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RESUMO

A Caatinga e a Mata Atlantica séo as principais fontes de plantas medicinais para povos que
vivem no Nordeste do Brasil. Diversas plantas destes dos tipos vegetacionais sao usados em
doencas ou sintomas relacionados com o aumento do estresse oxidativo nas células. Com isso,
nosso objetivo foi testar como dois diferentes tipos vegetacionais influenciam na selecdo de
plantas medicinais e de como amostras destas plantas se comportam em relacdo a atividade
antioxidante, além de testar se a sazonalidade climatica afeta tal atividade e os compostos
fendlicos nas cascas de Anadenanthera colubrina e se esta mesma atividade e a concentracdo
de taninos nas cascas de Spondias tuberosa variam de em relacdo ao local de coleta. Para tal,
foram realizadas entrevistas semiestruturadas em duas comunidades em duas diferentes
regides do Nordeste do Brasil e selecionadas espécies medicinais relacionadas a doencas que
envolvem estresse oxidativo para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH
e FIC. A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos foram realizadas por meio de
CLAE e a quantificacdo de taninos pelo método de difusédo radial. Os dois tipos vegetacionais
influenciam na selecdo de plantas medicinais para doencas que envolvem doencas com
estresse oxidativo, contudo ndo foram observadas diferengas na atividade antioxidante nas
amostras selecionadas nas duas comunidades independente dos métodos antioxidantes. A
atividade antioxidante e os principais compostos fenolicos das cascas de A. colubrina
variaram pouco ao longo do ano, porém estas diferencas sdo, aparentemente, nao relacionadas
ao regime de chuva. Em relagdo aos dados de S. tuberosa, foi observado diferenca na
atividade antioxidante de amostras coletadas em diferentes locais de coleta, contudo néo
houve diferenca em relacdo a concentracdo nos teores de taninos. Ambas as comunidades
apesar de selecionarem plantas de modos diferentes, conhecem espécies com alta capacidade
no sequestro de radicais livres e como quelantes do ion ferroso. Os efeitos ambientais que
atuam nas duas areas de coleta ndo afetam significativamente nas espécies analisadas, de
modo conjunto, e 0s mecanismos de acdo antioxidante agem de modo independente nestas
espécies. O local de coleta, dentro de um mesmo tipo vegetacional, parece influenciar mais na

atividade antioxidante do que a variagdo pluviométrica.

Palavras chaves: DPPH, Radicais livres, Etnobiologia; Anadenanthera colubrina; Spondias

tuberosa
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ABSTRACT

The Caatinga and Atlantic Forest are the main sources of medicinal plants for people living in
northeastern Brazil. Several plants of vegetation types are used in diseases or symptoms
related to increased oxidative stress in cells. Thus, our objective was to test two different
vegetation types influence the selection of medicinal plants and samples of how these plants
behave in relation to antioxidant activity, and test whether the seasonal climate affects such
activity and phenolic compounds in peel Anadenanthera colubrina and whether that activity
and concentration of tannins in the bark of Spondias tuberosa vary in relation to the collection
site. For this, semi-structured interviews were conducted in two communities in two different
regions of northeastern Brazil and selected medicinal species related diseases involving
oxidative stress for the evaluation of antioxidant activity by DPPH and FIC methods.
Identification and quantitation of phenolic compounds was performed by HPLC and
quantified by the tannin method radial diffusion. The two vegetation types influence the
selection of medicinal plants for diseases involving diseases with oxidative stress, however
there were no differences in antioxidant activity in selected samples in the two communities
regardless of the methods antioxidants. The antioxidant activity and the main phenolic
compounds from the barks of A. colubrina varied little throughout the year, but these
differences are apparently not related to the rainfall regime. With regard to data of S. tuberous
difference was observed in the antioxidant activity of samples collected at different sampling
sites, but there was no difference in the concentration levels of tannins. Both communities
selecties plants in different ways, known species with high capacity in scavenging free
radicals and as ferrous ion chelators. The environmental effects that act in two areas of
collection does not significantly affect the species analyzed, so together, and mechanisms of
antioxidant action act independently in these species. The collection site, within the same

vegetation type, seems to influence more antioxidant activity than the variation in rainfall.

Keywords: DPPH, free radicals, Ethnobiology, Anadenanthera colubrina, Spondias tuberosa
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1. INTRODUCAO
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1. Introducgéo

Embora exista uma enorme quantidade de estudos sobre a riqueza da
biodiversidade da flora brasileira, pouco se sabe sobre o potencial farmacologico das
plantas presentes nos diversos ecossistemas (Albuguerque et al., 2007; Di Stasi et al.,
2002), bem como os efeitos de variaveis ambientais sobre a atividade bioldgica dessas

plantas.

Para a Caatinga, por exemplo, j& se veem documentando as plantas que s&o
utilizadas para fins medicinais explicitando o potencial que esta regido tem na producéao de
novos medicamentos (Agra et al., 2007; Albuquergue et al., 2007; Almeida et al., 2006;
Monteiro et al., 2006a; Silva e Albuquerque, 2005). De modo semelhante, estudos em
areas de Mata Atlantica, com populacfes locais, ttm mostrado o enorme conhecimento
sobre plantas medicinais (Begossi et al., 2002; Di Stasi et al., 2002; Hanazaki et al., 2006;
Pereira et al., 2004; Pinto et al., 2006), e mais especificamente em comunidades que fazem
usos dos recursos vegetais de fragmentos de Mata Atlantica do estado de Pernambuco, a
categoria medicinal é a mais representativa em relacdo ao nimero de espécies citadas
(Silva e Andrade, 2005).

Uma das raz6es em estudar o conhecimento a respeito do uso de plantas medicinais
por comunidades tradicionais estd no fato de que estudos vém mostrando, a partir de
pesquisas etnofarmacoldgicas e etnobotanica, que os conhecimentos e praticas dos povos
locais podem facilitar na busca de novos produtos bioativos (Canales et al., 2005; Falodun
et al., 2006; Khafagi e Dewedar, 2000; Martini et al., 2004; Slish et al., 1999).

Contudo, apesar do aumento de estudos de bioprospeccdo vegetal, ainda
entendemos muito pouco sobre os fatores que podem otimizar a pesquisa cientifica em
termos de tempo, dinheiro e recursos humanos (Albuquerque et al., 2012). Alguns estudos
vém sendo desenvolvidos como o intuito de entender como o conhecimento a respeito de
plantas medicinais é distribuido e influenciado por diversos fatores (Collins et al., 2006;
Reyes-Garcia et al., 2005; Silva et al., 2011, Teklehaymanot et al., 2007). Os
entendimentos de como estes fatores interferem no conhecimento e uso de plantas
medicinais podem ajudar a elucidar como as pessoas selecionam plantas para 0s mais
diversos fins. Este entendimento pode ser um caminho para uma maior efetividade na

descoberta de novas drogas (Albuquerque, 2010; Albuquerque et al., 2012).

12
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Para Albuquerque (2006) e Akerreta et al. (2007), fatores abidticos como clima e
solo, assim como fatores culturais, sdo responsaveis pela selecdo de plantas com uso
medicinal por populacGes locais. Além de afetarem na selecdo de plantas, fatores
ambientais podem influenciar a producdo de metabolitos com efeito medicinal (ver
Monteiro et al., 2006b, Araujo et al., 2012), fazendo com que seja algo raro encontrar uma
concentragdo constante de metabdlitos secundérios (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Fatores
edafoclimaticos como temperatura, tipo de solo, umidade, disponibilidade hidrica e de
nutrientes, podem influenciar o cultivo e o contetdo de principios ativos nas plantas (Silva
et al., 2007).

Contudo, estes estudos tém se concentrado predominantemente com espécies de
regibes temperadas e que podem ter sofrido pressdes antrépicas seletivas, pois sao
importantes comercialmente, resultando em estudos de espécies que ndo podem responder
muito sobre o comportamento de plantas selvagens ou de outros tipos de habitate a respeito
de fatores ambientais mais diversos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Gottlieb et al. (1996) ressalta que aspectos ecogeograficos sdo responsaveis pela
diversificacdo na qualidade de metabolitos secundarios, 0s quais sdo responsaveis pela
plasticidade dos vegetais a mudancas fisicas de ambientes. Estes mesmos autores sugerem
que a interacdo do meio ambiente com os compostos vegetais podem ser avaliadas por
meio do estudo comparativo das propriedades e ocorréncia da atividade quimica em
plantas ecogeograficamente caracterizadas (plantas da Caatinga e Mata Atlantica, por

exemplo).

Apesar de sua importancia, poucos trabalhos enfocam como as condigdes
ambientais interferem nos recursos vegetais utilizados para fins medicinais e,
consequentemente, na producdo de seus compostos bioativos, em especial com funcéo
antioxidante (ver por exemplo, Mccune e Johns 2002; 2007Severino et al., 2007; Zhou e
Zhao, 2004).

Mccune e Johns (2002; 2007) mostram, por meio de estudo para diabetes, que se
associarmos o conhecimento tradicional sobre plantas, a citacdo de determinados sintomas
e/ou complicagdes causadas por esta doenca e o conhecimento cientifico, podemos ter
grande sucesso na selecdo de espécies com atividade antioxidante igual ou proximas a

substancia puras e conhecidas pelo seu poder antioxidante.

13
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Partindo disso, escolheu-se neste projeto estudar a atividade antioxidante de plantas
medicinais visando avaliar se a mesma varia em relacdo a condicGes de habitate,
sazonalidade climatica, ecogeografia e conhecimentos locais em areas de Caatinga e Mata
Atlantica no estado de Pernambuco. Mccune e Johns (2007) sugerem que alguns destes
fatores interferem na acdo antioxidante, mas quando se comparam estes fatores em duas
areas tropicais, distintas em vegetacao, cultura e condi¢des geocliméticas havera diferenca?
A variacdo sazonal interfere neste processo? Como se comportam as espécies que ocorrem
nos dois ambientes? Sdo algumas dessas perguntas que se pretende responder para que
estratégias menos onerosas, mais rapidas e eficazes possam trazer beneficios a salude
humana, ao desenvolvimento de técnicas de manejo de plantas medicinais ecologicamente
sustentaveis e economicamente eficientes no que se diz respeito a qualidade e descoberta

de novas drogas.

14
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2. Revisao de Literatura

2.1 Espécies reativas de oxigénio (EROS) e a salde humana

O oxigénio estd envolvido tanto no crescimento e desenvolvimento do organismo,
assim como, na producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem desregular
processos celulares normais e causar a morte da célula, tanto no metabolismo animal
quanto no vegetal (Slesak et al., 2007). As EROS séo formadas principalmente por radicais
livres (RL), que sdo moléculas em que o nimero de elétrons ndo estd pareado na sua érbita
externa e pelo peroxido de hidrogénio (H,O,), que ndo possui elétrons desemparelhados na
altima camada, mas tem vida longa, sendo extremamente deletério porque participa da
reacdo que produz radicais hidroxilas (OH-) (Cheeseman e Slater, 1996; Ferreira e
Matsubara, 1997).

No organismo humano as espécies reativas sdo provenientes, por exemplo, da
respiracdo celular, de inflamacdes, de peroxissomos e/ou de enzimas do citocromo P450
(Bianchi e Antunes, 1999; Govindarajan et al., 2005).

Existem inumeras evidéncias de que estas moléculas causam danos a lipidios,
proteinas e acidos nucléicos, que consequentemente levam a problemas de salde, tais
como arteriosclerose, cancer, diabetes e inflamagdes (Cheeseman e Slater, 1996; Choi et
al., 2002). Mais de 50 doencas ou eventos nosoldgicos podem estar relacionadas a estes
elementos reativos produzidos pelo metabolismo do O,, desempenhando um papel crucial
no desenvolvimento de fisiopatologias associadas a neoplasias, arterioscleroses e doencas

neurodegenerativas (Ferreira e Matsubara, 1997; Boudet, 2007).

Grande parte destas doengas, ou seus agravamentos, estd relacionada ao
desequilibrio de substancias pré-oxidantes e antioxidantes no corpo, ou seja, quando ocorre
um aumento das substdncias pré-oxidantes ao ponto dos antioxidantes ndo inibirem a
oxidacdo dos substratos. A esta condi¢cdo chamamos de estresse oxidativo, que causa danos

na estrutura e funcdo das células levando até a sua destruicdo (Govindarajan et al., 2005).

Em todo o periodo de vida existe a produgédo destes radicais, porém um aumento do
numero de radicais livres é comum durante o envelhecimento, uma vez que nesta fase da
vida,ncélulas produzem uma menor concentracdo de enzimas antioxidantes como

superdxido dismutase e catalase (Govindarajan et al., 2005). Matsubara et al. (1992),

16
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mostraram, em um estudo clinico, que os idosos apresentam niveis eritrocitarios de agentes

antioxidantes menores do que 0s jovens.

Aumento na producdo de radicais livres e estresse oxidativo sdo caracteristicos de
pessoas com diabetes e cancer (Dias et al., 2004). Os RL’s, como os radicais hidroxilas,
podem atacar e modificar quimicamente o DNA, gerando uma série de purinas e
pirimidinas modificadas, muitas das quais sé&o conhecidas por terem efeitos mutagénicos.
Os RLs também podem causar danos oxidativos em lipidios e proteinas podendo levar a

também mutagénese (Govindarajan et al., 2005).

Outro agente reativo que esta envolvido nas alteracdes do DNA e RNA, causando
doencas degenerativas e cancer, sdo os perdxidos lipidicos, por serem muito deletérios,
visto que agem nos acidos graxos insaturados da membrana celular alterando a sua
permeabilidade (Olszewer, 1995). Estes mesmos agentes promovem a arteriosclerose pelo
deposito de gorduras nas artérias causado pela oxidacdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (Esterbauer et al., 1996; Olszewer, 1995).

Para evitar que as EROS prejudiqguem o funcionamento normal das células e,
consequentemente, do nosso corpo, existem alguns agentes responsaveis pela inibicéo e
reducdo das lesbes causadas pelos radicais livres, 0os chamados antioxidantes (Bianchi e
Antunes, 1999).

Antioxidantes sintéticos tém demonstrado serem prejudiciais a saude humana,
aumentando a necessidade de pesquisas na busca de antioxidantes naturais (Chludil et al.,
2008). Nos ultimos anos, cada vez mais tem sido evidenciado que o consumo regular de
alimentos ricos com agentes antioxidantes pode diminuir o risco de desenvolver doencas
cronicas degenerativas causadas e/ou agravadas por agentes oxidantes (Pastene, 2009).
Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de frutas e verduras é inversamente

associado com doencas cardiovasculares e cancer (Chludil et al., 2008).

Desta forma, a presenca destes compostos nas plantas as tem tornado um campo
atrativo de investigacdo e uma questdo social muito importante para a melhoria da
qualidade de vida humana, por serem compostos que podem ser obtidos de plantas

alimenticias e medicinais (Chiang et al., 2004).
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Os agentes antioxidantes podem ser divididos em enzimaticos e ndo-enzimaticos.
Os ndo-enziméticos ainda podem ser subdidvidos em duas classes: 0s associados a
membrana lipossolivel  (a-tocoferol e [-caroteno), e redutores sollveis em agua

(glutationa, ascorbato e fenolicos) (Jaleel et al., 2009).

Entre os agentes enziméticos estdo a catalase e a glutationa peroxidase (GSH), que
atuam no controle de peroxidos. Esta segunda enzima é formada por um tripeptidio, a
glutationa (acido glutamico, cisteina (parte ativa) e glicina). A parte ativa se deve a
capacidade redutora do grupamento —SH (Figura 1). A presenca de riboflavina (B2)
aumenta a atividade da GSH (Olszewer, 1995; Ferreira e Matsubara, 1997). Estudo dos
eritrocitos mostraram que tanto a catalase quanto a glutationa peroxidase sdo importantes
na protecdo de efeitos mediados pelo H,O, (Scott et al., 1991).

Outra enzima antioxidante é a superoxido dismutase (SOD), a qual corresponde a
uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composicao, existindo
duas formas em sistemas eucariontes. Uma citoplasmatica que necessita de cobre e zinco
para agir (SOD-cobre-zinco) e uma mitocondrial que necessita de manganés (SOD-
manganés) (Olszewer, 1995; Ferreira e Matsubara, 1997). Ja a catalase, a qual atua no
peroxido de hidrogénio age apenas na presenca de ferro (Olszewer, 1995). Uma
caracteristica comum a varias enzimas antioxidantes é conter traco de minerais, por isso

sdo chamadas de metaloenzimas.
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Figural. Estrutura molecular da Glutationa
2.2 Plantas e agentes antioxidantes

Entre os agentes ndo-enzimaticos estdo as vitaminas A (retinol), E (tocoferdis) e C
(4cido ascorbico), carotendides e polifendis como flavondides e taninos, podendo estes ser
associados a atividades antidiabéticas, antineoplasicas e antiinflamatérias (Desmarchelier
et al., 1999; Mccune e Johns, 2002; 2007).
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Umas das fungbes da vitamina E (a-tocoferol) como antioxidante é atuar como
quelante dos oxidantes produzidos durante a lipoperoxidacdo, conferindo protecdo a
membrana celular, sendo um importante antioxidante lipofilico produzido por todas as
plantas. O a- tocoferol, por exemplo, é o principal antioxidante da LDL, cerca de sete
moléculas dele estdo presentes em cada particula de LDL, realizando, assim, o papel de
uns dos principais antioxidantes contra a arteriosclerose (Esterbauer et al., 1996; Ferreira e
Matsubara, 1997). A funcdo da vitamina E podera estar limitada em situacdes de
sobrecarga de ferro, mostrando-se mais eficiente quando ha altas tensdes de O, ja o B -
caroteno interage com os radicais livres especialmente quando estas tensdes sdo baixas
(Ferreira e Matsubara, 1997).

O ascorbato estd envolvido na reagdo com H,0,, O, e HO’, servindo como
cofator em reacdes de peroxidases como a gluationa peroxidase e ascorbato peroxidase
(Slesak et al., 2007). O &cido ascorbico é um dos antioxidantes mais estudados e um dos
principais agentes antioxidantes das plantas protegendo-as de EROS produzidos durante a

fotossintese e respiracdo celular (Jaleel et al., 2009).

Metabolitos secundarios, como compostos fendlicos, encontrados nas plantas
também estdo diretamente relacionados a essas a¢des antioxidantes (Gottlieb et al., 1996;
Pilarski et al., 2006; Srinivasan et al., 2007; Vellosa et al., 2006). Estes compostos podem
ser encontrados tanto em plantas ndo comestiveis como em plantas utilizadas na
alimentacdo humana, o que tem despertado ainda mais o interesse da inddstria de alimentos
porque eles retardam a degradacdo oxidativa de lipidios e assim melhora a qualidade e
valor nutricional dos alimentos, isso se deve principalmente, por agirem como agentes
redutores, doadores de hidrogénio, supressores de oxigénio singlete, por quelarem metais
assim pelo fato de interagirem com proteinas envolvidas na producdo de radicais, como
citocromo Pyso, lipoxigenases, ciclooxigenase e xantine oxidase (Kéhkdnen et al., 1999;
Pereira et al., 2009).

Os compostos fenolicos estdo envolvidos tanto no sequestro de radicais livres como
também, quelando metais (Ramalho e Jorge 2006). Por exemplo, uma maior quantidade de
polifendis no gel de Aloe greatheadii sdo relacionados a maior eficiencia na capacidade de
absorcéo de radicias de oxigénio e na reducdo do ion férrico (Botes et al., 2008). Contudo,
esta relacdo parece esta mais associada os sequestro de radicais livres (Kumari e Kakka,
2008; Ruan et al., 2008; Rufino et al., 2010; Zang et al., 2010) do que ao poder de quelar

19



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

metais que parece depender do nimero e localidade do grupo hidroxil e estarem mais
relacionados a compostos que contenham nitrogénio na sua estrutura (Chan et al., 2007,
Lim et al., 2007).

Compostos fendlicos podem reagir com radicais livres, radical peroxil (ROQ¢), por
exemplo, os tornando mais estaveis, como consequéncia o composto fendlico transforma-
se em um radical fenoxil (F*) — composto fendlico com elétron livre, relativamente inerte
— para posteriormente reagir com outro RL formando um produto nao radicalar, servindo
desta forma como finalizador, quebrando assim a cadeia de formacéo de radicais livres
(Maestri et al., 2006).

ROQe + Fenol — ROOH + Fe
ROQe + F¢ — produto nao radical

Grupos fenodlicos também sdo considerados como 0s principais responsaveis pela
atividade antioxidante de 6leos essenciais. Esses 6leos tém sido alvo de pesquisa sobre sua
atividade antioxidante por apresentarem inibi¢&o na peroxidacéo lipidica, eliminando RL e

aumentando a atividade de enzimas antioxidantes (Maestri et al., 2006).

Os taninos também agem como antioxidantes por sua capacidade de ligar-se a
proteinas suprimindo sua atividade enzimatica, como quelantes de metais e por agirem no
sequestro de radicais livres, sendo este ultimo efeito aumentado em compostos com maior
namero de grupos galoil, peso molecular e presenca de estrturara orto-dihidroxi, que sdo
reponsaveis pela propriedade quelante e no sequestro de radicais. Estas propriedades fazem
com que os taninos estejam envolvidos no mecanismo de doencas com efeito

antitrombogénico e anti-inflamatorio (Pereira et al., 2009).

Apesar de ainda ser controversa, a fungdo dos flavondides como antioxidantes esta
relacionada a sua protecdo aos efeitos dos oxigénios reativos (Choi et al., 2002). Eles
exercem efeitos protetores contra doencas graves como cancer e doencas cardiovasculares,
além de acdo anti-inflaméatoria e inibi¢do enzimatica, sendo a sua agdo antioxidante um dos
atribuitos mais estudados (Boudet, 2007; Pereira et al., 2009). Alguns flavondides, como
flavononas e antocianidinas, tém sido apontados, em estudos basicos e epidemiologicos,

por seus efeitos benéficos no sistema cardiovascular, com particular énfase nos seus efeitos
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vaso relaxante e hipotensor, notavel capacidade antioxidante e antiagregante plaquetario
(Lopez et al., 2006).

Outro flavondide, a hiperina, foi associada com a acao anti-inflamatoria das raizes
de Acanthopanax chiisanensis por sua capacidade de suprimir a producéo de PGE; e éxido

nitrico em testes in vitro (Lee et al., 2004).

A acdo anticancer dos flavondides esté realicionada a seu efeito no sequestro de
radicais livres, evitando a promogéo do cancer, assim como agindo na via de regulagdo no
crescimento e proliferacdo de células e formacdo do tumor, além de repararem DNA e

estimularem o sistema imune (Pereira et al., 2009).

2.3 O efeito do ambiente na atividade antioxidante das plantas

Além desta relacdo entre metabdlitos primarios e secundarios de plantas e sua agédo
antioxidante, também ja é conhecido que a atividade e concentracdo destes compostos
antioxidantes podem variar de acordo com fatores ambientais, genotipicos e fenotipicos
(Ksouri et al., 2008; Peltonen et al., 2005; Santos et al., 2006). Efeitos genéticos modulam
processos biossintéticos capazes de diversificarem a producgdo de estruturas quimicas que
asseguram o sucesso das plantas nos ecossitemas (Chludil et al., 2008). Esta diversificagéo,
principalmente na qualidade de metabolitos secundarios, é responsavel pela plasticidade

dos vegetais a mudancas fisicas de ambientes (Gottlieb et al., 1996).

Sob determinadas condi¢des ambientais as EROS podem desempenhar dois papéis
muito diferentes nas plantas: causar ou agravar danos ou servir na sinalizacdo da ativacao
de respostas de defesa, sendo produzido principalmente nos cloroplastos, provindos da
cadeia de transporte de elétrons, além de serem produzidas da fotorespiragdo nos
peroxissomos e de oxidases e peroxidases da parede celular (Dat et al., 2000). Para isto, as
ERQOS devem ser rigorosamente controladas por meio do sistema antioxidante da planta
(Dat et al., 2000; Slesak et al., 2007). Esta dupla fungio talvez seja o motivo das plantas
suportarem altas concentracbes de EROS, fazendo com que, por exemplo, as plantas
parecem ser mais resistentes a altas concentracdes de H,O, do que as células animais
(Slesak et al., 2007).
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As EROS desempenham papeéis na sinalizagdo celular, como regulacdo na
expressdo génica, modificacdo de proteinas, sinalizagdo hormonal e de Ca?*, afetando na
regulacdo do crescimento, gravitropismo, fechamentos dos estdbmatos e programacao da
morte celular (Neill et., 2002; Slesak et al., 2007). Isto e o fato das plantas suportarem
relativamente grandes concentracdes de determinados EROS, sugere que o sistema
antioxidante seja concebido mais para o controle do estado redox celular da planta do que
para a eliminagio completa de algumas destes elementos (Slesak et al., 2007). Por
exemplo, 0 aumento do Ca?* citosélico esta relacionado com a adaptagdo das plantas ao
estresse ambiental, e 0 aumento da atividade antioxidante (Havaux, 1998). Contudo estas
EROS também sdo responsaveis a danos causados nas membranas e em macromoléculas
(Wang et al., 2003). O conhecimento de como estes danos sdo prejudiciais as plantas, sdo
um dos motivos para descoberta e utilizacdo de novos genes, por meio da engenharia
genética, a tolerancia ao estresse ambiental, especialmente em plantas cultivadas e de alto
valor e consumo humano (ver Wang et al., 2003).

As EROS sdo produzidas tanto em situa¢des de ambientes “estaveis” como em
situacBes de alteracbes no ambiente. Modificacdes como disponibilidade hidrica,
intensidade luminosa, temperatura e salinidade, por exemplo, podem causar estresse a
planta, fazendo com que haja uma maior producao de espécies reativas de oxigénio, que no
caso de H,0,, por exemplo, sua producdo depende do nivel e duracdo do estresse imposto,
sendo necessario uma regulacdo metabdlica na producdo de compostos antioxidantes
(Jaleel et al., 2009; Slesak et al., 2007).

Por exemplo, Severino e colaboradores (2007) demonstraram que plantas colocadas
sob estresse do efeito do oz6nio produzem mais substancias antioxidantes e que um
aumento da sensibilidade da planta ao 0z6nio é acompanhado ou causado por baixas

concentracdes de acido ascérbico nas plantas.

A PAL (phenylalanine ammonia-lyase) é a principal enzima da rota dos
fenilpropandides, que é precursora de diversos compostos fendlicos. O aumento da
ativacdo desta enzima é considerado a principal aclimatacéo a altas temperaturas (Wahid et
al., 2007) e como relatado anteriormente, compostos fendlicos estdo envolvidos no sistema
antioxidante das plantas. Alem de compostos fendlicos, a producdo de carotenoides, como

a xantofila, também ¢é afetada em elevada temperatura ou maior exposi¢cdo a luz,
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interagindo com os lipidios da membrana celular, aumentando a termoestabilidade e

diminuindo a peroxidacao lipidica, protegendo assim a célula vegetal (Havaux, 1998).

No tomate, a temperatura alta pode causar ao mesmo tempo aumento nas
concentragdes da enzima superoxido dismutase e diminuicdo da glutationa redutase e
ascorbato peroxidases, sendo esta diminuicdo relacionada com a desintoxicacdo do alto
nivel de H,O, gerado pelo estresse (Rivero et al., 2004). De modo semelhante, estudo
realizado com folhas de Caesalpinia echinata, pau-brasil, mostrou que tanto a temperatura
quanto a umidade relativa estimulam a superoxido dismutase ao longo do ano e que este
primeiro fator também age na concentracéo de glutationa e de peroxidases (Bulbovas et al.,
2005).

O sistema antioxidante também ¢é responsavel pela aclimatacdo ao frio de
gramineas que ocorrem em uma regido temperada alpina, com temperaturas que chegam a
—30°C. Neste estudo, foi mostrado que a atividade antioxidante nas raizes desempenha um
papel importante na limitacdo da producdo de radicais livres e na protecdo da integridade

da membrana celular (Zhou e Zhao, 2004).

Levando em consideracdo variagdes sazonais, a atividade antioxidante, apesar de
pequenas, mostraram-se significativas nas flores de Bellis perennis L. coletadas em trés
ambientes em diferentes anos, sugerindo que flutuacGes na temperatura, chuva, seca e da
duracdo e intensidade da luz do sol interferem no sequestro de radicais livres desta espécie
(Siatka e Kasparova, 2010). Em Picea abies, variagdes sazonais interferiram no sistema
antioxidante da planta alterando os niveis de ascorbato e gluationa e a atividade de algumas
enzimas envolvidas neste sistema (Polle e Rennenberg, 1992).

A disponibilidade hidrica € outro fator que agem no sistema antioxidante. O
estresse hidrico ativa enzimas como PAL, y-TMT (tocoferol methyl transferase) e L-
GalDH (L-galactose dehydrogenase), afetando a produgdo de compostos fendlicos, de a-
tocoferol e acido ascorbico, respectivamente (Ho et al., 2009). O sistema antioxidante do
trigo (Triticum aestirum) também se mostrou adaptado a variacdo hidrica, onde em baixa
disponibilidade de agua ha um aumento na atividade da glutationa redutase, contudo, a

atividade da catalase ndo é afetada (Gamble e Burke, 1984).

Como o solo é um dos principais veiculos na nutricdo e desenvolvimento das

plantas ele exerce um papel fundamental na producdo de EROS. Solos degradados
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aumentam a concentracdo de compostos fenolicos, sendo este aumento correlacionado a
uma maior atividade no sequestro de radicais livres em Chenopodium album (Chludil et
al., 2008). Entre os elementos que compdem o solo, a salinidade é um dos fatores mais
estudados em relacdo a alteracdo no sistema antioxidante das plantas. Estudo realizado
com Cakile maritima coletada em dois diferentes locais de coleta, uma zona &rida e outra
Umida, mostrou que a atividade antioxidante desta espécie foi maior na zona &rida, sendo
este resultado associado a menor precipitacdo, maior radiacdo e maior salinidade no solo
(Ksouri et al., 2008).

A salinidade do solo também mostrou ser um fator que aumenta a atividade no
sequestro de radicais livres e anions superdxidos das folhas de Tamarix gallica (Ksouri et
al, 2008). Nos frutos de pimenta (Capsicum annuum L.), solos mais salinos aumentam
producdo de licopenos e diminui os niveis de acido ascorbico alterando a atividade
antioxidante desta espéecie, uma vez que tais substancias foram altamente correlacionadas

com esta atividade (Navarro et al., 2006).
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3. ARTIGO- COMO DOIS TIPOS
VEGETACIONAIS PODEM
INFLUENCIAR NA SELECAO DE
PLANTAS MEDICINAIS QUE SUGEREM
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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Resumo
Relevancia etnofarmacoldgica

A Caatinga e a Mata Atlantica sdo as principais fontes de plantas medicinais para povos
que vivem no Nordeste do Brasil. Diversas plantas destes dos tipos vegetacionais séo
usados em doengas ou sintomas relacionados com o aumento do estresse oxidativo nas
células.

Obijetivos do estudo

Testar como dois diferentes tipos vegetacionais, influenciam na selecdo de plantas
medicinais e de como amostras destas plantas se comportam em relacdo a atividade
antioxidante. Além do mais, avaliar se a adaptacdo do indice de importancia relativa pode
ser Util na selecdo de plantas com boa atividade antioxidante.

Materiais e métodos

Foram realizadas entrevistas utilizando a técnica de lista livre seguida por um questuonario
estruturado, em duas comunidades em diferentes regides do Nordeste do Brasil e
selecionadas espécies medicinais relacionas a doencas que envolvem estresse oxidativo
para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH. Os valores da atividade
antioxidante foram correlacionados com os valores obtidos pela adaptacdo do indice de
importancia relativa.

Resultados

Os dois diferentes tipos vegetacionais influenciam na sele¢do de plantas medicinais para
enfermidades que envolvem doencas com estresse oxidativo, contudo ndo foram
observadas diferencas na atividade antioxidante nas amostras selecionadas nas duas
comunidades. A adaptacdo do indice de importancia relativa se mostrou correlacionado
com a atividade antioxidante das plantas coletadas na area de Mata Atlantica.

Conclusao

Ambas as comunidades apesar de selecionarem plantas de modos diferentes, conhecem
espécies que experimentalmente mostraram alta capacidade no sequestro de radicais livres.
A alta capacidade antioxidante pode ser devido ao consenso entre os informantes, em
especial aos que moram préximos a area de Mata Atlantica devido aos valores obtidos pela
analise antioxidante das plantas desta area terem sido correlacionados com 0s escores
estabelecidos pela adaptacdo do indice de importancia relativa.

Palavras chaves: Caatinga, Mata Atlantica, DPPH, Etnobotanica quantitativa, estresse

oxidativo.
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1. Introducéo

Fatores ambientais tém sido discutidos por interferirem e serem limitantes no
conhecimento e uso de plantas, principalmente no que diz respeito ao tipo vegetacional
disponivel para as comunidades tradicionais (Albuquerque et al., 2008; Inta et al., 2008;
Ladio et al., 2007). No caso do semiarido do Nordeste do Brasil, por exemplo, o alto uso
de casca de arvores no preparo de medicamentos tradicionais parece ser influenciado pela
disponibilidade perene deste recurso, uma vez que o clima sazonal interfere na
disponibilidade de ervas que ndo resistem ao longo periodo de seca na regido
(Albuquergue et al., 2005; Albuquerque, 2006).

Além de parecerem influenciar no conhecimento de plantas medicinais, as
condicdes ambientais interferem no metabolismo das plantas, as quais se adaptam as
situacOes impostas pelo ambiente, sendo um dos principais fatores da diversificacdo na
qualidade de metabodlitos secundarios, os quais sdo responsaveis pela plasticidade dos

vegetais a mudancas fisicas dos ambientes (Gottlieb et al., 1996).

Estes metabolitos podem ser afetados de modo qualitativo e/ou quantitativo pelos
mais diversos fatores bioticos e abidticos do ambiente onde a planta vive, contudo estudos
que enfocam a relacdo da variagdo de metabdlitos com tais fatores sdo predominantemente
em regides temperadas e acabam por ndo ser representativos de plantas selvagens de outros
tipos de habitat (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Os metabolitos secundérios sdo relacionados a diversos efeitos terapéuticos, entre
eles pela acdo antioxidante das plantas (Lima et al., 2004; McCune e Johns, 2007). Esta
atividade torna-se importante, principalmente, em situacfes de doencas, como cancer,
diabetes e inflamagdes, as quais envolvem uma maior producdo de compostos oxidantes,

causando um estresse oxidativo (Govindarajan et al., 2005; Olszewer, 1995).

Com isso, a atividade antioxidante das plantas pode ser alterada de acordo com
variacGes ambientais uma vez que esta atividade é influenciada pela presenca e quantidade
de metabdlitos secundarios. Dentro de uma perspectiva etnobotanica, raramente o
pesquisador encontrard uma indicacédo de informantes de plantas medicinais recomendadas
como antioxidante. Entdo, um dos caminhos para selecionar plantas que sugerem esta

atividade, é escolher espécies relacionadas com indicagbes com doengas ou sintomas que
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envolvem estresse oxidativo e que possivelmente deve exercer efeito antioxidante nestas

situacoes.

Este caminho parece ser promissor na busca de plantas com grande poder
antioxidante, pois leva em consideracdo o conhecimento botanico tradicional a respeito de
plantas medicinais e 0s conceitos da medicina ocidental para determinados sintomas e/ou
doencas. Além do mais, acreditamos que se aliarmos estes conhecimentos a técnicas
quantitativas que levem em consideracdo o consenso entre os informantes, e analisarmos
estas espécies, a0 menos, com testes in vitro, podemos obter maior sucesso na prospeccao

de futuros medicamentos.

Contudo, também entendemos que espécies com baixo consenso entre 0s
informantes também podem ter potencial para pesquisas farmacoldgicas e que testes in
vitro, por si s0, sdo limitados e ndo podem ser extrapolados para sistemas mais complexos
como o in vivo (Houghton et al., 2007; Moerman, 2007). Mas este pode ser um caminho
para avaliarmos se as ferramentas quantitativas podem responder, pelo menos em parte, se
estamos indo no caminho certo ao priorizar as plantas e para que possamos ter uma maior

efetividade na descoberta de novos medicamentos por meio de estudos etnodirigidos.

Porém, apesar das inimeras ferramentas quantitativas criadas pelos etnobotanicos
nas ultimas duas décadas e de trabalhos que priorizaram plantas com potencial para
estudos de bioprospeccdo, poucos correlacionam os valores dos indices atribuidos as

plantas com valores obtidos em testes farmacoldgicos in vitro.

Com isso, a partir de levantamentos etnobotanicos realizados em duas comunidades
do Nordeste do Brasil, tentaremos entender trés aspectos relacionados as plantas que
sugerem atividade antioxidante. O primeiro é se 0 conhecimento a respeito de plantas
medicinais difere entre comunidades localizadas proximas a diferentes tipos vegetacionais,
levando em consideracdo as indicagdes terapéuticas e a origem biogeografica e habito das
espécies. O segundo € se ha diferenca na atividade antioxidante das espécies selecionadas a
partir do etnodirecionamento das duas comunidades. E o terceiro aspecto € a respeito de se
a adaptacdo do indice de importancia relativa proposto por Bennett e Prance (2000),
levando em consideracdo a porcentagem de citagdo pelos informantes, pode ser atil na

selecdo de espécies com alta capacidade antioxidante.
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2. Material e métodos
2.1 Areas de estudo

Os levantamentos etnobotanicos foram realizados em duas areas do estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil, uma localizada em uma regido de Caatinga com
vegetacdo hipoxerolifa e outra localizada em uma regido de Mata Atlantica com vegetacdo
Ombrofila Densa. Estas duas localidades estdo a cerca de 170 Km de distancia uma da

outra.

A comunidade localizada na Caatinga ¢ conhecida como sitio Carao (08° 35” 16.1”
S x 36° 05° 36.1” W), uma comunidade rural localizada a 16 Km do centro do seu
Municipio, Altinho (8° 29’ 32” S x 36° 03” 03 W). No periodo do levantamento moravam
na localidade 189 habitantes, sendo 112 maiores de 18 anos, compreendendo 67 mulheres
e 45 homens. Esta populacdo é assistida por uma escola de ensino fundamental e um posto
de salde que dispde de dois agentes comunitarios de sadde (ACS) e um médico que faz
atendimentos mensais (Araujo et al., 2008). A economia é sustentada pela agricultura de
subsisténcia, pelo pequeno comércio local e por uma pecuaria restrita a criacdo de bovinos,
caprinos, aves e em menor quantidade por suinos, responsaveis pela complementacao

alimentar e geracdo de renda familiar (Aradjo et al., 2008).

Assim como ocorre em outras populacées humanas que moram em regides rurais de
Caatinga, esta comunidade tem — principalmente durante o periodo de estiagem —
dificuldade de acesso a agua limitando-se a pocos artesianos domiciliares (Aradjo et al.,
2008) e a um reservatorio coletivo, chamado localmente de “agude da emergéncia”.
Segundo dados da estacdo do IPA — Instituto Agrondmico de Pernambuco — do
municipio, no ano de 2010, choveu 520,5 mm? na regi&o. A preocupacdo com a falta de
chuvas faz com que exista uma grande preocupacéo por parte destes habitantes em manter
determinados recursos vegetais medicinais em periodos de estiagem, sendo um dos
principais locais de coleta de ervas exoticas, as quais cultivam nos quintais. O manejo
destes recursos se da, em muitas residéncias, com a reutilizacdo da 4gua que ¢é utilizada na

cozinha.

Além dos quintais, as pessoas ttm como outra principal zona de recursos para
coleta de plantas medicinais uma serra, chamada de Serra do Cardo onde existem

fragmentos de mata nativa e/ou em regeneracgéo a mais de 50 anos.

30



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

A outra comunidade, localizada na Mata Atlantica, € conhecida como Canad
(07°45° 25.9” S x 35° 02’ 44.8” W), um vilarejo que foi loteado da década de 50,
pertencente ao municipio de Aragoiaba (07°47'24™" S x 35°05'27" W). Canad dista em 9 Km
do centro do municipio, e segundo levantamento realizado no posto de salde comunitario
existem cerca de 770 habitantes, sendo 463 maiores de 18 anos — 229 homens e 234
mulheres — residindo em 208 residéncias. Existe na comunidade uma escola de ensino até o
5° ano e também do EJA (educacdo de jovens e adultos). Também existe um posto médico
que conta com sete funcionarios: uma médica, uma enfermeira, uma auxiliar de
enfermagem e quatro agentes comunitérias de saude (ACS), que atendem tanto a
comunidade de Canad quanto a comunidade adjacente, Vinagre.

Apesar da regido apresentar niveis pluviométricos bem mais altos, com mais de
1600 mm anuais (dados da usina S8o José), essa comunidade também tem condicGes
precarias de acesso a agua, pois existe apenas um chafariz no qual os habitantes pegam
agua em baldes e ha pouco tempo recebem agua encanada, em pequena quantidade, em

suas residéncias a cada 48 horas.

O acesso as espécies medicinais se da principalmente por meio de sua manutencao
nos quintais. Outra zona de recurso sdo os fragmentos de mata nos arredores da
comunidade. Estes fragmentos sdo pertencentes, quase na totalidade, a Usina Sdo José que
restringe a retirada de produtos vegetais das matas, exceto para as pessoas que estejam de
posse de uma “ordem” disponibilizada pela empresa. Esta permissdo é principalmente para
a retirada de madeira seca para combustivel, contudo, os moradores tém receio de entrar na
mata quando ndo dispdem de tal permissdo para que ndo passem por constrangimentos
caso sejam vistos pelos segurancas da Usina. Dentre estes fragmentos existem areas
consideradas reservas ecoldgicas, como a Mata da Usina S&o José (Lei estadual n° 9.989,
de 13/01/87). A Usina também é responsavel por empregar, principalmente durante o
periodo de safra da cana-de-acUcar, grande parte da populacdo masculina para o trabalho

no campo, especialmente no corte da cana-de-acucar.
2.2 Levantamento etnoboténico

Inicialmente entramos em contato com os representantes legais dos dois municipios —
0 secretario de agricultura e abastecimento de Altinho e o secretario de Salde de Aracoiaba
— para explicarmos os objetivos do trabalho. Por meio do levantamento nos postos de

saude das comunidades foram adquiridos os tamanhos populacionais e 0 numero de

31



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

residéncias, com o0 objetivo de estipularmos os tamanhos das amostras em cada
comunidade. Por intermédio da associacdo de moradores de cada uma das comunidades,
foram convidados os moradores para participar de uma reunido para explicar as inten¢des
da pesquisa e para esclarecer possiveis duvidas. Foi solicitado, a cada pessoa envolvida na
pesquisa — a partir de 18 anos — a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) para a coleta, utilizagdo e publicacdo dos dados. Os agentes
comunitarios de salde apoiaram no contato com as pessoas que ndo estavam na reuniao.
Este estudo teve aprovacdo do Conselho de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade

Federal de Pernambuco sob numero 023/09.

Para a coleta das informagdes a respeito das plantas medicinais conhecidas e/ou
usadas pelas comunidades foi utilizada a técnica da lista livre (Albuquerque et al., 2010)
seguida de uma entrevista estruturada. ApoOs listadas as plantas, perguntamos aos
entrevistados quais sua(s) indicacao(fes) terapéutica(s) e a(s) parte(s) usada(s). Também
foi utilizada a técnica de checklist-entrevista, utilizando partes frescas de plantas, e walk-
in-the-woods (passeio no campo) para a identificacdo de espécies que recebem mais de um
nome vernacular (Medeiros et al., 2010).

Na comunidade do Cardo foram realizadas entrevistas com 101 informantes, no
periodo de julho/2006 a julho/2007. Como a comunidade apresentava 112 pessoas acima
de 18 anos, tentamos entrevistar a totalidade da comunidade, porém, por motivos de
mudanca residencial, por incompatibilidade de horarios para entrevistas ou por ndo querer
participar da pesquisa isso nao foi possivel. As viagens para entrevistas foram realizadas

mensalmente com cinco dias de permanéncia na comunidade.

Como a comunidade de Canaa apresentava um nimero maior de habitantes, utilizamos
uma amostra por nimero de residéncias, onde foram entrevistadas 133 informantes de
diferentes casas. As entrevistas foram realizadas no periodo de abril a junho de 2009, com

viagens diérias, trés vezes por semana.

Durante e ap0s a etapa de entrevista, 0 material botanico foi coletado, etiquetado e
acondicionado em saco plastico para posterior secagem. As amostras foram identificadas
por especialistas. As espécies de area de Caatinga foram incorporadas ao acervo do
herbario Professor Vasconcelos Sobrinho (PEUFR), do Departamento de Biologia da

Universidade Federal Rural de Pernambuco e as da area de Mata Atlantica ao herbario da
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UFP do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Pernambuco e do Instituto

Agrondmico de Pernambuco — IPA.
2.3 Classificacdo das doencas e selecdo das espécies

Apos o levantamento etnobotéanico e identificacdo das espécies foi construido um
banco de dados. As indicacdes terapéuticas foram relacionadas com as enfermidades e/ou
sintomas relacionados a maior producdo de agentes oxidativos, como inflamacdes,
cicatrizacdo e cancer. Posteriormente estas indicacfes foram classificadas nos seguintes
grupos: cicatrizantes, anti-inflamatorias, diabetes, cancer, envelhecimento e problemas
relacionados ao sistema sanguineo e 6sseo. Estes grupos foram estabelecidos de acordo
com estudos que relacionam doencas e sintomas com o0 estresse oxidativo e formados
levando em consideracdo a semelhanca nos mecanismos que agem no corpo quando
determinados processos se desencadeiam e/ou por estarem envolvidos no mesmo sistema
corpéreo (Bianchi e Antunes, 1999; Boudet, 2007; Cheeseman e Slater, 1996; Choi et al.,
2002; Desmarchelier et al., 1999; Esterbauer et al., 1996; Ferreira e Matsubara, 1997
Govindarajan et al., 2005; Mccune e Johns, 2002 e 2007; Olszewer, 1995).

Para a formacdo dos grupos foram consideradas doencas e/ou sintomas citados
tanto de modo direto quanto indireto pelos entrevistados (Araujo et al., 2008). Indica¢des
diretas sdo termos, palavras e/ou caracteristicas ligadas diretamente a fins relacionados ao
estresse oxidativo, dentro do sistema médico ocidental, como exemplo gastrite,
reumatismo ou inflamacgéo na bexiga, de acordo com estudos prévios. As citacdes indiretas
sdo termos, palavras e/ou caracteristicas cujos sintomas, indica¢des terapéuticas locais e/ou
termos sdo, consideradas pelo pesquisador dentro do contexto local, como relacionadas aos
grupos estabelecidos anteriormente, como por exemplo: fortalecer o 0sso, afinar o sangue

ou olho vermelho (Araujo et al., 2008).

Sintomas e/ou doencas como dor de dente, erisipela, corrimento vaginal e cabeca de
prego, foram classificados no grupo anti-inflamatorio pelo fato das plantas citadas para tais
situacdes tratarem as inflamagBes causadas nestes processos, uma vez que também
poderiam ser relacionadas a outros efeitos como analgésico e antimicrobiano. Esta
classificacdo foi realizada segundo observacdes e relatos durante as entrevistas e levando
em consideracdo que caracteristicas como dor, inchago e vermelhiddo, sdo os aspectos que
mais caracterizam popularmente uma inflamagéo (Ferreira Junior et al., 2011) e que por

iSO as pessoas podem usar plantas para amenizar ou cessar estes aspectos.
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O termo hipoglicemiante apesar de poder estar associado a diabetes ndo foi
enquadrado como tal pelo fato do informante indicar o uso da planta independente do

quadro de diabetes, sendo incluido na categoria sistema sanguineo.

Adotamos como critério de inclusdo plantas que obtiveram trés ou mais citagdes
(Araujo et al., 2008), pois partimos do principio de que quanto maior a concordancia maior
pode ser a efetividade biologica de uma planta. Porém, como dito antes, estamos cientes
que uma planta com promissora atividade bioldgica pode ndo ter necessariamente alto

valores de consenso entre os entrevistados (Moerman, 2007).

Apos a selecdo, as espéecies foram classificadas como nativas ou exoéticas levando
em consideracdo a origem e o dominio fitogeografico das espécies de acordo com a Lista
de Espécies da Flora do Brasil (Flora do Brasil, 2012). Para as espécies que ndo tinham tais
informagdes, foi realizado um levantamento utilizando o nome da espécie + nativa (native)
ou (exdtica) exotic + Caatinga ou Mata Atlantica (Atlantic Forest). Estas classificacGes
foram usadas para entender como as plantas nativas e exdticas estdo envolvidas na selecdo

de espécies e se ha diferenca entre as comunidades.
2.4 Priorizacdo das espécies

Foram selecionadas as espécies que obtiveram mais de trés citacdes por diferentes
informantes. Para estas espécies foi calculada a importancia relativa baseado na
porcentagem de citacdo (IR%). Este célculo é uma adaptacdo do indice proposto por
Bennett e Prance (2000). O calculo da importéncia relativa (IR) foi escolhido pelo fato de
levar em consideracdo a versatilidade de uma espécie que é avaliada pelas diferentes
indicacdes terapéuticas e os diversos sistemas corporais que podem ser associados a planta.
Estas caracteristicas sdo, do nosso ponto de vista, apropriadas para a busca de espécies que
estdo relacionadas com doengas e/ou sintomas que envolvem estresse oxidativo, pelo fato
deste poder esta envolvidos em diferentes eventos nosoldgicos podendo causar danos nos

mais diversos sistemas corporais (Boudet, 2007; Ferreira e Matsubara, 1997).

O IR é calculado levando em consideracdo o nimero de sistemas corporais (NSC) e

numero de propriedades (NP), sendo dois (2) o valor maximo que uma espécie pode obter.

IR= NSC+NP; onde: NSC = NSC tratados pela espécie/ NSC tratados pela espécie
mais versatil; NP= NP atribuidas a espécie/ NP atribuidas a espécie mais versatil.
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Contudo, em nosso estudo estes fatores foram adaptados. Para o valor de NSC foi
levado em consideragdo o numero de grupos de doengas e/ou sintomas relacionados com
estresse oxidativo (cicatrizacdo, cancer, por exemplo) e para o valor de NP o nimero de
doencas e/ou sintomas que a espécie trata dentro de cada grupo (ferimento, queimadura,

verruga, por exemplo).

Além do mais, pelo fato deste indice ndo levar em consideracdo nenhum fator
relacionado ao consenso entre os informantes e com isso uma planta pode ter uma alta
importancia relativa sendo conhecida por um informante (Albuguerque et al., 2006), nos
fizemos uma pequena adaptacdo onde multiplicamos o valor de IR da espécie pela
porcentagem de informantes que a citaram. Esta adaptacdo leva em consideracdo que
espécies medicinais que sdo mais compartilhadas entre os informantes possam ter maior

sucesso em estudos de bioprospeccao.
2.5 Andlise da atividade antioxidante
2.5.1 Extratos

Para a analise da atividade antioxidante foram escolhidas as 10 espécies com o maior
valor de IR%. Destas espécies foram coletadas, com o apoio de moradores das localidades,

as partes mais citadas nas enstrevistas.

Obteve-se o material de pelo menos trés individuos, que foram reunidas para compor
uma amostra unica. As partes coletadas foram secas a sombra, em ambiente arejado com

temperatura em torno de 26° C. Em seguida foram trituradas e padronizadas por tamisacao.

Para a preparagdo do extrato foi realizado uma maceragdo de seis dias, a uma
proporcdo de 1:20 p/v utilizando metanol a 80%. Apds a maceragdo o material foi filtrado
em papel-filtro e evaporado por pressdo reduzida até a producdo de um extrato seco
(Araujo et al., 2012).

2.5.2 Quantificacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH

A quantificacdo da atividade antioxidante das vinte espécies (10 de cada area) foi
realizada utilizando o ensaio de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) segundo protocolo
adaptado de Souza et al. (2007). Foram preparadas trés amostras independentes com uma
concentragdo de 500 pg/mL, em metanol. A partir destas amostras foram feitas seis

diluicGes obtendo-se concentragbes que variaram entre 500 e 10 pg/mL, dependendo do
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poder antioxidante do extrato. Quando as espécies apresentavam maior poder antioxidante,
concentragdes menores foram utilizadas a fim de obter uma curva exponencial, pois
concentragdes maiores saturavam a solucdo do DPPH, obtendo assim valores de
absorbancia semelhantes.

Em seguida, foi preparada uma solugédo de DPPH a 100 uM em metanol. De cada
uma das concentragdes foi retirado 0,5 ml do extrato da planta e misturado com 3,0 ml da
solucdo de DPPH em um tubo de ensaio. Apds 30 minutos esta solucdo foi lida em

absorbancia a 517 nm. De cada concentragdo realizou-se uma leitura em duplicata.

O acido ascorbico foi usado como controle positivo utilizando concentracdes de 5,
10, 15, 20, 25, 30, 40 e 50 pg/mL. Estas concentragcOes passaram pelos mesmos

procedimentos anteriormente explicados para 0s extratos.

Com estas diferentes concentracfes foram calculadas a concentragéo eficiente (CEsp)
que significa a concentracdo requerida para inibir ou decrescer a concentracdo inicial de
DPPH em 50%. Para o célculo da CEsy usa-se as concentracdes do padrdo positivo ou das
amostras como a variavel independente (ug/mL) e a porcentagem de DPPH remanescente
(% DPPHgem) como dependente para que possamos obter uma curva exponencial de
primeira ordem e uma equacao da qual calculamos a concentracdo eficiente (Sousa et al.,
2007).

%DPPHgem = ([DPPH] 1=t /[DPPH]r=0)x100

Onde, [DPPH]+= corresponde a concentracdo de DPPH ap0s a reacdo com o extrato
e [DPPH]+= é a concentracéo inicial de DPPH, ou seja, 40 mg/mL (100 pmol/mL (Sousa
etal., 2007).

2.5.3 Anédlise dos dados

Para testar se o0 conhecimento a respeito de plantas medicinais difere entre
comunidades localizadas proximas a diferentes tipos vegetacionais, utilizamos dois testes.
O primeiro foi o indice de Jaccard para comparar o grau de similaridade a respeito das
plantas associadas nos tratamentos de doencas relacionadas ao estresse oxidativo e a
similaridade entre os grupos de doencas e/ou sintomas entre as duas comunidades. E o

segundo foi o teste de qui-quadrado (independéncia) para analisar se a localizagdo das
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comunidades influencia na selecdo de plantas relacionadas com estresse oxidativo a

respeito do habito e origem das mesmas.

Para saber se ha diferenca na atividade antioxidante, levando em consideracdo os
valores de CEsg das 10 espéecies com maior IR% coletadas nos dois tipos vegetacionais, foi
inicialmente testado a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk. Apos, utilizamos

o teste de Kruskal-Wallis para calcular a variancia dos valores.

Além do mais, adotamos os critérios estabelecidos por Melo et al. (2010) para
classificar os valores de CEsy em boa atividade antioxidante (de CEsg < 65 pg/mL) e baixa
atividade antioxidante (CEsp > 165 pg/mL). Esta classificacdo foi utilizada para analisar,
por meio do teste de qui-quadrado (independéncia), se a proporcdo de plantas com boa

atividade antioxidante e baixa atividade antioxidante esta associada ao local de coleta.

Para testar se existe correlacdo entre os valores da atividade antioxidante (CEsg) e 0s

escores estabelecidos pelo IR% foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman.

Para todos os testes estatisticos foram utilizados o software BioEstat 5.0 (Ayres et
al., 2007).

3. Resultados
3.1 Levantamento Etnobotanico

De modo geral, as categorias e suas respectivas indicacdes que aparecem nas duas
comunidades sé@o bem semelhantes, com exce¢do apenas da categoria envelhecimento que
obteve uma indicagdo para catarata na comunidade situada na Caatinga (Tabela 1). A
categoria que obteve maior destaque foi a anti-inflamatéria pelo fator de ter o maior
numero de diferentes indicacdes assim como pelo maior nimero de citacdes peculiares em
cada comunidade (Tabela 1). Apesar de ter um maior nimero de indica¢des peculiares, a
categoria com menor similaridade entre as indicacbes foi a sistema 0sseo, com

similaridade de 0,25, seguida por sistema sanguineo com 0,4.

As categorias com maior similaridade, em ordem decrescente, foram: diabetes
(1,00); cicatrizante (0,70); cancer (0,66) e anti-inflamatério (0,46). Apenas para a categoria
envelhecimento ndo foi possivel realizar o célculo devido ser citada apenas para a

comunidade da Caatinga. A categoria diabetes teve maior similaridade pelo fato de serem
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citadas de modo direto, ndo havendo outros sintomas /ou indicagOes relacionadas a tal

grupo nas duas comunidades.

Apo6s os agrupamentos das doencas, selecionamos as espécies com mais de trés
citacbes e calculamos para cada espécie o indice de importancia relativa baseado na
porcentagem de citacdo (IR%) (Tabela 2). Foram listadas 34 espécies para a comunidade
da Caatinga e 33 para a comunidade de Mata Atlantica. As espécies que obtiveram
maiores valores de IR% na Caatinga: Myracrodruon urundeuva Alleméo (Anacardiaceae),
Anacardium occidentale L (Anacardiaceae) e Maytenus rigida Mart. (Celastraceae); na
Mata Atlantica: Pithecellobium cochliocarpum (Gomez) Macbr. (Mimosaceae), Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae). A
familia Anacardiaceae obteve destaque em relacdo as plantas com maiores valores de IR%,
além do mais, como pode ser visto na Tabela 2, A. occidentale aparece nas duas

comunidades com altos valores de IR%.

Como esperado, houve uma baixa similaridade entre as espécies listadas nas duas
comunidades (0,08), sendo as espécies que ocorrem nas listas das duas comunidades: A.
occidentale, Aloe vera, Punica granatum, Boerhavia difusa e Schinus terebinthifolius.
Contudo, apesar de citada, S. terenbinthifolius ndo é encontrada na comunidade de
Caatinga, sendo suas cascas adquiridas pelos informantes por meio da compra em feiras ou
trazidas de outras areas. Isto mostra que ha uma grande diferenca no repertorio de plantas

conhecidas para terapias associadas com estresse oxidativo entre as duas comunidades.

Na comunidade da Caatinga das 34 espécies, 67,64% sdo consideradas nativas e
67% sdo arvores, mostrando a importancia deste porte na selecdo de plantas citadas em
terapias relacionadas com estresse oxidativo, estando 11 espécies arbdreas entre as 15
espécies com maiores valores de IR%. Entre as exoéticas (26,47%), apenas trés estdo entre
as 15 que obtiveram os maiores valores de IR%, contudo algumas espécies (14,70%) nao

puderam ser identificadas a respeito de sua origem e dominio fitogeogréfico.

Entres as plantas listadas na comunidade da Mata Atlantica apenas 33,33 % sdo
consideradas nativas e 54,54 % sdo exoticas, sendo que quatro espéecies ndo foram
identificadas. As arvores representam 40% destas espécies, enquanto as ervas apresentaram
valores maiores, 51,51%. Ao contrario dos resultados obtidos na area de Caatinga, das
quinze espécies da area de Mata Atlantica que obtiveram maior IR%, a maioria sdo

exoticas (0ito) e de porte herbaceo (sete).
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Existe diferenca na selecdo de plantas entre as duas comunidades, levando em
consideracdo a origem (X?= 20,06; p < 0,001) e a forma de vida das espécies (X? = 23,73;
p < 0,001). Mostrando que ha um maior conhecimento de plantas nativas e de arvores pela

comunidade da area de Caatinga.

3.2 Atividade antioxidante

N&o houve diferenca entre a atividade antioxidante das 10 espécies selecionadas
nas duas comunidades (H = 0,2057; p > 0,05), mostrando que este conjunto de espécies
apresentam o mesmo potencial no sequestro de radicais livres. Entre as espécies da
Caatinga, J. molissima e M. urundeuva apresentaram 0s menores valores de CEsp, sendo
assim consideradas as espécies com maior atividade antioxidante. Ja para as amostras da
Mata Atlantica, tiveram destaque P. granatum, P. cochliacarpum e A. occidentale, as quais
apresentaram os melhores resultados de CEs,. Estas espécies das duas areas tiveram
resultados muito proximos do composto padrdo (&cido ascorbico 19,84 + 0,90 pg/mL),
revelando muita eficiéncia, visto que o acido ascorbico é uma substancia pura e de

referéncia em relacdo ao seu poder de sequestro de radicais livres.

Para ambas as areas, Aloe vera obteve os piores resultados de atividade
antioxidante, mostrando eficiéncia muito baixa no sequestro de radicais livres, quando
comparada com as demais (Tabela 3). Este fato torna-se curioso, pois esta espécie obteve
altos valores de IR% nas duas comunidades e levando em consideracdo a premissa que
espécies que sdo mais conhecidas e/ou usadas pelas populacdes tém maior potencial de
estudo para bioprospeccdo, esta mostrou ser uma excecdo em termos de atividade

antioxidante no sequestro de radicais livres.

Levando em consideracdo a classificacdo de Melo et al. (2010), o grupo de espécies
coletado na Caatinga apresentou uma maior propor¢cdo de plantas com boa atividade
antioxidante (70%) quando comparado com as de Mata Atlantica (40%), sendo estas
proporcOes diferentes estatisticamente (X?=13,58; p<0,001) (Tabela 3). Estes dados
mostram que apesar de ndo ter sido visto diferenca entre o conjunto de amostras coletadas
nos dois ambientes, a Caatinga obteve um maior nimero de plantas com melhor atividade
antioxidante, o que sugere que este ambiente pode ter grande potencial na coleta de plantas

com maior atividade antioxidante.
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3.3 Priorizacdo das espécies e correlacdo com o IR%

Das 10 espécies selecionadas pelo maior IR% nas duas comunidades para avaliar a
correlacdo deste indice com os valores de CEsy da atividade antioxidante destas espécies,
observamos que houve correlacdo entre os valores da atividade antioxidante com os
valores de IR% das amostras coletadas na area de Mata Atlantica (rs= -0,69; p<0,05),
porém esta mesma correlagdo ndo foi significativa para as amostras de Caatinga (rs = -
0,28; p>0,05). A correlacdo negativa e significativa observada para as espécies de Mata
Atlantica demonstra que quanto maior o valor de IR%, menor € a concentracdo necessaria
para inibir ou decrescer a concentracéo inicial de DPPH em 50%, sendo assim considerada

com melhor atividade sequestradora de radicais livres.

Quando correlacionamos os valores de CEsp com os valores de IR, sem a
multiplicacdo da porcentagem de citacdo (dados ndo apresentados), ndo houve correlagao
tanto para os dados de Caatinga (rs = 0,01; p > 0,05) quanto para os dados das espécies de
Mata Atlantica IR (rs = -0,54; p > 0,05).

4. Discussdo
4.1 Levantamento etnobotanico

As diferencas observadas nas duas comunidades em relacdo ao grupo de doencas
classificadas na categoria anti-inflamatorio devem-se principalmente a particularidades
locais. Entre elas podemos destacar inflamacgdes relacionadas ao sistema ocular, uma vez
que ndo apareceu na comunidade da Caatinga e apresentou quatro sintomas na comunidade
da Mata Atlantica. Esta segunda comunidade foi acometida por um surto de conjuntivite
durante o periodo de entrevista, fato que influenciou na citacdo de plantas relacionadas a
este problema. Isto sugere que populacBes acometidas por surtos durante o periodo de
entrevistas podem enviesar os dados coletados, uma vez que plantas que sédo conhecidas
para tratar o problema em questdo podem ter um aumento no nimero de citagdes devido ao
periodo em que os dados foram coletados, devendo o pesquisador esta atento a estes fatos,
documentando a prevaléncia epidemioldgica e saliéncia das condi¢cbes de salde da
populacdo do estudo e as razoes que levam ao uso particular de determinadas espécies
(Berlin e Berlin, 2005; Browner et al., 1998).

Além do mais, a categoria anti-inflamatorio foi 0 que obteve a maior diversidade de

sintomas e/ou doengas nas duas comunidades. Para Ferreira Junior et al. (2011) a
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inflamacdo trata-se de uma categoria complexa pelo fato de apresentar diversas
subcategorias em um sistema médico tradicional. Esta complexidade deve-se ao fato dos
processos inflamatorios terem como caracteristicas a formacdo de eritema, causados pela
vasodilatacdo, edema e dor que envolvem diversos mediadores quimicos e podem afetar
diversos orgdos (Costa et al., 2009; Dummer et al., 2007; Voltarelli, 1994), fazendo com
que as pessoas usem as plantas para os mais diversos tipos de situacdes e caracteristicas

inflamatodrias (Ferreira Junior et al., 2011).

Algumas revisdes sobre 0 uso de plantas conhecidas por populac6es do Nordeste do
Brasil (Agra et al., 2007, 2008; Albuguerque et al., 2007) mostram que dezenas de plantas
nativas e exoticas sdo citadas para os mais diversos tipos de inflamagdes. Ferreira Junior
(2011) ao analisar a revisdo de Albuquerque et al. (2007) a respeito do uso de plantas da
Caatinga, verificaram a indicacdo de 123 diferentes espécies relacionadas a algum tipo de
inflamacdo, mostrando a versatilidade de plantas que podem ser utilizadas por povos da
Caatinga. Mais especificamente, em estudo anteriormente realizado na comunidade do
Cardo, foram identificadas 24 espécies nativas da Caatinga que sao utilizadas em processos
inflamatorios, mostrando a diversidade de espécies que podem ser utilizadas nesses

processos (Ferreira Junior et al., 2011).

Entre os grupos de doencas relacionados ao estresse oxidativo, diabetes obteve a
maior similaridade entre as comunidades. Apesar de diversos sintomas poderem ser
relacionados a tal doenga, como aumento de sede, inchaco, inflamacéo, artrite, diarreia,
entre outros (Leduc et al., 2006), para as duas comunidades estudadas existem um
consenso em relacdo ao termo e outros sintomas ndo foram relatados como associados a
diabetes. O termo hipoglicemiante exemplifica este achado, pois poderia ser fortemente
relacionado a esta doenca, contudo, foi relatado como sendo independente do quadro de
diabetes.

Como esperado, houve uma baixa similaridade entre as espécies conhecidas pelas
duas comunidades. Um dos principais fatores que influenciam nesta diferenca séo as
condi¢cbes ambientais as quais influenciam na formagdo dos tipos vegetacionias e
consequentemente nos recursos vegetais disponiveis em cada regido (Albuquerque et al.,
2008; Inta et al., 2008; Ladio et al., 2007). A similaridade em nosso estudo foi menor do
que o observado por Ladio et al. (2007), que ao estudarem comunidades que vivem em

zonas dridas e florestas Umida na Patagdnia Argentina, encontram 40% de similaridade
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entre as espécies conhecidas por estas comunidades, sendo estes valores atribuidos a fato
das comunidades estarem situadas a diferentes ambientes ecoldgicos.

Uma baixa similaridade do conhecimento de plantas também foi vista entre povos
Akha que vivem em diferentes localidades da Tailandia e China e que foram separados a
cerca de 120 anos (Inta et al., 2008). Neste estudo, das 95 plantas conhecidas, apenas 16
séo similares entre as cinco vilas estudadas, evidenciando que mesmo tendo uma origem
étnica comum, o conhecimento a respeito de plantas medicinais é fortemente influenciado

pelo contexto ambiental onde a populacgéo esta inserida.

Todavia, nos dois estudos anteriormente mencionados, foram relatados que apesar
da baixa similaridade entre as plantas conhecidas pelas comunidades que vivem em
ambientes diferentes, ha um padrdo parecido entre estas comunidades quando € levado em
consideracdo o habito e a origem biogeogréafica das espécies. Estes dados vao de encontro
aos Nnossos uma vez que a comunidade da Caatinga conhece mais espécies arbéreas e
nativas, que é um padrdo muito diferente da comunidade da Mata Atlantica. Uma
explicacdo para nossos dados ndo corroborarem com o0s outros estudos pode ser devido a
estes levarem em consideragdo comunidades de mesma identidade cultural e/ou origem
étnica e 0 nosso ndo. Isto sugere que o ambiente influencia fortemente no conhecimento a
respeito das espécies disponiveis em cada localidade, porém o habito e a origem geografica

das mesmas parecem ser mais influenciados pela origem étnica das comunidades.

Nossos dados a respeito desse padrdo de conhecimento das duas comunidades sdo
aparados por outros estudos realizados no Brasil. Em relacdo a Caatinga, nossos achados
apoiam as afirmacdes encontradas por alguns trabalhos (Almeida et al., 2005; Cartaxo et
al., 2010), sumarizados por Albuquerque (2010), de que povos tradicionais que moram em
areas de Caatinga preferem plantas que sdo perenes, no caso arvores, e nativas mesmo
quando as ervas sao mais abundantes, uma vez que é sugerido que as pessoas preferem ter

sempre 0 recurso que é mais disponivel do que mesmo o recurso que seja mais eficiente.

Entre as plantas da Caatinga que tiveram destaque em nosso levantamento, M.
urundeuva, A. ocidentale, M. rigida apresentaram altos valores de consenso entre 0s
informantes em outros estudos etnobotanicos neste ambiente (Albuguerque et al., 2006,
2007; Aradjo et al., 2008; Silva e Andrade, 2004). Estes dados sugerem que estas espécies
sdo importantes para pessoas vivem nesta regido, uma vez que estes estudos séo

levantamentos realizados também em outras comunidades. Esta ideia pode ser reforgada
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pelo fato destas espécies apresentarem grandes valores de consenso tanto quando sao
relacionadas a varias terapias (Albuquerque et al., 2006, 2007; Silva e Andrade, 2004)
como também quando sdo pautadas para usos terapéuticos mais especificos, como uso
cicatrizante e anti-inflamatério (Araujo et al., 2008) e como abordado em nosso estudo,
mostrando que estas espécies nativas sdo importantes tanto pela sua diversidade como
também por suas determinadas especificidades terapéuticas.

Em relagdo aos resultados a respeito da comunidade da &rea de Mata Atlantica,
dados apresentados por alguns trabalhos realizados em diversas comunidades que utilizam
recursos deste ambiente para fins medicinais corroboram com os nossos achados, pois
também mostram que plantas de porte herbaceo e de origem exoética foram mais
conhecidas e/ou usadas que plantas de porte arboreo e de origem nativa (Almeida et al.,
2012; Begossi et al., 2002; Di Stasi et al., 2002; Gazzaneo et al., 2005).

Em dois trabalhos realizados em outra comunidade proxima a nossa area de estudo
(ver Gazzaneo et al., 2005; Almeida et al., 2012), os autores encontraram que espécies
exoticas sdo mais conhecidas do que as espécies nativas e receberam altos valores de
Importancia Relativa (IR) e Valor de Uso (VU), o que confirma que além de serem a
maioria entre as espécies, as plantas exdticas também sdo prioritarias em determinados
tratamentos terapéuticos. Contudo, as espécies exoticas que tiveram maiores valores
diferem das espécies encontradas em nosso estudo, sugerindo que elas tém fungbes mais
especificas, uma vez que nos estudos anteriores ndo foram feitas distincdes a respeito de
usos terapéuticos, sendo estes dados contrérios ao que sugerimos para 0s dados da
Caatinga a respeito das plantas que tem maior consenso de uso (Gazzaneo et al., 2005;
Almeida et al., 2012)

Por outro lado, as espécies que obtiveram maior consenso e diversidade de uso
entre nossos informantes foram as arvores nativas, P. cochliocarpum, S. terebinthifolius e
A. occidentale. Estas espécies também apresentaram altos valores de IR e de VU nos
estudos citados anteriormente, confirmando, assim, a importancia destas espécies para as

pessoas desta regido do ponto de vista medicinal.

Trés possiveis fatores, em consonancia ou em separado, podem explicar estes
resultados sobre o conhecimento das espécies nativas de cada regido, sendo eles
relacionados ao acesso de recursos. Uma das possiveis explicacdes para estes resultados

esta na disponibilidade de acesso aos recursos florestais e consequentemente nativos, visto
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que, apesar da comunidade de Canad ser servida por fragmentos de mata, estas matas séo
pertencentes a uma empresa agroagucareira (Usina sdo José) que restringe e proibe a
retirada de determinados recursos. Em Cardo apesar de existir propriedades privadas, 0s
moradores de forma geral ndo proibem a retirada de plantas medicinas de suas areas por
parte de outros. Relato sobre como a restricdo por parte da usina pode afetar no uso de
plantas nativas da regido também foram apresentados por Gazzaneo e colaboradores
(2005). Estes autores afirmam que a proibicdo de uso de plantas nativas dos fragmentos

pode representar perca de conhecimento a respeito destas espécies em longo prazo.

Uma segunda explicacdo é que apesar das duas comunidades serem compostas por
familias de agricultores, a de Canad trabalha na monocultura da cana-de-agucar,
restringindo seu trabalho a locais especificos, sem nenhuma riqueza floral e o acesso ao
campo de trabalho se faz de énibus. Em Cardo, os agricultores trabalham tanto em rogados
proximo a casa quanto na serra, onde tem uma diversidade e proximidade com uma maior
riqueza florestal e 0 acesso ao campo de trabalho é a pé tendo maior contato com as

espécies da regido.

Por ultimo, os tamanhos das propriedades que nas duas comunidades sdao bem
distintas, sendo na Mata Atlantica caracterizadas por casas cercadas de pequenos quintais,
0s quais ndo tém muita area para manter arvores no local, restringindo mais a espécies de
pequeno porte. De modo contrério, na area de Caatinga, grande parte das residéncias tem
disponibilidade de grandes areas de quintais e terrenos, tendo com isso um acesso de

recursos mais proximo.

Estas observacdes podem ser explicadas pela ideia de que “recursos vegetais mais
acessiveis sao mais Uteis para as pessoas, nao so a nivel de espécies de plantas individuais,

mas também para comunidades vegetais inteiras” (Thomas et al., 2009).
4.2 Atividade antioxidante

De modo contrério ao que se esperava, ndo foram observados diferencas entre as
atividades antioxidantes das amostras das duas areas de coleta. Varios estudos mostram
que espécies coletadas em diferentes condi¢cBes ambientais tem sua capacidade
antioxidante alterada (Araujo et al., 2012; Dat et al., 2000; Mccune e Johns, 2007; Silva et
al., 2007).
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Levando em consideracdo a premissa que em florestas Umidas existe uma maior
disponibilidade de luz, temperatura, oxigénio e agua que em florestas secas (Gottlieb et al.,
1996), era de se esperar que houvesse diferenca entre os grupos das amostras. Esta
diferenca poderia ser esperada uma vez que, por exemplo, em Fagus sylvatica compostos
com fungdo antioxidante como ascorbato e a—tocoferol tém suas concentragdes alteradas

quando esta espécie exposta a maior incidéncia de luz (Wieser et al., 2003).

Em Caesalpinia echinata, a variacdo da concentracdo e porcentagem de glutationa
reduzida foram relacionadas negativamente com a temperatura, por outro lado a atividade
das enzimas peroxidases e superoxido dismutase apresentaram relacdo positiva com este
fator (Bulovas et al., 2005), mostrando que todas estas substancias que estéo envolvidas no
sistema antioxidante das plantas sdo afetadas pela alteracdo da temperatura. Os niveis de
glutationa reduzida também foram afetados pelo estresse hidrico, onde a reducdo de agua

aumenta a producéo de glutationa em Triticum aestirum (Glamber e Burke, 1984).

Resultados semelhantes a estes foram apresentados por McCune e Johns (2007), os
quais concluiram que locais com maior exposi¢do ao sol, mais secos ou com solo mais
pobres apresentaram espécies com melhor atividade antioxidante no sequestro de radicais
livres, relatando que esta diferenca de atividade encontrada em diferentes condigdes dos

locais de coleta podem ser percebido pelos conhecedores da localidade.

4.3 Correlagdo dos indices

Das analises entre os indices e a CEsg da atividade antioxidante, apenas os valores
de IR% se correlacionaram com as amostras da area de Mata Atlantica. O trabalho de
Bennett e Prance (2000) que propde o indice de Relatividade, tem como caracteristicas o
seu grau de originalidade e novidade a partir de um ponto de vista tedrico, sendo citado por
81 artigos indexados no banco de dados do SCOPUS. Destes artigos, aproximadamente
38% fazem a replicacdo da técnica quantitativa apresentada por estes estudos, sendo estas
técnicas mais consideradas nos estudos do que o aspecto tedrico que estes trabalhos
abordam (Ramos et al., 2012). O grande uso de ferramentas quantitativas pode ser devido a
ideia de que alguns autores tem de que a quantificacdo tras maior qualidade aos trabalhos
em etnobotanica (Albuquerque, 2009) e, neste caso, por se tratar de calculos simples e

faceis de serem realizados.

45



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

Contudo, este indice tem suas limitacfes, pois caso apenas uma pessoa cite um
grande nimero de usos ou Vvérias indicacGes terapéuticas esta planta pode ter sua
importancia relativa superestimada, sendo muito influenciada pela diversidade de usos
relacionados a planta (Albuquerque et al., 2006) nao sendo levado em consideracdo o
quanto o conhecimento desta espécie € compartilhado entre os outros membros da

comunidade.

Com isso, fica claro que uma espécie poderia ser prioritaria para testes em
laboratdrio, mesmo ndo sendo uma espécie conhecida pela comunidade em geral, mas por
ter um maior IR, mesmo que apenas para um informante. Isto se deve ao fato deste indice
ndo levar em consideragdo no seu céalculo nenhum fator relacionado ao consenso entre 0s
informantes, uma vez ndo usa o nimero de informantes relacionados no levantamento dos
dados, podendo uma planta ter alta importancia relativa sendo conhecida por uma pequena

parcela de informantes (Albuquerque et al., 2006).

Nossa proposta vem justamente para diminuir 0 que consideramos ser uma
limitacdo do indice de Importancia Relativa, uma vez que acreditamos que espécies que
tenham maior consenso entre os informantes tenham maior chance de sucesso na busca de
medicamentos. Esta adaptacdo mostrou a principio ser uma boa forma para selecionar
plantas coletadas na Mata Atlantica que estdo relacionadas com doencas e/ou sintomas que
envolvem estresse oxidativo, uma vez que houve correlacdo entre os valores de IR% e
CEso, ndo havendo correlacdo para os valores de IR sem a multiplicacdo pela porcentagem

de citacéo.

Estes achados sdo importantes, pois diversos trabalhos tem usados indices como 0
IR para classificar plantas medicinais com os mais diferentes focos (Aburjai et al., 2007;
Albuquerque e Oliveira 2007; Albuquerque et al., 2008; Gazzaneo et al., 2005;), contudo
nenhum deles, pelo nosso conhecimento, teve como foco correlacionar os valores deste
indice com valores obtidos em testes in vitro. Apenas o trabalho de Aradjo et al. (2008)
correlaciona teores de taninos e flavonoides com técnicas de priorizacdo de plantas com
indicacdo cicatrizante e/ou anti-inflamatdria utilizando ferramentas quantitativas (VIS e
Saliéncia), mostrando que estas técnicas foram eficientes na selecdo das espécies, sendo

ainda escassos trabalhos com este foco.
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5. Conclusao

Como esperado, as duas comunidades selecionam de modos distintos plantas
usadas para sintomas e/ou doencas relacionados com estresse oxidativo, sendo esta
distincdo atribuida a localizacdo destas comunidades em diferentes tipos vegetacionais. Ao
contrario do que intuimos, comunidades que dispdem de maior diversidade de recursos

vegetais em areas nativas ndo necessariamente conhecem mais espéecies nativas.

As atividades antioxidante do conjunto de amostras selecionadas nas duas
comunidades ndo diferiram estatisticamente, mostrando que os efeitos ecogeograficos
foram decisivos apenas na selecdo das espécies para as duas comunidades. 1sso mostra que
ambas as comunidades apesar de selecionarem plantas de modos diferentes, conhecem

espécies com alta capacidade no sequestro de radicais livres.

Estas selecdes de plantas, com alta capacidade antioxidante, podem ser devido ao
consenso entre os informantes, em especial aos que moram préximos a area de Mata
Atléntica devido aos valores obtidos pela analise antioxidante das plantas desta area terem
sido correlacionados com os escores estabelecidos pela adaptacdo do indice de importancia

relativa.
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Tabela 1- Categorias de doencgas, em duas comunidades do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, com suas respectivas indicacOes
terapéuticas locais, citadas de forma diretas ou indiretas, relacionadas a estresse oxidativo. Indicacdes entre parénteses sdo variagdes de termos
locais para a mesma indicagao.

Comunidade do Caréo — Caatinga (101 informantes)

Comunidade de Canaé — Mata Atlantica (133 informantes)

Cicatrizantes

Cicatrizante

Corte

Ulcera
Queimadura
Ferimento
Ferida
Sanativo

Corte inflamado

Sistema sanguineo
AVC

Baixar o colesterol

Anti-inflamatorias

Anti-inflamatdrio

Corrimento vaginal (corrimento de mulher,
inflamacdo feminina, inflamagéo de mulher,
inflamacdo vaginal ou remédio de mulher)
Inflamacao

Inflamacdo no dente (dente inflamado)
Inflamacdo na garganta

Inflamacdo uterina (problema uterino)
Inflamacdo ovariana

Inflamacdo urinéria (problema urinario)
Inflamagé&o renal (rins ou problemas renais)
Cabeca de prego

Inchaco

Sinusite

Cicatrizantes

Cicatrizante

Corte

Ulcera
Queimadura
Ferimento
Ferida

Ferida de boca

Sistema sanguineo
AVC
Baixar o colesterol

(colesterol)

Anti-inflamatorias

Anti-inflamatério

Corrimento vaginal (doenca de mulher, ou
inflamacdo vaginal, inflamag&o de mulher,
lavagem de mulher)

Inflamacao

Inflamacdo no dente (dente inchado)
Inflamacdo na garganta (garganta inflamada)
Inflamacdo uterina (Utero)

Inflamacdo ovariana (inflamacdo no ovario)
Inflamacéo urinéria

Inflamacé&o renal (rins ou rins inflamado)
Cabeca de prego (furinculo ou carogo)

Inchaco

Sinusite



Afinar o sangue

Sangue pisado

Diabetes

Cancer
Prostata
Cancer

Verruga

Sistema 6sseo
Reumatismo

Osteoporose
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Eczema Hipoglicemiante Eczema

Dor de dente Dor de dente
Gastrite Gastrite

Inflamagé&o na uretra
Inflamacao dos pés
Inflamacdo na bexiga
Inflamagé&o na coluna
Dor de garganta
Perna inchada

Perna vermelha

Envelhecimento

Catarata

Diabetes

Cancer
Prostata
Cancer

Sistema 0sseo
Artrite
Reumatismo

Fortalecer o osso

Erisipela (vermelhdo ou ma vizinho)
Inflamac&o no olho

Inflamacdo intestinal

Inflamacdo bucal

Olho inflamado

Dor nos rins

Olho remelando

Olho vermelho

Conjuntivite

Cistite
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Tabela 2- Valores de Importancia relativa baseada na porcentagem (IR%) de espécies medicinais, conhecidas e/ou usadas pelas comunidades de Cardo
(Caatinga, Altinho-PE) e Canaé (Mata Atlantica, Aragoiaba-PE) para fins relacionados a atividade antioxidante.

Caatinga Mata Atlantica
Espécie/ Familia Nome local ~ Origem Habito IR% | Espécie/ Familia Nome local ~ Origem Habito IR%
Myracrodruon urundeuva Alleméo / U N A 1 Pithecellobium cochliacarpum S N A 058
Anacardiaceae ’ (Gomes) J.F. Macbr / Fabaceae ’
Anacardium occidentale . Schinus terebinthifolius Raddi/ .
Caju roxo N Arv 0,53 Aroeira N Arv 0,57

L./Anacardiaceae Anacardiaceae

o Anacardium occidentale L./ .

Maytenus rigida Mart./Celastraceae Bom nome N Arv 021 . Caju N Arv 053
’ Anacardiaceae ’

Mimosa tenuiflora (Willd.) Jurema preta N Puni wm L/ Puni Roms £ A

) ] ) unica granatum L./ Punicaceae oma rv
Poir./Euphorbiaceae lisa Arv 0.20 0.41
Aloe vera (L.) Burm. f./Liliaceae Babosa E Her 0,18 | Aloe vera (L.) Burm.f./ Liliaceae Babosa E Her 0,37
Jatropha mollissima (Pohl) N Rosmarinus officinalis L./ )

_ _ Pido bravo N Arb 017 _ Alecrim E Her 008
Baill./Euphorbiaceae ’ Lamiaceae ’
Croton conduplicatus Kunth / Boerhavia diffusa L. )

. Velame E Arb 0.16 Pega pinto E Her 0.07
Euphorbiaceae : Nyctagenaceae :
Spondias tuberosa Arruda / Tillandsia usneoides (L.) L./ )

Umbu N Arv 0,13 Salambaia N Her 0,04

Anacardiaceae Bromeliaceae

Gossypium hirsutum L./ Malvaceae Algodao E Arb 0,09 | Averrhoa carambola L./ Carambola E Arv 0,04
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Anadenanthera colubrina (Vell.) )
) Angico
Brenan/ Mimosaceae
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud./ )
Mororo
Fabaceae
Cereus jamacaru DC./ Cactaceae Mandacaru
Schinopsis brasiliensis Engl./ )
. Baralna
Anacardiaceae
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) )
) Juca
L.P.Queiroz / Fabaceae
Handroanthus impetiginosus Mattos/  Pau d'arco
Bignoniaceae roxo
] ) Coqueiro
Syagrus cearensis Noblick / Arecaceae )
catolé
Euphorbia tirucalli L/ Euphorbiaceae ~ Aveléz
Sideroxylon obtusifolium (Roem. & )
Quixaba
Schult.) T.D.Penn./ Sapotaceae
Erythrina velutina Willd./ Fabaceae Mulungu

Arv

Arv

Arv

Arv

Arv

Arv

Arv

Arv

Arv

Arv

0,07

0,07

0,07

0,06

0,04

0,04

0,04

0,04

0,04

0,03

Oxalidaceae
Nao identificada Mulungu
Ocimum basilicum L./ Lamiaceae =~ Manjericéo
Cnidoscolus urens (L.) Arthur / )

) Urtiga
Euphorbiaceae
Musa paradisiaca L. / Musaceae Banana péo
Peperomia pellucida H.B.K./ Lingua de
Piperaceae sapo

Persea americana Mill./ Lauraceae Abacate

Cana de
Costus sp./Costaceae
macaco
Gymnanthemum amygdalinum
(Delile) Sch. Bip. ex Walp. / Alcachofra
Asteraceae
Smilax syphilitica Humb. & Bonpl.
) ) Japecanga
ex Willd./ Smilacaceae
Artocarpus altilis (Parkinson) 3
Fruta pao

Fosberg ./ Moraceae

NI

NI

Arv

Her

Her

Arv

Her

Arv

Her

Arb

Cipo

Her

0,03

0,04

0,03

0,03

0,03

0,02

0,02

0,02

0,02

0,02
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Hyptis suaveolens Poit./ Lamiaceae
Amburana cearensis (Allemao) A.C.
Sm ./ Fabaceae

Jatropha curcas L./ Euphorbiaceae

Croton sp3 / Euphorbiaceae

Cedrela odorata L./ Meliaceae
Coutarea hexandra (Jacg.) K. Schum./

Rubiaceae
Mimosaceae sp / Mimosaceae

Poincianella pyramidalis (Tul.)
L.P.Queiroz / Fabaceae
Commiphora leptophloeos (Mart.)
J.B.Gillett/ Burseraceae

Passiflora foetida L./ Passifloraceae

Boerhavia diffusa L. Nyctagenaceae

Punica granatum L./ Punicaceae

Alfazema
Imburana

acu
Pido manso

Velame
branco
Cedro

Quina quina

Barbatimao

Catingueira

Imburana

Maracuja de

estralo

Pega pinto

Roma

NI

NI

Her

Arv

Arb

Arb

Arv

Arv

Arv

Arv

Arv

Her

Her

Arv

0,03

0,03

0,03

0,03

0,03

0,03

0,02

0,02

0,02

0,02

0,02

0,02

Pimpinella anisum L. / Apiaceae

Borreria verticillata (L.) G. Mey./

Rubiaceae
Capsicum frutescens L./
Piperaceae

Phyllanthus sp. / Phyllanthaceae

Elaeis guineensis L./ Arecaceae
Foeniculum vulgare Gaertn./

Apiaceae
Mentha piperita L./ Lamiaceae

Protium heptaphyllum (Aubl.)
Marchand/ Burseraceae
Mangifera indica L./
Anacardiaceae

Syzygium cumini (L.) Skeels ./
Myrtaceae

Catharanthus roseus (L.) G. Don. /

Apocynaceae
Kalanchoe crenata (Andrews)

Haw./ Crassulaceae

Erva doce
Vassorinha
de botéo

Pimenta

Quebra-
pedra
Dendé

Endio

Horteld

milda
Mescla

Manga

espada

Azeitona

Boa noite

Corona

NI

Her

Her

Arb

Her

Arv

Her

Her

Arv

Arv

Arv

Her

Her

0,02

0,02

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01



Maranta divaricata Roscoe/
Marantaceae

Schinus terebenthipholius Raddi /
Anacardiaceae

Manihot dichotoma Ule/
Euphorbiaceae
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Cana de
E Her
macaco
Aroeira da
. E Arv
china
Manicoba N Arb

0,02

0,01

0,01

Luffa operculata L. Cong./ .
) Cabacinha
Cucurbitaceae

Bauhinia sp. Pata de vaca

NI

Her

Arv

0,01

0,01

N=nativa; E= Ex6tica; NI= ndo identificado. Arv = Arbéreo; Her =Herbaceo; Arb = Arbusto.
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Tabela 3 - Valores da Atividade Antioxidante expressa em CE 5o de plantas medicinais com maior porcentagem de IR% em duas regides

do Nordeste do Brasil. Valores médios seguidos por erro padréo.

Caatinga Mata Atlantica

Espécie Parte CEso (ug/mL) | Espécie Parte CEso (ng/mL)

Jatropha mollissima Latex 17,28 £ 0,982 Punica granatum Casca do fruto 12,61 £ 0,162
Myracrodruon urundeuva Casca 17,74 £ 0,012 Anacardium occidentale Casca 16,67 £ 0,192
Mimosa tenuiflora Casca 22,23 £ 0,232 Pithecellobium cochliacarpum Casca 21,26 = 0,26°
Anacardium occidentale Casca 23,51 +£1,60% | Schinus terebinthifolius Casca 31,47 0,782
Anadenanthera colubrina  Casca 2372 +0,26% | Rosmarinus officinalis Folha 80,91+ 2,02
Spondias tuberosa Casca 32,10 £ 0,10° Boerhavia diffusa Raiz 106,14 + 4,44
Gossypium hirsutum Folha 64,91 + 1,402 Averrhoa carambola Folha 158,54 +1,44
Maytenus rigida Casca 77,12+ 1,82 Tillandsia usneoides Folha 232,60 + 1,64°
Croton conduplicatus Folha 424,09 + 10,19° Mulungu Casca 386,96 +22.78"
Aloe vera Folha  7950,0 + 678,29" | Aloe vera Folha 1776,12+ 42,44°

% espécie com boa atividade antioxidante; ° espécie com baixa atividade antioxidante. Classificacdo segundo Melo et al

- (2010).
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Thiago A. S. Araljo'®*, Danielle C. A. Lima?, Elba L. Cavalcanti de Amorim? e Ulysses P. Albuquerque®
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Resumo: Diferentes efeitos ambientais tém sido apontados como precursores das diferencas da
atividade antioxidante encontradas em plantas medicinais. O objetivo do trabalho € avaliar se ha
diferencas na atividade antioxidante em relacdo a capacidade de sequestrar radicais livres e de
quelar o ion ferroso em nove espécies medicinais coletadas em duas diferentes comunidades no
Brasil, uma localizada na Mata Atlantica e outra na Caatinga e se estas plantas agem atraves de
mecanismos distintos. Para isso foram utilizados, respetivamente, os métodos de DPPH e FIC na
quantificacdo da atividade antioxidante. Ndo foram observadas diferencas entres o0s dois conjuntos
de plantas analisados pelos dois métodos utilizados. Ndo houve correlacdo entre os dois métodos de
atividade antioxidante, mostrando que estas duas acdes parecem agir de modos independentes nas
espécies. Os extratos foliares de Psidium guajava apresentaram bons resultados tanto no sequestro
de radicais livres quanto como quelante do ion de ferroso nos dois ambientes. Com isso, os efeitos
ambientais que atuam nas duas areas de coleta ndo afetaram significativamente nas espécies
analisadas, de modo conjunto, e os mecanismos de acdo antioxidante agem de modo independente
nestas espécies, sendo P. guajava a espécie que apresentou chances mais promissoras para

prospeccdo de medicamentos com efeito antioxidante.

Palavras chaves: Caatinga; DPPH; FIC; Mata Atlantica; Radicais livres; Psidium guajava
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Introducéo

Tanto no metabolismo dos animais como no das plantas, o oxigénio estd
envolvido em dois processos distintos: por um lado no crescimento e desenvolvimento
do organismo e por outro na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) que
podem desregular processos celulares normais e provocar morte da célula (Bianchi e
Antunes, 1999; Govindarajan et al., 2005; Slesak et al., 2007) em especial quando
ocorre o estresse oxidativo, isto €, quando ha um aumento das substancias pré-oxidantes
ao ponto dos antioxidantes enddgenos e/ou exdgenos ndo inibirem a oxidacdo dos
substratos (Betterigge, 2000; Govindarajan et al., 2005). Este aumento pode ser causado

em situacOes patoldgicas (Betterigge, 2000).

A regulacdo das EROS se d& por meio de compostos antioxidantes que podem ser
enziméaticos — catalase, glutationa peroxidase, superdxido dismutase — ou ndo-
enzimaticos — retinol, tocoferdis, &cido ascOrbico e metabolitos secundarios
(Desmarchelier et al., 1999; Moreira e Mancini-Filho, 2004; ). Os ndo-enzimaticos sao
produzidos especialmente pelos vegetais, servindo de fonte de produto antioxidante para
0S seres humanos que 0s consomem por meio da alimentacdo ou como recurso
terapéutico (Chiang et al., 2004). Estudos sobre o uso terapéutico de plantas medicinais
com acdo antioxidante as relacionam com o tratamento de doencas como
arteriosclerose, cancer, diabetes e inflamag6es (Cheeseman e Slater, 1996; Choi et al.,

2002) entre outras.

Alguns compostos secundarios podem agir como antioxidantes tanto no sequestro de
radicais livres como quelando ions ferroso (Ramalho e Jorge 2006; Chan et al., 2007,
Lim et al., 2007). Isto faz com que haja por vezes a necessidade da quantificacdo desta

atividade por diferentes métodos, uma vez gque cada um destes tem principios diferentes
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e avaliam distintos aspectos da atividade antioxidante (Wang et al., 2009; Lima et al.,

2010; Rufino et al 2010).

Os metabolitos secundarios podem ser alterados de acordo com fatores edafocliméticos
como temperatura, tipo de solo, umidade, disponibilidade hidrica e de nutrientes, o0s
quais podem influenciar o cultivo e o contedo de principios ativos nas plantas (Silva et

al., 2007) podendo alterar o potencial antioxidante da espécie.

Alguns estudos vém sendo realizados a respeito de como fatores e condi¢cdes ambientais
podem influenciar tanto na variacdo quali-quantitativa dos metabdlitos secundarios, em
especial os fendlicos, assim como no poder antioxidante das plantas (Peltonen et al.,
2005; Araujo et al., 2012). Contudo, muitos destes trabalhos usam como modelos para
estas avaliagdes uma ou poucas espécies as quais sdo avaliadas sob diferentes
condi¢des, sejam de modo controlado (Malenci¢ et al., 2007; Ruhland et al., 2007 ) ou
em condicdes de campo (Chludil et al., 2008; Anli e Vural 2009; Araujo et al., 2012),
sendo poucos os trabalhos gque comparam como um mesmo conjunto de espécies se

comportam em ambientes diferentes de modo natural (Lalli et al., 2008).

Gottlieb et al. (1996), por exemplo, afirmam que aspectos ecogeograficos sdo
responsaveis pela diversificacdo na qualidade de metabdlitos secundarios, os quais sdo
responsaveis pela plasticidade dos vegetais a mudangas fisicas de ambientes. Estes
mesmos autores sugerem que a interacdo do meio ambiente com 0s compostos vegetais
podem ser avaliadas por meio do estudo comparativo das propriedades e ocorréncia da

atividade quimica em plantas ecogeograficamente relacionadas.

Com isso, 0 objetivo do trabalho é avaliar a atividade antioxidantes em relagdo a

capacidade de sequestrar radicais livres e de quelar o ion ferroso, em espécies
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medicinais selecionadas por meio de levantamentos Etnobotéanicos e coletadas em duas
diferentes comunidades no Brasil, uma localizada na Mata Atlantica e outra na

Caatinga.

Para isto pretendemos responder as seguintes perguntas: Existe diferenca na atividade
antioxidante de espécies coletas na Caatinga e Mata Atlantica? Existe diferenca no

mecanismo de acao antioxidante destas plantas?

Materiais e Métodos
Areas de estudo

As coletas das espécies foram realizadas em duas areas do estado de Pernambuco,
Nordeste do Brasil, uma localizada em uma regido de Caatinga hipoxerolifa e outra
localizada em uma regido de Mata Atlantica Ombrofila Densa. Estas duas areas tém

caracteristicas bem distintas.

A Caatinga é principal vegetacdo do Nordeste do Brasil, com uma extenséo aproximada
de 844.453 quilémetros quadrados, cerca de 11% do pais e mais de 50% da regido
Nordeste (Figura 1). E um bioma exclusivamente brasileiro e tem como caracteristicas o
clima semiérido, a seca, a luminosidade e o calor caracteristicos de areas tropicais com
entrada de energia extremamente alta e elevadas taxas de temperaturas, evaporacgéo e
evapotranspiracdo (Aradjo et al., 2007; Brasil, 2011). A vegetacdo & xerofila,
classificada como savana estépica ou floresta seca, apresentando plantas com espinhos,
deciduais (quando as folhas caem em determinada época) e suculentas. Existem neste
Bioma dois periodos secos anuais: um de longo periodo de estiagem, seguido de chuvas

intermitentes e um de seca curta seguido de chuvas torrenciais (que podem faltar
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durante anos) (Araujo et al., 2007; Brasil, 2011). Existem diversos estudos que mostram
a importancia das plantas medicinais para 0s povos que vivem nesta area (Almeida et
al., 2006; Araljo et al., 2008; Alencar et al., 2010 Almeida et al., 2010; Cartaxo et al.,
2010; Albuquerque et al. 2011; Silva et al., 2011), o que faz com que exista uma grande
preocupacdo por parte destas pessoas em manter recursos vegetais medicinais em
especial em periodos mais secos, principalmente ervas exoéticas que cultivam nos

quintais.

A Mata Atlantica é um dos cinco principais hotspots com cerca de 8.000 plantas e 567
animais endémicos (Myers et al., 2000). Este bioma vem sendo alvo da agdo antropica
desde a colonizagdo do Brasil, com destaque para o plantio da cana de agUcar para a
producdo de alcool e aclcar que h& décadas desempenha grande importancia na
economia local (Kimmel et al., 2008). Com uma extensdo aproximada de 1.110.182
quilémetros quadrados ela ocupa toda a faixa continental brasileira onde vivem 62% da
populagdo brasileira, cerca de 110 milhGes de pessoas (Brasil, 2011; SOS Mata
Atlantica 2011) (Figura 1). Os indices pluviométricos sdo bem mais altos que na area de
Caatinga com mais de 1600 mm?® anuais (dados da usina S&o José). Assim como na
Caatinga diversos estudos tem relatado a diversidade e importancia das plantas
medicinais em comunidades tradicionais que moram neste bioma (Begossi et al.,2002;

DI Stasi et al., 2002; Gazzaneo et al., 2005; Almeida et al.,2012).

Selecdo e coleta das espécies

A escolha das espécies foi realizada por meio de um banco de dados provindo de dois

levantamentos etnobotéanicos obtidos por Aradjo et al. (dados ainda ndo divulgados) os
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quais realizaram entrevistas semi-estruturadas em duas comunidades. A comunidade do
sitio Cardo (Caatinga), no municipio de Altinho e Comunidade de Canad (Mata
Atlantica), municipio de Aracioaba, ambas no estado de Pernambuco, Nordeste do

Brasil.

Destes bancos foram selecionadas nove espécies vegetais. As espécies coletadas para as
andlises foram: Anacardium occidentale L. (caju), Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
(capim santo), Psidium guajava L. (goiaba), Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M.
Sm. (coldnia), Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (horteld grande), Ruta
graveolens L. (arruda), Chenopodium ambrosioides L. (mastruz), Lippia alba (Mill.)

N.E.Br. (erva cidreira), Boerhavia diffusa L. (pega pinto) (Tabela 1).

Estas espécies foram escolhidas pela disponibilidade e facilidade de coleta nas duas
comunidades e pelo consenso entre as partes da planta usada para preparar 0s remédios
locais, pois estas partes sdo as que obtiveram o maior nimero de citacdo entre 0s

entrevistados.

A coleta das amostras das partes mais utilizadas como medicinal foi realizada em
julho/2009 e para que houvesse menor influéncia climéatica sobre os individuos, as
amostras foram coletadas com apenas dois dias de diferenca, por isso a necessidade do
critério da disponibilidade e facilidade de coleta. Foram coletadas e misturadas partes
das plantas de pelo menos trés individuos de cada espécie compondo uma amostra Unica
para que diminuisse o efeito idiossincratico. As amostras das plantas foram coletadas

com o apoio de moradores das localidades.
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Preparacéo dos extratos

As partes coletadas foram secas a sombra, em ambiente arejado com temperatura em
torno de 26° C. Em seguida trituradas em moinho de facas e as particulas

homogeneizadas por tamisacao.

Para a preparacdo do extrato foi realizado uma maceracéo de seis dias, a uma proporcao
de 1:20 p/v utilizando metanol 80%. Apds a maceracdo o material foi filtrado e
evaporado por pressao reduzida para se obter o extrato seco (Araujo et al., 2012). Estes
extratos foram utilizados para avaliacdo antioxidante por dois distintos métodos, analise

de sequestro de radicais livres e atividade quelante do ion ferroso.

Analise da atividade antioxidante- sequestro de radicais livres (DPPH)

A quantificacdo da atividade antioxidante foi feita utilizando o ensaio de DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazila) segundo protocolo adaptado de Sousa et al. (2007). Aliquotas
dos extratos secos foram diluidas em seis concentracdes que variaram entre 250 e 10
pug/mL, dependendo do poder antioxidante do extrato de modo que fosse obtida uma
curva para o calculo da CEsy segundo Sousa et al. (2007) (concentracdo da amostra ou
padrdo que causa 50% de inibicdo da concentracdo inicial de DPPH). De cada
concentracdo foi retirado 0,5 mL e acrescentado 3 mL de solu¢do metandlica do radical
livre DPPH a 100 uM. Apos 30 minutos foi realizada a leitura da absorbancia a 517 nm
(Sousa et al., 2007). Todas as leituras foram feitas em duplicata. Foi utilizado acido
ascorbico como controle positivo utilizando concentracdes que variaram de: 5, 10, 15,

20, 25, 30, 40 e 50 pg/mL.
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Para determinacédo da concentracdo eficiente foi primeiramente calculado os percentuais

de DPPH remanescentes (% DPPHggn), conforme a equacao:

% DPPHgewm = [DPPH] T=t /[DPPH] T=0 x100

Onde: [DPPH]T=t corresponde a concentracdo de DPPH no meio ap0s a reacdo com o

extrato ou controle e [DPPH]T=0 é a concentracéo inicial de DPPH (40 pug/mL).

Em seguida, com os valores do DPPHgrem construiu-se um grafico para o calculo da
CEsp, onde na abscissa estavam as concentragdes dos padrdes positivos ou das amostras
e na ordenada, a porcentagem de DPPH remanescente. A CEs foi determinada a partir

de uma curva exponencial obtida com o grafico.

Analise da Atividade antioxidante - atividade quelante do ion ferroso (FIC)

A metodologia utilizada foi adaptada de Chew et al. (2009) e Santos et al. (2007). Com
0 extrato seco foi preparada, uma solucdo de 5mg/mL em metanol 75% em duplicata.
Desta solucgéo foram realizadas dilui¢Ges, em triplicata, com as seguintes concentragdes:

0,25;0,5;1; 2; 3; 4 e 5mg/mL.

Em seguida retirou-se 1 mL de cada diluicdo do extrato e adicionou 1mL de sulfato
ferroso (FeSO4) a 0,1 mM. Apds 10 min foi adicionado 1 mL de ferrozina a 0,25 mM.
A mistura reacional permaneceu em repouso por 10 min antes da absorbancia ser
mensurada a 562 nm. Para cada ponto foi realizado o branco com 1 mL de cada

concentracdo e 2 mL de metanol 75% (v/v).

Para este teste foi utilizado o EDTA como padréo positivo, nas concentragdes de 5, 10,

15, 20, 25, 30, 40 e 50 pg/mL. As analises foram realizadas em triplicata e o controle
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foi preparado com 1 mL de cada reagente (metanol 75% (v/v), sulfato ferroso e

ferrozina) seguindo a mesma ordem de adic¢éo e intervalo de tempo.

Para cada concentracdo foi calculada a porcentagem da amostra capaz de quelar o ion

ferroso, conforme a equacéo:

% At|V|dade QUElante: Acontr0|e - (A = Ab) / Acontr0|e X 100

Onde: Acontrole COrresponde & média das absorbancias do controle, A é a absorbancia da
amostra em analise e Ab a absorbancia apenas da solucdo na referida concentragdo

(branco).

Com isso elaborou-se um gréfico com a concentracdo no eixo das abscissas e a
porcentagem da atividade quelante nas coordenadas obtendo uma curva de caracteristica

logaritmica. A partir da equacao gerada, determinou-se a CEsy.

Analise dos dados

Para os valores de CEso de ambos 0os métodos para o conjunto de amostras de cada local
foi analisado a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado o teste
de Wilcoxon para calcular se ha diferenca entre os valores de CEsg tanto pelo método de
DPPH quanto pelo FIC das amostras obtidas nos dois locais de coleta. O teste de
Spearman foi utilizado para testar se ha correlacdo entre os valores de CEsy dos dois
métodos para cada local de coleta. Foi utilizado significancia de 0,05. Para todos os

testes estatisticos foram utilizados o software BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007).
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Resultados

As amostras coletadas na area de Mata Atlantica apresentaram, em média, melhor
atividade sequestrado de radicais livres quando comparado as amostras coletadas na
area de Caatinga (147,67 = 42,99 e 325,81 + 140,31 pg/mL, respectivamente), porém
esta diferenca ndo é estatisticamente significativa (t = 12; p > 0,05). Os extratos
metandlicos das cascas de A. occidentale e os das folhas de P. guajava coletado nas
duas regides apresentaram os menores valores para a CEs; mostrando serem as mais
eficientes no sequestro de radicais livres, enquanto os extratos de C. ambrosioides
apresentaram os piores resultados. Apenas 1/3 das espécies (P. guajava, A. zerumbet e
P. amboinicus) apresentaram resultados melhores na area de Caatinga do que na &rea de

Mata Atlantica (Tabela 1).

A atividade quelante também ndo revelou diferenca significativa entre as amostras
coletadas nos dois ambientes (t = 11; p >0,05). Contudo, ao contrario da atividade
sequestradora de radicais livres, as plantas coletadas na area de Caatinga obtiveram uma
concentracdo eficiente média menor do que as plantas coletadas na comunidade de Mata
Atlantica (0,592 + 0,22 e 0,898 £+ 0,26 mg/ mL, respectivamente), mostrando mais
eficiéncia como quelante do ion ferroso. Os extratos de A. zerumbet (0,13 £+ 0,02) e P.
guajava (0,19 = 0,02) coletadas na comunidade da Caatinga obtiveram, em média,
resultados melhores do que o controle positivo (0,26 £ 0,001 - EDTA). C. citratus
coletado na Mata Atlantica e A. occidentale coletado nas duas areas apresentaram 0s
maiores valores de CEsg, sendo assim consideradas, entre as amostras analisadas, as que

apresentaram pior atividade quelante.

Né&o foi observado correlacdo entre os valores de CEsy do método de DPPH com os

valores da CEsy da atividade quelante tanto para os dados da area de Caatinga (rs = -

i
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0,4108; p > 0,05) como para os de Mata Atléantica (rs = -0,4582; p > 0,05), mostrando
que estas duas ac¢Bes parecem agir de modos independentes nas espécies. Apesar dos
dados n&o se mostrarem estatisticamente correlacionados, os dados mostram uma
relagdo inversa para as amostras analisadas pelo fato de amostras como as A.
occidentale, A. zerumbet e B. difusa quando apresentam alta atividade por um método

foram as mais baixas em outro.

Discussao

Era esperado que fossem encontradas diferengas entre a atividade antioxidante das
amostras coletadas nestes dois ambientes, uma vez que os locais tém caracteristicas
distintas, sendo um proximo a uma area de floresta Umida e a outra préxima a uma
floresta seca, de climas diferentes e onde o aporte de luz, temperatura, oxigénio e agua

sdo maiores para o primeiro tipo de vegetacdo (Gottlieb et al., 1996).

Esta nossa expectativa era devido a diversos estudos indicarem que diferentes condicGes
ambientais alteram a atividade antioxidante das plantas (Polle e Rennenberg 1992;
Wieser et al., 2003; Mccune e Johns 2007; Chludil et al., 2008; Hofer et al., 2008).
Nestes estudos as abordagens de como fatores ambientais inferem nesta atividade focam
aspectos especificos como luz, altitude, tipo de solo, entre outros, levando em
consideracdo uma espécie ou um conjunto delas submetidas a condi¢bes climaticas
controladas (casa de vegetacdo) ou coletadas em areas com tipos vegetacionais
semelhantes. Isto torna dificil a comparacdo de nossos resultados com outros estudos,

pois levamos em consideracdo o conjunto e ndo cada espécie de modo isolado, ndo

12
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controlando nenhum fator ambiental, coletando as espécies onde as pessoas das

comunidades costumam colher para o preparo dos seus remédios.

Pelo nosso conhecimento, apenas o trabalho de Aradjo et al. (dados ainda néo
publicados) aborda como espécies coletadas nestes dois tipos de ambientes, proximo a
floresta imida e a floresta seca, se comportam em relacdo a atividade antioxidante.
Neste trabalho também néo foi observado diferencas entre a atividade sequestradora de

radicais livres do conjunto de espécies analisadas.

Contudo isso ndo quer dizer que fatores ambientais ndo interfiram na atividade
antioxidante de cada planta que sdo comuns nestas duas regides, pois como pode ser
visto em nossos resultados existem valores discrepantes em algumas espécies como
Cymbopogon citratus, o qual obteve valores bem distintos entre os dois locais de coleta
para os dois testes da analise antioxidante. Esta espécie obteve bons resultados como
sequestrado de radicais livres na area de Mata Atlantica e de quelante do ion de ferroso
na area de Caatinga, sugerindo que para esta planta, os fatores ambientais destas duas

regides agem de modo distinto nestas duas atividades antioxidante.

Vale ressaltar que o fato de ser visto varios valores diferentes entre algumas plantas para
0 mesmo teste antioxidantes e mesmo assim ndo haver diferenca estatistica sugere que
do elenco de plantas analisados pode ter existido uma “compensa¢ao” de valores, ou
seja, uma area que apresentou uma espécie com atividade antioxidante muito melhor
que a outra area, também obteve uma espécie com atividade muito baixa, havendo uma
“compensa¢do” valores da atividade antioxidante entre as espécies de cada area, o qual
pode ter afetado o teste estatistico. Isto pode ser notado quando levamos em
consideracdo apenas os valores das seis espécies com melhor atividade para a area de

Caatinga para o teste de atividade quelante do ion ferroso. O teste estatistico

3
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demonstrou diferenca significativa entre as espécies desta area para esta atividade,
mostrando que com a entrada das demais espécies esta diferenca significativa ndo

aparece.

A ndo correlacdo entre os métodos antioxidantes utilizados corroboram com os achados
da literatura, uma vez que diversos trabalhos mostram a importéancia de se quantificar a
atividade antioxidante por mais de um método (Wang et al., 2009; Lima et al., 2010;
Rufino et al., 2010). Isto demonstra que 0s conjuntos de espécies medicinais analisadas
agem de modos diferentes nas terapias ou doencas as quais as pessoas utilizam, sendo

umas com maior poder em sequestrar radicais e outras em quelar metais.

Os agentes quelantes podem ser considerados como antioxidantes secundarios, pois ndo
agem diretamente inibindo os radicais livres (Gulcin et al., 2005). Eles tém como
funcdo quelar ions ferroso, os quais estdo envolvidos nas reacdes de Haber-Weiss, onde
na presenca de H,O, podem produzir radicais hidroxilas. Apesar de este radical livre ter
vida média curta, eles sdo muito reativos, podendo causar danos ao organismo como
aumentar a permeabilidade da membrana, inativar enzimas e proteinas de transportes e
causar o rompimento do DNA (Olszewer, 1995). Com isso, as amostras quando agem
como quelantes ajudam na ndo producao de radicais livres, fato que esta relacionado aos

compostos secundarios presentes na planta.

Entre os compostos secundarios que podem agir como quelantes, os que apresentam
nitrogénio em sua estrutura estdo mais relacionados com esta acdo do que 0s compostos
fendlicos que apesar também estarem relacionados como quelantes de metais parecem
estad mais associado no sequestro de radicais livres (Ramalho & Jorge 2006; Chan et al.,
2007; Lima et al., 2007; Kumari & Kakka, 2008; Ruan et al., 2008; Rufino et al., 2010;

Zang et al., 2010).
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Por isso os compostos fenolicos séo antioxidantes primarios por serem responsaveis no
sequestro de radicais livres, bloqueando as reacGes em cadeia, isto devido as suas
propriedades redox, que lhes permitem agir como agentes redutores, doadores de
hidrogénio, e supressores de oxigénio singleto (Kahkonen et al., 1999; Dias et al.,
2004), agindo assim de modo direto com os radicais livres. Estes radicais livres podem
causar danos oxidativos em lipidios e proteinas podendo levar a mutagénese, sendo seu
aumento uma caracteristica de pessoas com apresentam cancer ou diabetes, por exemplo

(Govindarajan et al., 2005).

De todas as amostras analisadas, o extrato das folhas de P. guajava apresentaram
destaque pelo fato de terem bons efeitos antioxidantes para os dois métodos nos dois
ambientes. Isto mostra que o0 extrato desta espécie pode ter uma boa a¢do como agentes
primarios e secundarios no sistema antioxidante. As folhas desta espécie apresentam
diversos tipos de compostos secundarios como: taninos, flavonoides, saponinas,
esteroides, terpendides, citoquininas (Gutiérrez et al., 2008; Adeyemi et al., 2009; ),
sendo os fendlicos os que apresentam maior quantidade, como visto no extrato hidro
alcdolico que apresentou alto contetdo fenolico 575,3+15,5 mg GAE/g de matéria de
peso seco (He & Venant, 2004), tendo estes compostos acdo tanto na reducdo do ions
ferroso quanto no sequestro de radicais livres (Tachakittirungrod et al., 2007). Entre
eles, os flavonoides tem destaque, principalmente pela quantidade de quercetina
(Kamath et al., 2008). Esta caracteristica, de ser rica em flavonoides, faz do extrato das
folhas de P. guajava um potente antioxidante, uma vez que, dependendo da estrutura, 0s
flavonoides podem reagir como agente doador de hidrogénio e elétrons, como também
ter a capacidade de quelar metais de transicéo (Barreiros et al., 2006) e estdo envolvidos
em doencas relacionadas ao estresse oxidativo como diabetes, cancer e inflamagdes

(Gutiérrez et al., 2008; Wu et al., 2008).

1
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Com isso, ndo foram observadas diferengas entre o conjunto de plantas analisados para
ambos os métodos, sugerindo que os fatores ambientais que caracterizam os locais de
coleta ndo interferem significativamente neste conjunto de plantas. Os mecanismos de
acdo antioxidante destas plantas agem de modo ndo diretamente correlacionado,

mostrando serem reciprocamente independentes.
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Tabela 1 — Avaliagdo da atividade antioxidante de plantas medicinais comuns em duas regides do Nordeste do

Brasil. Valores médios seguidos por erro padrao.

CE 50 DPPH (CE soem pg/mL)

FIC (CEso em mg/mL)

Espécie / Familia Parte ) ) ) Mata
Caatinga Mata Atlantica  Caatinga o
Atléntica
Anacardium occidentale /
) Casca 23,5+1,60 16,67 £ 1,27 2,33+0,33 1,54 £ 0,15
Anacardiaceae
Cymbopogon citratus /
Folha 267,79 + 8,18 56,23 +17,98  0,35+0,01 2,64 £0,20
Poaceae
Psidium guajava / Myrtaceae Folha 20,18 + 1,12 29,58 + 1,55 0,19+ 0,01 0,37 £ 0,01
Alpinia zerumbet /
o Folha 99,33+1,23 313,85 + 8,29 0,13+0,01 0,47 £0,02
Zingiberaceae
Plectranthus amboinicus /
) Folha 241,30+ 7,38 290,65+358 0,29+0,07 0,600,001
Lamiaceae
Ruta graveolens / Rutaceae Folha 410,70 + 26,94 69,08 £ 3,12 0,46 + 0,02 0,41 +£ 0,02
Chenopodium ambrosioides /
Folha  1387,52+33,95 333,39+13,16 0,41+0,01 0,50 £ 0,02
Amaranthaceae
Lippia alba / Verbenaceae Folha 135,96 = 5,24 122,82+0,43  0,87+£0,02 1,27 £ 0,02
Boerhavia difusa / )
] Raiz 354,98 + 23,66 106,14 + 4,44 0,30+ 0,02 0,28 £ 0,01
Nyctaginaceae
Controle positivo Acido Ascorbico 15,86 + 1,66 EDTA 0,26 £ 0,001
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Abstract

The variation in water availability can cause oxidative stress in plant species, which
respond by producing antioxidants. This is due in part to changes in metabolic pathways
that produce compounds capable of reducing or terminating such stress. Among the
main compounds responsible for antioxidant activities are included the phenolic
compounds. Thus, the aim of this study was to evaluate whether rainfall in a dry forest
in Brazil affects the antioxidant activity and the majority phenolic compounds in the
stem bark of Anadenanthera colubrina. Monthly samplings were performed during one
year for the analysis of free radicals sequestration - by the DPPH method - and for the
identification and quantification of major phenolic compounds by HPLC. These data
were correlated with each other and monthly rainfall. Three major phenolic compounds
were identified and one of these was identified as hyperin. The stem barks showed high
capability in scavenging free radicals. The antioxidant activity and the three compounds
varied little over the year despite the significant difference among a few months. These
differences are apparently not related to rainfall. There was also no correlation between
the major compounds and free radicals scavenging. Our results suggest that rainfall was
not the environmental factor responsible for monthly differences in antioxidant activity
and concentrations of major phenolic compounds from the barks of A. colubrina.

Keywords: dry forest, oxidative stress, water stress; DPPH; hyperin; flavonoid.

1. Introduction

The antioxidant activity has been the subject of several studies by being related to
several pathological processes such as cancer, inflammation, cardiovascular disease and
diabetes (Choi et al., 2002), processes that have in common the increase of reactive
species oxygen (ROS) that cause oxidative stress. Thus, one of the research targets in
search of new antioxidant sources are plants by having developed their own antioxidant
mechanisms against stress. This stress may be related to environmental factors such as
water availability, light intensity, temperature and salinity, causing the plants to adapt to
these situations by producing compounds that act on the antioxidant mechanism (Jaleel
et al., 2009).

Phenolic compounds such as tannins and flavonoids are responsible for the plant
antioxidant defense when it goes through environmental stress or even by different
morphological stages of development causing increased ROS (Pourcel et al., 2007)

helping the plant to chemically adapt to these situations. This adaptation occurs by
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means of genes that activate the biosynthesis of antioxidant mechanisms, in particular

genes of secondary metabolism which aid in plant development (Oh et al., 2009).

Among these metabolites, phenolic compounds are highlighted due to many studies
relating them with the highest antioxidant power of plants (Lee et al., 2004, McCune &
Johns, 2007, Ramirez et al. 2009, Zhang et al. 2010) especially for their ability to
sequester free radicals (Kumari and Kakka, 2008, Zang et al., 2010).

However, there are few papers focusing on the medicinal plants and secondary
metabolites acting in the antioxidant mechanism in situations of environmental stress
(Yong et al., 2006) and the understanding of this process is important, since the
secondary metabolic compounds, in particular those phenolic, play among other roles,
the function of making free radicals into more stable molecules, and can break the chain
forming new radicals (Darling et al., 2006), very important function in both conditions

of oxidative stress in plants and humans.

Thus, our objectives aim at correlating the three factors, namely: available rainfall,
antioxidant activity in free radicals scavenging and majority concentration of phenolic
compounds of Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan. These factors will test three
hypotheses: 1 - The antioxidant activity and/or concentrations of the major phenolic
compounds of extracts from the bark of A. colubrina vary throughout the year; 2 - If
varying, this variation is associated with rainfall; 3 - There is a correlation between the
concentration of major phenolic compounds and the antioxidant power of extracts from

A. colubrina.
2. Materials and Methods
2.1 Sampling site

The plant material was collected in the municipality of Altinho (8 © 29 '32 "'S x 36 °
03' 03" W) Pernambuco, Northeastern Brazil. The specific sampling area was the Cardo
site (08 ° 35'16.1 "S x 36 ° 05' 36.1" W), a rural community located 16 kilometers from
the city center. This community is located in a Caatinga area characterized by a
xerophytic vegetation, showing plants with thorns and deciduous, and a semi-arid
climate, with a long dry period followed by intermittent rains and a short drought period

followed by torrential rains (Araujo et al., 2007, Brasil, 2011). Among the species
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occurring in this region, A. colubrina has been highlighted, since studies show its
therapeutic potential by the diversity of diseases in which it can be used (healing, injury,
cancer and inflammation), as well as its phytochemical characteristic for presenting
large amounts of phenolic compounds, especially in the barks which is the most used
part in the preparation of medicines by the community (Albuquerque et al., 2007, Miller
et al., 2006a, 2006b; Araujo et al., 2008, Albuguerque and Soldati, 2010).

2.2 Sampling the Plant material

Monthly collections (January to December 2010) were performed from the barks of
12 individuals of A. colubrina for 12 months in order to evaluate the antioxidant activity
and the contents of major phenolic compounds. Time samples ranged between 9:30 h

and 13:00 h to reduce the effect of circadian variation (Tausz et al., 2003).

2.3 Extract Preparation

The collected material was dried under shade at temperature around 26° C, ground
in a knife mill and homogenized by sieving particles. With the dried and ground powder
was performed the maceration of six days at 1:20 w/v using 80% methanol. After
maceration, the material was filtered and evaporated under reduced pressure to obtain
the dried extract (Araujo et al., 2012).

2.4 Antioxidant Analysis

The quantification of the antioxidant activity was performed using the assay of
DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) according to the protocol adapted from Sousa et
al. (2007). Aliquots of the dried extracts were diluted at six concentrations ranging
between 100 and 10 mg/mL, so that a curve was obtained for the calculation of ECsy,
according to Souza et al. (2007) (sample concentration or standard which causes 50%
inhibition of the initial DPPH concentration). From each concentration was removed
0.5ml and added 3 ml methanol solution of DPPH free radical to 100 uM. After 30

minutes was performed the absorbance reading at 517 nm (Sousa et al., 2007). Analyses
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were performed in triplicate and from each concentration readings were made in
duplicate. Ascorbic acid was used as positive control at concentrations ranging from 5
to 50 mg/uL (Figure 1).

To determine the effective concentration was firstly calculated the percentage of

remaining DPPH (% DPPHgen), according to the equation:
% DPPHgem = [DPPH] T=t/ [DPPH] T=0 x100

Where: [DPPH]T=t is the DPPH concentration in the medium after the reaction with
extract or control and [DPPH] T = 0 is the initial DPPH concentration (40 pg/mL).

With the DPPHgevm Values was constructed a graph for the ECs calculation,
being concentrations of the positive standard or samples the independent variable and
the percentage of remaining DPPH the dependent variable. The ECsy was determined

from an exponential curve obtained with the graphic.

2.5 Analysis on High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Extracts analyses were performed on a Varian ProStar HPLC system with
quaternary pump (Model ProStar 240), PDA detector (ProStar model 335), and
autoinjector and Varian Galaxie Chromatography Data System software, version
1.9.302.530

The chromatographic separation was performed by reverse phase column
Phenomenex C18 (Phenomenex, 4.6 x 100 mm, 2.6 mM) at room temperature and
monitored at 280 nm. The eluent system gradient consisted of 0.1% formic acid in water

(solvent A) and acetonitrile (solvent B) with 1.3 mL/min flow rate (Aznar et al., 2011).

As reference material for characterization of the major compounds was used
gallate of (-)- epigallocatechin with 95% purity and Hyperin with 96% purity, both from
Sigma-Aldrich. The solvents used in the analysis were HPLC grade and for mobile
preparation was used water in Milli-Q (Millipore Corporation, Bedford, MA).

These analyzes were performed every two months with the same dry extract
used for testing the antioxidant activity, totaling six samplings during the year,

beginning with February and finishing in December.
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For samples preparation, the dried bark extracts collected in these months were
dissolved in methanol at 5 mg/ml. After filtration at 0.22 uM, Allcrom, 9 puL of each
sample was injected into the HPLC system. The relative amount of phenolic compounds
of the extracts was calculated considering the spectrum similarity, and the results were

expressed as equivalents of epigallocatechin gallate (ppm) and extract hyperin (ppm).

The compounds identified with the highest concentrations were regarded as
major compounds. Concentrations of these compounds have been analyzed separately

and their concentrations were summed in combination.
2.6 Data Analysis

To analyze the ECsy values’ normality and concentrations of phenolic
compounds was used the Shapiro-Wilk test. The Kruskal-Wallis test was used to test for
variation in ECs values and phenolic compounds among the sampling months, since

data were not normal (Ayres et al., 2007).

To determine whether a correlation exists between the average monthly ECsg
values and the rainfall rates; the ECsy values and the phenolic compounds; and the
rainfall values and the average phenolic compounds, it was used the test of correlation
coefficient of Spearman (Ayres et al., 2007).

The locality’s rainfall was obtained at the headquarters of the experimental
station of the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA) in Altinho, Pernambuco. The
rainfall was used to correlate with the values of antioxidant activity and concentrations
of major phenolic compounds. This comparison was performed for two periods taking
into account the accumulated rainfall in the last 30 and 60 days prior to the bark
samplings. These two levels were analyzed to understand if the rainfall availability
influences the antioxidant power and concentrations of phenolic compounds from the

barks in immediate or delayed way.
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3. Results

3.1 Annual variation of antioxidant activity and concentrations of major phenolic

compounds

The average annual value of the antioxidant activity was 22.41 = 0.75 um/ml,
varying a little during the years analyzed (Table 1, Figure 4a). The annual average,
despite having high values, differed in relation to the standard compound (H = 14.05, p
<0.05). Table 1 shows that this difference was due to the values obtained in March and
May, which had the highest ECs values and differed significantly compared with the
annual average (H = 11.21, H = 11,61; p <0.05) and all other months. Some months
exhibited antioxidant activity statistically similar to the standard, especially August that

showed the best activity.

Three major phenolic compounds in terms of concentration (Figure 2a)
identified by comparing the spectra of external standards and the retention times (RT)
were observed. Compound 2 was identified as hyperin by showing the same RT and UV
spectrum. Compounds 1 and 3 were measured in equivalent of epigallocatechin gallate
by having the UV spectra more similar to the standard (Figure 3).

The compound 1 concentration showed statistically significant variation among
each other only for April and December, which represent the highest and lowest
concentration of this compound, respectively. The compound 2 concentration, identified
as hyperin, also exhibited significant variation between the initial and final months
showing a slight decrease over the year with February showing the highest
concentration. Compound 3, unlike the others, did not vary significantly among the
analyzed months. When analyzed in combination, the concentration of the three
compounds did not vary over the year (Table 1, Figure 4b). Thus, when analyzing each
of the concentrations of the major phenolic compounds, discrepancy there may be with
respect to annual variation, since two compounds had varied and one remained stable.
This stability throughout the year can also be seen when concentrations are analyzed in

combination, by adding them; suggesting that there may be a tradeoff among these three
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compounds during this period, once the compounds vary when analyzed in isolation but

remain stable when analyzed in combination

3.2 Correlation of the variation on the antioxidant activity and concentrations of
major phenolic compounds with the rainfall

The rainfall data showed that in the year when the study was conducted there was an
atypical rainfall distribution than the expected for this region, once months like
February, March and April had very low rainfall levels (Table 1, Figure 4a). There was
no relationship between the accumulated rainfall (30 and 60 days) and the antioxidant
activity measured by the ECsp (rs =-0.43, p> 0.05 and rs = -0.32 p> .05, respectively).

Although there being no correlation between rainfall and antioxidant activity, the
highest ECso values (lower antioxidant power) were observed in months with less
rainfall (as February, March, May and October). Thus, although being an unusual year
on the rainfall distribution, there seems to be a tendency lower antioxidant activity in

the months with less rainfall (Figure 4a).

Similarly to the results of antioxidant activity, concentrations of the major phenolic
compounds 1, 2 and 3, as well as the concentration of their combination are
uncorrelated with the cumulative rainfall in 30 days (0.08; -0.37; -0.65; -0.60, p> 0.05
respectively) or 60 days (-0.31; -0.08; -0.60; -0.65, p> 0.05 respectively).

3.3 Correlation between the concentration of major phenolic compounds and

antioxidant activity

The antioxidant activity does not correlate with the concentrations of each of the
three phenolic compounds, as well as their combined concentration (Table 2). Only
compound 1 showed significant correlation with ECs, values in three months, two of
them being a negative and one positive correlation. These data are unusual since on two
occasions (February and December) the increased concentration of this compound is
correlated with increased antioxidant activity and on another (in June) the reverse is
true. Thus, our results show that the major phenolic compounds are not the major

components responsible for antioxidant activity directly for A. colubrina or by changes
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in the ECso values that occurred during the months analyzed, with the exception of

compound 1 for a few months.

4. Discussion

4.1 Annual variation of antioxidant activity and concentrations of major phenolic

compounds

As expected, the antioxidant activity varied during the year and this finding
corroborates other studies that showed that this activity may vary during a given period
and that months with less activity can be interspersed with months with higher activity
(Bulovas et al., 2005; Siatka and Kasparova, 2010).

This fluctuation can be partly explained by the antioxidant system becomes
complex by involving different mechanisms of plant metabolism. Thus, some
compounds involved in the antioxidant system may have alteration in their
concentrations throughout the year and not others (Bulovas et al., 2005, Munné-Bosch
and Cela, 2006). In leaves of Camellia sinensis the major catechins (epigallocatechin
gallate, epicatechin and epigallocatechin gallate) varied during the year, and such
variation associated with the following environmental factors: day length, sunlight,
and/or temperature, which can act combined or isolate (Yao et al., 2005). This work
identified that while the production of epigallocatechin gallate and epigallocatechin
gallate are positively influenced by warmer months, the production of epigallocatechin
are positively influenced by the colder months, showing that similar compounds can be
changed by the same factor simultaneously, presenting fluctuations throughout the year.

The major phenolic compounds varied throughout the year, with the exception
of compound 3, which remained stable. Some environmental factors may affect certain
phenolic compounds and do not influence the production of others (Laitinen et al.,
2000; Lavola et al., 2003).

4.2 Correlation of the variation in antioxidant activity and concentrations of major

phenolic compounds with the rainfall
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Although studies show that the water availability affects the production of
compounds involved in the antioxidant activity (Gamble and Burke 1984; Dat et al.,
2000), due to these compounds being generally responsible for the acclimation of plants
to drought, once the low levels of ROS are kept (Dat et al., 2000), the rainfall in our
study was not a factor related to the antioxidant activity and concentration of phenolic

compounds.

A previous study on the effect of seasonal variation in the production of tannins
performed in a similar area showed that during the dry period barks of A. colubrina had
higher levels of this compound than in the rainy season, going against our findings
(Miller et al., 2006a). However, in this study the method used quantifies the total
content of tannins, without distinguishing between molecules, and this may suggest that
the seasonal variation may not correlate with phenolic compounds as found in isolation,

but it may affect a broader group of compounds.

4.3 Correlation between the concentration of major phenolic compounds and

antioxidant activity

Although phenolic compounds being known by having antioxidant effects,
particularly in free radicals scavenging and, their concentration are correlated with the
antioxidant power (Kouakou-Siransy et al. 2010), our data do not support this claim for
the compounds examined. Our findings reinforce the results found in other works, such
as Araujo et al. (2012), which did not correlate the concentration of tannins in the barks
of Spondias tuberosa collected in the same area with the change of antioxidant activity.
Siatka and Kasparova (2010) when studying the flowers of Bellis perennis L. observed
a correlation between total phenolic content and antioxidant activity; however, this
activity is not correlated with the concentration of flavonoids. This shows that other
compounds, including minor components which were identified by HPLC, can be more

directly associated with antioxidant activity.

This suggests that in future works on this species, compounds with lower
concentrations are analyzed for correlation with antioxidant activity. Overall, due to
there being no association between the analyzed phenolic compounds and the
antioxidant activity, it does not mean that these metabolites do not play such an activity.

Furthermore, in case of compound 1 was observed correlation with antioxidant activity
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at two moments, showing that the increased compound concentration was followed by
decreased ECsp of the antioxidant activity. These results lead to two observations. The
first is that if we had collected samples only in February or December it would be
concluded that compound 1 is correlated with the antioxidant activity and making
generalizations about this correlation, fact not observed for the other months. The
second is based on a compound that may have a reduced association with the
antioxidant activity and have a high correlation with such activity depending on the
location of sample collection (Schwartz et al., 2009), this correlation observed with
compound 1 can be changed if samples of A. colubrina are collected from another

environment.

Qualitative and quantitative studies indicate the presence of flavonoids in the
stem barks of A. colubrina (Alencar et al., 2010, Araujo et al., 2008), and this study a
compound was identified as hyperin. No reports on the presence of hyperin for this
species were found in the literature. This flavonoid has proven antioxidant activity in
some studies and these results may be associated with the popular use of the bark of A.
colubrina, since hyperin is one of the major compounds of this species. This compound
has known action against lipid peroxidation and free radicals scavenging, protecting the
organism against myocardial ischemia and stroke, reducing damage to the brain (Chen
et al., 2006, Chen et al., 1998, Wang et al., 1996). The hyperin isolated from the root of
Acanthopanax chiisanensis was the compound responsible for suppressing the PGE;
production and nitric oxide in in vitro tests suggesting the anti-inflammatory activity of
this species (Lee et al., 2004). Analgesic effect was also detected, possibly due to this
compound reducing the calcium concentration into nerve endings (Chen et al., 1989).
The in vitro and in vivo tests used in these studies may partly explain the use of A.
colubrina by residents of the region where the species was collected, since this species
is used in the preparation of medicine related to diseases associated with oxidative

stress, especially for inflammation.
5. Conclusion

These results show that the antioxidant activity and concentrations of major
phenolic compounds from the barks of A. colubrina vary little throughout the year,
despite the significant difference among a few months. Among the three phenolic
compounds tested, only the compound 3 was stable during the study. Variations of
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antioxidant activity and concentrations of major phenolic compounds were not
correlated with rainfall, indicating that other(s) study(s) taking into account other
environmental factor(s) must be performed(s). Furthermore, the phenolic compounds
analyzed were not associated with good antioxidant activity of A. colubrine; however, it
does not mean that such compounds have no antioxidant function. It is suggested that
when analyzing the antioxidant activity of a species in order to correlate with the
concentration of their phenolic compounds, samples should be collected at least two
periods of the year, since these compounds can vary significantly, allowing the study
has only sparse data so that generalizations cannot be made if using only one sampling
date.
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Table 1 - Accumulated rainfall on 30 and 60 days, values of antioxidant activity expressed as ECsy and concentrations of phenolic
compounds 1, 2, 3 from the stem barks of Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan collected in a Caatinga area, Northeast Brazil, in 2010.
The values of antioxidant activity and concentration of phenolic compounds are expressed as mean + standard error.

Months Rainfall 30 Rainfall 60 ECso (Mm/ml) Compound 1 Compound 2 Compound 3 Compound

(2010) days (mm)  days (mm) (Ppm) (Ppm) (Ppm) 1+2+3 (ppm)
January 135.5 143.0 23.83x1.19ac
February 7.5 143.0 23.92+0.74c 5216 £ 7.34ab  49.18 £9.03a 61.33+8.78a 162.68 £19.83a
March 22.5 30.0 27.10+£0.67 b
April 51.0 535 21.60 £ 0.73 ad 68.02+6.68a 38.29+6.39ab 64.28+9.67a 170.60+21.49a
May 8.0 59.0 27.29+0.76 b
June 343.0 351.0 2218+ 1.10acde 53.01+5.34ab 32.13+7.06ab 5560+7.07a 140.75+17.58a
July 96.0 439.0 20.27 £ 1.04 de
Augusto 132.5 228.0 19.92 £ 1.02 de 66.41+8.09a 37.58+10.99ab 60.42+9.35a 144.91+21.30a
September 72.0 204.0 20.29 + 1.18 ad
October 9.0 81.0 22.10+0.86cd 5791+8.08ab 21.35+2.87b 65.64+10.78a 164.42+27.02a
November 46.0 55.0 20.19+£0.71 de
December 70.5 116.5 20.17 £ 0.73 cde 48.28+£4.21hb 32.54+£855Db 51.87x751a 132.69+15.61a
Mean 2241 +£0.75 acd
Ascorbic acid 19.27+£0.29 ¢

Means followed by the same letter means no statistical difference, using p = 0.05.
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Table 2 - Values of Spearman correlation coefficient between the ECsy values of
antioxidant activity and phenolic compounds from the barks of A. colubrina
collected in a Caatinga area of Pernambuco State, Brazil, in 2010.

Months Phenolic compounds
(2010) 1 2 3 1+2+3
February -0.63 * 0.41 0.04 -0.14
April 0.02 -0.07 0.09 0.09
DPPH June 0.63* 0.38 0.39 0.45
August -0.20 0.18 -0.18 -0.11
October -0.48 -0.34 -0.34 -0.33
December -0.64* 0.16 -0.41 -0.36

* values with p < 0.05
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Figure 1 - Experimental Design for the quantification of antioxidant activity in vitro using the
DPPH assay (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl). Adapted from Araujo et al. (2012).
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Figure 2. HPLC-UV chromatogram of phenolic compounds from stem bark extract of
Anadenanthera colubrina. Detection at 280 nm. Peak (1) phenolic compound with similar
spectrum to epigallocatechin gallate; (2) phenolic compound with similar spectrum and
retention time to hyperin; (3) phenolic compound with similar spectrum to gallate (A). HPLC-
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Figure 4 - Variation of antioxidant activity (A) and major phenolic compounds (B) from the
barks of Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan in response to rainfall variation in an area
of Caatinga of Pernambuco, Brazil during 2010.
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6. ARTIGO - HABITAT INFLUENCE
ON ANTIOXIDANT ACTIVITY
AND TANNIN CONCENTRATIONS
OF SPONDIAS TUBEROSA
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Abstract

Context: Different habitat conditions can be responsible for the production of secondary

metabolites and for the antioxidant properties of plant products.

Obijective: Thus, the aim of this study was to evaluate whether the antioxidant activity and
tannin concentrations in the stem bark of Spondias tuberosa Arruda (Anacardiaceae) varied
with collection site.

Material and methods: The bark was collected from 25 individual trees, distributed in five
different landscape units, as follows: agroforestry gardens, areas of pastures, maize cultivation
areas, mountain areas and mountain bases, with the former 3 being considered as
anthropogenic habitats, and the latter 2 considered as habitats with native coverage. The study
was conducted in the rural area of the city of Altinho, Pernambuco State (northeast Brazil).
The DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) method was used to measure the antioxidant

activity and tannin concentrations were evaluated by using the radial diffusion method.

Results: The results demonstrated that there were no significant differences among the tannin
concentrations of the individuals from the native (6.27% + 1.75) or anthropogenic areas
(4.63% + 2.55), (H = 2.24; p > 0.05). In contrast, there were significant differences (H =
5.1723; p < 0.05) among the CEsp means of the antioxidant activities of the individuals from
the native (32.10 pg/ml £ 5.27) and anthropogenic areas (27.07 pg/ml £ 2.29). However,
correlations between the tannin concentrations and antioxidant activity of the extracts were
not observed in the native (r = 0.39; p > 0.05) or in the anthropogenic areas (r = 0.38; p >
0.05).

Discussion and conclusion: Because the variation of the antioxidant capacity of S. tuberosa
bark was not accompanied by a variation in the tannin concentration, this property may be

related to the presence of other metabolite(s).

Keywords: Caatinga; Umbu; DPPH; Radial diffusion method; Free radicals
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Introduction

Environmental, genotypic and phenotypic factors can be responsible for the qualitative-
quantitative variations of secondary metabolites and the antioxidant capacity of plants
(Wieser et al., 2002, 2003; Peltonen et al., 2005; Santos et al., 2006; Monteiro et al., 2006;
McCune & Johns, 2007; Ksouri et al., 2008). Different environmental factors, such as
temperature and water availability, characterize different habitats and, consequently, can

influence plant metabolism.

The combination of temperature, rainfall index and ozone concentration influences the
production of antioxidants, especially ascorbate (Hofer et al., 2008). Many metabolites,
especially secondary ones as phenols, can have their production influenced by several factors
that act synergistically. For instance, longer periods of rainfall and low fertility in the soil act
together in the increase of total phenol and tannin levels in Stryphnodendron polyphyllum
Mart. (Fabaceae) (Jacobson et al., 2005; Santos et al., 2006). However, in relation to tannin
concentrations, the rainfall index and seasonal climate are the main factors associated with the
increase in the production of this metabolite in the leaves of Myracrodruon urundeuva
Allemao (Anacardiaceae) and the bark of Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (Fabaceae)

(Monteiro et al., 2006).

Both age and sun exposure are factors that influence the production of antioxidant
compounds in Fagus sylvatica L. (Fagaceae) leaves; older individuals and those exposed to
more sunlight present a greater photoprotective capacity to the impact of oxidative stress
(Wieser et al., 2003). McCune and Johns (2007), when evaluating the medicinal plants used
by Canadian indigenous, concluded that locations with greater sun exposure, which tend to be

drier or with poorer soil, contained species with enhanced antioxidant activity.
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Thus, this study was aimed at evaluating whether the antioxidant activity and tannin
levels of the stem bark of Spondias tuberosa Arruda (Anacardiaceae) varied according to the
collection sites. To this end, we formulated three questions. Does the antioxidant activity of
the stem bark of this species vary according with collection site? If so, is this variation
accompanied by a variation in the tannin concentration? Is there a relationship between the
tannin levels and antioxidant activity? S. tuberosa is a tree, endemic of the Caatinga, known
locally as “umbu” and used for various purposes, especially food and medicinal (Lins Neto et
al., 2010). Antidiabetic, hypocholesterolemic and anti-inflammatory uses are among the local

therapeutic applications of this plant (Albuquerque et al., 2007; Lins Neto et al., 2010).

Materials and methods
Collection site and the selection of specimens

The collection of the individuals for this study was carried out, in July 2009, in a rural
community known as “sitio Cardao” (08° 35" 16.1” S x 36° 05’ 36.1” W), Altinho — PE,
northeast Brazil (8° 29’ 32" S x 36° 03’ 03" W). This region is characterized by Caatinga
vegetation, with a hot, semi-arid climate (Bshs’) and an average temperature above 26°C.
Rainfall is very irregular; in 2009, it rained 994.5 mm? in Altinho (IPA, 2010). The specie
was identified by biologist Luciana G. de Sousa and the voucher was incorporated into the
Herbarium Vasconcelos Sobrinho of the Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) under the number 48652.

Similar to other areas of the Caatinga (Sampaio, 2002; Albuquerque & Andrade, 2002;
Araujo et al., 2007), the community of Caréo has experienced significant changes in the local

vegetation due to the conversion of land use to pastures, permanent and/or temporary crops
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and timber resources (Almeida et al., 2011). These changes are responsible for the formation
of landscape units associated with specific types of management (Lins Neto et al. 2010;
Almeida et al., 2011). For the studied region, Almeida et al. (2011) recognized the following
landscape units:

Mountain area — a mountain range adjacent to the community (690 m of altitude), with
a predominance of shrubs and trees approximately 10 m tall and trees reaching over 50 cm of
stem diameter at ground level. Portions of this area were cleared approximately 60 years ago
for the planting of subsistence crops, however, in the inclined areas that lead to the flat part of
the mountain area, these activities have ceased, and the vegetation has been regenerating for
approximately 50 years.

Mountain base — a transitional area between the mountain area and the regions with
agriculture and grazing, which are on the flat areas, with altitudes that vary between 460 and
520 m. This area has been regenerating for approximately 15 years, after the abandonment of
farming. It is covered with shrubs approximately 3 m in height and some trees.

Pasture — an area used for raising cattle and goats, where the vegetation was cleared
approximately 30 years ago. These areas tend to be flat, with herbaceous vegetation and
altitudes ranging from 440 to 460 m.

Cultivation areas — these areas differ from the pasture in that they are used for the
cultivation of maize, beans and cactus pear [Opuntia ficus-indica Mill (Cactaceae)]. Among
the agricultural practices is the preparation of the soil for planting, which consists of yearly
plowing and cutting of the few woody and herbaceous elements.

Agroforestry gardens — areas closer to households where, as in the cultivation and
pasture units, the individuals of S. tuberosa and some other species are cultivated because of

their desirable characteristics, such as medicinal, food and shade uses.
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Based on this characterization, we classified the landscape units into the native areas
(the mountain area and mountain base) and the anthropogenic areas (the pasture, cultivation
and agroforestry gardens). From each of these landscape units were randomly selected five
individuals, for a total of 25, with 10 being from the native areas and 15 from the
anthropogenic areas. The selection was based on 20 individuals previously marked by Lins
Neto (2008) in each unit.

Samples of the stem bark were collected from each individual, as this is the part of the
plant used to treat diseases in the region (Albuquerqgue et al., 2007; Lins Neto et al., 2010). All
of the plant material was collected on the same day in July, 2009, that occasionally, was the
wettest month of the year, with 213.5 mm? of rainfall in the city of Altinho (IPA, 2010).

In vitro analysis of the antioxidant activity
Plant extract

Dry and pulverized bark was macerated for six days, at a ratio of 1:20 w/v in 80% methanol.
The material was then filtered through filter paper, and the extraction alcohol was evaporated
under reduced pressure, generating a dry extract. Based on this dry extract, three independent
samples were prepared in methanol with a concentration of 500 pg/mL. For each of these 3

samples, 6 dilutions were made, at concentrations of 100, 50, 25, 20, 15 and 10 pg/mL.

Measurement of the antioxidant activity by the DPPH method (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl)

The antioxidant activity was assessed using the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) assay,
according to a protocol adapted from Cotelle et al. (1996) and McCune and Johns (2002,

2007). For this purpose, a DPPH solution was prepared at 100 uM in methanol. From each
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dilution of the extract (see above), 0.5 mL was added to 3.0 mL of the DPPH solution in a test
tube; these analyses were carried out in duplicate. After 30 min of incubation, the absorbance
of the solution was determined by a spectrophotometer at 517 nm (Figure 1). Ascorbic acid

was used as a positive control at concentrations of 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 and 50 pg/mL.

Based on the absorbance readings, the CEsy was obtained, which represents the
concentration of extract or ascorbic acid (positive control) required to decrease the initial
concentration of DPPH by 50%. To calculate the CEsp, a graphic was prepared where the
sample concentrations (pug/mL) or positive control were displayed in the abscissa and the
percentage of DPPH remaining (% DPPHgrem) was placed in the ordinate, obtaining a first
order exponential curve and its equation (Sousa et al., 2007). The %DPPHggm Was calculated

according to the following formula:

%DPPHgem = ([DPPH] = /[DPPH]1=0)x100,

where [DPPH]y=; corresponds to the concentration of DPPH after reaction with the
extract, and [DPPH]+y=o is the initial concentration of DPPH, that is, 40 pg/mL (100 pmol/L)

(Sousa et al., 2007).

Analysis of tannins

Plant extracts

The dry and pulverized bark was standardized by sieving through a 16-mesh (1 mm in
diameter) screen. The plant material was extracted for 1 hour at room temperature, using 50%

methanol, at a ratio of bark:solvent of 50:1 (mg:mL).
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Preparation of assay plates

The radial diffusion method (Hagerman, 1987), adapted by Cabral et al. (2010), was used to
determine the tannin concentrations. This analysis is based on the same principles of
immunoassay methods because of the similarity, in some aspects, that exist between the
interactions of antigen-antibody and protein-tannin, forming multivalent complexes that
precipitate and are visible. The area of the complex, in this case, is linearly proportional to the
tannin quantity (Hagerman, 1987; Cabral et al., 2010).

A gel was prepared using a solution of 50 mM acetic acid and 60 uM ascorbic acid
and adjusting the pH to 5.0 by the addition of sodium acetate. Agarose (type 1) (Sigma-
Aldrich) was added to 1%, and this mixture was stirred and heated until it boiled for the
homogenization of the agarose. After cooling to 45°C, bovine serum albumin (BSA) fraction
V, free of fatty acids (Sigma-Aldrich), was added to 0.1%.

Ten milliliters of the solution was distributed into 9.0 cm Petri plates and left on a
level surface to obtain a uniform layer of gel until total solidification. Wells of 4 mm in
diameter were created, 2.0 cm apart from each other and from the edges of the plates. Three
successive portions of 8 puL from each extract were applied to the wells of the diffusion gel.
All analyses were performed in authentic triplicates.

For the preparation of the standard curve, 2, 4, 8, 12, 16 and 20 pL of an aqueous
solution of tannic acid (25 mg/mL) was distributed into the wells in triplicate. Portions greater
than the capacity of the wells were fractionally added to avoid overflow.

To analyze the size of the obtained diameters, the plates were scanned using a scanner.
The diameter of the rings were measured through Corel Drawe X3 program Version 13, by
drawing a circle, using the model of the program and taking the average of two perpendicular

diameters for each ring. Readings for the standard curve were inserted in a scatter plot to
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obtain the line equation through linear regression with aid of Excel software version 2003
(Cabral et al., 2010).

Data analysis

Because the data were not normally distributed, the Kruskal-Wallis test was used to assess
whether or not the collection site (habitat) influenced the antioxidant activity and tannin
concentrations of the extracts. The Spearman correlation test was used to determine whether
there was a relationship between the tannin concentrations and antioxidant activity. The

software BioEstat 5.0 was employed in all tests (Ayres et al., 2007).

Results and discussion

On average, the individuals collected from the anthropogenic areas had the highest values of
antioxidant activity (Table 1). Among the landscape units, the area closest to households
provided the greatest activity, which presented, on average, smaller CEsp values (25.62
png/mL) (Table 1). Statistically, there was a significant difference between the total mean of
the CEsp of the antioxidant activity of the individuals from the anthropogenic (27.07 pg/ml =
0.73) and native areas (32.10 pg/ml + 2.82) (H = 5.1723; p < 0.05). These results
corroborated other studies showing that different collection sites is a factor that can influence
the antioxidant activity of plants (Wildi & Litz, 1996; McCune & Johns, 2007; Anli & Vural,

2009).

The soil fertility is another one of these factors. McCune and Johns (2007) noted that
medicinal plants collected at sites with lower soil fertility and water availability had the
highest antioxidant activities (smallest CEsp). However, this result disagrees with ours in the

sense that the areas with the smallest values of CEsy were those of households and pastures,
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which in a previous study conducted by Lins Neto (2008), presented a higher fertility when

compared to the other areas (Table 1).

Furthermore, this difference in the antioxidant activity among the collection sites can
be explained by the fact that, although environmental factors affect the antioxidant activity of
plants, not all of the compounds responsible for this activity necessarily need to be affected:
the environment can influence some antioxidant compounds and not others (Wieser et al.,
2003). Anli and Vural (2009) observed that some phenolic compounds may be found in
significantly different concentrations, while others are not, depending on the collection site,

consequently altering the antioxidant capacity.

Although our study evaluated only the bark of S. tuberosa, the collection site also has
been reported to influence the ascorbic acid concentrations in the fruits of individuals from
the same community (Lins Neto, 2008). Ascorbic acid has a known antioxidant activity, and
similar to our findings, it was observed that individuals collected in areas near households
presented significant differences, with greater concentrations of ascorbic acid, when

compared to other collection sites (Lins Neto, 2008).

Overall, the analysis of the tannin concentrations demonstrated that there was no
significant difference between the individuals from the native (6.27% =+ 0.46) and
anthropogenic areas (4.64% =+ 1.05), (H = 2.24; p > 0.05). Despite the lack of a statistical
difference, it is worthwhile to mention that the highest concentrations of tannin, on average,
were found in the native area units. Among them, the Forest area had the highest

concentrations (6.73%) and the lowest antioxidant activity (Table 1).

Although some previous studies have demonstrated that environmental effects and

collection sites influence the production of phenolic compounds, especially those related to
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tannins (Monteiro et al. 2006; Alonso-Amelot et al., 2007; Anli & Vural 2009), our results
corroborate other studies, which have reported that abiotic stresses increase the concentration
of phenolic compounds, though not necessarily tannins, resulting in an increase in the

antioxidant activity (Navarro et al., 2006; Ksouri et al., 2007, 2008).

The difference in tannin concentrations, although not significant, may be related to the
differences in the soil fertility found by Lins Neto (2008), given that the most fertile areas
presented the smallest values of tannin concentrations in our study. Fertile soils seem not to
influence the increase of tannin concentrations, presenting at times an inverse relationship
with some compounds that are necessary for plant development, such as nitrogen,
phosphorus, sulfur and potassium (Koricheva et al., 1998; Fidelis, 2003; Gobbo-Neto &

Lopes, 2007).

Although several studies have correlated phenolic compounds, including tannins, with
antioxidant activity (Lima et al., 2004; McCune & Johns, 2007; Ramirez et al. 2009; Zhang et
al. 2010), a correlation between the tannin concentrations and the CEs were observed neither
in the native (r = 0.39; p > 0.05) nor in the anthropogenic areas (r = 0.38; p > 0.05). These
findings substantiate several previous studies (Sousa et al, 2007; Anli & Vural, 2009;
Kéhkonen et al. 1999). Sousa et al. (2007), when analyzing five medicinal plants, observed
that there was no positive correlation between the quantity of total phenols and the antioxidant
activity for some species, suggesting that other constituent more effectively contributes to the
sequestration of free radicals. Kahkdnen et al. (1999) analyzed 92 different plant extracts,
sub-grouped into fruits, herbs, vegetables, grains and trees, and observed no significant
correlation between the concentration of total phenols and the antioxidant activity in any of
the studied subgroups, concluding that antioxidant activity cannot be predicted based on

phenolic content. A study on grape varieties from Turkey demonstrated that, although
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varieties collected in a given region presented the highest phenolic concentrations and the
greatest antioxidant capacities than those from other regions, it does not seem reasonable to
claim a direct relationship between the antioxidant capacity and the total phenolic content of
the varieties (Anli & Vural, 2009). Other studies have shown that phenolic compounds can
differ qualitatively and quantitatively, both among cultivars and among different parts of the

plant (Cartea et al., 2011).

The best explanation for the lack of a relationship between the antioxidant capacity
and the tannin concentration, under the same conditions, is the fact that certain compounds
with antioxidant properties respond differently to these conditions. Lavola et al. (2003), when
studying Pinus sylvestris, concluded that the environmental factors that positively affect the
pathway of the secondary metabolism of flavonoids also negatively affect, or are neutral, in

the tannin pathway.

Wieser et al. (2003) studied the leaves of Fagus sylvatica in different gradients of
exposure to solar radiation, and observed that the individuals that received more exposure to
this factor presented a significant increase in the concentration of ascorbate and o—tocopherol;
however, the concentration of glutathione did not differ when compared to plants in the shade,
showing that some compounds may be more sensitive to certain factors. Similarly, the
collection site was shown to influence the production of antioxidant phenolic compounds,
such as catechin, epicatechin, vanillic acid and syringic acid, in grape varieties collected in

different regions of Turkey (Anli & Vural, 2009).

This influence can occur within the same group of metabolites, as reported by Siatka
and KasSparova (2010). These authors showed that, although there is a correlation between the
antioxidant activity and the concentration of total phenols in the flowers of Bellis perennis L.,

a correlation between the concentration between total flavonoids and antioxidant activity was
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not observed, showing that not all of the flavonoids were responsible for this activity. Based
on this idea, a portion of the tannins of the species studied in this report may not have the
same antioxidant capacity, given that the radial diffusion method does not qualitatively

distinguish tannins (Hagerman, 1987).

Conclusions

Our results indicate that, for the studied areas, the collection sites did not influence the tannin
concentrations of Spondias tuberosa, although the collection site was responsible for the
differences in the antioxidant activity. Because the variation in the antioxidant capacity of S.
tuberosa bark was not accompanied by a corresponding variation in the tannin concentration,
this variation may be related to the presence of other metabolite(s), whose production and/or

accumulation is likely more sensitive to different habitats.
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Figure 1- The experimental design of the measurements of the antioxidant activity in vitro, using

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl).

Table 1 — The CEs, of the antioxidant activity (expressed in pg/mL) and the tannin
concentration (expressed as the percentage of Spondias tuberosa Arruda bark) collected in

different landscape units of the Caatinga, Northeast Brazil.

. CE 50 ascorbic Tannin
g it CEso (ng/mL) acid (ug/mL) | concentration
% Household Mean + error 25.62 +1.19 22.16 5.17% = 1.25
L
8 Cultivation Mean * error 27.67+1.17 21.13 2.95% + 0.32
[a
O
QI__C Pasture Mean + error 27.93+0.32 19.59 5.78% + 1.32
|_
<Z,: Overall mean * error 27.07+0.73 2096 +£0.75  4.64% +1.05
" Mountain d&rea  Mean * error 34.93+234 19.91 5.81% + 0.93
>
X Forest Mean terror ~ 29.28 +1.75 21.00 6.73% + 0.63
prd
Overall mean * error 32.10 + 2.82 20.45 + 0.54 6.27% * 0.46
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7. CONCLUSOES
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7. Conclusotes

Ambas as comunidades apesar de selecionarem plantas de modos diferentes,

conhecem espécies com alta capacidade no sequestro de radicais livres.

A alta capacidade antioxidante pode ser devido ao consenso entre os informantes, em
especial aos que moram proximos a area de Mata Atlantica devido aos valores obtidos pela
analise antioxidante das plantas desta area terem sido correlacionados com 0s escores

estabelecidos pela adaptacdo do indice de importancia relativa (IR%).

Né&o foram observadas diferencas entre o conjunto de plantas analisados em relacéo a
atividade antioxidante, sugerindo que os fatores ambientais que caracterizam os locais de

coleta ndo interferem significativamente neste conjunto de plantas.

Os mecanismos de acdo antioxidante destas plantas agem de modo néo diretamente

correlacionado, mostrando serem reciprocamente independentes.

A atividade antioxidante e as concentracGes dos compostos fendlicos majoritarios das
cascas de A. colubrina variam durante o ano, apesar de haver diferenca significativa entre

alguns meses.

Os compostos fendlicos majorotarios de A. colubrina , apenas um manteve-se estavel
durante 0 ano de estudo. As variagdes da atividade antioxidante e das concentracdes dos
compostos fendlicos majoritarios ndo foram correlacionados aos indices pluviométricos,
revelando que outro(s) estudo(s) que levem em consideracdo outros fatores ambientais

deve(m) ser realizado(s).

Os compostos fenolicos analisados ndo estdo associados com a boa atividade
antioxidante de A. colubrina, contudo ndo quer dizer que tais compostos ndo tém funcao
antioxidante. Sugere-se que ao analisar a atividade antioxidante de uma espécie a fim de
correlacionar com a concentragdo de seus compostos fenolicos, deva-se coletar amostras de
no minimo dois periodos do ano, uma vez que tais compostos podem variar
significativamente, podendo o estudo ter dados apenas pontuais de modo que nédo possa fazer

generalizagGes caso use apenas uma data de coleta.

Os locais de coleta ndo interferem nos teores de taninos de S. tuberosa, para as areas

estudadas, porém estes mesmos fatores sdo responsaveis pela diferenca na atividade
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antioxidante. Uma vez que a variagdo do poder antioxidante das cascas de S. tuberosa néo foi
acompanhada pelos teores de taninos, esta variacdo relaciona-se com a presenca de outro(s)
metabolito(s) cuja producdo provavelmente € mais sensivel a diferentes condicfes de habitats.
Contudo torna-se dificil identificar que ou quais fatores interferem nestas modificacdes visto
que o material vegetal foi coletado em ambiente natural ndo podendo separa a influencia

multifatorial do ambiente.

124



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

8. REFERENCIAS

125



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

8. Referéncias

Agra, M.F., Baracho, G.S., Nurit, K., Basilio, 1.J.L.D., Coelho, V.P.M. (2007). Medicinal and
poisonous diversity of the flora of “Cariri Paraibano”, Brazil. Journal of
Ethnopharmacology v. 111, pp. 383-395.

Akerreta, S., Cavero, R. Y., Lopez, V., Calvo, M. I. (2007). Analyzing factors that influence
the folk use and phytonomy of 18 medicinal plants in Navarra. Journal of Ethnobiology and
Ethnomedicine 3(16).

Albuquerque, U. P. (2006). Re-examining hypotheses concerning the use and knowledge of
medicinal plants: a study in the Caatinga vegetation of NE Brazil. Journal of Ethnobiology
and Ethnomedicine, 2, 1-10.

Albuquerque, U. P., Medeiros, P. M., Almeida, A. L. S., Monteiro, J. M., Lins Neto, E. M. F.,
Melo, J. G., Santos, J. P. (2007). Medicinal plants of the Caatinga (semi-arid) vegetation of
NE Brazil: a quantitative approach. Journal of Ethnopharmacology, 114(3), 325-54.

Almeida, C. F. C. B. R., Amorim, E. L. C., Albuguerque, U. P., Maia, M. B. S.. (2006).
Medicinal plants popularly used in the Xing6 region — a semi-arid location in Northeastern
Brazil. Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine, 2(15).

Begossi, A., Hanazaki, N., Tamashiro, J. Y. (2002). Medicinal Plants in the Atlantic Forest
(Brazil):Knowledge, use, and conservation. Human Ecology,.30(3).

Bianchi, M. L. P., Antunes, L. M. G. (1999). Radicais livres e 0s principais antioxidantes da
dieta. Revista Nutricéo, 12(2), 123-130.

Botes, L.,Westhuizen, F.H., Loots D.T. (2008). Phytochemical Contents and Antioxidant
Capacities of Two Aloe greatheadii var. davyana Extracts. Molecules13, 2169-2180.

Boudet, A.-M. (2007). Evolution and current status of research in phenolic compounds.
Phytochemistry, 68, 2722-2735.

Bulbovas, P., Rinaldi, M. C. S., Delitti, W. B. C., Domingos, M. (2005). Varia¢do sazonal em
antioxidantes em folhas de plantas jovens de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil). Revista
Brasileira de Botanica, 28(4), 687-696.

Canales, M., Hernandez, T., Caballero, J., Romo de Vivar, A., Avila, G., Duran, A., Lira, R.
(2005). Informant consensus factor and antibacterial activity of the medicinal plants used by
the people of San Rafael Coxcatlan, Puebla, México Journal of Ethnopharmacology, 97,
429-439.

Cheeseman, K. H., Slater, T. F. (1996). Radicais livres em medicina. Ed. Interlivros, Rio de
Janeiro, 260p.

Chiang, Y.M., Chuang, D.Y., Wang, S.Y., Kuo, Y.H., Tsai, P.W., Shyur, L. F. (2004).
Metabolite profiling and chemopreventive bioactivity of plant extracts from Bidens pilosa.
Journal of Ethnopharmacology, 95, 409-419.

126



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

Chludil, H. D., Corbino, G. B., Leicach, S. R. (2008). Soil Quality Effects on Chenopodium
album Flavonoid Content and Antioxidant Potential. Journal. Agricultural and Food
Chemical, 56, 5050-5056.

Choi, C. W., Kim, S. C., Hwang, S. S., Choi, B. K., Ahn, H. J., Lee, M. Y, Park, S. H., Kim,
S. K. (2002). Antioxidant activity and free radical scavenging capacity between Korean
medicinal plants and flavonoids by assay-guided comparison. Plant Science, 163, 1161-1168.

Dat, J., Vandenabeele, S., Vranova, E., Montagu, M. V., Inzé, D., Breusegem, F. V. (2000).
Dual action of the active oxygen species during plant stress responses. Cellular and
Molecular Life Science, 57, 779-795.

Desmarchelier, C., Lisboa Roméo, R., Coussio, J., Ciccia, G., (1999). Antioxidant and free
radical scavenging activities in extracts from medicinal trees used in the ‘Caatinga’ region in
northeastern Brazil. Journal of Ethnopharmacology, 67, 69-77.

Di Stasi, L. C., Oliveira, G. P., Carvalhaes, M. A., Queiroz-Junior, M., Tien, O. S., Kakinami,
S.H., Reis M. S. (2002). Medicinal plants popularly used in the Brazilian Tropical Atlantic
Forest. Fitoterapia 73, 69-91,

Dias, A. P. S., Pina, J. M., Rinaldi, M. C. S., Moraes, R. M. (2007). Atividade de
antioxidantes em folhas de Psidium guajava ‘Paluma’ em diferentes estagios de maturagdo
expostas ao 0zénio. Revista Brasileira de Biociéncias, 5(2), 15-17.

Esterbauer, H., Wég, G., Puhl, H. (1996). Peroxidacéo lipidica e seu papel na aterosclerose.
In: Cheeseman, K. H., Slater, T. F., Radicais livres em medicina. Ed. Interlivros, Rio de
Janeiro, 87-96.

Falodun, A., Okunrobo, L.O.,Uzoamaka N. (2006). Phytochemical screening and anti-
inflammatory evaluation of methanolic and aqueous extracts of Euphorbia heterophylla Linn
(Euphorbiaceae). African Journal of Biotechnology, 5(6).

Ferreira, A.L.A., Matsubara L.S. (1997). Radicais livres: conceitos, doencas relacionadas,
sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista de Assisténcia Médica Brasil, 43(1),61-8.

Gamble, P. E., Burke, J. J. (1984). Effect of Water Stress on the Chloroplast Antioxidant
System: I. Alterations in glutathione reductase activity. Plant Physiology, 76, 615-621.

Gobbo-Neto, L., Lopes, N. P. (2007). Plantas medicinais: fatores de influéncia no contetdo de
metabolitos secundarios. Quimica Nova, 30 (2), 374-381.

Gottlieb, O.R., Kaplan, M.A.C., Borin, M.R.M. (1996). Biodiversidade — um enfoque
quimico-bioldgico. Editora UFRJ, Rio de Janeiro.

Govindarajan, R., Vijayakumar, M., Pushpangadan, P. (2005). Antioxidant approach to
disease management and the role of ‘Rasayana’ herbs of Ayurveda. Journal of
Ethnopharmacology, 99, 165-178.

Havaux, M., (1998). Carotenoids as membrane stabilizers in chloroplasts. Trends in Plant
Science, 3, 147-151.

127



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

Hanazaki, N., Souza, V. C., Rodrigues, R. R. (2006). Ethnobotany of rural people from the
boundaries of Carlos Botelho State Park, S&o Paulo State, Brazil. Acta Botanica Brasilica,
20(4), 899-909.

Jaleel, C. A., Riadh, K., Gopi, R., Manivannan, P., Inés, J., Al-Juburi, H.J., Chang-Xing, Z.,
Hong-Bo, S., Panneerselvam, R. (2009). Antioxidant defense responses: physiological
plasticity in higher plants under abiotic constraints. Acta Physiology Plant, 31, 427-436.

Khafagi, I. K., Dewedar A. (2000). The efficiency of random versus ethno-directed research
in the evaluation of Sinai medicinal plants for bioactive compounds. Journal of
Ethnopharmacology, 71, 365-376.

Ké&hkonen, M. P., Hopia, A. I., Vuorela, H. J., Rauha, J. P., Pihlaja, K., Kujala, T. S. E
Heinonen, M.. (1999). Antioxidant Activity of Plant Extracts Containing Phenolic
Compounds. Journal Agricuture and Food Chemistry, 47(10), 3954-3962.

Ksouri, R., Megdiche, W., Falleh, H., Trabelsi, N., Boulaaba, M., Smaoui A., Abdelly, C.
(2008). Influence of biological, environmental and technical factors on phenolic content and
antioxidant activities of Tunisian halophytes. Comptes Rendus Biologies, 331, 865-873.

Kumari A., Kakkar P. (2008). Biomedical and Screening of Antioxidant Potential of
Selected Barks of Indian Medicinal Plants by Multiple in vitro Assays. Environmental
Sciences 21, 24-29.

Lee, S., Jung, S. H., Lee, Y.S., Yamada, M., Kim, B.-K., Ohuchi, K., Shin, K.H. (2004).
Antiinflammatory activity of hyperin from Acanthopanax chiisanensis roots. Archives of
Pharmacal Research, 27(6), 628-632.

Lopez, F. A. T., Mondragén, L. V., Hernandez, G. P. (2006). Los flavonoides y el sistema
cardiovascular: ¢Pueden ser una alternativa terapéutica? Archivos de Cardiologia de
Mexico, 76 (04), 33-45.

Maestri, D. M., Nepote, V., Lamarque, A. L., Zygadlo, J. A. (2006). Natural products as
antioxidants. In: Imperato F. (Ed.) Phytochemistry: Advances in Research. Research
Signpost. Kerala, India, 105-135.

Martini, N.D., Katerere, D.R.P., Eloff, J.N. (2004). Biological activity of five antibacterial
flavonoids  from  Combretum  erythrophyllum  (Combretaceae).  Journal  of
Ethnopharmacology, 93, 207-21.

Matsubara, L.S., Ferreira, A.L.A, Tornero, M.T.T., Machado, P.E.A. (1992).Influence of
diabetes mellitus on the glutathione redox system of human red blood cells. Brazilian
Journal Medicinal Biology Research, 25, 331-5.

Mccune, L. M., Johns, T. (2002). Antioxidant activity in medicinal plants associated with the
symptoms of diabetes mellitus used by the Indigenous Peoples of the North American boreal
forest. Journal Ethnopharmacology, 82, 197-205.

Mccune, L. M., Johns, T. (2007). Antioxidant activity relates to plants part, life form and
condition in some diabetes remedies. Journal Ethnopharmacology, 112, 461-469.

128



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

Monteiro J. M., Albuquerque U. P., Lins Neto E. M. F., Araujo E. L., Amorim E. L. C.
(2006a). Use patterns and knowledge of medicinal species among two rural communities in
Brazil's semi-arid northeastern region. Journal of Ethnopharmacology,105, 173-186.

Monteiro, J. M., Lins Neto, E. M. F., Araujo, E. L , Amorim, E. L C., Albuquerque, U. P.
(2006b). The effects of seasonal climate changes in the Caatinga on tannin levels in
Myracrodruon urundeuva and Anadenanthera colubrina. Revista Brasileira de
Farmacognosia, 16, 338-344.

Navarro, J. M., Flores, P., Garrido, C., Martinez, V. (2006). Changes in the contents of
antioxidant compounds in pepper fruits at different ripening stages, as affected by salinity.
Food Chemistry, 96, 66—73.

Neill, S., Desikan, R., Clarke, A., Hurs, R.D., Hancock, J. (2002).Hydrogen peroxide and
nitric oxide as signalling molecules in plants. Journal of Experimental Botany, 53, 1237—
1247.

Oh, M.-M., Trick, H. N., Rajashek, C.B. (2009). Secondary metabolism and antioxidants are
involved in environmental adaptation and stress tolerance in lettuce. Journal of Plant
Physiology, 166, 180-191.

Olszewer, E.1995. Radicais livres em medicina. 2ed. Sdo Paulo 204p.

Pastene, E. R. (2009). Estado actual de la busqueda de plantas con actividad antioxidante.
Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas,.8 (6).

Peltonen, P., Vapaavuori, E., Julkunen-Tiitto, R., (2005). Accumulation of phenolic
compounds in birch leaves is changed by elevated carbon dioxide and ozone. Global Change
Biology, 11, 1305-1324.

Pereira, R.C., Oliveira, M.T.R., Lemos, G.C.S. (2004).Plantas utilizadas como medicinais no
municipio de Campos de Goytacazes - RJ. Revista Brasileira Farmacognosia, 14(01), 37-
40.

Pereira, D.M., Valentdo, P., Pereira, J.A., Andrade, P.B. (2009). Phenolics: From Chemistry
to Biology. Molecules, 14, 2202-2211

Pinto, E. P. P., Amorozo, M. C. M., Furlan, A. (2006). Conhecimento popular sobre plantas
medicinais em comunidades rurais de Mata Atlantica — Itacaré, BA, Brasil Acta Botonica
Brasilica, 20(4), 751-762.

Pilarski, R., Zielinski, H., Ciesiolka, D., Gulewicz, K. (2006). Antioxidant activity of
ethanolic and aqueous extracts of Uncaria tomentosa (Willd.) DC. Journal of
Ethnopharmacology, 104, 18-23.

Polle A., Rennenberg H. (1992). Field studies on Norway spruce trees at high altitudes: II.
Defence systems against oxidative stress in needles. New Phytologist, 121, 635-642.

Rivero, R.M., Ruiz, J.M., Romero, L. (2004). Oxidative metabolism in tomato plants
subjected to heat stress. Journal of Horticultural Science & Biotechnology, 79, 560-564.

129



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

Ruan Z. P, Zhang L.L., Lin, Y.M. (2008). Evaluation of the Antioxidant Activity of
Syzygium cumini Leaves. Molecules, 13, 2545-2556.

Rufino M.S.M., Alves R.E., Brito E.S., Pérez-Jiménez J., Saura-Calixto F., Mancini-Filho J.
(2010). Bioactive compounds and antioxidant capacities of 18 non-traditional tropical fruits
from Brazil. Food Chemistry 121, 996-1002.

Santos, S.C., Costa, W.F., Batista, F., Santos, L.R., Ferri, P. H, Ferreira, H.D., Seraphin, J.C.
(2006). Brazilian Seasonal variation in the content of tannins in barks of barbatimdo species.
Journal of Pharmacognosy, 16(4), 552-556.

Scott, M.D., Lubin, B.H., Zuo, L., Kuypers, F.A. 1991. Erythrocyte defense against hydrogen
peroxide: preeminent importance of catalase. Journal Laboratory Clinical Medical, 118(1),
7-16.

Severino, J. F., Stich, K., Soja, G. (2007). Ozone estresse and antioxidant substances in
Trifolium repens and Centaurea jacea leaves. Environmental Pollution, 146, 707-714.

Siatka, T., KaSparova, M. (2010). Seasonal Variation in Total Phenolic and Flavonoid
Contents and DPPH Scavenging Activity of Bellis perennis L. Flowers. Molecules, 15(12),
9450-9461.

Silva, A. C. O., Albuquerque, U. P. (2005). Woody medicinal plants of the Caatinga in the
state of pernambuco (Northeast Brazil): floristic and ethnobotanical aspects. Acta Botanica
Brasilica, 19(01), 17-26.

Silva, A. J. R., Andrade, L. H. C. (2005). Etnobotanica nordestina: estudo comparativo da
relacdo entre comunidades e vegetacdo na Zona do Litoral - Mata do Estado de Pernambuco,
Brasil. Acta Botanica Brasilica,19(1), 45-60.

Silva, F. G., Oliveira, C. B. A,, Pinto, J. E. B., Nascimento, P. V. E., Santos, S.C., Seraphind,
J. C., Ferri, P. H. (2007). Seasonal Variability in the Essential Oils of Wild and Cultivated
Baccharis trimera. Journal Brazilian Chemistry Society, 18 (5).

Srinivasan, R., Chandrasekar, M.J..N., Nanjan, M..J., Suresh, B. (2007). Antioxidant activity
of Caesalpinia digyna root. Journal of Ethnopharmacology, 113, 284-291.

Slish D.F., Ueda H., Arvigo R., Balick M.J. (1999). Ethnobotany in the search for vasoactive
herbal medicines. Journal of Ethnopharmacology, 66, 159-165.

Slesak 1., Libik M., Karpinska B., Karpinski S., Miszalski Z. (2007). The role of hydrogen
peroxide in regulation of plant metabolism and cellular signalling in response to
environmental stresses. Acta Biochimica polonica, 54 (1), 39-50.

Vellosa, J. C. R., Khalil, N. M., Formenton, V. A. F., Ximenes, V. F., Fonseca, L. M., Furlan,
M., Brunetti, I. L., Oliveira, O. M. M. F. (2006). Antioxidant activity of Maytenus ilicifolia
root bark. Fitoterapia, 77, 243-244.

Wahid, A., Gelani, S., Ashraf, M., Foolad, M.R. (2007). Heat tolerance in plants: An
overview. Environmental and Experimental Botany, 61, 199-223.

130



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

Wang, W., Vinocur, B., Altman, A. (2003). Plant responses to drought, salinity and extreme
temperatures: towards genetic engineering for stress tolerance. Planta, 218, 1-14.

Zhou, R., Zhao, H. (2004). Seasonal pattern of antioxidant enzyme system in the roots of

perennial forage grasses grown in alpine habitat, related to freezing tolerance. Physiologia
Plantarum, 121, 399-408.

131



Aratijo, 9. A. S. Atividade antioxidante de plantas medicinais...

Apéndice A

Imagens durante o desenvolvimento do
trabalho
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A e B — Fragmento de Caatinga em periodo seco e chuvoso respectivamente; C e D —
Fragmento de Mata Atlantica mostrando area usada na plantacao de cana-de acicar;
E — Visita com agentes de satide; F — Reuniao com moradores antes do inicio do
trabalho; G — Material vegetal armazenado em casa pelo entrevistado; H — Entrevista
utilizando técnica de lista livre ; I — Técnica de checklist-entrevista.
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Matenal Vegetal e Anahses

J — Coleta de cascas de Spondias tuberosa; K e L — Coleta sazonal das cascas de
Anadenanthera colubrina; M — Coleta do material vegetal no Fragmento de Mata
Atlantica; N e O — Analise pelo método de DPPH; P, Q e R — Analise de compostos
fendlicos em CLAE; S, T e U — Analise de tanionos pelo método de difusao radial.
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Apéndice B

Termo de consentimento
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: A atividade antioxidante de plantas medicinais da Caatinga e da Mata
Atlantica pode ser explicada por aspectos ecoldgicos e culturais?

Orientador: Ulysses Paulino Albuquerque
Pesquisador: Thiago Antdnio de Sousa Araujo

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Biologia, Rua Dom Manoel de
Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife-PE. Fone: (81) 3320 6350

O estudo de que vocé esta prestes a participar é parte de uma série de estudos sobre o
conhecimento que vocé tem e 0 uso que vocé faz das plantas de sua regido seja para
alimentacdo, construgdo, lenha, medicinal ou qualquer outra utilidade, e ndo visa nenhum
beneficio econdmico para os pesquisadores ou qualquer outra pessoa ou instituicdo. E um
estudo amplo, que tem varios participantes, sendo coordenado pelo Laboratério de
Etnobotanica Aplicada da Universidade Federal Rural de Pernambuco. O estudo emprega
técnicas de entrevistas e conversas informais, bem como observagdes diretas, sem riscos de
causar prejuizo fisicos, sendo o maior risco o de vocé sentir-se constrangido. Caso vocé
concorde em tomar parte neste estudo, sera convidado(a) a participar de varias tarefas, como
entrevistas, listar as plantas que vocé conhece e usa da regido, ajudar os pesquisadores a
coletar essas plantas, mostrar, se for o caso, como vocé as usa no seu dia a dia. Todos os
dados coletados com a sua participacdo serdo organizados de modo a proteger a sua
identidade. Concluido o estudo ndo havera maneira de relacionar seu nome com as
informacBes que vocé nos forneceu. Qualquer informacédo sobre os resultados do estudo lhe
sera fornecida quando este estiver concluido. Com base nas informacgdes oferecidas, sera
possivel, no futuro, o desenvolvimento de a¢bes que visem melhorar sua qualidade de vida e
das demais pessoas da comunidade. Vocé tem total liberdade para se retirar do estudo a
qualquer momento. Caso concorde em participar, assine, por favor, seu nome abaixo,
indicando que leu e compreendeu a natureza do estudo e que todas as suas duvidas foram
esclarecidas.

Data: / /

Assinatura do participante ou impressdo dactiloscépica:
Nome:

Endereco:

Assinatura do pesquisador

Testemunhas
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Anexo

Aprovacao da pesquisa pelo CEP — UFPE
/SISNEP
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O Andamento do projeto - CAAE - 0023.0.172.000-09] ()
Titulo do Projeto de Pesquisa
& atividade antioxidante de plantas medicinais da Caatinga e da Mata Atlantica pode ser explicada por aspacios ecoldgicos e culturais?
Situacdo Data Inicial no CEP  Data Final no CEP Data Inicial na CONEP Data Final na CONEP
Aprovado no CEP 19/02/2009 12:08:15 17/04/2009 0B:59:10
Descricdo Data Documento N2 do Doc Origem
1 - Envio da Folha de Rosto pela Internet 02/02/200% 11:26:13  Folha de Rosto FR241043 Pesquisador
2 - Recebiments de Protecolo pele CEP {Check-List) 19/02/2009 12:05:15  Folha de Rosto 0023.0.172.000-09 CEP
4 - Protocolo Aprovado no CEP 17/04/200% 08:59:10  Folha de Rosto 02309 CEP
3 - Protocolo Pendente no CEP 03/04/200% 14:44:51  Folha de Rosto 02309 CEP

~ OVoltar
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Araujo, Thiago Antonio de Sousa.

Atividade antioxidante de plantas medicinais da caatinga e mata
atlantica: aspectos etnobotéanicos e ecologicos / Thiago Antonio de
Sousa Aradjo. — Recife: O autor, 2012.

138 folhas :il. ; 30 cm.

Orientador: Ulysses Paulino de Albuquerque.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco, CCS.
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, 2012.

Inclui bibliografia, apéndices e anexos.

1. Radicais Livres. 2. Colubrina. 3. Anacardiaceae. |. Albuquerque,
Ulysses Paulino de (Orientador). II. Titulo.

615.3 CDD (23.ed.) UFPE (CCS2012-156)






