ 22 mil-milhdes por ano e vem seduzindo, a cada ano, mais adeptos nos paises
desenvolvidos (FERNANDEZ e ANTUNES, 2000). Além da grande diversidade de
espécies medicinais disponiveis, outro fator que motiva o investimento para a obtengédo
de medicamentos de origem vegetal é a diminuicdo do custo e do tempo de producdo, ja
que medicamentos sintéticos, ou semi-sintéticos, possuem elevado custo de producao,
pois tém como matéria-prima, na sua maioria, produtos importados (SILVA, 2008).

A planta medicinal, ap6s a sua colheita e processamento, transforma-se em
“droga” vegetal que contém certo numero de substincias, que, na sua maioria, atuam no
organismo humano (ABIFISA, 2009). O uso indiscriminado de plantas com fim
terapéutico, sem o devido conhecimento e orientacdo médica, pode causar danos, muitas
vezes irreversiveis, ao inves dos beneficios esperados. Estudos acerca da validacdo de
espécies contendo compostos com efeitos terapéuticos sdo necessarios para garantir os
efeitos curativos da planta, alem de permitir a utilizacdo com seguranca, visando tratar,
com maior eficiéncia, possiveis enfermidades.

Nesse contexto, o Brasil destaca-se, tanto pela sua riqueza de recursos genéticos,
quanto pela sua complexa diversidade cultural (CONFESSOR, 2009). A adaptacdo dos
varios grupos humanos a riqueza bioldgica do pais gerou um inestimavel sistema de
conhecimento acerca de recursos bioldgicos utilizados para diferentes finalidades,
incluindo o uso da fauna e flora para fins medicinais (ELISABETSKY e
WANNMACHER, 1993).
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A regido Nordeste do Brasil foi durante muito tempo esquecida, por grande parte
de a sua extensdo ser formada por vegetacdo tipicamente seca, conhecida por Caatinga.
Atualmente, este importante dominio vegetacional passou a ser alvo de pesquisas
voltadas para o estudo dos usos terapéuticos das plantas utilizadas por comunidades
locais (SILVA, 2008; CARTAXO et al., 2010). Varios pesquisadores (AGRA et al.,
2008; ALBUQUERQUE et al., 2007; ALMEIDA et al., 2005; SILVA et al., 2005;
CARTAXO et al., 2010) tém referenciado espécies que podem ter um elevado potencial
farmacologico e fitoquimico para inumeros objetivos médicos, mas que ainda
necessitam de estudos que provem, cientificamente, as suas atividades.

Dentre as varias espécies de plantas medicinais nativas da Caatinga, duas
bastante utilizadas tradicionalmente sdo a Myracrodruon urundeuva (Engl.) Allemé&o.
(Anacardiaceae), de nome popular aroeira e a Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
(Fabaceae) de nome vulgar angico, plantas de ampla a intermediaria distribuicdo na
regido Nordeste e de grande diversidade de usos medicinais (ALBUQUERQUE et al.,
2007; SANTOS et al., 2008; CONFESSOR, 2009), tornando-se, portanto, plantas-alvo
com elevado potencial fitoquimico e de atividade bioldgica. Diante do exposto, e com
base nos pressupostos da pesquisa etnodirigida, estas plantas foram selecionadas
visando a avaliacdo da atividade bioldgica, bem como a sua correlagdo com a
composicdo fendlica.

1. ETNOCIENCIAS

O prefixo etno refere-se ao sistema de conhecimentos tipicos de uma
determinada cultura (STURTEVANT, 1964; CAMPQS, 2002). Moura (2002) conceitua
Etnociéncia como a “ciéncia do outro”, a qual abrange tantas outras, taiS como a
Etnobotanica (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002), Etnoecologia (NAZAREA,
1999), Etnozoologia (ALVES e ROSA, 2006), Etnoveterinaria (CONFESSOR et al.,
2009), etc.

Segundo Marques (2002), o que hoje se denomina Etnociéncia emergiu no
panorama cientifico como um campo interdisciplinar, de cruzamento de saberes, que
geram novos campos. Estes saberes foram oriundos do dialogo entre as ciéncias naturais
e as ciéncias humanas e sociais. E nesta linha de pensamento, que se destacam as

etnociéncias, direcionadas para a tal almejada transdisciplinaridade (MOURA, 2002).
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Segundo Diegues (1996), a Etnociéncia trata de estudos que compreendem o
conhecimento de diferentes sociedades sobre 0s processos naturais, procurando o
entendimento da l6gica subjacente ao conhecimento humano sobre a natureza, as suas
taxonomias e classificagdes. Ela permite uma compreensédo de como 0s humanos variam
0s seus conhecimentos e crencas dentro de contextos historicos e ecologicos diferentes,
a fim de expressar as multiplas possibilidades oferecidas pelas culturas humanas (RIST
e DAHDOUH-GUEBAS, 2006).

Infelizmente, existe uma resisténcia em aceitar conhecimentos ou explicacdes
que nao condizem com a objetividade ou rigor técnico da ciéncia ocidental. Porém, de
acordo com Chrétien (1994), ha ciéncia em todas as sociedades, inclusive nas arcaicas.
Segundo este autor, a importancia dos estudos etnocientificos esta justamente na
constatacdo de que toda e qualquer sociedade se esforca para compreender 0 mundo a
sua volta. As sociedades tradicionais possuem um conhecimento apurado sobre o
ambiente onde vivem o que lhes permite adaptarem-se as condi¢Bes desse ambiente
(CONFESSOR, 2009).

A Etnobotanica inclui todos os estudos concernentes a relacdo mutua entre
populacdes tradicionais e as plantas (COTTON, 1996). A Etnobotanica aponta como
campo interdisciplinar o estudo e a interpretacdo do conhecimento, significado cultural,
manejo e usos tradicionais dos elementos da flora (ALBUQUERQUE e ANDRADE,
2002). Os estudos etnobotanicos sao importantes, especialmente no Brasil, uma vez que
0 seu territdrio abriga uma das floras mais ricas do globo (COTTON, 1996).

Apesar da diversidade de conceitos e definigdes, todas as subdivises das
etnociéncias convergem a um cerne comum: possuem como esséncia de estudo o
Conhecimento Tradicional (CT) ou Conhecimento Ecol6gico Tradicional (CET)
(MOURAO et al., 2006). O conhecimento tradicional torna-se, entdo, de interesse para
a ciéncia, por se tratar do relato verbal, das observacGes sistematicas para os fendbmenos
bioldgicos, feito por pessoas perspicazes, porem iletradas, e pela percepcdo de que a
auséncia de educacdo e cultura formais ndo é sinonimia de auséncia de conhecimento
(ELISABETSKY e SOUZA, 2004).

Neste ambito, Albuquergue et al. (2006) apontam varios caminhos para o estudo
de plantas medicinais quanto a aspectos fitoquimicos e atividades biologicas,
destacando quatro tipos bésicos de abordagens: randdmica, etologica,
guimiotaxonémica ou filogenética e etnodirigida. A randémica consiste numa

abordagem aleatdria, ou seja, colheita ao acaso de plantas para triagens fitoquimicas e
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farmacologicas; a abordagem quimiotaxondmica consiste na selecdo de espécies de uma
familia ou género, para as quais se tenha algum conhecimento fitoquimico de, pelo
menos, uma espécie do grupo; a etoldgica é baseada nos estudos de comportamento
animal. A abordagem etnodirigida consiste na selecdo de espécies de acordo com a
indicacdo de grupos populacionais especificos, enfatizando a busca pelo conhecimento
construido localmente a respeito dos seus recursos naturais e a aplicacdo que fazem
deles (ALBUQUERQUE et al., 2006). Duas disciplinas destacam-se neste ambito: a
Etnoboténica e a Etnofarmacologia. Por definicdo, a Etnobotanica ocupa-se da “inter-
relacdo direta entre pessoas e plantas”, incluindo todas as formas de percepcgdo e
apropriagédo dos recursos vegetais (CONFESSOR, 2009); e a Etnofarmacologia ocupa-
se do estudo dos preparados tradicionais utilizados em sistemas de saude e doenca, que
incluem, isoladamente ou em conjunto, plantas, animais, fungos ou minerais, indo mais
além do que o registro dessas “drogas”, mas incluindo uma avaliacdo experimental.

Hé alguns aspectos que podem ser destacados como limitantes a Etnobotéanica e
Etnofarmacologia, tais como: dificuldades na colheita de informacdes fidedignas, a
associacdo do uso de plantas aos constituintes magico-religiosos e a existéncia de
questdes éticas que envolvem acesso ao conhecimento tradicional associado ao uso da
biodiversidade. Apesar destes fatores relevantes, estas ciéncias tém demonstrado ser
poderosas ferramentas na busca de substancias naturais coma agdo terapéutica
(ALBUQUERQUE et al., 2006).

2. FITOTERAPIA E PLANTAS MEDICINAIS

Através de estudos etnobotanicos é possivel compreender as sociedades
humanas, passadas e presentes, e as suas interacdes ecologicas, genéticas, evolutivas,
simbdlicas e culturais com plantas (ALVES et al., 2007). O homem tem buscado, em
todas as épocas e culturas, recursos que melhorem a sua condicéo de vida para, assim,
aumentar as suas hipdteses de sobrevivéncia. O uso das espécies vegetais com fins de
tratamento e cura de doencas, portanto, perpetuou-se na historia da civilizagdo humana e
chegou até os dias atuais, sendo utilizada por grande parte da populagdo mundial como
eficaz fonte terapéutica. O uso das plantas medicinais, em paises em desenvolvimento,
tem sido inclusive amplamente observado como base normativa para a manutencéo da
salde (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A EDUCACAO, A
CIENCIA E A CULTURA, 1996).
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide OMS (2003) a planta
medicinal é uma espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propésitos
terapéuticos; a planta fresca é aquela colhida no momento da sua utilizacdo e a planta
seca € aquela que foi precedida de secagem, equivalendo a “droga” vegetal.

Na Portaria GM/MS 971/2006 a Fitoterapia é considerada um recurso
terapéutico caracterizado pelo uso de plantas medicinais nas suas diferentes formas
farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda que de origem

vegetal. O medicamento fitoterapico é definido como:

“Medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia
de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca sao validadas através de
levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentagdes
tecnocientificas em publicagcbes ou ensaios clinicos fase 3. N&do se
considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composicao,
inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as
associagdes destas com extratos vegetais. (MINISTERIO DA SAUDE,
2006 p. 46).”

A producao de fitoterapicos requer, necessariamente, estudos prévios relativos a
aspectos boténicos, agronémicos, quimicos, farmacoldgicos, toxicolégicos, de
desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnoldgicas. Essa fundamentacédo
cientifica, necessaria para o desenvolvimento de um produto fitoterapico, diferencia-o
das plantas medicinais e das preparacGes utilizadas na medicina popular (BRITO,
2010).

As plantas medicinais, as preparacOes fitofarmacéuticas e 0s compostos naturais
isolados representam um mercado que movimenta mil-milhdes de ddlares, tanto em
paises industrializados, como em desenvolvimento. O mercado para 0s tratamentos que
utilizam como base plantas medicinais totalizou US$ 22 mil-milhdes em 2002, sendo
que, apenas na Europa e nos Estados Unidos movimentou US$ 8,5 mil-milhGes e US$
6,3 mil-milhGes, respectivamente (BRITO, 2010). De acordo com a Associagdo
Brasileira das Empresas do Setor de Fitoterapicos, Suplemento Alimentar e de

Promocdo da Saude - Abifisa (2009), que se apresenta como principal associa¢do do
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setor, 0 mercado brasileiro de fitoterapicos é dimensionado a partir de um faturamento
de R$ 660,5 milhdes, em 2007, e uma quantidade vendida de 37,3 milhGes de unidades,
valores esses que correspondem a cerca de 3% do mercado farmacéutico brasileiro.

Muitos paises da Europa utilizam plantas medicinais de forma ampla, como a
Alemanha e a Franca, que detém 39 e 29% do total de vendas da Unido Europeia,
respetivamente. No entanto, a legislagéo europeia tem sido marcada por normas cada
vez mais restritivas, exigindo testes que comprovem a eficécia, qualidade e seguranca
dos fitoterapicos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Com base no modelo europeu, 0s
requisitos para a obtencdo do registro para este tipo de medicamento sdo: a
comprovacao da eficacia terapéutica, da qualidade, tanto da matéria-prima utilizada
quanto do produto final, e estudos de toxicidade que definam o grau de risco do produto
(FREITAS, 2007).

Relativamente ao Brasil, este é o pais com destaque mundial para as plantas
superiores, devido a uma rica diversidade étnica e cultural associada ao uso de plantas
medicinais. Apesar de deter este valioso conhecimento tradicional, ter o potencial
necessario para o desenvolvimento de pesquisas que resultem em tecnologias e
terapéuticas apropriadas e apresentar cerca de 60.000 espécies vegetais superiores
catalogadas (maioria na Amazoénia, depois Mata Atlantica seguido do Cerrado), em
apenas 8% foram estudados os compostos bioativos e em 1.100 espécies avaliadas as
suas propriedades medicinais, até o ano de 2006 (BRASIL, 2006; MINISTERIO DA
SAUDE, 2006). Em 2009, de acordo com a base de registros da ANVISA e de dados
econdmicos da base de dados ANVISA/SAMMED, foram registados 727 produtos
fitoterapicos, no Brasil (BRITO, 2010).

Apesar do amplo uso no Brasil de plantas medicinais e medicamentos
fitoterapicos, apenas recentemente, politicas publicas voltadas para essa terapéutica tém
sido desenvolvidas. Agdes transversais vém sendo equacionadas pelo Ministério da
Saude de forma a desenvolver e incentivar o setor, inserindo a sua pratica no Sistema
Unico de Satde — SUS (VALDIR e MELLO, 2008).

3. A CAATINGA: um bioma subestimado

A etimologia da palavra caatinga € de origem tupi e a sua formacdo lexical
significa kaa (floresta, mata) e — tinga (um sufixo que significa “branco”, “claro”)

(AMANCIO ALVES, 2007), referindo-se ao aspecto da vegetacdo durante a estacdo
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seca, quando a maioria das arvores perde as folhas e os troncos esbranquicados e
brilhantes dominam a paisagem (PRADO, 2003). A despeito das vérias defini¢Ges
existentes, a Caatinga (Figura 1) compreende basicamente um mosaico de arbustos
espinhosos e florestas sazonalmente secas (CASTELLETTI et al., 2003; PRADO,
2003).

Figura 1: Vista do Bioma Caatinga. A e B caracterizando o periodo da chuva. Ce D
caracterizando o periodo da seca. Pocinhos, Paraiba, Brasil.
Imagens: CONFESSOR, M. V. A.

A Caatinga ocupa a regido entre a floresta amazonica (sul do equador) e Mata
Atlantica, cobrindo aproximadamente 10% da regido arida e semiarida brasileira
(FERNANDES, 2002). Representa 70% da regido Nordeste e 11% do territorio nacional
brasileiro (Figura 2), estendendo-se por cerca de 800.000 km2 (CASTELLETTI et al.,
2003; PRADO, 2003). Com caracteristicas fisicas e biolégicas Unicas, a Caatinga no
Nordeste brasileiro consiste em formacfes aridas e semiéridas heterogéneas (IBGE,
2004).
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Figura 2: Mapa do Brasil evidenciando a distribui¢io dos biomas. Fonte:
http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/noticia_visualiza.php?id_noticia=169.

O principal e mais caracteristico componente fisico do bioma Caatinga € o seu
clima, onde, segundo a classificacdo de Koppen, é do tipo semiarido BSh (ANDRADE-
LIMA, 1981). Temperatura média anual muito elevada é outra caracteristica marcante
das caatingas, com valores entre 26 a 28°C (TRENTIM et al., 2011). No entanto, todas
as areas superiores a 250m de altitude tém temperatura média mais baixa (20 — 22°C)
(PRADO, 2003).

De acordo com Arruda (1997), a regido Nordeste caracteriza-se por apresentar
temperaturas elevadas e ser a regido mais seca do pais. A sua variabilidade espacial e
temporal de precipitacdo é elevada, o que é caracteristico de climas semiaridos. Os
indices, de um ano para outro, apresentam desvios de até 200%. Esse clima apresenta
precipitacdo anual de baixa a moderada, variando de 300 mm na maioria das regides
aridas, até mais de 1600 mm nas regides de planalto elevado, as quais recebem chuvas
orograficas (MARES et al., 1985). Cerca de 50% da area recebe menos de 750 mm,
enquanto certas regides localizadas ttm menos de 500 mm (PRADO, 2003).

O semiéarido nordestino possui uma longa estagdo seca, onde as chuvas sao

caracterizadas como torrenciais e irregulares, havendo periodos de extrema deficiéncia

20



hidrica, denominados de seca, que tém ocorrido com frequéncia irregular a cada 10 a 20
anos (RODAL et al., 1992).

Quanto aos solos, a origem geomorfoldgica e geoldgica das caatingas tém
resultado em varios mosaicos complexos com caracteristicas variadas mesmo a
pequenas distancias (SAMPAIO, 1995). Dada a natureza desta regido, entissolos e,
particularmente, latossolos sdo muito abundantes, derivados de rochas-mée sob agédo do
clima. Afloramentos extensivos de rochas sdo regionalmente chamados de “lajedos”,
que atuam ecologicamente como meios desérticos e como locais onde apenas plantas
suculentas s@o encontradas. Em muitas areas, a base rochosa é exposta como acumulos
de grandes rochas que se encontram em algumas areas suficientemente extensas
surgindo como cordilheiras montanhosas baixas, localmente conhecidas como serras
(MARES et al., 1985).

As caatingas, segundo Prado (2003), podem ser caracterizadas como florestas
arbéreas ou arbustivas, compreendendo principalmente arvores e arbustos baixos, uma
vegetacdo extremamente adaptada as condi¢es climaticas, que apresentam espinhos,
microfilia e algumas caracteristicas xerofiticas. De acordo com este autor, algumas das
espécies lenhosas mais tipicas da vegetacdo das caatingas sdo: Amburana cearensis
(Fr.All.) A.C. Smith, (“imburana de cheiro”, Fabaceac —Papilionoideae),
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) Altschul (“angico”,
Fabaceae — Mimosoideae), Aspidosperma pyrifolium Mart. (“pau-pereiro”,
Apocynaceae), Caesalpinia  pyramidalis  Tul.  (“catingueira”,  Fabaceae-
Caesalpinioideae), Cnidoscolus phyllacanthus (Mall. Arg.) Pax & Hoffm. (“faveleira”,
Euphorbiaceae), Commiphora leptophloeos (Mart.) Gillet (“imburana”, Burseraceae,
também conhecida como Bursera leptophloeos Mart.), véarias espécies de Croton
(“marmeleiros” e “velames”, Euphorbiaceae) ¢ de Mimosa (“calumbies” e “juremas”,
Fabaceae-Mimosoideae), Myracrodruon urundeuva Fr. All., (“aroeira”, Anacardiaceae),
Schinopsis brasiliensis Engler (“baratina”, Anacardiaceae) e Tabebuia impetiginosa
(Mart. ex A. DC.) Standley (“pau d’arco roxo”, Bignoniaceae).

Apesar de ser a Unica grande regido natural brasileira cujos limites estdo
inteiramente restritos ao territério nacional, pouca atencéo tem sido dada & conservagao
da variada e marcante paisagem da Caatinga, e a contribuicdo da sua biota a
biodiversidade extremamente alta do Brasil tem sido subestimada (SILVA et al.,
2003b). Tradicionalmente descrito como um ecossistema pobre em espécies e

endemismos, agora tem sido demonstrado a importancia deste bioma para a conservagao
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da biodiversidade brasileira (LEAL et al., 2003). Foram registadas 932 espécies de
plantas vasculares (380 endémicas) (GIULIETTI et al., 2004), 187 de abelhas
(ZANELLA e MARTINS, 2003), 240 de peixes (ROSA et al., 2003), 167 de répteis e
anfibios (RODRIGUES et al.,2002), 62 familias e 510 espécies de aves (SILVA et al.,
2003a).

4. Myracrodruon urundeuva Alleméo

4.1 Descricdo e origem

O termo aroeira tem sido usado para designar plantas classificadas em trés
géneros da familia Anacardiaceae: Lithraea, Schinus e Astronium. A aroeira-preta ou
aroeira-do-sertdo é a Myracrodruon urundeuva Alleméo (Figura 3) (SANTOS, 1987;
MORAES e FREITAS, 1997). Esta planta é uma &rvore nativa da América do Sul
(LORENZI e MATOS 2002), classificada como espécie vulneravel a extingcdo, pelo
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA, 2008) e considerada, num estudo
realizado no Municipio de Caruaru, Pernambuco, Brasil, como a espécie com maior
versatilidade de usos, entre as nativas (ALBUQUERQUE et al., 2008).

22



Figura 3: Desenho boténico adaptado de Myracrodruon urundeuva Allemao.
Disponivel em: http://florabrasiliensis.cria.org.br/makepdf.

Apresenta-se como uma arvore decidua, de 5-15m de altura e 15-60 cm de
diametro. Possui uma copa plana com galhos longos ascendentes, acinzentados e com
pelos quando jovens e sem pelos em individuos velhos. O tronco é reto e cilindrico, as
vezes mais espesso na base. A casca do caule € castanho escura e escamosa, com 10-15
mm de espessura, dura, com superficie aspera e depressdes longitudinais em individuos
velhos, enquanto individuos mais jovens tém casca cinza, lisa e com lenticelas asperas.
O interior do caule € fibroso, cor de rosa e possui 9-12 mm de espessura (LEITE, 2002).

E uma planta considerada madeira de lei, assim sendo, é muito densa, dura,
elastica, resistente a cupins, recebe excelente polimento e, quando seca, e dificil de
trabalhar (SANTOS, 1987; MORAES e FREITAS, 1997). De acordo com testes
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realizados pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), a aroeira € muito resistente e
estd classificada como muito duravel e encontra-se incluida no grupo das madeiras
chamadas imputresciveis (BRAGA, 1990).

Além das propriedades mecanicas que formam uma barreira fisica de protecéo,
existe também uma barreira quimica, constituida por substancias produzidas pela
propria arvore, com efeitos fungicida e inseticida. Essas substancias formam-se

principalmente no processo de transformagao do alburno em cerne (BRAGA, 1990).

4.2 Indicacdes e aplicacOes terapéuticas

Estudos sobre o uso de plantas da Caatinga pela populacéo local tém indicado
que este ambiente tem muitas plantas medicinais como recurso, apesar de a preferéncia
estar direcionada a uma minoria de plantas nativas do total dos recursos disponiveis
(ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002; ALBUQUERQUE, 2006; AGRA et al., 2008).
A aroeira enquadra-se nesta observagdo, uma vez que se apresenta como uma das
plantas mais preferidas pela populagdo, especialmente pela sua eficacia no tratamento,
facto que foi bem constatado por Ferreira-junior (2011) num estudo realizado na
Caatinga pernambucana. Além disso, em alguns estudos, a aroeira é apresentada como
uma das plantas com maior Relativa Importancia (R1) (ALMEIDA e ALBUQUERQUE,
2002; ALMEIDA et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006). Albuquerque et al.
(2007) avaliaram varios trabalhos envolvendo o uso de plantas medicinais na Caatinga
do Nordeste do Brasil e verificaram a existéncia de 10 espécies com alto RI, dentre estas
a M. urundeuva, que se encontra, juntamente com A. cerarensis, de entre as plantas com
maior RI (R1=2.0).

A aroeira possui uma diversidade de indicacGes terapéuticas de cunho popular:
inflamacGes, nomeadamente inflamacdo de garganta, inflamac6es uterinas e ovarianas,
inflamacdo de drgdos internos e externos, infecgdes e dores em geral, dores nas costas,
dor de dentes, dor de cabega, ferimentos, sangramentos vaginais, asma, resfriados, tosse,
tuberculose, bronquite, gastrite, cancer, deslocamento da placenta, anemia, difteria,
Ulceras da pele, anti-séptico e expectorante, problemas hepaticos, renais e intestinais
(ALBUQUERQUE et al., 2007; CARTAXO et al., 2010).

No estudo realizado por Ferreira-junior (2011), 37 subcategorias tradicionais da
condigéo de inflamagéo foram identificadas, sendo a aroeira indicada para o tratamento

de 13 das subcategorias encontradas e também para 0s oito sintomas associados as
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inflamacGes, pelos entrevistados. Este mesmo autor também encontrou especificidade
do uso da aroeira para o tratamento de acne, na comunidade estudada.

Para Monteiro et al. (2005), um total de 97 diferentes tipos de usos foi
reportado. Destes, os principais foram feridas, inflamacGes em geral e doencas
relacionadas com o sistema genito-urinario feminino.

A casca e as folhas sdo as partes utilizadas da aroeira para a preparacdo de
decoctos, infusos, macerados aquosos e lixiviados. Estas preparag0es podem ser
bebidas, utilizadas em banhos ou para lavagens da area afetada, dependendo da
doenca/afeccdo (CARTAXO et al., 2010). Monteiro et al. (2005) afirma, entretanto,
que a melhor maneira de utilizar a Myracrodruon urundeuva é através do decocto.
Cartaxo et al., (2010) indica que estudos acerca desta planta s&o necessarios em relagdo
a atividade analgésica, especialmente contra dores de cabeca e dentes, a atividade anti-
inflamatdria, antigripal, expectorante, e também para o resfriado, problemas intestinais,

renais, de figado e cancro.

4.3 Composicao quimica

Um estudo quimico demonstrou que o extrato de acetato de etila tem duas
fragcOes principais, uma apresenta predominantemente chalconas e o outro taninos
(VIANA et al.,, 1997). Além disto, foram identificadas trés chalconas dimérica,
nomeadas urundeuvinas A, B e C (VIANA et al., 1995).

Hé& a predominéncia de taninos nos extratos obtidos utilizando a aroeira (VIANA
et al., 1997; CHAVES et al., 1998; LEITE, 2002; QUEIROZ et al., 2002). No entanto,
tém-se registado varia¢es na concentracdo de taninos, relacionadas com o periodo de
colheita e com a parte da planta (MONTEIRO et al., 2005 e 2006).

Silva (2008) realizou uma anélise fitoquimica do caule e da folha de individuos
jovens e adultos da aroeira permitindo constatar que as partes analisadas possuem
flavonodides, mono e sesquiterpenos, triterpenos e esterdides, proantocianidinas
condensadas e leucoantocianidinas, além de agUcares, tendo detetado derivados
cinamicos apenas no caule. A lectina foi isolada do extrato bruto da parte central do
caule de M. urundeuva (SA et al., 2009).
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4.4 Efeitos biologicos atribuidos

Botelho et al. (2007), utilizando um gel 5% (v/v) preparado a partir de um
extrato fluido obtido através da maceracdo da casca de Myracrodruon urundeuva em
uma solucdo hidro-alcoolica glicerinada, reportaram atividade anti-inflamatoria e
antibacteriana em periodontite em ratos, estes autores atribuiram esta atividade as
chalconas previamente isoladas por Viana et al., (1997). Atividade anti-inflamatoria no
tratamento de colite in vivo foi observada utilizando enemas preparados de extratos
aquosos da casca da aroeira (RODRIGUES et al., 2008).

Foram observados efeitos anti-ulcerosos de extratos alcoolicos e aquosos, em
ratos (MENEZES et al., 1986, 1990; RAO et al., 1990; SOUZA et al.2007). Outros
estudos, em ratos, evidenciaram efeitos anti-inflamatorios, analgésico e anti-
ulcerogénico, os quais foram atribuidos aos taninos e as propriedades antioxidantes
relacionadas a estes compostos (SOUZA et al., 2007; VIANA et al., 1997). Quanto aos
flavonoides e chalconas tém-lhes sido imputadas atividades analgésica e anti-
inflamatdria do trato genital de ratos (VIANA et al., 2003).

Tém sido também referidas propriedades cicatrizantes, em ratos, para extratos
etandlicos de M. urundeuva (RODRIGUES et al., 2002). Outros estudos evidenciaram
efeitos antioxidantes e antidiarreicos (CHAVES et al., 1994), assim como efeitos
neuroprotetores, que foram demonstrados em células meso-encefélicas de ratos por acao
das chalconas e taninos isolados do extrato bruto da casca do caule (NOBRE-JUNIOR
et al., 2008, 2009).

A lectina mostrou atividade antibacteriana, antifungica e antioxidante (SA et al.,
2009), sendo o primeiro peptideo bioativo detetado no tronco. A lectina também atua
como inseticida eficaz contra as térmitas, e também como larvicida e contra os
transmissores de febre-amarela e dengue (Aedes aegypti).

Alves et al. (2009) observaram, em testes in vitro, que o extrato hidro-alcodlico
de M. urundeuva apresenta atividade antimicrobiana e antiaderente sobre o0s
microorganismos que formam o biofilme dentario, bem como atividade fungicida contra
estirpes de Candida isoladas da cavidade oral.

Os frutos, folhas, casca e ramos foram avaliados quanto a formagéo de biofilme
e crescimento do Staphylococcus epidermidis, nas concentracoes de 0,4 e 4,0 mg/mL. O
extrato da casca, na concentragdo de 4,0 mg/mL apresentou-se como sendo o extrato de

plantas da Caatinga com maior atividade; registou-se uma taxa de formacdo de
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biofilmes por S. epidermidis de 16.1%. Todavia, o efeito antibacteriano e anti-biofilme
ndo foi verificado na concentracdo de 0,4 mg/mL. Para os frutos, folhas e ramos néo
houve consideravel inibicdo em ambas as concentracdes (TRENTIM et al., 2011).

5. Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

5.1  Descrigdo e origem

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. pertencente a familia Fabaceae -
Mimosideae, é uma arvore conhecida popularmente como angico, € uma espécie bem

distribuida no Brasil, encontrando-se em toda a regido Nordeste (AMORIM, 2005)
(Figura 4).

Figura 4: Desenho boténico de Anadenanthera colubrina (Vell.) Bren. Autor: Juliana
Gines Bortoletto.
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O angico é uma arvore de grande a médio porte, que cresce entre 5 e 20 metros
de altura e podendo o seu tronco chegar a 60 cm de didmetro. A casca de cor castanho-
avermelhada é lisa quando jovem e, nas arvores mais velhas, apresenta varios espinhos
conspicuos - espiculas caracteristicas da espécie - que formam cristas que recobrem
todo o caule (SILVA, 2000). Tem uma copa alta de folhagem rarefeita. A arvore
apresenta flores miliferas, brancas, arredondadas, diminutas e agrupadas em cachos
grandes, com um aroma caracteristico e dispostas em inflorescéncia do tipo paniculas de
espigas globosas (MAIA, 2004). Os frutos sdo do tipo vagem ou legume, alongados,
achatados, rigidos, glabros, brilhantes, deiscentes, de cor castanha, com 10 a 20 cm de
comprimento, contendo de 5 a 10 sementes lisas e escuras, produzindo anualmente
grande quantidade de sementes vidveis (LORENZI e MATOS 2002). Apresenta
florescéncias entre os meses de Setembro e Novembro e frutifica entre agosto e
Setembro. Apresenta rebrotacdo de ramos e regeneracdo natural por meio das sementes
(SANTQOS, 2010).

A madeira é pesada (densidade 0,93 g/cm?), compacta, bastante dura, composta
de fibras grossas, util na construcdo civil, obras hidraulicas, confeccdo de dormentes,
tabuado, carpintaria, além do seu uso como fonte de energia e combustiveis - como
lenha e carvdo. O angico é utilizado na medicina popular (ALBUQUERQUE et al.,
2002, MONTEIRO et al., 2006) e na industria de curtimento de couro (MAIA, 2004). E
uma das principais arvores utilizada no reflorestamento de areas abertas que sofrem
devastacOes, devido a boa adaptacdo em terras secas e pela rapida propagacdo
(SANTOS, 2010). Devido a sua ampla gama de usos foi indicada como de alta
prioridade para conservacdo in situ na 1% Reunido Técnica para "Estratégias para a
Conservacao e Gestdo dos Recursos Genéticos de Plantas Medicinais e Aromaticas do
Brasil" (VIEIRA, 2002).

5.2  IndicacQes e aplicagdes terapéuticas

A A. colubrina é uma planta versatil (ALMEIDA e ALBUQUERQUE, 2002;
ALMEIDA et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006), sendo considerada uma das
trés mais importantes no estudo realizado por Lucena et al. (2007) em 3 municipios da
caatinga pernambucana e no trabalho de Albuquerque et al. (2007), neste ultimo

apresentando um RI de 1,6.
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Vérias sdo as doencas tratadas com o angico: gripe, congestdo nasal, tosse,
inflamacdo da garganta, dor de barriga, diarreia, cancro, problemas pulmonares, sendo
também usado como expectorante, anti-séptico, em infeccoes e inflamacGes. A casca e
folhas sdo utilizadas para a preparacdo de decoctos, cataplasmas, infusGes e xarope,
além de macerados e lixiviados. Estas preparacdes podem ser bebidas ou utilizadas para
lavar o local afetado (ALMEIDA e ALBUQUERQUE, 2002; ALMEIDA et al., 2005;
ALBUQUERQUE et al., 2006, CARTAXO et al., 2010; MONTEIRO et al., 2005).

Monteiro et al. (2005) reportou que a melhor forma de utilizar a A. colubrina é o
xarope, mas ha que ter em consideracdo a indicacdo terapéutica atribuida. Neste mesmo
estudo, houve 97 diferentes tipos de usos citados pelos entrevistados, sendo 0s
principais séo as inflamagGes em geral, feridas, como expectorante e para o tratamento
de tosse, 0 que justifica o xarope como principal forma de uso do angico neste estudo.
Cartaxo et al. (2010) refere a necessidade de estudos sobre a A. colubrina focando o seu
uso no tratamento de sintomas relacionados com o sistema respiratorio, especificamente
tosse, congestdo nasal, expectoragdo e problemas pulmonares.

No estudo realizado por Ferreira-junior et al. (2011) o angico foi enquadrado no
grupo de plantas com mais indicagbes terapéuticas para inflamacbes, sendo
recomendado para 10 das 37 subcategorias da condi¢do de inflamag&o identificadas e
sete dos oito sintomas apontados pelos entrevistados. Além disto, foi incluido no grupo
das espécies consideradas mais eficaz no tratamento das inflamacdes.

O angico pode ser considerado também uma planta toxica ou cianogénica, uma
vez que apresenta glicosideos cianogénicos nas folhas que libertam &cido cianidrico
(HCN) (AMORIM, 2005).

5.3 Composicdo quimica

Anadenanthera colubrina apresenta uma maior concentracdo de fenois totais e
taninos na casca do caule do que nas folhas (MONTEIRO et al., 2006), verificando-se
também variacdo na concentracdo de taninos relacionada com o periodo de colheita
(MONTEIRO et al., 2005; MONTEIRO et al., 2006). Um total de 9% de compostos
fenolicos foi obtido por extracdo gradual com ciclohexano seguido de etanol, 8% foi
obtido quando o processo extrativo utilizou apenas etanol como solvente e 0,33% com

apenas ciclohexano como solvente (OLIVEIRA et al., 2010).
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Oliveira et al., (2010), utilizando extratos etanolicos da madeira, quantificaram
0,231 de fendis totais expressos em mg de acido galhico/g. Este autor detetou também
taninos, flavonodides, terpendides e esterdides. Alcaloides, taninos e flavondides foram
identificados em extratos alcoolicos das folhas por Santos et al., (2010), tendo-se
mostrado negativos os testes para esteroides e saponinas.

De um extrato de CH2Cl>-MeOH das partes aéreas de A. colubrina foram
isolados os flavondides anadantoflavona e apigenina, para além de outros compostos
tais como: acido 4-hidroxibenzdico, acido cinamico, alnusenol, lupenona, lupeol, &cido
betulinico, alfa-amirina, beta-amirina, beta-sitosterol, estigmasterol (GUTIERREZ-
LUGO et al., 2003).

O teor de linhina encontrado por Oliveira et al. (2010) foi de 27,6 %. A resina
desta espécie contém um heteropolissacarideo acido constituido principalmente por
galactose (24,1 %) e arabinose (67,8 %). Contém também ramnose (2,0 %) e 7% de
acidos uronicos (EIRAS et al., 2010).

5.4  Efeitos bioldgicos atribuidos

A anadantoflavona, apigenina, lupenona, lupeol e alfa-amirina apresentaram-se
apresentando, assim, importancia nos estudos do cancer, aterosclerose e doencas
inflamatdrias Gutierrez-Lugo et al. (2003).

O heteropolissacarideo acido encontrado nesta espécie apresentou efeitos
imunomoduladores e antitumorais em ratos inoculados com sarcoma-18 (CARTAXO et
al., 2010; MORETAO et al., 2004). Cuidado deve ser tomado com o uso das folhas
desta espécie, uma vez que Brito et al. (2000) demonstrou a ocorréncia de intoxicacdo
em ratos ap6s o consumo de folhas de A. colubrina.

A atividade antioxidante do extrato etandlico da madeira foi de 71,90%, tendo
sido comprovada a influéncia, dos compostos extraidos, para a atividade fungicida da
madeira. De facto, o crescimento de Phanerochaete chrysosporium foi completamente
inibido na madeira ndo extraida, enquanto que se registou crescimento intenso dos
fungos na presenca da madeira que havia sido previamente sujeita ao processo de
extracdo (OLIVEIRA, et al., 2010).

O extrato metandlico da casca de A. colubrina mostrou-se promissor como

fungicida contra Alternaria alternate, reduzindo a doenga da Mancha marrom de
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alternaria (ABS) da tangerina a niveis obtidos com fungicidas comerciais
(CARVALHO et al., 2011).

Apesar dos relatos na literatura etnomédica da atividade antibacteriana do
angico, Gongalves et al. (2005) ndo observou acdo desta planta utilizando extratos
hidro-alcodlicos da casca, frente a 10 bactérias (Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp., Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei, Staphylococcus spp.), contudo
todos os microrganismos utilizados neste estudo apresentaram resisténcia a alguns
antibidticos comerciais, sugerindo que sejam também resistentes aos extratos destas
plantas.

Os frutos, folhas, casca e ramos foram avaliados quanto & formacéo de biofilme
e crescimento bacteriano de S. epidermidis nas concentracdes de 0,4 e 4,0 mg/mL. A
casca, na concentracdo de 4,0 mg/mL, apresentou-se como 0 extrato de planta da
Caatinga com a menor taxa de formagdo de biofilmes por S. epidermidis, 11,6%. No
entanto, utilizando a concentracdo de 0,4 mg/mL houve crescimento bacteriano e
formacdo de biofilme. Para os frutos, folhas e ramos ndo houve consideravel inibicdo
em ambas as concentracdes (TRENTIM et al., 2011).

Estudos realizados com folhas de A. colubrina colhidas no municipio de Patos,
Paraiba, Brasil causaram intoxicagdo por HCN na dose de 10 mg por kg de peso vivo
(MEDEIROS et al., 2000). Amorim et al. (2004) reproduziram a intoxicacao cianidrica
em amostras de angico com doses de 5 a 10 g/kg/pv em bovinos no nordeste brasileiro.
As intoxicacOes cianidricas por Anadenanathera spp. em bovinos ocorrem quando 0s
animais comem folhas murchas e quentes, apds derrubadas destas arvores ou apds a
queda de galhos durante temporais. O &cido cianidrico responsavel pela toxicidade é
resultante da hidrdlise dos glicosideos cianogénicos (AMORIM, 2005). Em ensaios com
coelhos (BRITO et al., 2000) demonstraram que a A. colubrina mantém a sua
toxicidade por periodos de 2 a 5 meses apds a secagem das folhas.

A infusdo da casca do angico (10 g/L de agua) provocou, no figado de
murganho, o aumento do volume citoplasmatico e celular, além de focos de inflamacao
cronica (SOUZA et al., 2006).
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6. Metabolismo secundario das plantas

Todos os constituintes das plantas derivam do metabolismo dos glucidos,
sintetizados durante o processo fotossintético a partir de CO, e H2O. Estes compostos
dividem-se em dois grupos: metabolitos primarios e secundarios. O metabolismo
primario é considerado como uma série de processos envolvidos na manutengdo
fundamental da sobrevivéncia e do desenvolvimento da planta, enquanto o metabolismo
secundario consiste num sistema com importante funcdo para a sobrevivéncia e
competicdo no ambiente. Os metabolitos secundarios distinguem-se dos primarios, pois,
geralmente, ndo sdo essenciais para 0S processos metabdlicos basicos da planta
(DIXON, 2001; SANTOS, 2010).

A grande diversidade destes metabolitos resulta, em parte, dos processos
evolutivos direcionados pela selecdo para aquisicdo de defesas contra ataques
microbianos ou predacdo por animais (DIXON, 2001). Além disto, estes metabolitos
participam no processo reprodutivo da planta, atraindo polinizadores, por exemplo. A
biossintese esta restrita a especificos estagios de desenvolvimento da planta e a células
especializadas, e pode ser induzido pelo estresse causado pela deficiéncia de nutrientes
ou ataque de organismos (LUCENA, 2011). A maioria dos metabolitos secundarios é
oriunda das vias do isopreno, fenilpropandides, alcaldides e/ou acidos gordos.

Variacdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as proporcdes
relativas de metabolitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis - sazonais
e diarios, intraplanta, inter- e intraespecifica - e, apesar da existéncia de um controle
genético, a expressao pode sofrer modificagfes resultantes da interacdo de processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos. Os metabolitos secundarios
representam, portanto, uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante
(GOBBO-NETO e LOPEZ, 2007).

Assim sendo, os produtos resultantes do metabolismo secundario das plantas
proporcionam uma riqueza de fitoconstituintes, também conhecidos como “principios
ativos”, que sdo importantes pelas suas propriedades biologicas e consequente
aplicabilidade pelos seus efeitos terapéuticos, importancia toxicoldgica, farmacoldgica e
ecologica (MANN et al., 1998; SANTQOS, 2002).

Os principais metabolitos secundarios encontrados nas plantas sdo: terpenos, um
grupo de constituintes lipofilicos; compostos fenolicos livres e glicosilados; alcalbides,

derivados dos aminoéacidos, entre outros. Alguns compostos encontram-se largamente
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difundidos no reino vegetal, tal como muitos compostos fenolicos, enquanto outros,
como os alcaldides sdo produzidos apenas por algumas familias ou determinadas
espécies. Aproximadamente 100.000 metabolitos ja s&o conhecidos, com cerca de 4.000
novos gue vao sendo descobertos a cada ano (VERPOORTE et al. 2000).

Os terpenos derivam do isopentenil difosfato (IPP), conhecem-se 25.000
estruturas. Os alcaloides, por volta de 12.000, contém um ou mais atomos de azoto e
derivam principalmente de amino4cidos. Aproximadamente 8.000 compostos fendlicos
sdo provenientes das vias biossintéticas do chiquimato ou do acetato/malonato. Alguns
sdo importantes como toxinas ou inibidores da alimentacdo contribuindo para a
sobrevivéncia da planta, assim como podem contribuir para a defesa relativamente a

radiagcdes e microorganismos.

6.1. Processos metabdlicos

A biossintese de metabolitos secundarios é realizada por vias metabolicas
especificas, ocorrendo uma estreita relacdo entre essas vias e aquelas responsaveis pela
sintese de metabolitos primarios. As vias de biossintese que sintetizam os metabolitos
primarios fornecem, portanto, moléculas que sdo utilizadas como precursoras nas
principais vias de sintese de metabolitos secundarios (Figura 5).

Os processos para a modificacdo e sintese dos hidratos de carbono, proteinas,
acidos gordos e acidos nucléicos sdo 0s mesmos em todos 0s organismos, com algumas
variagdes. A biossintese da maioria dos metabolitos secundarios inicia-se a partir de um
grupo restrito de compostos, 0s quais sdo modificados até um ilimitado nimero de
compostos, através das varias vias de sintese. Ha trés principais precursores de
metabolitos secundarios: acido chiquimico, precursor de varios compostos aromaticos;
acetato, precursor de acidos gordos, polifendis, isopreno, prostaglandinas, entre outros e
aminoacidos, precursores dos alcaloides - Vias do &cido chiquimico, do acetato, e do
mevalonato, respectivamente. Estes intermediarios sdo formados a partir de produtos da
via glicolitica ou seus intermediarios (LUCENA, 2011).

Os precursores para 0s compostos fenolicos das plantas derivam de dois
processos na célula vegetal: glicolise e via da pentose-fosfato. A glicélise consiste no
processo catabolico durante o qual os hidratos de carbono gerados pela fotossintese séo
quebrados até piruvato e CO». Este processo oxida hexoses para a geracdo de ATP e
produz compostos para o processo anabolico (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).
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Os fendis sao biossintetizados essencialmente por duas vias; a via do chiquimato
e a via do malonato (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006). A via do chiquimato €
comum a plantas e microorgnismos e resulta na biossintese de corismato. O chiquimato
é sintetizado a partir dos intermediarios das vias da glicdlise e pentose-fosfato, o
fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose-4-fosfato. Os passos subsequentes resultam na
formagdo de  3-desidroquinato, pela enzima 3-desidroquinatosintase, 3-
desidrochiquimato pela enzima 3-desidroquinato desidratase, e o chiquimato pela
enzima chiquimato-desidrogenase. O chiquimato posteriormente é convertido em
chiguimato-3-fosfato  pela  chiquimato-quinase, e em seguida, no 5-
enolpiruvochiquimato 3-fosfato (EPSP) pela 5-enolpiruvochiquimato 3-fosfato-sintase.
O EPSP é depois convertido em corismato pela corismato-sintase. O corismato
encontra-se no ponto de divisdo para a biossintese de aminoacidos aromaticos:
triptofano por um lado, e fenilalanina e tirosina por outro. Fenilalanina e tirosina sdo 0s
precursores dos fenilpropandides (écidos fendlicos e seus derivados, cumarinas,
estilbenos, etc) e outras classes de compostos fenodlicos (VERMERRIS e NICHOLSON,
2006; FIGUEIRINHA, 2011).

Apds a desaminacdo da fenilalanina, hd a producdo do acido cindmico, que é
posteriormente  hidroxilado na posicdo 4, formando o acido p-cumérico.
Alternativamente o acido cinamico pode ser metabolizado em &acido benzéico e depois
em acido salicilico. O acido p-cumaérico, através de varias hidroxilacdes e metilacdes
pode originar os acidos cafeico, feralico, 5-hidroxiferdlico e sinapico. Os acidos ferulico
e sinapico sdo os precursores dos linhanos e lenhinas (FIGUEIRINHA, 2011).

A sintese dos flavondides inicia-se a partir da condensacdo do p-cumaroil-CoA e
trés moleculas de malonil-CoA. Esta reacdo é catalisada pela enzima chalcona-sintetase
(CHS), originando a 4,2',4",6'-tetra-hidroxichalcona, composto este que pode iniciar um
nimero variado de reacBes que vao dar origem aos diferentes flavonodides. Da
polimerizacdo dos flavondides resultam os taninos condensados, enquanto 0s taninos
hidrolisaveis, elagitaninos e galhotaninos, tém como precursores o &cido galhico,
derivando da 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-5-D-glucose que € sintetizado a partir da S-
glucogalhina (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).
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Figura 5: Esquema das principais vias biossintéticas dos metabolitos de plantas. Fonte:
http://pt.scribd.com/doc/22584053/METABOLITOS-SECUNDARIOS.
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7. Compostos fendlicos

Compostos fenodlicos sdo os mais abundantes metabolitos secundarios em
plantas. Caracterizam-se, estruturalmente, por apresentarem anéis aromaticos
hidroxilados como unidade estrutural comum, os fendis (Figura 6) (COSTA et al., 2012;
VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).

OH

Figura 6: Estrutura quimica do fenol.

Os compostos fendlicos fazem parte dos componentes ndo essenciais na
alimentacdo e apresentam bioatividade associada a sua capacidade de quelar metais,
inibir a enzima lipoxigenase e sequestrar radicais livres. Estes compostos incluem
moléculas de sinalizacdo, pigmentos e sabores que podem atrair ou repelir, aléem de
protegerem a planta contra insetos, fungos, bactérias e virus (VERMERRIS e
NICHOLSON, 2006).

7.1. Estrutura e classes de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos (Figura 8) podem ser classificados de acordo com o
nimero de atomos de carbono, e sdo conhecidos por polifendis ou compostos
polifendlicos quando do seu nucleo base, fazem parte, pelo menos, duas estruturas
aromaticas (CORREIA, 2005). Estes compostos podem ser divididos em varias classes,
de acordo com o numero de anéis aromaticos e 0s substituintes que apresentam
(COSTA et al., 2012). A maioria dos compostos fendlicos estdo presentes como ésteres
ou glicosideos e menos frequentemente e em menor quantidade, sob a forma livre
(VERMERRIS e NICHOLSON, 2006). Os principais grupos sao: fendis simples, acidos
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fendlicos e derivados,

antraquinonas (Tabela 1).

estilbenos, linhanos, flavondides, taninos, cumarinas

Tabela 1: Classificacdo dos compostos fenolicos (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).

Estrutura Classe
C6 Fendis simples
C6-C1 Acidos benzoicos e derivados
C6-C2 Acetofenonas eacidos fenilacéticos
C6.C3 Acidos cinamicos, aldeidos cinamicos, alcoois
cindmicos e derivados
C6-C3 Cumarinas, isocumarinas e cromonas
C6-C3-C6 Chalconas, auronas, dihidrochalconas
C6-C3-C6 Flavanonas
C6-C3-C6 Flavonas
C6-C3-C6 Flavonois
C6-C3-C6 Flavanéis
C6-C3-C6 Antocianidinas
C6-C1-C6,C6-C2-C6 Benzofenonas, xantonas, estilbenos
C6,C10,C14 Quinonas
C18 Betacianinas
Oligémeros e polimeros Taninos

Fendis simples sdo aqueles que apresentam apenas um anel benzénico com
substituicdo orto, meta ou para, sendo o grupo hidroxilo o grupo funcional (ex:
resorcinol - 1,3-dihidroxibenzeno). Acidos hidroxibenzdicos caracterizam-se pela
presenca de um grupo carboxilo funcional em um fenol (ex: acido galhico). Aldeidos
hidroxibenzdicos sdo os que apresentam um grupo aldeido ao invés do grupo carboxilo
(ex: vanilina). Acetofenonas e acidos fenilacéticos sdo compostos C6-C2 raramente
encontrados na natureza (ex: 2-hidroxiacetofenona). Os acidos hidroxicindmicos séo
fenois do tipo C6-C3 derivados do acido cindmico por adi¢cdo de grupos hidroxilo ao
anel aromatico. Estes compostos fendlicos encontram-se amplamente distribuidos no

reino vegetal, (ex: &cido cafeico, um &cido di-hidroxilado). Tal como a maioria dos

acidos fenolicos, o0s

esterificados com hidroxilos alcéolicos ou fendlicos (ex: &cido 3-O-cafeoilquinico,

acido clorogénico), mas também podem esterificar com outros hidroxiacidos,

acidos hidroxicinamicos encontram-se, frequentemente,
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polissacarideos, acucares, alcoois, lipidos, e, menos frequentemente, encontram-se sob a
forma de aminoacidos arométicos. As cumarinas também apresentam um esqueleto C6-
C3, mas possuem um anel oxigenado como parte da unidade C3 (ex: umbeliferona)
(VERMERRIS e NICHOLSON, 2006; FIGUEIRINHA, 2011).

Flavondides sdo compostos C15 que apresentam a estrutura C6-C3-C6. Desta
estrutura fazem parte dois anéis benzénicos que estdo ligados por uma cadeia de 3
carbonos (Figura 7). Podem ser agrupados, em trés grandes classes, baseado no arranjo
da cadeia tricarbonada: Chalconas e dihidrochaloconas apresentam uma cadeia linear
C3 ligando os dois anéis, a cadeia C3 das chalconas (ex: buteina) contém uma ligacao
dupla, enquanto a cadeia C3 das dihidrochalconas (ex: floretina-2’-O-D-glucésido) é
saturada; auronas (Figura 7B), que sdo formadas pela ciclizacdo de chalconas, onde o
grupo m-hidroxilo reage com o carbono « para formar um anel de 5 membros; e 0s
flavonoides tipicos, que apresentam dois anéis aromaticos (A e B) ligados por um anel
ndo aromatico (C) (figura 7A). Dentro de cada classe de flavondides existe ainda a
possibilidade de ocorrerem substituicGes nos anéis A, B e/ou C: hidroxilacdo, metilacéo,
metoxilacdo, prenilacdo, benzilacdo e glicosilacdo (VERMERRIS e NICHOLSON,
2006).

Figura 7: Estrutura quimica de dois tipos de Flavonodides. A: flavona; B:aurona.

Isoflavonas, isoflavanonas e neoflavondides também pertencem ao grupo dos
flavonoides, apresentando todos a estrutura C6-C3-C6, mas em que o anel B se encontra
ligado a um carbono diferente do anel oxigenado. As flavanonas, também chamadas di-
hidroflavonas possuem o anel C saturado, uma funcéo carbonilo em C4 e o anel B
ligado ao C2. Os flavanonois diferem das flavanonas pela presenca de um hidroxilo na
posicdo 3, constituindo importantes intermediarios na sintese de flavonois, flavandis
simples ou condensados e antocianidinas (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006;
IWASHINA, 2000).
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Leucoantocianidinas, também chamadas de cis-3,4-flavanodiois, séo sintetizadas
a partir de flavanonois via reducdo da funcdo carbonilica em C4 (ex: leucocianidina).
Encontram-se, geralmente, na madeira e desempenham papel importante na formacao
de taninos condensados. Devido ao anel C completamente saturado as
leucoantocianidinas, juntamente com o 3-flavanodis, sdo referidos como flavanois.
Exemplos de 3-flavandis sdo a catequina e a galhocatequina e 0s seus respetivos
epimeros, epicatequina e epigalhocatequina. Os 3-flavandis, possuem apenas uma
hidroxilacdo no anel C, em posicéo 3, mas, sdo frequentemente hidroxilados no anel A e
no anel B, constituindo as unidades basicas elementares das proantocianidinas.
Diferentemente da maioria dos outros flavondides, os flavandis estdo presentes como
livres ou polimerizadas, néo glicosiladas (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).

As flavonas possuem o anel C ligado a um grupo cetona, além de uma ligagédo
carbono-carbono (C2-C3) insaturada (ex: luteolina - 5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona), os
flavondis diferem das flavonas pela presenca de um hidroxilo no carbono 3. As
antocianidinas apresentam um anel pirilo, geralmente ndo sdo encontradas na forma
livre. Estdo presentes nos vacuolos de tecidos de plantas coloridas como as folhas e
pétalas de flores (ex: cianidina). Antocianinas sdo glicosideos sollveis em agua das
antocianidinas (ex: cianina) (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006). Os O-glictsidos de
flavonas e flavonois mais frequentemente identificados sdo constituidos por apenas uma
ose ligada a genina, embora possam existir di- e tri-glicésidos, tendo sido reportado
apenas um tetraglicésido. A glucose, a ramnose e a galactose sdo as 0ses mais
frequentes, enquanto a arabinose, xilose e acido glucurénido sdo mais raros
(ANDERSEN e MARKHAN, 2006). Biflavonoides apresentam um esqueleto C30; séo
dimeros de flavonas (ex: ginkgetina).

Outros compostos fenodlicos sdo as benzoquinonas, antraquinonas e
naftaquinonas, linhanos, etc. Benzofenonas e xantonas apresentam uma estrutura C6-
C1-C6, enquanto os estilbenos tem a estrutura C6-C2-C6. Betacianinas tém um espectro
de absorcdo que se assemelha as antocianinas, mas contém azoto (VERMERRIS e
NICHOLSON, 2006).

Os taninos correspondem a outro grupo de compostos fendlicos, podendo ser
agrupados em taninos condensados, hidrolisaveis e complexos. Os taninos
compreendem um grupo de compostos com uma diversidade estrutural e pesos
moleculares compreendidos entre 500 e 3000 daltons, que compartilham a capacidade

de complexar e precipitar macromoléculas, como as proteinas (VERMERRIS e
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NICHOLSON, 2006). Frequentemente apresentam estruturas oligoméricas ou entao
poliméricas de flavonoides ou de acidos fenolicos e, consequentemente, um elevado
namero de hidroxilos fendlicos, muitos deles com padrées de hidroxilagdo mono-, di- e
tri-hidroxilados. Além disso, sdo frequentes as esterificagcdes com o acido galhico, acido
fenolico tri-hidroxilado (FIGUEIRINHA, 2011).

Taninos condensados, também chamados de proantocianidinas, sdo flavonoides
oligoméricos ou poliméricos formados por unidades de 3-flavanois (ex: (epi)catequina)
(VERMERRIS e NICHOLSON, 2006). Existem diversas particularidades estruturais
das proantocianidinas, tais como: variacdo no padrdo de hidroxilacdo das unidades do
nacleo flavonoide, estereoquimica dos trés centros quirais do anel heterociclico,
localizagdo e tipo de ligagdo interflavanica, estrutura das unidades construtivas e
variabilidade na combinacdo das diferentes unidades que integram o polimero
(SCHOFIELD e MBUGUA, 2001).

Os taninos hidrolisaveis incluem os galhotaninos e os elagitaninos. Os
galhotaninos possuem um nucleo formado por um composto poli-hidroxilado,
normalmente uma ose, esterificado por varios residuos de acido galhico, embora alguns
galhotaninos possam conter catequinas e unidades triterpenoides, em vez de glucose
(FIGUEIRINHA, 2011). Os elagitaninos sdo derivados da pentagalhoilglucose, e, ao
contrario dos galhotaninos, contém ligagdes C-C adicionais entre os residuos de acido
galhico adjacente; os elagitaninos dividem-se em A e B: no grupo A, os residuos de
acido galhico estdo ligados por ligacdes C-C e encontram-se nas posicdes 2e 3oude 6
do anel glucosidico com conformacdo C4—C1, enquanto nos elagitaninos do grupo B
as ligacdes mais frequentes ocorremem 1e 6,1 e 3,2 e 4 ou 3 e 6 de uma glicopiranose
com conformacgéo C1—C4.

Taninos complexos sdo definidos como aqueles que apresentam uma unidade de
catequina glicosidicamente ligada a um galhotanino ou elagitanino e, tal como o préprio
nome refere, a estrutura destes compostos pode ser bastante complexa (VERMERRIS e
NICHOLSON, 2006).
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Figura 8: Esquema de classificagdo dos metabolitos secundarios de plantas, enfatizando os
compostos fendlicos.

7.2.  Compostos fendlicos e beneficios para a saude

H& inumeras evidéncias que os compostos fendlicos tém efeitos na salde
humana, constituindo, provavelmente, a aplicacdo mais antiga destes compostos 0 uso
do fenol como anti-séptico (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).

Varios investigadores tém descrito as atividades destes compostos e
correlacionado com suas respectivas estruturas quimicas. Os polifendis vegetais sao,
portanto, fitoconstituintes de grande importancia atual, essencialmente devido a sua
bioatividade, e, especialmente a sua atividade antioxidante (FERREIRA, 2011). Estudos
recentes, realizados em vegetais, tém sugerido, por exemplo, que a atividade anti-
inflamatoria pode depender de um mecanismo de acdo antioxidante, o qual,
frequentemente, esta relacionado com a presenca de polifendis (TAPIERO et al., 2002).

Radicais livres provenientes do metabolismo celular s&o bastante reativos e,
quando desemparelhados, podem causar dano oxidativo as moléeculas das células e,
assim, apresentar impactos negativos, o estresse oxidativo. O desequilibrio entre as
defesas antioxidantes e as espécies oxidantes tem sido responsabilizado por muitas
patologias, nomeadamente as inflamacGes e as doencas delas decorrentes, como a
diabetes, doencas cardiovasculares e degenerativas(VERMERRIS e NICHOLSON,
2006).
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Além das vitaminas C e E, muitos outros compostos presentes nas frutas e
vegetais apresentam propriedades antioxidantes, tais como varias classes de polifenois
(VERMERRIS e NICHOLSON, 2006). Ao suplementar as defesas antioxidantes,
através da ingestdo destes compostos, é pois possivel limitar o dano oxidativo e, assim,
diminuir a progressdo da resposta inflamatdria. Deste modo, os polifendis podem
contribuir significativamente para prevenir ou minimizar estas patologias (CORREIA,
2005).

E perceptivel que a atividade antioxidante dos polifendis oferece muitos
beneficios para a satde, embora haja casos em que o impacto dos polifendis ndo esta
relacionado diretamente com a atividade antioxidante, mas com outras atividades
igualmente relacionadas com estes compostos. E disto exemplo os efeitos que alguns
destes compostos exercem ao nivel do trato gastrointestinal. Estes efeitos incluem:
ligacdo do ferro, captura de azoto reativo, cloro e espécies reativas de oxigénio (ROS),
além da inibicdo de cicloxigenases e lipoxigenases (VERMERRIS e NICHOLSON,
2006).

O mecanismo pelo qual os flavondides exercem as suas diferentes atividades
bioldgicas depende, essencialmente, de trés propriedades caracteristicas destes
compostos: capacidade de complexar com moléculas incluindo macromoléculas, como
proteinas e polissacarideos; capacidade de captar radicais livres e capacidade de
complexar i6es metalicos (CORREIA, 2005). Como agentes quelantes de ides
metalicos, influenciam a disponibilidade de varios minerais. Como agentes redutores,
podem participar na prevencdo do cancro do trato digestivo e 6rgdos internos. Eles
também podem proteger os lipidos de baixa densidade (LDL) contra a oxidacéo e inibir
a agregacdo de plaquetas, propriedades estas que contribuem para a prevencdo de
doencas cardiovasculares. Outro uso comum dos compostos fendlicos é como protetor
solar, pois a presenca do anel aromético resulta numa absorvéncia eficiente da radiagéo
UV-B, prevenindo queimaduras solares (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).

Os taninos, especialmente os condensados (proantocianidinas — PACs), tém alta
capacidade de complexarem com proteinas, podendo ser irreversivel ou reversivel. As
interacOes reversiveis ocorrem atraves de ligacGes inespecificas, como pontes de
hidrogénio, enquanto as ligacOes irreversiveis ocorrem a partir da formacéo de ligacoes
covalentes e efeito hidrofobico. A inibicdo enzimatica, atribuida ndo so aos taninos
condensados, mas também ao restante do grupo dos flavonoides, pode ser conseguida

pela formagdo de complexos soltveis e insoltveis entre um polifenol e a enzima ou
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substrato da enzima (CORREIA, 2005). As PACs apresentam varias propriedades, tais
como antimicrobiana e antifingica, antiviral, anticancerigena (AFAQ, et al. 2002;
ADAMS, et al. 2006), cardioprotetora, antioxidante (GONCALVES et al., 2005) e anti-
inflamatdria (KOLECKAR et al., 2008).

Outra atividade atribuida aos compostos fendlicos esta correlacionada com a
capacidade estrogénica, o critério mais importante para esta atividade € a presenca de
um grupo OH fendlico livre em uma posi¢do para seguido das posi¢cGes meta e orto. Os
elagitaninos sdo polifendis que contem subunidades do &cido elagico, que tem tido
indicacdes de atuarem como agentes quimio-preventivos. Para os compostos fenolicos
também tém sido sugeridas propriedades preventivas dos efeitos adversos das toxinas
fangicas (micotoxinas) na saude humana, bem como a sua intervengdo como agentes de
desintoxicacdo (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).
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OBJETIVOS

Os objetivos finais do presente trabalho consistem na caracterizagdo de
compostos fendlicos em duas plantas medicinais da Caatinga brasileira — Myracrodruon
urundeuva (Engl.) Allemdo (aroeira) e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
(angico) e no rastreio de atividades biologicas em extratos aquosos destas plantas, a fim
de avaliar o seu potencial bioldgico e a correlacdo com a composi¢do fendlica dos

extratos.

Presidiram ao planeamento deste trabalho os seguintes objetivos:
e Extrair compostos fendlicos existentes na casca de Myracrodruon urundeuva
e Anadenanthera colubrina, por recurso a métodos utilizados na medicina

tradicional;

e Caracterizar quimicamente os constituintes fendlicos predominantes nos

extratos obtidos;

e Quantificar os compostos fenolicos existentes nos extratos;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos;

e Verificar a atividade anti-inflamatoria dos extratos;

e Auvaliar a atividade antifungica dos extratos;

e Testar a citotoxicidade dos extratos.
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MATERIAIS

1. Material botanico

No presente estudo foram utilizadas as cascas dos caules das arvores referentes
as espécies Myracrodruon urundeuva (Engl.) Allemdo e Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan, colhidas no Municipio de Campina Grande, Paraiba, Brasil no més de
Setembro de 2011 (Figura 9). As plantas foram identificadas pelo Professor Doutor José
Iranildo Miranda de Melo, da Universidade Estadual da Paraiba e um exemplar de casca
de cada planta foi depositado na Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra,
Portugal.

Figura 9: Colheita das cascas de Myracrodruon urundeuva (A)
e Anadenanthera colubrina (B).

O material seco foi conservado ao abrigo da luz e humidade no Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Farméacia da Universidade de Coimbra até ao momento
da sua utilizacéo.
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2. Reagentes gerais e padroes

Acetato de sodio anidro, &cido fdérmico, etanol, metanol p.a. e metanol
Lichrosolv para HPLC, e tolueno foram adquiridos a MERCK. O n-hexano, a Carlo
Erba Reagenti SpA; acetona da PanReac; acido acético e acido sulfarico a J. T. Baker.

Placas pré-revestidas para cromatografia em camada fina (TLC): celulose
POLYGRAM CEL 300 (20x20 cm e 0,1 mm de espessura) e gel de silica 60 F254
(20x20 cm e 0,25 mm) adquiridas 8 MERCK.

Padrdes: acido cafeico, acido clorogénico, acido elagico, acido galhico, acido
protocatéquico, acido vanilico, catequina, piroglahol foram adquiridos a SIGMA
Chemical.

3. Equipamentos

Evaporador rotativo BUCHI R-114 com controlador V-850 e bomba de véacuo
V-700 BUCHI acoplado a um circuito de refrigeracéo.

Liofilizador FTSSYSTEMS tipo EZ-DRY, modelo EL 1501-1 com manifold
modelo EZT18, de 8 portas e valvula de borracha.

Aparelho de ultrassons Bransonic, modelo B-2200 E1.

Sistema de microfiltracdo GV0250/0 Vacum Filter holder SCHLEICHER &
SCHUELL e Filter holder FM 013/0 de SCHLEICHER & SCHUELL.

Cromatografo liquido de alta resolucdo (HPLC) GILSON, equipado com duas
bombas modelo 305 e 306; misturador modelo 811B; mddulo manométrico modelo 805
e um injetor automatico GILSON 234, acoplado a um detetor de fotodiodos (PDA)
GILSON, modelo 170 e a uma estacdo de controle e tratamento de dados Unipoint
System constituido por uma interface 506 C/Interface system module da GILSON.

Espectofotometro de UV-Visivel de duplo feixe, Cintra 101 GBC, Jasco V-530.

4. Softwares
Controle e tratamento de dados HPLC, Gilson (Unipoint 2.10). Construcdo de

gréficos, GraphPad (Prism 5). Controle e tratamento de dados do espectrofotdmetro de
UV-Visivel, Cintra I01GBC.
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METODOS

1. Preparacéo dos extratos

Os extratos foram preparados tomando por base o modo de utilizacdo na
Medicina Tradicional, informacdo resultante do levantamento etnofarmacolégico
realizado pela autora do presente trabalho. Dois métodos foram utilizados: a decocgdo
(extracdo com agua, a ebulicdo, até uma reducdo do volume a metade) e a maceracao
com agua (a temperatura ambiente) (Tabela 2).

As duas plantas estudadas, Myracrodruon urundeuva (Engl.) Allemao e
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, foram submetidas aos mesmos

procedimentos, tal como se refere na Tabela 2.

Tabela 2: Tipos de extracOes e abreviaturas atribuidas aos diferentes extratos obtidos.

Planta Nome tradicional Método de extragao Legenda
Myracrodruon urundeuva Aroeira Decocgéo ARD
Myracrodruon urundeuva Aroeira Maceragao ARF
Anadenanthera colubrina Angico Decocgédo AND
Anadenanthera colubrina Angico Maceragao ANF

As cascas foram secas ao sol e ao ar livre, em seguida, cortadas em fragmentos
de menor tamanho possivel, utilizando uma tesoura de poda.

Os decoctos foram preparados partindo de 48,100 g de casca para 1 L de agua,
aquecendo a fervura, numa placa de aguecimento, até a reducdo do volume, a metade.

Para os macerados, usaram-se igualmente 48,100 g de cascas, aos quais foi
adicionado 1 L de &gua destilada, num baldo de Erlenmeyer, tendo 0 processo extrativo
decorrido por 24 h, a temperatura ambiente, na auséncia da luz.

Posteriormente, as misturas foram filtradas sob vacuo, num funil de Buckner e o
filtrado, tratado com n-hexano, a fim de remover constituintes apolares, tais como
gorduras, terpenos, clorofilas, xantofilas, etc. De seguida, as amostras foram
concentradas no evaporador rotativo a <40°C e, finalmente, liofilizadas e conservadas a

-20°C até o momento de utilizacao.
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Os extratos resultantes foram denominados por ARD e ARF para a aroeira
(Myracrodruon urundeuva) e AND e ANF para o angico (Anadenanthera colubrina),
referindo-se o “D” ao Decocto e o “F” ao extrato obtido com agua, a Frio (Tabela 2).

Os rendimentos dos extratos foram calculados tomando por base os pesos das

cascas utilizadas (48,100 g) e o peso do liofilizado obtido.

2. Avaliacdo da composicao fenolica por métodos cromatogréaficos

A analise fitoquimica dos compostos fenolicos em plantas medicinais €
indispensavel para o estabelecimento da relacdo estrutura/atividade bioldgica. Com o
objetivo de se obter informacdes acerca dos compostos presentes nos extratos em estudo

recorreu-se a monitorizacdo por TLC e por HPLC em fase reversa.

2.1. Cromatografia em Camada Fina - TLC

A cromatografia em camada fina € um método analitico relativamente rapido e
de baixo custo para a separacdo de compostos fenolicos presentes em misturas
complexas, tais como extratos de matrizes vegetais (VERMERRIS e NICHOLSON,
2006).

As amostras, liofilizadas, foram solubilizadas em metanol a 50%, numa
concentracdo de 5 mg/mL.

Para o estudo de taninos procedeu-se a uma TLC em placas pré-revestidas com
silica e uma fase movel constituida por tolueno-acetona-acido acético (12:30:4, v/viv),
sendo utilizada, como revelador, uma solucdo de p-dimetilaminocinamaldeido a 1% em
metanol contendo &cido sulfdrico 1,5 M (DMACA). A catequina foi utilizada como
composto de referéncia, e os resultados expressos em valores de Rf relativos ao
composto de referéncia (ESCRIBANO-BAILON et al.,1992).

O outro sistema utilizado foi o de placas de celulose eluidas com acido acético a
15% descrito por Mabry et al. (1970), tendo-se utilizado um revelador geral para acidos
fenolicos e flavonoides, o NP-PEG (Natural product-polyethylenglycol reagent). Este
revelador é constituido por é uma solucdo metandlica do éster aminoetilico do acido
difenilborico a 1% (NP) e uma solucdo etandlica de polietilenoglicol 4000 a 5% (PEG),

gue sao sequencialmente aspergidos sobre as placas cromatograficas.
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Ap0s aplicacdo das amostras e padrdes, as placas de TLC foram desenvolvidas
em camaras previamente saturadas com os respectivos desenvolventes e observadas sob
a luz visivel e ultravioleta (254 e 366 nm), antes e ap6s terem sido submetidas a acéo

dos reveladores.

2.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolu¢do (HPLC)

A separacao dos compostos por esta técnica baseia-se na diferente afinidade dos
compostos para a fase estacionaria da coluna e a fase movel que a atravessa. A
identificacdo foi baseada, para cada composto, numa combinacdo da anélise do tempo
de retencdo (R:) e do perfil espetral e maximos de absorcdo registados, para cada
composto, na regido do ultravioleta e/ou do visivel (UV/Vis), por recurso a uma matriz
de fotodiodos, que faz a aquisi¢do das absorvéncias do composto na gama espetral que
previamente determinarmos (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).

A cromatografia de alta resolucdo em fase reversa, com diferentes gradientes de
eluicdo, foi o método utilizado para separacdo e identificacdo dos compostos fendlicos.
A fase estacionaria consistiu de uma coluna cromatografica de silica, de fase reversa,
Spherisorb S5 ODS-2 (250 x 4,6 mm i.d.,, com particulas de 5 um), da Waters
Corporation (Milford, Massachusetts), mantida a uma temperatura constante de 25°C, e
protegida por uma pré-coluna Nucleosil C18 (30 x 4 mm i.d., com particula de 5 um),
Macherey-Nagel (Dlren, Germany). O processo cromatografico decorreu com uma fase
mavel constituida por uma solugdo aquosa de acido formico a 5% e metanol, eluentes A
e B, respetivamente, em dois gradientes descontinuos, seguidos de elui¢do isocratica, tal
como se ilustra na Tabela 3.

A adicdo de &cidos a fase movel, normalmente, acido férmico ou acido acético, €
imperativa na separagdo de compostos fendlicos, uma vez que reduz a ionizagdo dos
hidroxilos fenolicos, resultando em picos mais estreitos e com menos arrastamento
(ANDERSEN e MARKHAM, 2006) e, consequentemente, numa melhor
resolucéo/separacgéo dos diversos constituintes da amostra.

Os liofilizados foram solubilizados em metanol a 25%, microfiltrados através de
uma membrana de 0,45 um de poro, desgaseificados e posteriormente injetados no
HPLC (100 pul) e cromatografados nas condigGes descritas na tabela 3, com um fluxo de
1 mL/min. A aquisicdo dos espectros foi feita entre 200 e 600 nm e o registro dos perfis

cromatograficos foi realizado a 280 e 320 nm.

51



A identificacdo dos compostos também foi feita, sempre que possivel, por
comparagdo com os respetivos padroes, preparados e injetados nas mesmas condic¢des

das amostras em analise.

Tabela 3: Gradientes utilizados na analise cromatogréafica dos extratos de Myracrodruon
urundeuva e Anadenanthera colubrina.

AMOSTRAS TEMPO (min.) A (%) B (%)
0 95 5
0-2 95 5
ARD e ARF 2-10 85 15
Gradiente | 10-35 70 30
35-50 50 50
50-60 0 100
0 95 5
0-2 95 5
2-10 85 15
AND e ANF
) 10-50 70 30
Gradiente Il
50-65 55 45
65-75 20 80
75-80 0 100

A: &cido formico a 5% e B: metanol

3. Tratamento acido dos extratos

Como complemento a identificagdo dos constituintes fitoquimicos presentes nas
amostras procedeu-se a um tratamento acido dos extratos.

Colocou-se 1 mL de metanol contendo 1 mg de cada extrato numa ampola
ambar e adicionou-se 1mL de HCI 4N. Em atmosfera de azoto, selou-se a ampola a
chama do bico de Bunsen. Apés agitacdo por 30 segundos no vortex, colocou-se a
ampola na estufa a 100°C durante 1 hora. Posteriormente, transferiu-se o contetdo da
ampola para um baldo de fundo redondo e adicionaram-se 2 mL de &gua destilada. Com
0 auxilio do evaporador rotativo levou-se a solucdo a residuo. Repetiu-se este passo as
vezes necessarias até o pH da solugédo ser aproximadamente 5. Finalmente, solubilizou-
se a amostra em metanol e analisou-se por HPLC/PDA nas condigOes referidas na
tabela 3.
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4. Quantificacdo dos compostos fenolicos

Os métodos quantitativos utilizados no presente trabalho sdo métodos
espectrofotométricos que se baseiam em reagdes colorimétricas para a quantificacdo de
compostos fendlicos.

Para cada método foi obtida uma curva de calibracdo, utilizando diferentes
concentragcdes do respetivo padréo, sendo a concentragdo dos compostos na amostra
calculados por extrapolacdo através da equacdo da reta. Os resultados foram obtidos em
equivalentes de padrdo, expressos em miligramas por grama de extrato (mg/g) e,
atendendo aos rendimentos de cada extrato, calculou-se, posteriormente, a percentagem
dos compostos fendlicos, nas cascas.

O liofilizado dos extratos foi sempre solubilizado imediatamente antes do seu

uso, no solvente indicado para cada metodologia.

4.1. Dosagem de Fenois Totais

A quantificacdo de fenois totais exprime a concentracdo total de compostos
contendo hidroxilos fendlicos existentes numa amostra e, embora ndo forneca indicagdo
sobre o tipo de composto presente, torna-se importante na comparagao do teor de fenois
totais de extratos de plantas diferentes e, consequentemente, na avaliacdo da eficacia
extrativa.

O liofilizado dissolvido em acetona a 70% (100 pL) foi colocado num baléo
volumétrico de 10 mL, ao qual, em seguida, se adicionou 1,9 mL de agua Milli-Q e
1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Apds agitacdo durante 1 min, no vortex,
adicionaram-se imediatamente 5 mL de solucdo de carbonato de sdédio a 20%,
perfazendo de seguida, com &gua Milli-Q, o volume de 10 mL. Posteriormente
procedeu-se a agitacdo do baldo por 1 min, seguido de repouso por 20 minutos, ao
abrigo da luz. A absorvéncia foi medida a 700 e 735 nm contra 0 ar (JULKUNEN-
TITTO R, 1985).
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4.2. Quantificacdo de Taninos

Devido a sua diversidade estrutural, a determinacdo de taninos envolve varios
métodos de dosagem, essencialmente baseados em reacOes de oxidacdo-reducao, alguns

dos quais sdo seletivos para os diversos tipos de taninos.

4.2.1 Método da Vanilina

O método da vanilina consiste na formacdo de complexos corados
(SCHOFIELD e MBUGUA, 2001), que resultam da reacdo dos flavandis com aldeidos
aromaticos, e que sdo depois avaliados espectrofotometricamente. Consequentemente,
este método é essencialmente dirigido para a quantificacdo de flavanois monoméricos
ou oligo- e poliméricos, designados por taninos condensados ou proantocianidinas.

Para execucgéo deste teste, a 100 puL de cada amostra, solubilizada em metanol
anidro adicionaram-se 3 mL de uma solucdo de vanilina a 4%, preparada em metanol
anidro. Ap0s agitacdo da mistura durante 1 min, 1,5 mL de HCI concentrado foram
adicionados de imediato, tendo a mistura sido novamente agitada. Apds 20 min,
determinou-se a absorvéncia, a 500 nm, contra um branco constituido por 100 pL da
amostra, 3 mL de metanol anidro e 1,5 mL de HCI concentrado, preparado segundo o
processo anteriormente descrito.

Todo o procedimento decorreu na auséncia da luz.

A curva de calibragéo foi obtida utilizando como padrdo a catequina.

4.2.2 Método do acido fosfomolibdotungstico (adaptado da FP VI11)

Este método permite avaliar o teor em taninos, independentemente do seu tipo,
hidrolisado ou condensado, e baseia-se nas propriedades redutoras destes polifendis e da
sua capacidade em complexar com proteinas, nomeadamente com o colagénio da pele.

Preparou-se uma solugdo aquosa de cada extrato, solubilizando 0,258 g de cada
amostra (mz) em 50 mL de 4gua. Com esta solucdo, procedeu-se a determinacéo de:

1. Polifenois totais — 5 mL da solucdo preparada foram diluidos em agua num
baldo aferido de 25 mL. A 2 mL desta diluicdo juntou-se 1 mL do reagente

fosfomolibdotlngstico (reagente Folin-Ciocalteu) e 10 mL de &gua. Apds agitacgdo,
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completou-se o volume de 25 mL com carbonato de sodio a 290 g/L. A absorvéncia a
760 nm foi determinada ap6s 30 minutos (Az).

2. Polifendis ndo adsorvidos pela pele em p6 — 10 mL da solugdo inicialmente
preparada foram agitados com 0,1 g de pele em pod, durante 60 min, ap6s o0 que se
filtrou. Tomaram-se 5 mL deste filtrado e procedeu-se do mesmo modo que
anteriormente descrito, tendo-se determinado a absorvéncia desta solugdo destanizada, a
760 nm (Az).

Ensaio com o padrdo — preparou-se, extemporaneamente, uma solugdo aquosa
de pirogalhol a 0,05 g (mz2) / 100 mL. Desta solu¢do do padrdo retiraram-se 5 mL, que
foram diluidos com 4gua até 100 mL. Tomaram-se 2 mL desta dilui¢do, juntou-se 1 mL
do reagente fosfomolibdotungstico e 10 mL de agua. Apos agitacdo, completou-se 0
volume de 25 mL com carbonato de sédio a 290 g/L. A absorvéncia a 760 nm foi
determinada apds 30 minutos (As).

A percentagem de taninos totais foi expressa em pirogalhol segundo a férmula
que adaptdmos da Farmacopeia Portuguesa:

12,5 (A1-A2) m

Az x My

5. Atividade Bioldgica

5.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de diversos extratos de plantas tem sido amplamente
estudada devido ao seu interesse para a saude humana, quer como protetor das células
contra efeitos provocados por radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS),
produzidas durante o metabolismo oxidativo (IMLAY, 2003), quer por agressores
exogenos, tais como a poluicdo, as radiaces e certas substancias usadas na industria

alimentar como conservantes e/ou edulcorantes (MOURE, et al., 2001).
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5.1.1 Método do DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) é um radical sintético que mimetiza, in
vitro, os radicais livres que se formam in vivo. Apesar de ser um radical sem
importancia bioldgica, os métodos que a ele recorrem sdo bastante utilizados por serem
relativamente simples e por fornecerem boas indicag0es no screening da atividade
antioxidante.

O método que utilizamos baseia-se em determinar o decréscimo da absorcao, a
517 nm, pela acdo de moléculas com capacidade de captar o eletrdo do radical,
transformando-o num ndo radical, estavel e destituido da cor violeta que € peculiar das
suas solugdes alcoodlicas, sendo a absorcdo a 517 nm proporcional a quantidade de
DPPH residual (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

As amostras foram solubilizadas em metanol a 40%. As misturas de reacdo
foram preparadas em tubos de ensaio, e aliquotas de 100 pL de varias concentracdes de
cada extrato foram adicionadas a 1 mL de solu¢do tampéo acetato 0,2 M, pH=6,0.
Posteriormente adicionou-se 1,4 mL de metanol e, finalmente, 0,5 mL de uma solucao
metanolica de DPPH, a 500 uM. A mistura reacional foi agitada durante 30 seg, no
vOrtex, e mantida a temperatura ambiente e ao abrigo de luz durante 30 min. A
absorvéncia foi medida a 517 nm, num espectrofotémetro Cintra 101 GBC contra um
branco preparado de igual modo ao das amostras, mas na auséncia da solucdo de DPPH.

Os resultados foram expressos na concentracdo da amostra, em pg/mL da
mistura de reacdo, que reduziu a 50% os valores de absorvéncia de uma solucdo de
DPPH (ICsp), por extrapolacdo nas retas obtidas para cada extrato:

ARD, y = 3,0035x + 0,1371 (R2 = 0,996);

ARF, y =4.413x - 0.085 (R2 = 0.993);

AND, y = 4,1595x - 0,3776 (R? = 0,9966);

ANF, y = 4.159x - 0.377 (R2 = 0.996).

Os padroes utilizados para este teste foram o butil-hidroxianisol (BHA) e butil-
hidroxitolueno (BHT).

5.1.2 Método do Aniéo superoxido

O ensaio baseia-se na reducao do azul de nitrotetrazolio (NBT) pela riboflavina
(KOSTYUK, et al., 2000), catalisada pelo anido superoxido.
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As amostras foram preparadas dissolvendo quantidades apropriadas de amostra
liofilizada em tampéo fosfato 16 mM a pH 7,8. As misturas reacionais (3 mL) foram
obtidas com tampéo fosfato 16 mM a pH 7,8, solucdo de EDTA 0,1 mM, NBT 85 uM,
riboflavina 6 M e um volume apropriado das amostras. O ensaio foi conduzido a
temperatura ambiente (22°C) sob luz fluorescente (20 W, 20 cm). A reacdo foi
interrompida removendo da luz. A absorvéncia foi medida a 560 nm num
espectrofotometro de UV/Vis - Jasco V-530. Os resultados foram expressos em ug de

liofilizado que reduziram 50% da absorvéncia maxima (ICso).

5.2 Atividade antifingica

As dermatofitoses sdo micoses superficiais ocorrentes em pélos, unhas e pele,
provocadas por fungos dermatéfitos. Espécies do género Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton séo reconhecidas como alguns dos responsaveis por estas infecgdes.
As limitacGes encontradas no tratamento destas dermatofitoses impulsionam a busca por
drogas naturais alternativas.

A avaliacdo da atividade antifingica foi testada, portanto, utilizando trés fungos
filamentosos dermatéfitos: Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum e
Microsporum gypseum. Os fungos foram isolados a partir de culturas clinicas de
dermatofitos de unhas e pele (E. floccosum FF1) e a partir de culturas de coleccédo
CECT (Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo) (T. rubrum CECT 2794 e M. gypseum
CECT 2908) e posteriormente identificados por metodologias padrdo em microbiologia.
Os isolados foram conservados em Sabouraud em caldo com glicerol, a -70°C, ap6s um
teste prévio (em Sabouraud agar), de forma a garantir as caracteristicas 6timas de
crescimento e pureza de cada estirpe.

Um método de macrodiluicio em caldo foi utilizado para determinar as
concentragdes minimas inibitorias (MIC) e concentracbes minimas letais (MLC),
baseado no documento referéncia M38-A, NationalCommittee for ClinicalLaboratory
Standards (2002) para fungos filamentosos.

A diluicdo de cada amostra foi preparada em &gua estéril, numa concentracdo
inicial de 800 pg/mL em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute), tendo sido
utilizadas também dilui¢bes a 1/2, 1/4, 1/8 e 1/16 em tubos de vidro estereis. Usaram-se

culturas de cada fungo numa suspensdo ajustada a 1-2 x 10* células/mL em soro
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fisiolégico numa diluicdo de 500x, tendo-se confirmado a concentracdo pela leitura da
absorvéncia.

Os tubos foram incubados numa estufa a 30°C por 7 dias, altura em que se
determinou a MIC, por verificacdo macroscépica do crescimento ou nao de fungo. Para
avaliar a MLC, aliquotas de 20 pL foram retiradas de cada tubo negativo (sem
crescimento de fungo na leitura da MIC) e cultivadas em placas de Petri contendo meio
Sabouraud dextrose agar, apos 0 que se procedeu a incubacdo das placas a 30°C por
7 dias, para posterior avaliacdo do MLC. Para cada estirpe, controles de esterilidade do
meio e das amostras foram verificados.

Todos os procedimentos inerentes a este ensaio foram efetuados em condic¢des
assépticas, utilizando uma camara de fluxo e flamejando sempre o material esterilizado

€m uso.

5.3 Atividade anti-inflamatoéria

A inflamacdo consiste num processo complexo e de evolucdo variavel que é
desencadeada através de um estimulo. Sdo varios 0s processos de ativacdo dos eventos
celulares a partir do dano ocasionado ao tecido, sendo o lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) um agente patogénico que, ao ser reconhecido, desencadeia a resposta
inflamatoria.

Os macrofagos exercem funcdes de fagocitose e segregam fatores sollveis, com
funcbes imunoreguladoras. De acordo com diferentes situagcbes podem proliferar na
presenca de um fator de crescimento especifico, ou serem ativados, nomeadamente pelo
LPS, para desempenhar funcdes especializadas (FIGUEIRINHA, 2011).

O mondxido de azoto (NO) é um radical diatomico livre, sendo a sua formacéo
catalisada pelas sintases do monoéxido de azoto (NOS) em muitos tipos de células
envolvidas nos processos inflamatorio e imunitario. A atividade anti-inflamatoria pode,
portanto, ser determinada pela capacidade do extrato em inibir o NO em células
estimuladas com um agente inflamatério, nomeadamente com o LPS, uma vez que a
formacdo do NO pela isoforma indutivel da sintase do NO pode ser determinada,
indiretamente, através da reacdo de Griess, a qual quantifica os nitritos acumulados nos
sobrenadantes de culturas celulares (GREEN et al., 1982).

Assim sendo, foram utilizados macréfagos Raw 264.7, mantidos a 37°C sob uma

atmosfera humidificada, contendo 5% de CO2 e 95% de ar. Para a realizagdo das
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experiéncias as células aderentes foram tratadas com uma solucao de tripsina a 0,05% e
EDTA a 0,02% em tampé&o fosfato (PBS) e sujeitas a acdo dos extratos, na presenga e
auséncia do estimulo inflamatorio, o LPS.

De seguida procedeu-se a reacdo de Griess, que envolve a formacdo de um
cromoforo, resultante da reacdo dos nitritos com a sulfanilamida e aminas
heterociclicas. Durante esta reagdo, a pH acido, os nitritos sofrem diazotacdo com a
sulfanilamida e formam um sal de diazonio, que se liga & amina heterociclica
N-(1-naftil)etilenodiamina, formando um composto rosa com espectro de absorcao
caracteristico, que pode ser quantificado por espectrofotometria (FIGUEIRINHA,
2011).

Deste modo, para a quantificagdo dos nitritos, cultivaram-se células 0,3 x 106 em
600 pL de meio, em placas de cultura com 48 compartimentos, ap0s 0 que se deixou a
estabilizar por 12 horas. Em seguida, as células foram incubadas, por 1 hora na presenca
dos varios extratos, sendo posteriormente adicionado o LPS. As células foram
incubadas, entdo, durante 24 horas, na presenca dos varios estimulos: com LPS como
controle positivo (1 pug/mL), LPS e os varios extratos, em diferentes concentragdes,
extratos sem LPS e meio para controle negativo. Posteriormente, procedeu-se a diluicdo
do sobrenadante (170 puL) com igual volume do reagente de Griess (sufanilamida 1%
em acido fosfdrico 5%), deixando este atuar durante 30 min, na auséncia de luz. O valor
da absorvéncia foi medido a um comprimento de onda de 550 nm, e a concentracdo de
nitritos foi determinada a partir de uma curva padrdo de nitrito de sddio, segundo a

equacéo da reta:

y=0,008x | R2=0,9966

5.4 Avaliacdo da viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celular /citotoxicidade ndo € uma tarefa facil devido a
multiplicidade de efeitos e mecanismos de a¢do. A redugdo do brometo de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT) constitui o fundamento de um método
colorimétrico réapido, frequentemente usado para verificar a proliferacdo celular e
citotoxicidade, uma vez que o MTT é acumulado pelas células viaveis, por endocitose,
resultando a reducéo do anel tetrazolico deste sal na formacao de cristais de formazano,

gue se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois
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transportados para fora das células por exocitose. Com base neste principio, procedeu-se
a avaliacdo da viabilidade celular, a partir do ensaio do MTT.

Deste modo, cultivaram-se células 0,3 x 10% em 600 pL de meio em placas de
cultura com 48 compartimentos, deixando estabilizar por 12 horas a 37°C sob uma
atmosfera humidificada, contendo 5% de CO, e 95% de ar. Em seguida, as células
foram incubadas, durante 24 horas, na presenca dos varios estimulos: com LPS como
controle positivo (1 pg/mL), LPS e os varios extratos em diferentes concentragdes e
extratos sem LPS. Posteriormente, removeu-se 0 meio e, as células, adicionou-se MTT
(5 mg/mL) preparado em PBS, deixando este atuar, por incubacao, durante 15 minutos.
Recolheu-se o0 sobrenadante e adicionaram-se 300 uL de isopropanol &cido (0,04 N) as
celulas aderentes. O valor da absorvéncia foi determinado a um comprimento de onda
de 570 nm com um filtro de referéncia de 620 nm. Os valores de viabilidade celular
foram expressos em percentagem, relativamente a absorvéncia determinada nas células

controle.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Rendimento dos extratos

O rendimento dos extratos esta ilustrado na Tabela 4, verificando-se que a
decoccdo é o método que proporciona uma maior eficacia extrativa para ambas as
plantas.

Quanto ao teor de extratdveis das duas plantas em estudo, a aroeira
(Myracrodruon urundeuva) foi a que exibiu melhores resultados. O decocto apresentou
0 maior rendimento, 27,98%, enquanto o macerado do angico (Anadenanthera

colubrina) foi o que revelou menor rendimento (8,12 %).

Tabela 4: Rendimento extrativo da casca de cada amostra.

EXTRATO RENDIMENTO (%)
ARD 27,98%
ARF 19,67%
AND 19,6%
ANF 8,12%

Os processos que utilizamos, que tém como solvente extrativo a agua, e
especialmente o decocto, mostraram-se, para a aroeira, mais eficientes do que qualquer
um dos utilizados por Queiroz et al. (2002). Estes autores verificaram um rendimento
de 22,4% com a acetona-agua (7:3) e 18,7% utilizando metanol-agua. Estes resultados
sugerem que os métodos utilizados na medicina tradicional, e em particular, o decocto,
pode, para esta planta, constituir o melhor método extrativo, seguido da acetona-agua,
da maceracdo com agua, e finalmente do metanol-agua. Além disso, € de ressaltar que a
agua é um solvente atdxico e econdmico tornando-se, por essa razao um bom solvente
extrativo para a aroeira.

A natureza do solvente extrativo e 0 processo de extracdo sd&o ambos cruciais
para proporcionarem a eficAcia da extraccdo dos fitoconstituintes, garantindo a
preservacdo maxima de eventual alteracédo, sendo que para tal sdo necessarios cuidados
ao longo de todo o processo, destacando-se a protecdo da luz, do calor e da

contaminagdo microbiana.
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2. Monitorizacdo da composic¢ao fenolica por métodos cromatograficos

2.1. Cromatografia em camada fina— TLC

A monitorizagdo por TLC para os diferentes extratos foi efetuada por ser uma
técnica simples e versétil, e para a qual se utiliza pequena quantidade de amostra. Além
disso, as separacGes cromatograficas podem ser obtidas em tempo relativamente curto,
proporcionando uma aproximacdo a composicao qualitativa dos extratos, e da qual, por
vezes, é possivel inferir a natureza quimica dos compostos existentes.

Pelos perfis cromatograficos em camada fina (TLC) foi possivel inferir que os
extratos da aroeira (ARD e ARF) apresentam composicao fenolica semelhante: ambos
revelaram a presenca de 4&cidos fenolicos, detetados na placa de celulose, por
observacao, a luz UV (365 nm), de varias manchas de fluorescéncia azulada (Figura
10A) e a eventual ocorréncia taninos do tipo condensado, na placa de silica (Figura
10B). A existirem taninos condensados, estes serdo de alto peso molecular, tendo em
conta que ndo houve migracdo destes compostos na placa, ficando consequentemente
retidos no ponto de aplicacdo, o que, de acordo com Escribano-Baildn et al. (1992) é
indicativo de estarmos em presenca de polimeros.

Relativamente ao angico (AND e ANF), este mostrou ser particularmente rico
em taninos, que podem ser visualizados na placa de gel de silica, ilustrada na Figura
10D, enguanto a celulose (Figura 10C) se mostrou ineficaz na separacdo dos compostos
existentes nestes extratos. Este comportamento na celulose, assim como o que foi
verificado nas placas de silica é comum aos taninos. As manchas de tom azulado
(Figura 10D), acompanhadas de arrastamento, sugerem a presenca de compostos com
caracteristicas quimicas que sdo associadas aos taninos  condensados
(proantocianidinas). O facto do cromatograma apresentar este arrastamento
caracteristico para os taninos deve-se a variedade de isémeros e moléculas com
diferentes graus de polimerizagdo. Todos os compostos detetados no cromatograma
apresentam fatores de retencéo inferiores ao do padrdo (catequina), levando a concluir
gue estes sdo essencialmente oligomeros de flavandis (HAGERMAN, 1998;
ESCRIBANO-BAILON et al. (1992). Contrariamente ao observado na aroeira, 0 angico

ndo possui taninos condensados muito polimerizados.
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Figura 10: Cromatogramas dos extratos da aroeira (ARD e ARF) e angico (AND e ANF).
A e C: Cromatogramas em placas de celulose desenvolvidas com 4cido acético a 15%o, sob
observagdo a luz UV, a 365 nm, apos revelacdo com NP-PEG. B e D:Cromatogramas em
placas de gel de silica G F2s4 desenvolvidas com tolueno-acetona-acido acético (12:30:4),
observado a luz visivel, ap6s revelagdo com DMACA. CAT: padréo de catequina.

2.2. Cromatografia liquida de alta resolucdo — HPLC

A separacdo cromatogréafica obtida por HPLC, acoplado a um detetor de
fotodiodos, possibilita detetar e identificar os diferentes compostos de cada extrato que
absorvam no ultravioleta (UV) e/ou visivel (Vis). Este método analitico, para além da
separagdo dos diversos constituintes de uma amostra, fornece, para cada um deles, o
respetivo tempo de retencgdo e, simultaneamente, o seu perfil espetral e localizacdo dos
maximos de comprimentos de onda, elementos essenciais a identificacdo de compostos
fendlicos (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).

Os extratos foram analisados por HPLC, evidenciando os seus perfis
cromatograficos, registados a 280 e a 320 nm, diferencas qualitativas e quantitativas.
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Figura 11: Cromatogramas de HPLC-PDA, no gradiente I, para os extratos da aroeira:
A - ARD; B - ARF; C —ampliacio de ARD ). Perfil espetral no UV dos compostos mais
representativos (picos de 1 a 4).

De seguida referencia-se 0 comportamento cromatografico (Rt) e espetral, no
UV, para 0s compostos maioritarios presentes na aroeira, acidos fenolicos e/ou seus

derivados, para o decocto (Tabela 5) e 0 macerado (Tabela 6).

Tabela 5: Identificagcdo dos compostos maioritarios da ARD, no gradiente 1.

Pico Rt (min) Amax (NM) Composto
1 5,42 272 Acido galhico
2 10,62 285, 324 Derivado do &cido cafeico
3 17,48 249, 298sh, 326 Acido clorogénico
4 20,00 247, 300sh, 326 Acido cafeico

sh — valores de absorvéncia correspondentes a inflexes no espectro de UV.

Tabela 6: Identificacdo do composto maioritario da ARF, no gradiente I.

Pico Rt (min) Amax (NmM) Composto

4 20,07 247, 300sh, 326 Acido cafeico

sh — valores de absorvéncia correspondentes a inflexdes no espectro de UV.
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Dos perfis espetrais de UV realca o predominio de &cidos fenolicos para a
aroeira (ARD e ARF) (Figura 11).

A elucidacdo estrutural de alguns dos compostos foi complementada por
comparagdo com substancias de referéncia (Tabela 9). Os acidos fendlicos presentes nos
extratos da aroeira s@o essencialmente o acido galhico e acido cafeico, quer na forma
livre, quer combinada (Figura 11 e Tabelas 5 e 6), predominando, em ambos 0s
extratos, o acido cafeico.

Alguns &cidos fendlicos, nomeadamente acido cafeico e seus derivados séo
conhecidos por apresentarem uma variedade de fungdes biologicas, para além da sua
capacidade antioxidante, demonstrada tanto in vitro como in vivo (NARDINI et al.,
1995; JUNG et al.,2006; NORATA et al., 2007; RAO, et al.,1990; LEU e MAA, 2002).
De entre 0s comuns na natureza e mais estudados, encontra-se o acido cafeico, ao qual
tem sido conferido uma enorme gama de atividades biologicas, tais como antioxidante,
anti-tumoral, antiviral, anti-inflamatéria e anti-tumoral (NARDINI et al., 1995;
CHUNG et al., 2004). Este &cido hidroxicindmico pode atuar como antioxidante em
células endoteliais, o que lhe confere um papel importante na prevencao e tratamento de
doencas cardiovasculares, para além da sua influéncia em mediadores inflamatorios,
comprovada, nomeadamente, na inibicdo da sintese dos leucotrienos (KOSHIHARA et
al., 1984). Tem-lhe sido igualmente atribuido um importante papel na prevencdo da

hiperglicemia.

A hidrdlise &cida dos extratos da aroeira permitiu verificar, através da presenca
de acido galhico em quantidades significativamente superiores as existentes nos extratos
brutos, a presenca de derivados deste acido fendlico, eventualmente na forma de
galhatos. Por outro lado, é também representativa a presenca de acido elagico e seus
derivados. Estes resultados sugerem a presenca de taninos do tipo hidrolisavel,

nomeadamente galhotaninos e elagitaninos.
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Figura 12: Cromatogramas de HPLC-PDA, no gradiente |, para os extratos da aroeira
sujeitos a hidrdlise acida: A — ARD_H; B — ARF_H). Perfil espetral no UV dos compostos
mais representativos (picos de 1 a 7).

Transcreve-se, de seguida, 0 comportamento cromatografico (Rt) e espetral, no
UV, para os compostos maioritarios presentes no hidrolisado da aroeira, &cidos

fenolicos e/ou seus derivados, para o decocto (Tabela 7) e o macerado (Tabela 8).

Tabela 7: lIdentificagdo dos compostos maioritarios do hidrolisado acido da ARD, no
gradiente I.

Pico Rt (min) Amax (M) Composto
1 5,45 271 Acido galhico
3 13,55 272 Derivado do acido galhico
7 49,68 254, 302sh, 354sh, 369 Acido elagico

sh — valores de absorvéncia correspondentes a inflexes no espectro de UV.
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Tabela 8: Identificagdo dos compostos maioritarios do hidrolisado acido da ARF, no
gradiente I.

Pico Rt (min) Amax (NmM) Composto

1 5,43 270 Acido galhico

2 8,52 259, 295 Acido protocatéquico

3 13,50 261, 361sh, 378 Derivado do &cido elagico
4 16,46 261, 361sh, 378 Derivado do acido elagico
5 21,12 260, 295 Derivado do &cido vanilico
6 33,18 256, 361sh, 366 Derivado do acido elagico
7 49,57 255, 361sh, 366 Acido elagico

sh — valores de absorvéncia correspondentes a inflexes no espectro de UV.

Tabela 9: Comportamento de padrdes de &cidos fenélicos em HPLC-PDA nas mesmas
condicOes cromatogréaficas usadas para as amostras ARD e ARF, no gradiente I.

Nome Rt (min) Amax (nm)
Acido galhico 5,30 270
Acido protocatéquico 8,10 259, 292sh
Acido vanilico 17,17 258, 290sh
Acido clorogénico 17,98 244, 298sh, 326
Acido cafeico 19,47 244, 298sh, 325
Acido elagico 49,43 255, 299sh, 355sh, 370

sh — valores de absorvéncia correspondentes a inflexdes no espectro de UV.

Nos extratos do angico, os compostos fendlicos presentes consistem,
essencialmente, de proantocianidinas. Esta identificacdo foi feita com base no
comportamento destes compostos em sistemas para HPLC, constituidos por uma fase
reversa e eluentes acidificados de metanol:agua (elevacédo da linha de base), assim como
nos espetros de UV caracteristicos de 3-flavanois condensados, com um méaximo de

absorcéo a cerca de 279 nm (Figura 13, Espetro 1).
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Figura 13: Cromatogramas de HPLC-PDA, no gradiente Il, para os extratos do angico: A
— AND; B — ANF). Perfil espetral no UV dos compostos mais representativos.

O tratamento, dos extratos do angico, pelo acido cloridrico, a quente, permitiu
confirmar a presenca predominante de proantocianidinas. Como se pode verificar na
Figura 14, o perfil cromatografico ndo apresenta a elevacdo da linha de base que se
verificou no perfil cromatografico do extrato, e isto devido a degradacdo das
proantocianidinas e consequente formacdo das antocianidinas (Figura 14, espetro 5).
Para além desta constatacdo detetou-se o composto 4, com maximos de absorvéncia de
278 e 314 nm e um tempo de retencdo de 19 min, o que sugere poder tratar-se de um
derivado de um 3-flavanol esterificado por um acido fendlico.

O é&cido galhico, provavelmente resultante da hidrélise de derivados deste acido
fenolico, foi também detetado nesta planta, apesar de apresentar uma representatividade
inferior aquela verificada na aroeira (Figura 14). Tal facto corrobora que a composicao
dos extratos das duas plantas, apesar de ser marcadamente constituida por taninos,

integra um tipo distinto destes polifendis.
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Figura 14: Cromatogramas de HPLC-PDA, no gradiente 11, para as solugdes resultantes
do tratamento acido dos extratos de angico: A — AND_H; B — ANF_H). Perfil espetral no
UV dos compostos mais representativos.

A tabela 10 resume o comportamento cromatografico (R:) e espetral, no UV,
para 0s compostos maioritarios presentes nas solucdes resultantes dos tratamentos

acidos do angico; acidos fenolicos e seus derivados, e uma antocianidina.
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Tabela 10: Identificacdo dos compostos maioritarios resultantes do tratamento &cido da
AND e ANF, no gradiente 1.

Pico Rt (min) Amax (nm) Composto
1 5,48 271 Acido galhico
2 8,63 259, 293 Acido protocatéquico
3 13,64 272 Derivado do acido galhico

3-Flavanol esterificado por um
4 19,03 278, 314 . :
acido fendlico
5 71,97 264, 286, 434 Antocianidina
3. Quantificacdo dos compostos fendlicos

3.1. Fendis totais

Os teores de fenois totais (FT) das duas plantas em estudo, determinados pelo
método de Folin-Ciocalteu modificado (JULKUNEN-TITTO, 1985; WANG et al.,
1997), foram expressos em mg equivalentes a acido galhico / g de extrato, por recurso a

equacéo da reta

y =0,0735x + 0,0188 |R2=0,9942

Este € um método de quantificacdo sensivel que se baseia numa reacdo de
oxidacdo-reducdo, nomeadamente oxidacdo do ido fenolato e reducdo do complexo
fosfomolibdotingstico (reagente de Folin-Ciocalteu) a um composto corado de azul, em
condicdes alcalinas.

A planta que apresentou maior contetdo de fenois totais foi a aroeira, sendo o
ARD o extrato mais rico (387,1 mg FT / g liofilizado), seguido do macerado (196,8 mg
FT/ g liofilizado), o que pode estar relacionado com o facto da extracdo decorrer a
temperatura de ebulicdo da &gua, proporcionando extragdes mais enérgicas. No angico,
cujos teores de fendis totais foram inferiores, registaram-se 193,4 e 187,2 mg FT / g

liofilizado, para o decocto e 0 macerado, respetivamente.
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Tendo em conta o rendimento de cada extrato, a figura 15 ilustra a percentagem

de fendis totais nas cascas das duas plantas estudadas.

Fendis totais

7,60%

1,51%

% de FT da matéria bruta

ARD ARF AND ANF

Figura 15: Concentracdo de fendis totais nas cascas da aroeira e do angico, em
funcao do método extrativo.

Queiroz et al. (2002) obtiveram, com a aroeira pulverizada e para extratos de
acetona-agua e metanol-agua teores de FT de 19,1% e 20,2%, respetivamente. Contudo,
os solventes utilizados por estes autores sdo toxicos, para aléem de ndo serem utilizados
na medicina tradicional.

Nas condicOes extrativas usadas neste trabalho, e que correspondem ao modo de
preparacdo dos extratos na medicina popular, é possivel inferir que, em relacdo a
quantidade de fendis totais, 0 método de extracdo com agua a quente se mostrou mais
eficiente, estando esta eficicia correlacionada com as atividades bioldgicas que

estudamos, como se podera ver nos itens posteriormente abordados.

3.2.  Quantificacdo de Taninos

Dois métodos foram utilizados para a quantificacdo dos taninos presentes nas
amostras da aroeira e do angico; o método da vanilina, comummente usado para a
quantificacdo de taninos condensados e 0 método da Farmacopeia Portuguesa, para a
dosagem de taninos totais (taninos hidrolisaveis e taninos condensados), que recorre ao

acido fosfomolibdotungstico.
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Os valores apresentados para o método da vanilina foram expressos em mg

equivalentes a catequina / g de de extrato, por recurso a equacado da reta

y =1,108x - 0,016 R?=0,9942

Estes valores, assim como a concentracao de taninos totais, expressa em g equivalentes

de pirogalhol / 100 g de extrato, encontram-se transcritas na tabela 11.

Tabela 11: Concentracgdo de taninos condensados e totais nos extratos analizados.

. - Método do
Extrato Método da vanilina fosfomolibdotingstico™
ARD 136,12 26,15
ARF 150,60 24,94
AND 137,84 18,57
ANF 144,38 18,30

* mg de catequina/g de extrato; ™ g de pirogalhol/100g de extrato

Atendendo ao rendimento de cada extrato, a figura 16 evidencia a percentagem
de taninos totais e de taninos condensados nas cascas das duas plantas estudadas. E
possivel notar a maior quantidade de taninos na aroeira, sendo o0 decocto a amostra com
maior concentracdo quer de taninos totais (7,28%), quer de taninos condensados
(4,98%).

O método extrativo que originou um menor teor de taninos foi a maceracéo,
resultando em quantidades inferiores para as duas plantas, voltando a ser o angico a
amostra que apresentou menor percentagem de taninos.

Os resultados obtidos mostram a predominancia de taninos em ambas as plantas,
corroborando dados de outros autores (VIANA et al., 1997; CHAVES et al., 1998;
LEITE, 2002; QUEIROZ et al., 2002).

73



Quantificagao de taninos

B Acido fosfomolibdicotdngstico Vanilina

7.28

% de taninos na cascas

ARD ARF AND ANF

Figura 16: Concentracdo de taninos totais e de taninos condensados nas cascas da aroeira
e do angico, em fungdo do método extrativo.

O ensaio da vanilina é especifico para uma classe limitada de compostos
constituidos por unidades estruturais do tipo flavondide, nomeadamente para os que
apresentam uma ligacdo simples na posicdo 2,3 e grupos hidroxilo em posicdes
alternadas no anel A (AGOSTINI-COSTA, 2003). Consequentemente, € um método
que permite quantificar, tanto flavan6is monoméricos, quanto oligo- e poliméricos
(taninos condensados).

Por recurso a esta técnica foi possivel confirmar a predominancia de taninos
condensados no angico, para o qual as amostras sdo maioritariamente constituidas por
estes compostos, se compararmos estes valores com o teor de fendis totais observado
(Figuras 15 e 16).

4.  Atividade Bioldgica

4.1. Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante utilizando duas metodologias distintas
permitiu avaliar a capacidade sequestrante dos extratos relativamente a duas espécies
radicalares, uma, que representa um radical in vitro (DPPH) e outra, que corresponde a
radicais produzidos in vivo (anido superoxido — O2*).

O DPPH foi o primeiro teste a ser realizado, uma vez que apresenta alta

sensibilidade, é de simples execucdo e orientador em ensaios de rastreio da atividade
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anti-radical/antioxidante. Entretanto, o facto do anido superoxido ter papéis cruciais nos
processos de dano celular e, assim, atuar na génese e propagacdo dos estados
inflamatorios agudos e crénicos, torna-se importante a sua avaliacdo, permitindo uma
maior aproximacdo a atividade que pode ocorrer in vivo, e das potencialidades anti-
inflamatorias dos constituintes dos extratos.

Para qualquer um dos radicais, a aroeira demonstrou ser mais ativa do que o
angico, tendo sido o decocto (ARD), o extrato que apresentou melhor atividade no teste

do DPPH, ICso = 3,52 pg/mL. Para o teste do anido superdxido, 0 ARF (ICso = 3,40
3,70

pmg/mL) apresentou uma atividade ligeiramente melhor do que o ARD (ICso

pg/mL) (Figura 17).

Atividade antioxidante

B DPPH SUPEROXIDO

6,94

IC, (g extrato/mL)

ARD ARF AND ANF

Figura 17: Atividade antioxidante dos extratos de aroeira (ARD e ARF) e angico (AND e
ANF) para os radicais DPPH e anido superoxido, expressa no valor de 1Cso.

Os compostos fendlicos apresentam importante funcdo como antioxidantes,
devido a presenca dos grupos hidroxilo, os quais permitem estes compostos capturar
radicais livres (COSTA et al., 2012). Nas nossas amostras registou-se uma correlacao
direta entre a concentracdo de fendis totais e a atividade antioxidante, apesar dessa
correlacdo ndo ser proporcional, o que pode estar relacionado com a natureza quimica

dos compostos fendlicos existentes em cada amostra. De facto, tal como na atividade
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antioxidante, também os perfis fenolicos, por HPLC, mostraram-se idénticos para os
dois extratos da mesma amostra.

Foi possivel constatar, também que, para o DPPH, a atividade da aroeira,
evidenciada neste estudo, € melhor do que a de padrbes sintéticos normalmente
utilizados como antioxidantes industriais; butil-hidroxianisol (BHA) e butil-
hidroxitolueno (BHT), para os quais os ICso foram de 3,71 pg/mL e 4,67 pg/mL,
respetivamente, ou seja, superiores aos do decoto da aroeira. Além disso, apesar do
angico ter uma capacidade anti-radical para o DPPH inferior a da aroeira, esta planta
pode ter também um importante potencial antioxidante a nivel bioldgico, relativamente
a capacidade sequestrante do anido superdxido. De facto, para qualquer dos extratos
testados, os ICsp situaram-se, para este radical, entre 3,4 e 4,12 pg/mL (Figura 17).

As plantas estudadas apresentam-se consideravelmente ricas em taninos,
fitoconstituintes aos quais tem sido atribuida uma significativa capacidade antioxidante,
devido, quer ao facto de apresentarem estruturas poliméricas e oligoméricas de
flavondides (taninos condensados / proantocianidinas), e, consequentemente, possuirem
um elevado numero de hidroxilos fendlicos, quer as frequentes esterificacbes com o
acido galhico e/ou elagico ocorridas nos taninos hidrolisaveis (CAl, et al., 2006).
Curioso foi observar que os taninos constituem os principais compostos fendlicos destes
extratos, embora com predominancia de tipos diferentes. Assim, enquanto no angico 0s
compostos fendlicos correspondem essencialmente aos taninos, sendo estes quase
exclusivamente do tipo condensado (proantocianidinas) (Figuras 13, 14, 15 e 16), na
aroeira ocorrem o0s dois tipos de taninos, hidrolisaveis e condensados, encontrando-se
igualmente, na sua constituicdo fendlica, acidos fendlicos, maioritariamente do tipo
hidroxicinamico, e, em concreto, o acido cafeico, livre e combinado (Figuras 11 e 12 ;
Tabelas 5 - 7). A representatividade do acido cafeico e seus derivados nos extratos da
aroeira, assim como a presenca de derivados do &cido galhico e do acido elagico
(Figuras 11 e 12), provavelmente sob a forma de taninos hidroliséveis; galhotaninos e
elagitaninos, respetivamente, podem justificar a ligeira supremacia na atividade anti-
radicalar/antioxidante da aroeira.

Os taninos, devido ao seu alto peso molecular e elevado grau de hidroxilagdo sdo
referidos como detentores de significativa atividade antioxidante (KOLECKAR et al.,
2008). A atividade biologica dos taninos tem sido atribuida, pelo menos em parte, a
concentracdo de grupos hidroxilo na posicdo orto do anel B, sendo que nos taninos

hidrolisaveis, esta atividade estd associada principalmente com residuos de acido
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galhico e acido elagico (SCHOFIELD e MBUGUA, 2001). Por fim, talvez devido ao
anteriormente referido a aroeira apresente melhores atividades antioxidantes, uma vez
que apresenta uma maior concentragdo de taninos hidrolisiveis e estes apresentam-se
como agentes biolégicos mais potentes por unidade de massa, do que 0s taninos
condensados (HASLAM, 1974).

Quanto aos taninos condensados / proantocianidinas tém também sido
largamente referidos como detentoros de atividade anti-radicalar para radicais como o
superdxido, atividade esta que se supde estar estritamente dependente da sua estrutura, e
especificadamente relacionada com o grau de polimerizacdo (SERRANO, et al., 2009).

Deste estudo, podemos inferir que todos os extratos preparados de acordo com a
recolha etnofarmacoldgica realizada apresentam uma aprecidvel atividade anti-
radicalar/antioxidante, o que suporta a sua eficidcia no tratamento ou alivio das
patologias relatadas por praticantes da Medicina Tradicional, onde a aroeira e 0 angico
sdo as primeiras e as principais plantas escolhidas para o tratamento de diversas
doencgas, nomeadamente de inflamagdes (CARTAXO et al., 2010).

Nos processos de dano celular, o anido superdxido € um radical importante no
inicio dos processos de producdo de outras espécies reativas de oxigénio (ROS), pelo
que, a sua captacao por antioxidantes se reveste de extrema importancia para minimizar
a subsequente formacdo das ROS mais nocivas para as células (IMLAY, 2003). Como a
atividade anti-inflamatoria pode estar relacionada com a capacidade de sequestro de
radicais livres formados durante o processo inflamatério (COSTA et al., 2012), o
comportamento de todas as amostras pode sugerir uma possivel contribuicdo, por este

mecanismo, para a atividade anti-inflamatéria.

4.2.  Atividade antifungica

Para avaliar a atividade antifangica foram determinados os valores de
concentracdo minima inibitéria (MIC), que correspondem a concentracdo de extrato
para a qual ndo se observa crescimento fungico, e os da concentracdo minima letal
(MLC), ou seja, a concentragcdo de extrato que se mostra letal para os fungos. As
concentracdes dos extratos, para estas duas avaliagcbes, podem ou nédo ser coincidentes,
traduzindo cada uma delas dois modos de acdo distintos: fungistatico, o MIC ou
fungicida, o MLC.
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Para os diferentes extratos foi verificada atividade antifungica para os fungos
dermatdfitos filamentosos avaliados; Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum
e Microsporum gypseum (Tabela 12) e, maioritariamente, apresentaram ac¢do fungicida
para as concentragdes fungistaticas.

Dentre os fungos testados, o0 fungo que esta associado a doenga do “pé de atleta”
e a problemas da pele na regido inguinal, o E. Floccosum foi o que se mostrou mais
sensivel para os quatro extratos, tendo a aroeira mostrado um MIC e MLC de
100 pg/mL. Apesar de serem fungicidas, os extratos de angico tém notavelmente menor

atividade também para este fungo.

Tabela 12: Atividade antifungica dos extratos da aroeira e angico.

Atividade Antifiingica (ug/mL)

T. rubrum M. gypsium E. floccosum
CECT 2794 CECT 2908 FF9
MIC* MLC" MIC MLC MIC MLC
ARD 400 400 400 400 — 800 100 100
ARF 400 400 800 800 100 100
AND s - 800 800 400 400
ANF - - >800mg/mL  >800mg/mL 800 800

"MIC e MLC foram determinados por um método de macrodiluigéo e expresso em ug/mL (p/v)

Os fungos dermatofitos sdo responsaveis por uma série de infecbes patogénicas
no homem e, embora existam inimeros farmacos antifungicos no mercado, trata-se de
uma das principais causas de micoses marbidas superficiais, de tratamento refratario e
de reincidéncia comum; além disto, alguns medicamentos antiflngicos apresentam
diversos efeitos adversos, tais como hepatotoxicidade, neurotoxicidade, reacoes
hematoldgicas, etc. (ZUZARTE et al., 2011). E neste cenario que os produtos naturais
surgem como possivel alternativa como agentes antifungicos devido a seguranca e baixo
custo em que se configuram.

A aroeira e 0 angico, por requererem concentragdes relativamente baixas,
quando comparadas, por exemplo, com extratos etanélicos das folhas de Eugenia
uniflora (SOUZA et al., 2002), para os mesmos fungos dermatéfitos, tornam-se plantas
promissoras na luta contra estes fungos. Para inibir o crescimento do M. gypseum, estes
autores referem concentracfes superiores as necessarias para as plantas em estudo (500-

1.000 pg/mL) e para o T. rubrum (500 pg/mL). Tantos outros exemplos se podem dar,
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nomeadamente, a semente de Morninga oleifera cujos extratos foram avaliados por
Chuang et al. (2007), tendo estes autores verificado que, para inibir o T. rubrum e o
E. floccosum eram necessarios 625 pg/mL. Comparando com os resultados
evidenciados nestes estudos, é possivel afirmar que, especialmente para o T. rubrum e
E. floccosum os extratos da aroeira e angico s3o mais ativos. E importante enfatizar que,
relativamente ao sucesso de tratamento das dermatofitoses se tem de atender ndo
somente ao conhecimento da sintomatologia da doenca, como também, de outros
fatores, como o padréo clinico, severidade da infecdo e do agente causador (GUPTA et
al., 2004).

Além das atividades antimicrobianas que possam ser Uteis para tratamento de
diversas patologias, os compostos fendlicos sdo de elevada importancia para as plantas,
atuando no crescimento normal, desenvolvimento e defesa contra infeccdes e danos
(JEREZ et al., 2007). Varios autores (OLIVEIRA, et al., 2010; CARVALHO et al.,
2011, SILVA, 2009) sugerem os polifendis, nomeadamente os taninos, como compostos
com atividade antimicrobiana, devido a propriedade de formar complexos com
proteinas e polissacarideos, inativando enzimas essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento de fungos.

A acdo antifingica que registamos pode estar, portanto, correlacionada com a
presenca de taninos, através da capacidade que estes apresentam de inibir enzimas e
complexar com ides metalicos, com consequente diminuicdo da sua disponibilidade
para 0 metabolismo dos microorganismos, resultando, esta propriedade, numa acao
antimicrobiana (MELO e SANTOS, 2002).

Ambas as plantas tém comprovada atividade contra fungos que causam doencas
em plantas e infestam a madeira (OLIVEIRA, et al., 2010; CARVALHO et al., 2011,
SILVA, 2009). Contudo, a atividade frente a dermatofitos ainda ndo havia sido
avaliada, apesar dos relatos de eficicia de ambas as plantas na Medicina Tradicional
para o tratamento de doencas de pele e como anti-séptico.

A capacidade do extrato hidro-alcéolico da casca do angico para diminuir o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, quando utilizado
separadamente ou em associacdo com fungicidas foi descrito recentemente por Silva et
al. (2009), bem como a atividade antifingica contra a Alternaria alternata, do extrato
metanolico da casca (CARVALHO et al., 2011). Esta atividade pode estar relacionada

com 0s taninos presentes nos extratos, uma vez que este tipo de compostos conferem
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atividade antimicrobiana aos extratos de plantas que os contém, como comprovado por
Oliveira et al. (2010), ao analisar a durabilidade da madeira do angico.

Os taninos apresentam propriedades ndo especificas, resultante da sua ligacéo a
enzimas, 0 que esta diretamente relacionado com o metabolismo de agentes patogénicos
através da inibicdo da fosforilacdo oxidativa, ou devido a sua capacidade de complexar
com iBes metalicos essenciais para o crescimento de microorganismos patogénicos
(KOLECKAR, et al., 2008).

Os taninos hidrolisaveis sdo, em geral, agentes biolégicos mais potentes do que
os taninos condensados (HASLAM, 1974), pelo que, a menor atividade antifingica do
angico pode estar relacionada com a presenca maioritéria dos taninos condensados nos
extratos desta planta (AND e ANF), enquanto a aroeira, que possui taninos

hidrolisaveis, se mostra mais ativa.

4.3. Atividade anti-inflamatoéria

A atividade anti-inflamatoria tem sido correlacionada com a capacidade
antioxidante, e esta, com os compostos fendlicos presentes num determinado extrato,
embora existam outros mecanismos pelos quais estes compostos podem atuar.

O recurso a linhas celulares para avaliar a producdo e inibicdo de distintos
mediadores quimicos envolvidos nos varios tipos de resposta inflamatéria permite
determinar, in vitro, o efeito protetor de amostras em analise. Neste estudo, a avaliacdo
da atividade anti-inflamatdria dos extratos da aroeira e angico foi realizada pelo método
de Griess, que permitiu determinar a producdo de mondxido de azoto (NO) em
macrofagos Raw 264.7 estimulados com LPS, na presenca e auséncia dos extratos em
variadas concentraces.

Os extratos utilizados no presente estudo exibiram a capacidade de reduzir a
producéo de NO, de forma dependente da dose, tendo sido o decocto da aroeira, ARD,
que, na concentracdo de 100 pg/mL, apresentou melhor atividade anti-inflamatoria,
reduzindo a concentragdo de NO, relativamente ao LPS, para 60,66% (p<0,05). O
extrato que apresentou segunda melhor atividade foi o decocto do angico, AND, com
uma reducdo de NO para 70% (Figura 18). Para iguais concentragdes, 0s macerados das
duas plantas apresentaram uma atividade inferior a dos decoctos, 0 que sugere que 0
tratamento das cascas com a agua, a quente, favorece a extracdo dos compostos que

mais contribuem para a atividade anti-inflamatéria. Como, em ambas as plantas, a
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decoccédo foi 0 método extrativo que conduziu a extratos mais ricos em taninos, quer
totais, quer do tipo condensado, pode-se inferir que é provavel que estes polifenois
serem responsaveis, pelo menos em parte, pela atividade anti-inflamatéria observada

nos extratos analisados.
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Figura 18: Atividade anti-inflamatdria dos extratos de aroeira (ARD e ARF) e angico
(AND e ANF) para as diferentes concentrac@es dos extratos (em ug/mL), expressas em
percentagem de producéo de NO, extrapolada da curva padrao de nitritos, pelo método de
Griess ("p<0,05; (""p<0,01; ("p<0,001).
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Figura 19: Percentagem de inibicdo do NO para os extratos de aroeira (ARD e ARF) e
angico (AND e ANF) na concentragéo de 100 pg/mL.

A eficacia dos extratos destas espécies; aroeira (Myracrodruon urundeuva) e
angico (Anadenanthera colubrina), na Medicina Tradicional, para o tratamento de dores
de garganta e inflamacdes em geral, pode ser preliminarmente validada pelos resultados
que obtivemos.

Aradujo et al. (2008), ao estudar a comunidade do Cardo, no Brasil, sugeriu que o
critério de selecdo das plantas para o tratamento de inflamagdes pode estar relacionado
com o0s constituintes quimicos nelas encontrados, tendo estes autores referido a
concentracdo de taninos como critério dessa selecdo. Este facto, observado noutros
estudos de etnomedicina, suporta a prevaléncia na utilizacdo da aroeira e do angico
pelas populages locais.

A inflamacdo consiste num processo complexo e de evolucdo variavel, porém
normal, quando ocorre dano ao tecido. Pode ser desencadeada por um vasto nimero de
estimulos de diversa natureza: quimica, fisica ou bioldgica, e manifesta-se de forma
intensa ou de forma mais limitada ao longo do tempo, como na inflamacéo aguda ou
cronica, respetivamente (FERREIRA, 2011).

S&o vérios os processos de ativacdo de eventos celulares a partir do dano
ocasionado ao tecido, dependendo, da ativagdo de fatores de transcricdo e do agente
agressor. O lipopolissacarideo (LPS) € um PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Patterns), ou seja, constituinte de um agente infeccioso, sendo reconhecido pelo sistema

imunitério. Este reconhecimento é feito através da interacdo do PAMP e os receptores
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especificos (PRRs — Pattern Recognition Receptors) localizados na membrana de
diversas células, como os macrofagos. Os macrofagos exercem funcdes de fagocitose e
segregam fatores sollveis, com fungdes imunoreguladoras. De acordo com diferentes
situacOes podem proliferar na presenca de um fator de crescimento especifico, ou serem
ativados (pelo LPS, por exemplo) para desempenhar funcbes especializadas, por
exemplo, desencadeando a secrecdo de varios mediadores inflamatérios, como o fator
de neucrose tumoral o (TNFa) e 0 mondxido de azoto (NO) (FIGUEIRINHA, 2011).

As plantas estudadas encontram-se num ambiente de estresse constante,
nomeadamente o estresse hidrico, uma vez que a Caatinga consiste de um ambiente de
florestas sazonalmente secas (CASTELLETTI et al., 2003; PRADO, 2003). Em geral,
quando submetidas a estresses ambientais, as plantas investem em estratégias quimicas,
aumentando a acumulacdo dos compostos fenolicos (BUSSOTTI et al., 1997). Séo
eventualmente estas condicdes que favorecem a biossintese de metabolitos secundarios
bioativos, nomeadamente, de compostos fendlicos, os quais parece contribuirem para
uma larga utilizacéo da aroeira e do angico na medicina tradicional, tal como é relatado
por diversos autores (FERREIRA-JUNIOR, 2011; CARTAXO et al., 2010;
ALBUQUERQUE et al., 2006; MONTEIRO et al., 2005; ALMEIDA et al., 2005;
ALMEIDA e ALBUQUERQUE, 2002).

4.4. Viabilidade celular
A avaliagdo da citotoxicicidade foi feita visando analisar a viabilidade celular
dos extratos. Na figura 20, que ilustra os resultados obtidos, é possivel demonstrar que

nenhum dos extratos apresenta citotoxicidade nas concentracdes avaliadas, 50, 75 e

100 pg/mL para a aroeira e 80 e 100 pg/mL para o angico.
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Figura 20: Viabilidade celular dos extratos da aroeira (ARD e ARF) e angico (AND e
ANF), nas concentragdes indicadas (g de extrato/mL), avaliada pelo teste do MTT.

Estes resultados corroboram o relato da medicina tradicional (FERREIRA-
JUNIOR, 2011; CARTAXO et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2006; MONTEIRO
et al., 2005; ALMEIDA et al., 2005; ALMEIDA e ALBUQUERQUE, 2002), uma vez
que estes afirmam que a aroeira e 0 angico sdo plantas medicinais da Caatinga de
utilizacdo mais frequente, ndo somente pela sua eficacia no tratamento, mas também por
ndo apresentar efeitos adversos. No entanto, é de salientar que alguns autores
(MEDEIROS et al., 2000; AMORIM, 2005; BRITO 2010) tém relatado a toxicidade
das folhas do angico, devido a presenca de glicosideos cianogénicos, o que justifica o

uso das cascas desta planta e nao das folhas na medicina tradicional.
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CONCLUSOES

Resultados de um levantamento etnofarmacologico sobre duas plantas
medicinais da Caatinga brasileira — Myracrodruon urundeuva (Engl.) Alleméo (aroeira)
e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (angico) foram orientadores dos processos
extrativos seleccionados para a realizagdo deste estudo; decoccdo e maceragdo com
agua. Além de utilizarem um solvente indcuo para a salde, estes métodos sdo
favoraveis a extracdo dos compostos que Nnos propusemos estudar, 0S compostos
fenolicos. A caracterizacdo estrutural destes fitoconstituintes e a sua avaliacdo
quantitativa, assim como o estudo de atividades bioldgicas permitiram correlacionar a
composicdo fendlica com as atividades e inferir sobre as potencialidades bioldgicas dos
extratos.

Os constituintes fenodlicos dos extratos obtidos por decoc¢do da M. urundeuva
correspondem a taninos hidrolisaveis, galhotaninos e elagitaninos, a taninos
condensados / proantocianidinas de elevado peso molecular, e a acidos fendlicos do tipo
benzoico (acido galhico), mas maioritariamente, do tipo hidroxicindmico (&cidos
cafeico e clorogénico). No macerado registaram-se constituintes semelhantes aos
identificados no decocto, para além do &cido protocatéquico e eventualmente, um
derivado do &cido vanilico.

Relativamente aos extratos de A. colubrina, os compostos fendlicos identificados
foram quase exclusivamente taninos, e dentro destes, maioritariamente os taninos do
tipo condensado, estando, no entanto, também presentes &cidos fendlicos do tipo
benzdico, nomeadamente os &cidos galhico e protocatéquico.

Os extratos que apresentaram maior quantidade de fendis totais foram os
decoctos, sendo o da M. urundeuva o extrato com o maior teor, seguido do respetivo
macerado. O mesmo padrdo de quantificacdo foi observado para 0s taninos,
independentemente do método utilizado, onde o decocto de M. urundeuva apresenta
maior teor de taninos, seguido do macerado, seguindo-se o decocto de A. colubrina e,
com o menor teor, 0 macerado do angico.

Quanto as atividades bioldgicas avaliadas; atividade antioxidante, antifingica e
anti-inflamatoria; os extratos exibiram, de modo geral, significativas atividades,
apresentando-se, no entanto, a M. urundeuva como a mais ativa, e, particularmente, o

decocto.
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Quanto a atividade anti-radicalar/antioxidante total, o decocto da aroeira
apresentou uma eficicia superior a de antioxidantes sintéticos usados industrialmente
(BHA e BHT), tendo-se registado para todos os extratos das duas plantas uma
importante atividade sequestrante para o anido superdxido, espécie reativa de oxigénio
que induz o dano celular e que intervém na cascata do processo inflamatorio.

Dos trés dermatofitos testados, Epidermophyton floccosum, Trichophyton
rubrum e Microsporum gypseum, o que se mostrou mais sensivel aos extratos e,
particularmente ao decocto da aroeira foi o E. floccosum, um dos fungos que esta
associado a doenca do “pé de atleta” e a problemas da pele na regido inguinal.

No que concerne & atividade anti-inflamatoria, verificou-se uma reducdo do
mondxido de azoto de cerca de 40% para o decocto da M. urundeuva, que dos extratos
analisados foi igualmente o mais ativo.

Verificou-se também que as atividades descritas se evidenciaram para
concentragfes ndo toxicas de extrato.

Atendendo a diferente eficécia das duas plantas, é de realgar que a M. urundeuva
foi a planta que se mostrou mais ativa e na qual também ocorrem maiores concentragdes
de taninos, essencialmente do tipo hidrolisavel, aos quais tem sido atribuido atividades
superiores as dos taninos condensados. No entanto, é possivel concluir que as duas
plantas estudadas sdo promissoras na procura de novos produtos com atividade
bioldgica, configurando-se, estes extratos, como seguros e eficientes no tratamento de
processos inflamatorios e de doencas de pele referenciado na Medicina Tradicional da

regido da Caatinga, Brasil.
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