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RESUMO

A Caatinga tem uma grande variedade de espécies vegetais, sendo muitas delas endémicas e
adaptadas as condi¢des de estresse ambiental deste ambiente. Estudos recentes indicam algumas
plantas da Caatinga como fontes promissoras de biomoléculas de interesse, incluindo compostos com
atividade antimicrobiana, antioxidante, anticoagulante, entre outras. Deste modo, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante e anticoagulante de plantas da Caatinga, frente a
métodos de andlise in vitro. As espécies Anadenanthera colubrina (Ac), Bowdichia virgilioides (Bv),
Libidibia ferrea (Lf), Myroxylon peruiferum (Mp), Pityrocarpa moniliformis (Pm) (Fabaceae); e
Buchenavia tetraphylla (Bt) (Combretaceae) foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau
(Pernambuco-Brasil) e suas folhas utilizadas para preparacdo de extratos organicos, utilizando-se 0s
solventes diclorometano (DIC), tetrahidrofurano (THF) e acetona (ACE). Para avaliagdo do potencial
antioxidante, os extratos foram submetidos aos seguintes ensaios in vitro: capacidade antioxidante
total, sequestro dos radicais DPPH e ABTS+ e 0 ensaio de protecdo de DNA, utilizando-se o reagente
de Fenton. Para se avaliar o potencial anticoagulante, foram realizados os ensaios de e Tempo de
Prototrombina (TP) Tempo de Ativacdo Parcial de Tromboplastina (TTPA). Além disso, foram
determinados o perfil fitoquimico e o teor de compostos fendlicos totais dos extratos vegetais. Nos
ensaios de capacidade antioxidante total, o melhor resultados foram obtidos nos extratos LfTHF
(79,300 + 3,19). Nos ensaios de captura dos radicais DPPH e ABTS+, as melhores porcentagens de
inibicdo foram observadas em AcTHF, BtTHF, BtACE, LfTHF, LfACE, e PmTHF, que também
apresentaram os melhores resultados nos ensaios de protecdo de DNA. Os maiores teores de
compostos fenolicos totais foram encontrados nos extratos obtidos a partir do THF para todas as
plantas. Nos ensaios de atividade anticoagulante, os extratos PmTHF e PmACE alteraram o tempo
de coagulacdo em ambos os ensaios realizados. O perfil fitoquimico evidenciou, principalmente, a
presenca flavonoides, derivados cindmicos, terpenos e protoantocianidinas, principalmente nos
extratos THF e acetdnicos. Os resultados obtidos mostram que os solventes tetrahidrofurano e acetona
sdo capazes de extrair das plantas compostos com importantes atividades bioldgicas, como
antioxidante e anticoagulante. As folhas de Anadenanthera colubrina, Libidibia ferrea e Pityrocarpa
moniliformis apresentam alto potencial antioxidante em ensaios in vitro, enquanto as folhas de
Pityrocarpa moniliformis apresentam potencial para o fornecimento de compostos com atividade

anticoagulantes.

Palavras-chave: plantas da Caatinga; atividade antioxidante; atividade anticoagulante; extratos

organicos.



ABSTRACT
The Caatinga has a wide variety of plant species, many of which are endemic and adapted to the
conditions of environmental stress this environment. Recent studies indicate some plants Caatinga as
promising sources of biomolecules of interest, including compounds with antimicrobial antioxidant,
anticoagulante activity, among others. Thus, the aim of this study was to evaluate the antioxidant and
anticoagulant capacity of Caatinga plants, compared to in vitro analytical methods. The species
Anadenanthera colubrina (Ac), Bowdichia virgilioides (Bv), Libidibia ferrea (Lf), Myroxylon
peruiferum (Mp), Pityrocarpa moniliformis (Pm) (Fabaceae); and Buchenavia tetraphylla (Bt)
(Combretaceae) were collected in “Parque Nacional do Catimbau” (Pernambuco-Brazil) and its
leaves used for preparation of organic extracts, using the solvents dichloromethane (DIC),
tetrahydrofuran (THF) and acetone (ACE). To evaluate the antioxidant potential, the extracts were
subjected to the following in vitro assays: Total antioxidant capacity, kidnapping of DPPH radical
and ABTS + and DNA protection assay. To evaluate the anticoagulant potential, were performed the
tests Prototrombina Time (PT) Activated Partial Thromboplastin Time (APTT). In addition, they
determined the phytochemical profile and the content of phenolic compounds from plant extracts. In
total antioxidant capacity assays, the best results were obtained in LfTHF extracts (79.300 + 3.19).
The capture assays of DPPH and ABTS radicals, the best inhibition percentages were observed in
AcTHF, BtTHF, BtACE, LfTHF, LTACE and PmTHF, which also showed the best results in DNA
protection assays. The highest content of total phenolic compounds were found in the extracts
obtained from the THF for all plants. In anticoagulant activity assays, and PmTHF PmACE extracts
alter the clotting time in both tests. The phytochemical profile evidenced mainly the presence of
flavonoids, cinnamic derivatives, terpenes and proanthocyanidins, especially in THF and acetonic
extracts. The results show that acetone and tetrahydrofuran solvents are capable to extract compounds
of plants with important biological activities, such as antioxidant and anticoagulant. The leaves
Anadenanthera colubrina, Libidibia férrea, Pityrocarpa moniliformis have a high antioxidant
potential in vitro assays, while the leaves of Pityrocarpa moniliformis have the potential to provide

compounds having anticoagulant activity.

Keywords: Caatinga plants, antioxidante activity, anticoagulant activity, organic extract.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais vém recuperando espaco e importancia na industria farmacéutica, tanto
na sua utilizacdo direta quanto para uso como fonte inspiradora de novos padrées moleculares
(VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Por isso, diversos estudos tém investigado a presenca
de compostos quimicos com potencial biolégico em extratos vegetais, principalmente em plantas
utilizadas pelas comunidades no combate a varias doencas (GUIMARAES; SERAFINI;
QUINTANS-JUNIOR, 2014).

O bioma Caatinga possui grande variedade de espécies vegetais, sendo muitas delas
endémicas e adaptadas as condigdes de estresse ambiental caracteristicos das regides semiaridas,
como baixa pluviosidade, temperaturas elevadas e altas taxas de evapotranspiragcdo. Assim, estudos
recentes apontam espécies vegetais da Caatinga como fontes promissoras de biomoléculas de que
apresentam atividades bioldgicas importantes, e as atividades anticoagulante e antioxidante poderiam
ser destacadas entre elas (TROVAO et al., 2007; ARCOVERDE et al., 2014; FELIX-SILVA et al.,
2014)

Os mecanismos de oxidacdo e reducdo sdo fundamentais para a sobrevivéncia das células,
principalmente no que diz respeito a producdo de energia e sintese de moléculas bioldgicas
importantes. Porém, esses mecanismos geram radicais livres que, quando em excesso, podem
acarretar sérios danos as células e o surgimento de diversas doencas, como cancer, envelhecimento
precoce, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, disfuncdes cognitivas, dentre outras.
Diversos estudos tém investigado a presenca de compostos quimicos com potencial biolégico em
extratos vegetais, que podem ser responsaveis pelos efeitos preventivos apresentados pelas plantas
contra varias doengas. Desse modo, os estudos envolvendo a propriedade antioxidante de compostos
vegetais apresentam diversas perspectivas (SEIFRIED et al., 2007; TRENTIN et al., 2011;
CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Adicionalmente, as doencas que acometem o sistema circulatorio sdo as principais causas de
mortalidada e morbidade no mundo e geram grandes despesas aos paises, principalmente pela grande
quantidade de medicamentos com atividades antitrombdtica, anticoagulante e anti-plaquetaria que é
utilizada (PAWLACZYK et al., 2011; SHI et al., 2012; SALU et al., 2014), onde muitos pacientes
precisam fazer uso continuo dessa medicagdo. Porém, os tratamentos com drogas anticoagulantes
podem trazer efeitos deletérios aos pacientes, como hemorragias e imunossupressao. Esta e outras
desvantagens nos tratamentos com drogas anticoagulantes acabam incentivando a busca por novas
opcOes terapéuticas (ALVARENGA; YOSHIDA; ROLLO, 2011; OSTROWSKI; VALENTINI;
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PAVANELLI, 2014) e plantas medicinais tém sido, historicamente, a primeira fonte de moléculas
anticoagulantes e antitromboéticas (FELIX-SILVA et al., 2014).

Considerando estes aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante e
anticoagulante dos extratos organicos de seis plantas da Caatinga, obtidos a partir de solventes ja
relatados na literatura por terem potencial de extrair compostos vegetais que apresentam atividade

bioldgica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Selecionar plantas da Caatinga em funcdo do potencial antioxidante e anticoagulante frente a

ensaios in vitro, a partir de seus extratos organicos;

2.2 Objetivos Especificos
v’ Obter os extratos vegetais de plantas da Caatinga;

v Determinar o perfil fitoquimico dessas plantas;
v Avaliar o teor de fenois totais dos extratos vegetais;
v

Avaliar a atividade antioxidante de espécies vegetais da Caatinga, através de diferentes

ensaios in vitro;

v’ Selecionar as plantas da Caatinga com atividade anticoagulante, através de ensaios in vitro;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caatinga
A regido Nordeste, sob influéncia do clima semiarido, é caracterizada por condigdes

singulares de clima e solo e apresenta, por essa razdo, ampla variacéo fisionémica e floristica. O clima
do Nordeste € um dos mais complexos do pais, devido a grande &rea que ocupa, com diferentes
fisionomias de relevo, e especialmente a associacdo de dois sistemas climéaticos formados pelos ventos
alisios do Nordeste e Sudeste, que proporciona chuvas em diversos periodos do ano e em diferentes
quantidades, criando assim uma diversidade e instabilidade nos padrbes de precipitacdo anual, o que
contribui para a formacdo de uma grande variedade vegetal (GIULIETT; QUEIROZ, 2006)

A expressdo “Bioma Caatinga” € um termo abrangente, usado para caracterizar as diversas
fisionomias da regifo semiarida do nordeste brasileiro, englobando fauna, flora e geomorfologia. E o
Unico bioma exclusivamente brasileiro, que abriga fauna e flora com muitas espécies endémicas,
podendo ser considerado um patriménio bioldgico de imensuravel valor (Figura 1) (DRUMOND,
2013).

Figura 1. Vegetacdo da Caatinga

Fonte: Diego Assuncéo, (2011).

A Caatinga (do tupi, mata branca) ocupa uma area de 844.453 km?, que equivalem a 10 %
de todo o territério nacional. Engloba os estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranh&o, Pernambuco,
Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e o Norte de Minas Gerais (MMA, 2015). Rico em
biodiversidade, abriga cerca de 178 espécies de mamiferos, 591 de aves, 177 de répteis, 79 de
anfibios, 241 de peixes e 932 espécies de plantas (MMA, 2015). A temperatura média da regido é de
27,5 °C, apresentando baixos niveis de umidade; a precipitacdo media anual nessa regido varia entre
240 e 1500 mm, porém metade da sua area ndo recebe mais que 500 mm e a maioria das chuvas que

ocorrem (50-70%) sdo concentradas em trés meses consecutivos. O nimero de meses secos aumenta
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da periferia para o centro da regido e algumas localidades possuem periodos de 7 a 11 meses de baixa
disponibilidade de agua (MMA, 2015; LEAL et al., 2005; MEDEIROS; LADIO; ALBUQUERQUIE,
2013).

Em relagcdo a vegetacdo, a Caatinga € constituida, predominantemente, por uma floresta
espinhosa (6-10 m de altura) e arbustos de pequeno porte e de folhas miudas, geralmente dotadas de
espinhos, como cactaceas, euforbiaceas e bromelidceas (GIULIETT; QUEIROZ, 2006; DRUMOND,
2013). Sao caducifélias em sua maioria (perdem suas folhas nos periodos de seca) e capazes de
sobreviver em condi¢fes ambientais extremas, como restricdes hidricas, grandes oscilacdes diarias de
temperatura, alta insolagdo, ventos fortes e solos rasos e/ou arenosos, além de apresentarem grande
tolerancia a dessecagdo (GIULIETT; QUEIROZ, 2006; TROVAO et al., 2007; ARCOVERDE et al.,
2014). As folhas e flores sdo produzidas em um curto periodo de chuvas, e a Caatinga permanece
“dormente” durante a maior parte do ano. A vegetacdo herbacea também cresce somente durante o
periodo de chuvas, curtas e esparsas. Por isso, 0 termo Caatinga foi dado a essa regido se refere ao
aspecto da vegetacdo durante a estacao seca, quando a maioria das arvores perde as folhas e os troncos
esbranquicados e brilhantes dominam a paisagem (LEAL et al., 2005). Sobre sua diversidade vegetal,
cerca de 1010 espécies de Angiospermas foram referenciadas, das quais 318 tem sido consideradas
endémicas (GIULIETT; QUEIROZ, 2006). As familias mais frequentes sdo: Caesalpinaceae,
Mimosaceae, Euphorbiaceae, Cactaceae e Fabaceae, sendo a ultima a mais diversa, com 293 espécies
em 77 géneros, dos quais 144 sdo endémicas (LEAL et al., 2005; DRUMOND, 2013).

Sendo um dos principais biomas brasileiros, a Caatinga apresenta inimeras espécies, que
sdo amplamente utilizadas pela populacdo do semiarido nas mais diversas atividades, sendo esta uma
realidade que perdura ao longo de décadas nesta regido. Esse quadro tem se tornado preocupante,
pois além da insuficiente realizagdo de trabalhos relacionados a catalogacdo da flora nativa, este
bioma encontra-se entre os mais alterados e ameacados pela acdo antrépica e, por conta disto, tem
sido apontado como o bioma brasileiro mais critico no que se refere a conservagao (SOUZA, 2013).
O estudo e a conservacédo da biodiversidade da Caatinga se constituem em um dos maiores desafios
do conhecimento cientifico brasileiro, pelo fato da mesma ser restrita ao territorio nacional e também
por ser, proporcionalmente, a regido menos estudada e menos protegida, onde apenas 1 % do seu
territorio encontra-se em unidades de conservacdo (MMA, 2015; ARCOVERDE et al., 2014;
TROVAO et al., 2007). Desse modo, ela tem sido vitima de um extenso processo de alteragdo e
deterioracdo ambiental, provocada pelo uso insustentavel de seus recursos (TROVAO et al., 2007).

Dentre as Unidades de Conservacao implementadas na Caatinga, ha o Parque Nacional da
Serra do Catimbau (PARNA Catimbau), localizado no Sertdo Pernambucano, distribuido entre os
municipios de Buique, lbimirim e Tupanatinga, com area de 607 km?2. Criado em 13 de dezembro de
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2002, o PARNA Catimbau esta inserido em uma regido definida como area prioritaria para pesquisa
cientifica (MMA, 2015) (Figura 2).

Figura 2. Parque Nacional do Vale do Catimbau,
Pernambuco/Brasil.
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Fonte: Diego Assuncéo, (2011).

Entre as finalidades de maior exploracdo extrativista da Caatinga, destaca-se o0 uso medicinal
de suas plantas, uma vez que o potencial terapéutico das mesmas é conhecido ha décadas (AGRA et
al., 2007; SOUZA, 2013). Suas espécies apresentam caracteristicas fisioldgicas que refletem
adaptacGes complexas e peculiares as condi¢des Unicas do ambiente onde vivem, 0 que tem
despertado o interesse da comunidade cientifica (TROVAO et al., 2007). Estudos etnobotanicos
realizados na regido apontam que as espécies vegetais sao utilizadas pela comunidade para tratar
doencas variadas, incluindo doencas de pele, respiratdrias, gastrintestinais e infeccBes variadas.
(TROVAO et al., 2007; AGRA et al., 2007; CARTAXO et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2007).
Além disso, avaliagfes qualitativas realizadas nas regides tropicais demonstraram que as populacoes
humanas locais ttm um amplo conhecimento das espécies de plantas Uteis. Além disso, a realizacdo
de estudos de plantas medicinais do semi-arido regido brasileiro tem crescido progressivamente,
sendo a maioria destes estudos descritivo, se concentrando em listar plantas junto com suas indicagoes
terapéuticas, modo de utilizacdo e qual o 6rgdo utilizado (AGRA et al., 2007; CARTAXO et al, 2010;
ALBUQUERQUE et al., 2007)

Albuquerque e Oliveira (2007) avaliaram as implicagdes do uso de plantas medicinais por
comunidades rurais e observaram que apesar de as espécies exdticas serem uma fracdo significativa

da flora medicinal local, as espécies nativas apresentam um maior percentual de uso e indicagdes,
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destacando-se as espécies Amburana cearensis, Myracrodruon urundeuva, Anadenanthera
colubrina, Obtusifolium sideroxylon, e Ziziphus joazeiro.

No trabalho de Frasso et al. (2012), foi feito o primeiro relato de atividade contra Tricomonas
vaginalis dos extratos de Polygala decumbens (planta da Caatinga), sendo este estudo baseado no uso
e conhecimento popular da planta pelas comunidades. Nos estudos de Aradujo et al. (2014), os extratos
de Parapiptadenia rigida, coletada nos estados de Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte,
apresentaram promissora atividade antimicrobiana contra Staphylococcus epidermidis e Shigella
flexneri, além de significativa atividade anti-inflamatéria (ALBUQUERQUE et al., 2007; ARAUJO
et al., 2014). Trentin et al. (2011) realizaram a primeira triagem antibacteriana e antibiofilme de
plantas da Caatinga contra Staphylococcus epiermidis, 0 que, segundo os autores, confirma que 0s
relatos etnofarmacoldgicos podem ser indicadores de novos produtos antibacterianos e antibiofilmes.

Embora venha crescendo o nimero de estudos em relacdo ao potencial biologico de plantas
da Caatinga, muitas plantas que sdo utilizadas pelas comunidades para fins medicinais ainda néo
foram submetidas a estudos cientificos para confirmar sua eficacia no tratamento de algumas doencas
(SILVA, et al., 2015) Por isso, a expansdo de a¢des voltadas para a bioprospeccdo bioquimica de
plantas da Caatinga € de extrema importancia, uma vez que suas espécies vegetais podem ser fonte
de biomoléculas que podem se tornar novas alternativas para a inddstria: analgésicos, tranquilizantes,
diuréticos, laxantes e antibidticos, entro outros (ARCOVERDE et al., 2014). InformacGes
fitoquimicas e farmacoldgicas precisam ser verificadas para estas espécies, justificando assim o uso
medicinal das mesmas (CARTAXO et al, 2010).

3.2 Plantas da Caatinga

3.2.1 Anadenanthera colubrina
Conhecida popularmente como angico ou angico preto, Anadenanthera (Vell.) Brenan

colubrina (Figura 3) é uma planta nativa da Caatinga e pertencente a familia Leguminosae ou
Fabaceae, que abrange no Brasil cerca de 200 géneros e 1.500 espécies presentes nos mais variados
ecossistemas, sendo apontada como uma das maiores familias do grupo das angiospermas (ALVES
et al., 2014), além de ser também a mais representativa da Caatinga (GIULIETT; QUEIROZ, 2006).

Anadenanthera colubrina é facilmente reconhecida por seu foliculo plano, possuindo
margens irregularmente contraidas entre as sementes. E encontrada na América do Sul, no Nordeste
da Argentina, na Bolivia até o sul do Equador e no Brasil, de Minas Gerais ao Maranhdo, ocorrendo
principalmente em &reas de florestas estacionais (LIMA; MANSANO, 2011).

Além de serem conhecidas e utilizadas pelas comunidades locais, muitas espécies vegetais
da Caatinga sdo vendidas como produtos medicinais a base de plantas e dentre elas, esta a A.

colubrina.
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Figura 3. Espécie Anadenanthera colubrina

Fonte: Jodo Medeiros, 2010.

Ela aparece bastante nos estudos em relacdo a utilizacdo de plantas medicinais pelas
comunidades e é usada como bebida e como antisséptico para lavar o local afetado, tendo o seu uso
indicado contra gripe, congestdo nasal, inflamacdo toracica, alergia, contra cancer, coceira, dor,
diarreia, estomatite, dor nas costas, expectorante, feridas, inflamacGes, inflamacdo na garganta,
problemas renais e pulmonares, problemas uterinos, tuberculose, como expectorante, broncodilatador
e em infecgdes em geral (CARTAXO et al, 2010; MEDEIROQS, et al., 2013). Algumas comunidades
também descrevem a utilizacdo da casca do caule macerada com vinho ou cachaca para aplicacao
contra tosses, coqueluche e bronquites (AGRA et al., 2007; TRENTIN et al., 2011).

Estudos fitoquimicos indicaram que A. colubrina tem alta concentracdo de fenois totais e
taninos na casca do caule, o que permite fazer uma relacdo entre essa composic¢ao e a atividade anti-
inflamatdria, antioxidante e antinociceptiva ja relatadas desta espécie (DAMASCENA et al., 2014;
MELDO et al., 2010). Um flavonoide que inibe lipoxigenases foi isolado de A. colubrina e chamado
de anadaflavonoide (CARTAXO et al, 2010). O trabalho de Silva et al. (2011) evidenciou atividade
antioxidante para esta espécie. Além disso, sua resina contém um &cido heteropolisacarideo,
composto principalmente por galactose e arabiose, que apresentou efeitos imunomodulatério e
antitumoral em ratos com sarcoma. Em Trentin et al. (2011), o extrato da casca de A. colubrina
apresentou potencial na reducdo da formacdo de biofilme Staphylococcus spidermidis, além de
atividade microbiana contra S. aureus, quando foi testado o seu potencial de sinergismos com o
antibiotico eritromicina, sendo esta atividade atribuida a alta concentracdo de compostos fendlicos
em seus extratos, principalmente rutina e quercitina (SILVA et al., 2013).
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3.2.2 Bowdichia virgilioides
Bowdichia virgilioides Kunth é pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae) e conhecida

popularmente como sucupira e sucupira preta (RIBEIRO et al., 2014). E uma grande arvore que é
bastante encontrada nas regides montanhosas e nas florestas do Norte, Nordeste e na regi&o central
do Brasil (BARROS et al., 2010).

A casca e as sementes da sucupira sdo extensivamente utilizadas na medicina popular, sob a
forma cha ou macerado para uso topico, para o tratamento de diarreia, gota, diabetes, bronquite,
hipertermia, inflamacg6es uterinas, reumatismo, acne, artrite, artrose, esporao, cefaleia, feridas, gripe,
hemorragias, problemas de coluna, fraqueza (como um tdnico para corpo) e a ma-digestao
(ARRIAGA et al., 2000; SILVA et al., 2010; THOMAZZI et al., 2010).

Figura 4. Espécie Bowdichia virgilioides.

Fonte: A.P. Fortuna-Perez, 2012.

Anélises fitoquimicas realizadas com B. virgilioides detectaram a presenca de flavonoides,
benzofuranoides, terpenoides e alcaloides (ARRIAGA et al., 2000; SILVA et al., 2010). Juck et al.
(2013) isolaram dois novos isoflavonoides, denominados 7,8,4’-trimetoxiisoflavona ¢ 7,8,4’-
trimetoxiisoflavonona.

Diversos trabalhos evidenciaram o potencial anti-inflamatdrio, antinociceptivo,
antiplasmodial, além de efeito imunomodulatério de extratos feitos com a casca de B. virgilioides
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(BARROS et al., 2010; SILVA et al., 2010; THOMAZZI et al., 2010). No trabalho de Almeida et al.
(2006), o oleo essencial de Bowdichia virgilioides apresentou atividade antimicrobiana contra
Candida albicans, Candida guilliermondii, Candida stellatoidea, Micrococccus luteus e
Trichophyton rubrum. Adicionalmente, um novo alcaloide foi isolado a partir da casca do caule de B.
virgilioides e demoninado bowdichina (BARBOSA-FILHO et al., 2004).

3.2.3 Buchenavia tetraphylla
Buchenavia é um género pertencente a familia Combretaceae, que compreende cerca de 30

espécies, distribuidas entre América Central, Venezuela, Colémbia, Guiana, Brasil, Peru e Bolivia.
Buchenavia tetraphylla (Aubl.) RA Howard (Figura 5) € uma espécie neotropical de distribuicdo
desde Cuba (América Central) até o estado do Rio de Janeiro, chegando também até o sul do Brasil
(BARROS et al., 2010).

Figura 5. Espécie Buchenavia tetraphylla.
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Fonte: Tarcilia Rego, (2014).

Conhecida popularmente como caicardé e tanimbuca, ela € relatada como uma planta
medicinal por comunidades que vivem na regido Nordeste, incluindo grupos indigenas (é utilizada
por eles como bebida). Uma infusdo de cascas do tronco ou folhas é usada como um digestivo ap6s
as refeicbes (AGRA et al., 2007; TRENTIN et al., 2011).

Vérios estudos tém apontado aplicagdes medicinais de Buchenavia tetraphylla, em
concordancia com o0 uso popular. Oliveira et al. (2012), avaliaram importante atividade
antimicrobiana desta planta, onde seus extratos e frac6es inibiram o crescimento de Micrococcus

luteus, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacteruim smegmatis, Proteus vulgaris e Staphylococcus
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aureus. Nesses extratos foi detectada a presenca de flavonoides (luteolina), proantocianidinas,
leucoantocianidinas, triterpenos, carboidratos e taninos, sugerindo a relacdo destes compostos com
as atividades bioldgicas encontradas (OLIVEIRA et al., 2012).

3.2.4 Libidibia ferrea
Libidibia ferrea (Mart.) L. P. Queiroz (Figura 6), anteriormente denominada Caesalpinia

ferrea (WYREPKOWSKI et al., 2014) e pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae), € conhecida
popularmente como pau-ferro ou juca (ALBUQUERQUE et al., 2007; ARAUJO et al., 2014). Euma
arvore que ocorre em todo o Brasil, principalmente nas regides Norte e Nordeste (FREITAS et al.,
2012).

Figura 6. Espécie Libidibia ferrea.
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Fonte: Mauricio Mercadante, (2011).

Seu uso medicinal é bastante popular, onde preparacfes aquosas e alcodlicas sdo utilizadas
pelas comunidades para tratar uma série de doencas, tais como: anemia, diabetes, reumatismo, cancer,
além de ser indicada para o uso como antiviral, anti-inflamatorio e antidiarreico (ALBUQUERQUE;
OLIVEIRA, 2007; ARAUJO et al., 2014; FREITAS et al., 2012; WYREPKOWSKI et al., 2014).
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Nos estudos de Trentin et al. (2011), o extrato feito com a casca da Libidia ferrea ocasionou
reducdo na formacdo de biofilme de S. epidermidis em 30%, enquanto o extrato obtido a partir dos
frutos reduziu a formacéo de biofilme de S. epidermidis em 70%. (SILVA et al., 2013). Além disso,
esta planta apresentou atividade microbiana contra S. aureus, quando foi testado o seu potencial de
sinergismos com o antibidtico eritromicina, sendo a atividade atribuida a alta concentracdo de
compostos fendlicos em seus extratos, principalmente do acido galico (SILVA et al., 2013). Freitas
et al. (2012) e Sawada et al. (2014) demonstraram que os extratos de L. ferrea apresentam uma
importante atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva. Martins et al. (2014) avaliaram a atividade
antifungica e antimicotoxigénica de L. ferrea contra Aspergillus parasiticus, onde houve significativa
reducdo no crescimento fangico e na producédo de aflatoxinas na presenca do extrato vegetal.

Adicionalmente, considerando o extensivo uso medicinal de L. ferrea, Wyrepkowski et al.,
(2014) apontaram a importancia de um estudo sobre efeitos mutagénicos desta planta, porém seus
extratos metanolicos da casca do tronco ndo apresentaram mutagenicidade nos ensaios empregados.
Além disso, realizou estudos fitoquimicos nos mesmos extratos, registrando a predominancia de
taninos, principalmente do &cido galico. O uso popular da casca do caule de L. ferrea no combate a
diabetes também foi comprovado por estudos, onde o extrato metandlico reduziu os niveis de glicose
e melhorou o estado metabdlico de ratos diabéticos (VASCONCELOS et al., 2011).

3.2.5 Myroxylon peruiferum
Myroxylon peruiferum L. f. é facilmente reconhecida pela combinacdo de pontos e listras

translicidas nos foliolos e pel fruto do tipo sdmara. E uma arvore que cresce até 15-25 metros de
altura, de copa arredondada e pouco densa, tronco cilindrico de 60 a 80 cm de didmetro (Figura 6). E
encontrada no México, Honduras, Colémbia, Peru, Bolivia, Argentina, Brasil e Equador, em areas de
savana estépica, savana, floresta ombrofila densa, amazénica e atlantica (LIMA; MANSANO, 2011).

Conhecida como balsamo, cabrelva, balsamo-do-peru e dleo-cabrelva, M. peruiferum é
uma planta nativa da Caatinga, que também possui aplicagdes medicinais para as comunidades do
semiarido. A casca do caule é utilizada para lavar o local afetado, como um antisséptico (CARTAXO
et al., 2010). Alem disso, esta espécie produz um balsamo (substancia aromatica, que contém 6leos
essenciais e resinas em sua composi¢éo) chamado balsamo cabretva ou 6leo vermelho, que tem sido
usado ha séculos pelos povos indigenas da América Central e do México para tratar a asma,
reumatismo, feridas externas, e também pelos indios da Amazonia, para tratar a asma, reumatismo,
bronquite, resfriado, tuberculose, dores de cabeca e abscesso (CUSTODIO; VEIGA-JUNIOR, 2012).

Ohsaki et al. (1999) avaliaram o potencial antimicrobiano de M. peruiferum frente a
Helicobacter pilori, no qual foram obtidos resultados promissores e esta atividade foi atribuida a

presenca de uma nova isoflavona isolada, denominada cabreuvina.
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Figura 7. Espécie Myroxylon peruiferum.

Fonte: Rubens Queiroz, (2012).

3.2.6 Pityrocarpa moniliformis
Conhecida popularmente como catanduba, quipembé, angico de bezerros e muquém,

Pityrocarpa moniliformis (Benth.) Luckow & R.W. pertence a familia Fabaceae — Leguminosae e
esta distribuida a partir dos estados do Maranh@o e Piaui até o estado da Bahia, mais especificamente
na Caatinga, Carrasco, Seridd, Cerrado e Agreste (FERREIRA et al., 2014).

Figura 8: Espécie Pityrocarpa moniliformis
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Alves et al. (2014) relataram em seus estudos o potencial antioxidante desta planta,
correlacionando-o a presenca de flavonoides nos extratos testados. Além disso, varios trabalhos tém
evidencia do potencial antimicrobiano de P. moniliformis. No estudo de Trentin et al. (2014), ela
apresentou alta eficiéncia na inibicdo do crescimento de P. aeruginosa, além de evitar 68% da
formacéo de biofilme pela bactéria. No trabalho de Silva et al., (2013) esta planta apresentou atividade
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microbiana com S. aureus quando foi testado o seu potencial de sinergismos com o antibiético
eritromicina, sendo a atividade positiva atribuida a alta concentracao de compostos fenolicos em seus

extratos (quercitina, rutina).

3.3 Produtos naturais: metabdlitos secundarios de plantas

A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido uma
das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. Por isso, muitas espécies e preparados
vegetais medicinais vém sendo estudados na busca pelo entendimento de seus mecanismos de acao e
no isolamento dos principios ativos (GUIMARAES; SERAFINI; QUINTANS-JUNIOR, 2014;
VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Nos ultimos anos, a fitoterapia tem sido largamente difundida e a venda de plantas com
propriedades fitoterapicas cresce significantemente em todo o mundo. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), mais de 80% da populacdo de paises em desenvolvimento utiliza ervas
para o tratamento de doencas, que sdo consideradas até mais seguras e mais efetivas que drogas
sintéticas (GURIB-FAKIM, 2006; PANG et al., 2014). Desse modo, 0s produtos naturais vém
recuperando espaco e importancia na industria farmacéutica, tanto para a sua utilizacdo direta quanto
para uso como fonte inspiradora de novos padrdes de moléculas bioativas (VIEGAS JR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

Os estudos em fitoquimica tém como objetivos esclarecer e registrar os constituintes
resultantes do metabolismo vegetal, através do isolamento e elucidacdo de suas estruturas
moleculares. Esses estudos estdo sendo realizados gragas ao crescente desenvolvimento de novas
técnicas analiticas e o constante aperfeicoamento dos instrumentos de analise espectrométrica
(RODRIGUES et al, 2009). A selecdo de plantas para estudo tem se baseado no conhecimento
popular, em relatos da literatura e na prospec¢do quimica sobre a¢Ges antioxidante, anti-inflamatoria
e inseticida das mesmas (GUIMARAES et al., 2014; RODRIGUES et al., 2009; VIEGAS JR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Os processos metabodlicos das plantas podem ser distinguidos em metabolismo primario e
secundario. O metabolismo primario esta relacionado a um conjunto de processos que desempenham
funcOes essenciais na planta, tais como fotossintese, respiracédo e transporte de solutos. Os compostos
envolvidos nesse tipo de metabolismo possuem uma distribui¢do universal entre as espécies vegetais,
sendo eles: aminoacidos, nucleotideos, lipidios, carboidratos e a propria clorofila (GURIB-FAKIM,
2006; PERES, 2009) e os metabolitos primarios sdo produzidos e convertidos em entidades
moleculares necessarias para construir e manter as estruturas e os processos vitais da célula vegetal.

Ja o metabolismo secundario origina compostos que ndo possuem uma distribuicao universal entre as
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plantas, por ndo serem necessarios para todas elas (PERES, 2009). Por isso, representam recursos que
podem ser utilizados em estudos de diferenciacdo e diversidade ecoldgica, taxondmica e bioquimica
(GURIB-FAKIM, 2006). Embora ndo sejam essenciais para a vida das plantas, eles desempenham
uma fungdo importante na interagcdo delas com o meio ambiente, possuindo um papel fundamental
nos seus sistemas de defesa: contra herbivoria, ataque de patégenos, na competigdo entre plantas, na
atracdo de organismos benéficos (micro-organismos simbiontes, polinizadores, dispersores de
sementes) e na adaptacéo as condi¢des ambientais extremas (alterac6es bruscas de temperatura, niveis
de &gua e de luz, exposicdo a UV, deficiéncias de nutrientes minerais) (GURIB-FAKIM, 2006;
PERES, 2009).

Os metabdlitos secundarios vegetais podem ser divididos em trés grandes grupos: compostos
fenolicos, terpenos e alcaloides (Figura 7) (PERES, 2009).

Figura 9. Principais vias do metabolismo secundéario
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Fonte: Peres, (2004).

3.3.1 Compostos fendlicos
Sdo substancias que possuem pelo menos um anel aromatico, no qual ao menos um

hidrogénio €é substituido por um grupamento hidroxila (Figura 9) (GURIB-FAKIM, 2006). Também
conhecidos como polifendis, séo sintetizados a partir da via metabolica do acido chiquimico e a do
acido mevalonico, (PERES, 2009). A esses compostos sdo atribuidos o sabor, 0 odor e a coloragao
de diversos vegetais, estando relacionados também & atracdo de polinizadores e dispersantes de
sementes, a inibigdo do crescimento de plantas competidoras, & prote¢do contra insetos, fungos, virus
e bacterias, além de possuirem um papel fundamental como compostos de defesa aos estresses

ambientais, tais como a alta incidéncia de luz, baixas temperaturas e deficiéncia de nutrientes.
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A exposicdo das plantas aos estresses ambientais pode levar ao aumento da producdo de
radicais livres e outras espécies oxidativas, e acredita-se que elas respondem a esses fatores de estresse
biotico e abiotico aumentando a sua capacidade para eliminar espécies reativas de oxigénio, atraves
da producéo de compostos fendlicos (GURIB-FAKIM, 2006; PERES, 2009).

Figura 10: Exemplos de compostos fenolicos. A presenca de

pelo menos uma anel aromético caracteriza o grupo.
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Fonte: Gurib-Fakim, (2006).

Os polifendis sdo o0s compostos secundarios vegetais mais amplamente distribuidos,
englobando um grupo altamente diverso, sendo classificados de acordo com a sua estrutura molecular
basica: fendis simples ou benzoquinonas (Cs); &cidos fendlicos (Ce-Ci); acetofenona, acido
fenilacético (Ce-Cz); acido hidroxicinamico, cumarina, fenilpropano, cromonas (Ce-Cs);
nafitoquinonas (Ce-C4); xantonas (Ce-C1-Ce); estilbenos, antraquinonas (Cs-C2-Cs); flavonoides,
isoflavonoides, neoflavondides (Ce-C3-Cs); bi e triflavondides (Cs-Cs-Cs)2,3; lignanas e neolignanas
(C6-C3)2; ligninas (Ce-Cs)n; e tatinos condensados, conhecidos também como protoantocianidinas
(Ce-C3-Cs) (PERES, 2009).

Em relagdo as propriedades farmacoldgicas dos compostos fenolicos, destacam-se 0s
flavonoides, que possuem grande potencial antioxidante gragas & sua capacidade de sequestrar
radicais livres e quelar ions metalicos. Flavonoides, como quercetina, isoramnetina, campferol e seus
derivados detectados em Annona crassiflora, demonstraram atividade antioxidante significativa

frente ao radical DPPH ¢ ao B-caroteno. Adicionalmente, pesquisas sugerem que alguns flavondides
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sdo responsaveis por uma acgdo antitumoral consideravel, podendo ainda agir como antivirais,
antioxidantes, anti-hemorragicos, hormonais, anti-inflamatérios e antimicrobianos (ROMAGNOLO;
SELMIN, 2012).

3.3.2 Terpenos
Sao polimeros formados por unidades de isopreno ou isopentenilpirofosfato (IPP) e

classificados de acordo com o nimero de unidades que entram em sua montagem. O IPP é derivado
do &cido mevaldnico e da origem a todos os outros terpenos. De acordo com sua estrutura, podem ser
classificados em: isoprenos ou hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos ou carotenos (C40) e os politerpenos (mais de 40C)
(Figura 10) (GUIMARAES; SERAFINI; QUINTANS-JUNIOR, 2014; PERES, 2009).

O interesse crescente na aplicacdo clinica dos terpenoides € atribuido a ampla gama de
propriedades bioldgicas desses compostos que tem sido descrita, incluindo os efeitos
quimiopreventivos de cancer, atividade antimicrobiana, antifungica, antiviral, anti-hiperglicémica,
analgésica, anti-inflamatoria e anti-parasitaria (GURIB-FAKIM, 2006; GUIMARAES; SERAFINI;
QUINTANS-JUNIOR, 2014).

Entre os terpenos de aplicacdo clinica mais importante, destaca-se paclitaxel (taxol), um
importante agente antitumoral que apresenta um amplo espectro de atividade contra varios tipos de
cancer que nao respondem a outros agentes (GURIB-FAKIM, 2006). Outro terpeno que também se
destaca no mercado farmacéutico € o mentol, um monoterpeno utilizado como analgésico topico que

é amplamente utilizado, principalmente por atletas (FEUCH; PATEL, 2010).

Figura 11. Alguns exemplos de terpenos. O isopreno ¢ a cadeia chave, originando 0s
demais terpenos por fusdo de moléculas.
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3.3.3 Alcaloides
Sao compostos organicos que possuem pelo menos um &tomo de nitrogénio no seu anel

(Figura 11), sendo originados a partir de aminoacidos (ornitina, lisina, tirosina e triptofano). Eles séo
sintetizados no reticulo endoplasmaético e concentram-se nos vacuolos, ndo aparecendo em células
vegetais jovens (PERES, 2009). Com base em suas estruturas, os alcaloides sdo divididos em
alcaloides ndo-heterociclicos e alcaloides heterociclicas, que sdo novamente divididos em 12 grandes
grupos, de acordo com sua estrutura basica do anel (GURIB-FAKIM, 2006).

Nas plantas, os alcaloides desempenham um papel importante de protecdo, além de atuarem
na germinacdo e serem estimulantes do crescimento vegetal. Algumas familias sdo conhecidas por
possuirem alto teor de alcaloides: Liliaceae, Amaryllidaceae, Apocynaceae, Berberidaceae,
Leguminosae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Rubiaceae e Solanaceae (GURIB-FAKIM, 2006).

Os alcaloides sdo famosos por possuirem substancias com acentuado efeito no sistema
nervoso animal, sendo utilizadas como venenos e alucinégenos. Dentre os mais difundidos, estdo a
nicotina e a cafeina, e muitos remédios para distlrbios emocionais sdo derivados de alcaloides. Além
disso, drogas ilicitas, LSD e cocaina, também possuem alcaloides em sua composicdo (GURIB-
FAKIM, 2006; PERES, 2009).

Figura 12. Alguns exemplos de alcaloides.
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Fonte: Luis Ricardo dos Santos, (2007).

Diversos estudos tém relacionado a atividade biologica de plantas com sua composi¢édo de
metabdlicos secundarios. Fabani et al. (2013) relacionaram a alta atividade antioxidante de Pistacia

vera L., conhecida popularmente como pistache, ao seu teor de compostos fendlicos: acido galico,
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miricetina, isoquercitrina e um dimero de protocianidina. Resultado semelhante foi encontrado no
trabalho de Hossan e Rahman (2011), que avaliaram a atividade antioxidante e o teor de fendis totais
nos extratos obtidos a partir do fruto de Ananas comosus L. No trabalho realizado por Silva et al.
(2013) a presenca de compostos fendlicos também esta relacionada a atividade antimicrobiana, na
acdo combinada entre eritromicina e extratos dos frutos de espécies vegetais da Caatinga, sendo
detectados quercitina, acido galico, rutina e compostos derivados de acido galico no extratos que

apresentaram atividade antimicrobiana positiva.

3.4 Antioxidantes

3.4.1 Radicais livres e estresse oxidativo
Espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio (EROsS/ERNS), também

conhecidas como radicais livres e oxidantes, sdo atomos ou moléculas produzidos durante 0s
processos metabolicos, tendo importante funcdo para o metabolismo celular na transferéncia de
elétrons em varias reacfes quimicas (ALVES et al., 2007; SEIFRIED et al., 2007). A formacéo de
espécies reativas € uma consequéncia natural do metabolismo aerdbico, sendo parte integrante para a
manutencdo da homeostase nos tecidos (SEIFRIED et al., 2007). Eles sdo essenciais na producéo de
energia para as atividades bioldgicas (SILVA, et al., 2011), sendo produzidos em organelas que
metabolizam oxigénio, nitrogénio e cloro (mitocondria, peroxissomos), atuando também na
sinalizacdo intercelular, em processos inflamatorios, fagocitose, na regulacdo do crescimento celular
e producdo de substancias bioldgicas importantes. Além disso, existem fatores externos que ajudam
a promover a producdo de radicais livres no organismo, como fumo, polui¢cdo ambiental, radiacao,
drogas, pesticidas, solventes industriais e 0z6nio (BARREIROS; DAVID, 2006).

As principais EROs distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HOs9),
superdxido (Oz¢), peroxila (ROO-) e alcoxila (RO¢); e as ndo-radicalares: oxigénio molecular (O2) e
peroxido de hidrogénio (H20). Dentre as ERNSs estdo o 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso (N20s),
acido nitroso (HNO3), nitritos (NO2), nitratos (NOs) e peroxinitritos (ONOO") (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 200; SEIFRIED et al., 2007).

Os radicais derivados de oxigénio compdem o0 mais importante grupo de radicais livres
gerado em sistemas vivos (Tabela 1). (VALKO et al., 2007). A adicdo de um elétron ao O, forma o
radical anion superdoxido (O2¢°) na cadeia transportadora de elétrons da mitocondria, onde durante a
transducdo de energia parte dos elétrons é transferida para o oxigénio prematuramente, formando o
radical. Ele é produzido através de processos metabdlicos de producdo de energia ou apos a ativacéo
de oxigénio por irradiacéo fisica, sendo considerado a EROs primaria, e pode promover interacéo
com outras moléculas para gerar EROs secundarias (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). Ja o

radical HO* ¢ o mais deletério ao organismo, principalmente devido a sua meia-vida muito curta e
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por reagir proximo ao seu local de formag&o, o que dificulta o seu sequestro in vivo. (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; VALKO et al., 2007) Ele frequentemente ataca as moléculas por abstracéo
de hidrogénio e por adicdo a insaturagdes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006), sendo formado
no organismo principalmente po dois mecanismos: reagdo de H.O> com metais de transi¢do e
homolise da agua por exposicdo a radiacdo ionizante (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
VALKO et al., 2007).

Tabela 1. Caracterizacdo das principais espécies reativas de oxigénio, formadas in vivo.

Intermediéario Origem Sitio de formacéo

Radical supedxido Formado a partir da reducdo parcial Reacbes de  autoxidacdo
do oxigénio molecular por 1 elétron  envolvendo flavoproteinas e

ciclos redox.

Peroxido de hidrogénio Formado a partir da reducdo parcial Vias catalisadas por oxidase e
do oxigénio molecular por 2 elétrons pela peroxido dismutase.

Radical hidroxil Formado a partir da reducdo do Locais adjacentes a formacao
oxigénio molecular por 3 elétrons. de anion superdxido/ peroxido

de hidrogénio na presenca de

metais, principalmente ferro;

produto de reacdo do Oxido

nitrico com o radical

superdxido.
Radical alcoxil Radical organico centrado no Intermedidrio na peroxidacao
oxigénio. de lipidios de membrana
Radical peroxil Formado a partir de hidroperoxidos Intermedidrio na peroxidacao
organicos. de lipidios de membrana.

Fonte: Ribeiro, (2005).

Os maiores alvos de EROs sdo proteinas, DNA e RNA, aclcares e lipidios (LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013). Em relacdo as proteinas, existem trés maneiras distintas de
modificacdo oxidativas: modificacdo de aminoacidos especificos; clivagem de peptidio; e formacéo
de proteinas da ligagdo transversal devido & reagdo com produtos da peroxidagdo lipidica (LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013; VALKO et al., 2007). O dano induzido por radicais livres a0 DNA

pode ocorrer por: producdo de sitios de base livre, delegdo, modificacdo de todas as bases, formacéo
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de ligacOes cruzadas e de rearranjos cromossomais. Uma importante reacdo relacionada com danos
ao DNA é a producéo de radical hidroxila através da reacdo de Fenton, que é um radical conhecido
por reagir com todos os componentes da molécula de DNA (CAROCHO; FERREIRA, 2013).
Tratando-se dos agucares, a formacao de radicais livres de oxigénio durante glicacdo precoce pode
contribuir para danos glicosidativos (VALKO et al., 2007; CAROCHO; FERREIRA, 2013). J4 a
atuacdo de oxidantes em moléculas lipidicas, chamada peroxidacéo lipidica, é iniciada por um ataque
em direcdo aos acidos graxos de cadeia lateral por um radical, a fim de abstrair um atomo de
hidrogénio de um atomo de carbono metileno. Depois de removido, o carbono central do radical
lipidico pode sofrer rearranjo molecular e reagir com o oxigénio formando um radical peroxil
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). O radical
hidroxilo € um dos principais radicais em peroxidacdo de lipidios, que é formado em sistemas
biologicos (VALKO et al., 2007; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Durante as Ultimas décadas, tem sido proposto o estresse oxidativo, definido como o
desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio e a defesa antioxidante (VALKO et
al., 2007). Ele ¢é originado de um aumento na producdo de EROs ou de uma queda na rede
antioxidante, sendo caracterizado pela inabilidade dos antioxidantes enddgenos em neutralizar o dano
oxidativo em alvos bioldgicos (SEIFRIED et al., 2007; ALVES et al., 2010). O balanco entre a
producdo e a neutralizacdo de radicais livres por antioxidantes € muito delicado e se este balango
tender a maior producdo de EROs, a célula comeca a sofrer as consequéncias do estresse oxidativo
(SEIFRIED et al., 2007; VALKO et al., 2007; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

O estresse oxidativo pode implicar em varidveis condi¢des patoldgicas envolvendo doengas,
como cancer, doencas cardiovasculares, aterosclerose, desordens neuroldgicas, renais e no figado,
hipertensao, artrite reumatoide, doengas auto-imunes, desordens degenerativas, obesidade, autismo,
catarata, diabetes mellitus, glomerulonefrites, entre outras (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
SEIFRIED et al., 2007; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

3.4.2 Atividade antioxidante
Segundo Khlebnikov et al. (2007) antioxidante é qualquer substancia que retarda, impede ou

elimina os danos oxidativos para uma molécula alvo. A atividade antioxidante é usualmente entendida
como a habilidade destes compostos em neutralizar radicais livres, como exemplificado abaixo
(VALKO et al., 2007; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013), onde AH e FRe representam um
antioxidante e um radical livre, respectivamente (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

AH + FR* — A* + FRH
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A atividade antioxidante pode ser realizada de varias formas: através das reacdes de oxidacéo
de radicais livres (prevencao de oxidantes); pela inibicdo da formacao de radicais livres lipidicos;
pela interrupcdo da propagacdo das reacOes de autoxidacdo em cadeia; através do sinergismo com
outros antioxidantes; com a agdo de antioxidantes como agentes redutores, que convertem
hidroperdxidos em compostos estaveis; através da acdo de antioxidantes como quelantes de metais,
que convertem pro-oxidantes (derivados de ferro e cobre) em produtos estaveis; e finalmente como
inibidores de enzimas pro-oxidativas (lipooxigenases) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Os antioxidantes podem ser subdividos em sintéticos e naturais. Os sintéticos sao
comumente usados na industria alimenticia, para prevenir a deterioracdo oxidativa, aumentando a
vida de prateleira de alimentos lipidicos. Sdo exemplos de antioxidantes sintéticos: o
butilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol (BHA), o propilgalato (PG) e o
terciobutilhidroxinona (TBHQ). No entanto, propriedades carcinogénicas tém sido atribuidas aos
antioxidantes sintéticos (ALVES et al., 2007), o que ressalta a importancia da investigacdo de
compostos antioxidantes de fontes naturais.

Ja os sistemas antioxidantes naturais que atuam no corpo humano sdo divididos em dois
grandes grupos: antioxidante enzimaticos e antioxidantes ndo-enzimaticos (CAROCHO;
FERREIRA, 2013; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Os antioxidantes enzimaticos, por sua vez, podem ser divididos em defesa enzimatica
primaria e secundaria (KHLEBNIKOQOV et al., 2007; CAROCHO; FERREIRA et al., 2014). A defesa
enzimatica primaria é composta por trés enzimas importantes, que agem impedindo a formacéo ou
neutralizando os radicais livres: glutationa peroxidase, que doa dois elétrons para reduzir os peroxidos
e elimina também os perdxidos como substrato potencial para a reacdo de Fenton; catalase, que
converte o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular e tem uma das maiores taxas de
turnover conhecida, uma vez que apenas uma molécula de catalase é necessaria para converter 6
bilhdes de moleculas de peroxido de hidrogénio; e, finalmente, superdxido dismutase, que converte
superdxido em perdxido de hidrogénio, como um substrato para catalase (VALKO et al., 2007;
LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). Ja a defesa enzimética secundéria inclui: glutationa
redutase, que reduz a glutatuina (antioxidante) a partir da sua forma oxidada, reciclando-a para
continuar a neutralizar os radicais livres; e a glicose-6-fosfato desidrogenase, que regenera 0 NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato - coenzima utilizada em reagdes anabdlicas), criando um
ambiente redutor (VALKO et al., 2007; CAROCHO; FERREIRA, 2013). J& os antioxidantes ndo
enzimaticos incluem o acido ascosbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH),

carotenoides, flavonoides, compostos nitrogenados (como o é&cido Urico), dentre outros
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(KHLEBNIKOV et al., 2007; VALKO et al., 2007; CAROCHO; FERREIRA, 2013; LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013).

Os flavonoides formam um grupo de compostos naturais que vem sendo bastante relatado
na literatura por suas propriedades antioxidantes (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Este grupo inclui
flavonois, antocianinas, isoflavonoides, flavononas e flavonas (PERES, 2009). As propriedades
antioxidantes sao conferidas aos flavonoides pelos grupos de hidroxila fenélicos ligados as estruturas
do anel, sendo eles capazes de atuar como agentes redutores, doadores de hidrogénio, capturarem
radicais superoxidos e até mesmo atuarem como quelantes de metais, além de serem capazes de ativar
enzimas antioxidantes. Alguns dos mais importantes antioxidantes sdo flavonoides catequina, galato-
catequina, quercitina e campferol (KHLEBNIKOV et al., 2007; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Levando-se em conta a complexidade envolvida na a¢do de antioxidantes in vivo, diferentes
metodologias in vitro tém sido desenvolvidas para estimar, de uma forma experimental simples, a
capacidade de antioxidantes de amostras complexa, bem como sua interacdo com EROs. Os ensaios
sdo baseados em diversas estratégias e sdo utilizados para a avaliacdo da capacidade de captura de
radicais livres de compostos antioxidantes e produtos naturais e comerciais. Tém sido aplicados
também para os produtos naturais e os fluidos bioldgicos, tais como plasma, urina e fluido seminal
(ALVES et al., 2010; NIKI, 2010; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). Estéo listados abaixo
0s principais métodos de avaliagdo da atividade antioxidante in vitro.

e Atividade de “sequestro” para os radicais livres DPPH e ABTS

Os antioxidantes chamados ““sequestradores” tém fungao de capturar os radicais livres ativos
antes que eles ataqguem moléculas biologicamente essenciais, doando atomo de hidrogénio ou
elétrons, além de transferirem prétons para produzir um composto estavel e um radical derivado de
antioxidante. As taxas de estas reac0es sdo determinadas primeiramente pela propriedade redox, tal
como energia de ligacdo de dissociacgao e o potencial de ionizagdo do antioxidante (NIKI, 2010).

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) € um radical livres estavel, que apresenta coloracéo roxa.
E amplamente utilizado para determinar a capacidade antioxidante. DPPH é sollvel em solventes
orgénicos e apresenta banda de absorcdo a 517 nm. Usualmente, a reducdo da intensidade de
absorbancia na presenca da amostra com atividade antioxidante € registrada depois de um tempo de
incubacdo fixado em 30 min (NIKI, 2010; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Ja 0 ABTSe+ (2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) ¢ um radical livre
estavel e com coloracdo verde. Ele € soltvel em agua e em alcool, sendo utilizado o comprimento de
onda 734 nm para sua leitura em espectrofotdbmetro. Seus resultados também se baseiam na reducao

da intensidade de absorbancia na presenca da amostra, que é expressa em porcentagem, com atividade
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antioxidante sendo registrada depois de 6 min de incubacdo (KHLEBNIKOV et al., 2007; NIKI,
2010).

As deficiéncias desses ensaios sdo a complexidade dos mecanismos de reacdo, a dependéncia
do indice com as condic¢Ges experimentais e a pobre relacdo de entre as estruturas quimicas de DPPH
e ABTS com radicais livres produzidos em sistemas biolégicos (NIKI, 2010).

e Métodos Competitivos (ensaios ORAC e TRAP)

A capacidade antioxidante e de misturas contendo compostos antioxidantes para eliminagéo
de radicais livres pode ser amplamente determinada pelo método competicdo, utilizando um
composto de referéncia, como uma sonda. Varios compostos de referéncia foram aplicados como uma
sonda. VVarios compostos de referéncia podem ser aplicados como sonda, e a capacidade antioxidante
de capturar radicais livres pode ser determinada pelo grau de supressdo de consumo da substancia-
sonda, sendo ele medido pela absorbancia em UV/visivel, fluorescéncia e quimiluminescéncia (NIKI,
2010). Vaérios métodos tém sido desenvolvidos e aplicados e, dentre eles, os que tém sido amis
utilizados séo: capacidade de absorbancia do radical oxigénio (ORAC - oxygen radical absorbance
capacity), parametro oxidante radical total (TRAP - total radical antioxidant parameter), capacidade
antioxidante equivalente ao trolox (TEAC - Trolox equivalente antioxidant capacity) capacidade total
do sequestro de oxiradicais (TOSC - total oxyradical scavenging capacity) (KHLEBNIKOV et al.,
2007; NIKI, 2010).

Dentre as metodologias para estimar a capacidade antioxidante por competi¢do, o ensaio
ORAC é um dos mais empregados. Neste ensaio, a capacidade antioxidante é avaliada pela area na
curva (AUC) do perfil cinético. Os valores de AUC sdo comumente comparados com os valores de
acido galico ou de trolox (um analogo de vitamina E) permitindo determinar um indice de ORAC em
termos desses compostos de referéncia (NIKI, 2010; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

e Método por reducdo de ions metalicos
Um potente antioxidante na captura de radicais muitas vezes age também como um potente
agente redutor. Assim, os métodos de poder redutor do ferro (FRAP - ferric reducing antioxidant
power) é bastante utilizado, para avaliar a reducdo de Fe®* a Fe?*, dependendo das espécies redutoras
disponiveis seguido pela alteracdo da cor de amarelo para azul e analisados por meio de um
espectrofotometro (NIKI, 2010; CAROCHO; FERREIRA, 2013).
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e Capacidade antioxidante total
Muitas tentativas tém sido feitas para quantificar a capacidade e expressar por um valor tal
como “capacidade antioxidante total” (TAC - total antioxidant capacity). TAC busca medir a
capacidade de eliminagcdo (“sequestro”) de radicais livres contidos na amostra teste, pelos
antioxidantes. Frequentemente, o trolox € usado como composto de referéncia e a capacidade total é
expressa como equivalente a trolox, porém alguns autores também utilizam o &cido ascérbico como
referéncia (NIKI, 2010; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

3.5 Anticoagulantes

3.5.1 Hemostasia e processos de coagulacao sanguinea
A hemostasia consiste em uma resposta fisioldgica protetora aos danos vasculares, através

da exposicdo de camadas subendoteliais da parede do vaso aos componentes sanguineos (KU et al.,
2013), tendo como finalidade a regulacdo do fluxo sanguineo, evitando o aparecimento de distdrbios
hemorragicos ou a ativacdo excessiva da coagulacdo, que causa formacdo inadequada de fibrina e
pode levar a oclusdo vascular (FRANCO, 2001; KU et al., 2013; OSTROWSKI; VALENTINI;
PAVANELLI, 2014). Seus componentes incluem plaguetas, vasos sanguineos, proteinas de
coagulacdo, anticoagulantes naturais e os sistemas de fibrindlise, onde o equilibrio funcional da
hemostasia é garantido por uma série de mecanismos que envolvem interacfes entre proteinas e
respostas celulares complexas (FRANCO, 2001).

O processo de coagulacdo é composto por uma série de zimogénios que sdo convertidos, por
ativacdo proteolitica, a enzimas ativas, levando a geracdo de trombina que, por sua, vez converte
fibrinogénio em fibrina. A fibrina se une ao tampéo plaquetério instalado no vaso sanguineo no
momento da lesdo, formando um coagulo (FRANCO, 2001; PHILLIP OWENS; MACKMAN, 2014).
Os mecanismos envolvidos nesse processo constituintes do sistema hemostatico devem ser regulados
para simultaneamente, evitando a perda excessiva de sangue e, a0 mesmo tempo, evitando a formacéo
de trombos intravasculares, decorrentes de formagéo excessiva de fibrina (FRANCO, 2001; FELIX-
SILVA et al., 2014).

Ha trés componentes principais na hemostasia efetiva: plaquetas, a cascata de coagulacéo do
plasma, além de endotélio e subendotélio. (FRANCO, 2001; KU et al., 2013).

Plaquetas circulantes devem ser capazes de manter contato direto e repetido com a parede
do vaso sanguineo no momento de lesdo, aderir a parede lesionada, formar um tampdo plaquetario e
permanecer nele até que ndo seja mais necessario (BRASS, 2010). Elas circulam no sangue em um
estado quiescente gracas a liberacdo de mediadores inibitdrios pelas células endoteliais normais,
sendo esses mediadores o 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGl.) e adenosina (ZARBOCK et al.,
2007). Apbs a lesdo vascular, as plagquetas sdo capazes de formar um complexo entre o colageno
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exposto e o fator de Von Willebrand, ocorrendo posteriormente a interagcdo entre a glicoproteina
plaquetaria 1b-1X-V & esse fator, processo chamado de hemostasia primaria (ZAGO; FALCAO;
PASQUIN, 2005; CHOI et al., 2014; PHILLIP OWENS; MACKMAN, 2014). Com a ativacdo
plaquetéria, a glicoproteina 11b/Illa torna-se capaz de se ligar ao fibrinogénio (ZAGO; FALCAO;
PASQUIN, 2005). A formagdo de uma Unica camada de plaquetas ndo ¢ suficiente, por isso ha uma
extensdo do tampdo plaquetario, através do recrutamento de plaquetas circulantes (hemostasia
secundaria), processo esse chamado de agregacdo plaquetaria (FRANCO, 2001; ZAGO; FALCAO;
PASQUIN, 2005; ZARBOCK et al., 2007). Essa agregacdo ¢ mediada pelo acumulo de alguns
antagonistas secretados pelas plaquetas e pela geracdo local de trombina (BRASS, 2010).

A trombina, por sua vez, se liga a um receptor (PARs) da superficie plaquetéaria e se torna
capaz de, por proteolise, converte fibrinogénio soltvel em fibrina insoltvel, que se une as plaquetas,
causando agregacdo e formacdo de um tampdo hemostéatico definitivo (FRANCO, 2001; MANN et
al., 2003). Ela é também responsavel pela ativacao de outros fatores de coagulacdo, sendo por isso
considerada uma enzima crucial nas vias de coagulacdo (GUGLIELMONE et al., 2002).

Por questdes didaticas, costuma-se dividir o processo de coagulacdo sanguinea em duas vias:
a extrinseca e a intrinseca (Figura 13). Na via extrinseca, ou via do fator tecidual, o fator VII
plasmético ativa diretamente o fator X da coagulacdo, enquanto na extrinseca, ou de contato, ha
ativacgdo do fator XI1 (quando o sangue entra em contato com uma superficie contendo cargas elétricas
negativas), que ativa o fator XI (FRANCO, 2001; SHI et al., 2012; WILSON; DAVIS, 2014). O fator
IX ativado, na presenca de fator V11, ativa o fator X. Ambas convergem para formar uma via comum,
que resulta na ativacdo da trombina, a qual também serve como uma resposta positiva para acelerar a
atividade da cascata. As vias intrinseca e extrinseca estdo integralmente interligadas e, assim, a
distincdo entre eles é de pouca importancia in vivo. (FRANCO, 2001; SHI et al., 2012; WILSON;
DAVIS, 2014).

3.5.2 Doencas tromboticas e anticoagulantes
O crescimento descontrolado de um tampé&o plaquetario é a principal causa da formacéo de

trombos e de ocluséo arterial, podendo provocar lesdes isquémica no cérebro e no coragdo (SHI et
al.,, 2012; PHILLIP OWENS; MACKMAN, 2014). Porém, existem varios mecanismos
antitrombaticos endogenos para prevenir a trombose indesejavel. A antitrombina 111 € um inibidor da
protease do plasma, que neutraliza a maioria das enzimas da cascata de coagulacédo, particularmente
a trombina. As proteinas C e S também trabalham em conjunto para inativar varios fatores de
coagulacdo. A plasmina converte fibrina para seus produtos de degradacdo, onde a regulagdo deste
processo ocorre por meio de inibidores de ativacdo de plasminogénio e antiplasmina (SILVA . et al.,
2011; PHILLIP OWENS; MACKMAN, 2014).
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Em doengas trombdticas, a trombina € gerada em resposta a lesdo vascular, que atua como
uma serina protease multifuncional e catalisa a clivagem proteolitica do fibrinogénio soltvel presente
no plasma para formar fibrina insoltvel, que conduz a formacéo de codgulos. Além disso, a trombina
também funciona como um potente agonista de plaquetas, amplificando sua propria geragdo por
ativagdo de feedback (SHI et al., 2012; OSTROWSKI; VALENTINI; PAVANELLI, 2014).

Figura 13. Representacdo esquematica da ativacao das vias intrinsecas, extrinsecas e comum da
coagulacdo sanguinea.
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Fonte: Adaptado de Arjum, (2011).

A trombose é um processo fisiologico muito complicado, que envolve a participagdo de
muitos fatores. a lesdo dos vasos sanguineos, juntamente com a adesdo e agregagdo descontrolada de
plaquetas sdo responsaveis pela fase inicial, sendo seguidas por um bloqueio de sangue que,
geralmente, provoca a formacao de um trombo nos vasos sanguineos (GUGLIELMONE et al., 2002).
Uma das principais causas das varias doencas cardiovasculares é a trombose intravascular (ARSLAN

etal., 2011), que € a formacdo de uma massa anormal na passagem de um vaso sanguineo, envolvendo
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fatores vasculares, celulares ou humorais. As complicacdes clinicas de trombose incluem
anormalidades da parede vascular, alteracfes no fluxo sanguineo e hipercoagulabilidade. A oclusao
de qualquer suprimento arterial ou da drenagem venosa pode provocar uma necrose isquémica da
area, com grandes chances de ocorréncia de infarto, onde 99% deles sdo causados por eventos
tromboticos ou embdlicos. Além disso, a formagdo do trombo pode desempenhar um papel
importante na progressdo das placas ateroscleroticas. Por isso, a trombina é principal alvo da maioria
dos anticoagulantes. (ARSLAN et al., 2011; SHI et al.,, 2012; OSTROWSKI; VALENTINI;
PAVANELLI, 2014).

As doencas que acometem o sistema circulatério sao as principais causas de mortalidada e
morbidade no mundo, gerando grandes despesas para 0s paises, principalmente pela grande
quantidade de medicamentos com atividades antitrombotica, anticoagulante e anti-plaquetaria que é
utilizada (PAWLACZYK et al., 2011; SHI et al., 2012; SALU et al., 2014). Dados da Organizagéo
Mundial de Satde (OMS), divulgados em Setembro de 2009, informam que 17,5 milhdes de pessoas
morreram vitimas de doencas cardiovasculares em 2005, o que representa 30% do numero total de
mortes registradas naquele ano, sendo estimada para 2015 uma taxa de morte anual por doencas
cardiovasculares de aproximadamente 20 milhdes (QUINONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013).

A terapia anticoagulante envolve o uso de drogas que funcionam como anti-plaquetarios
(também denominados agentes anti-trombéticos), que sdo usados atualmente para tratar distUrbios
tromboembdlicos afetando a vias extrinseca e intrinseca da cascata de coagulagdo, fazendo estender-
se 0 tempo de coagulacdo sanguinea (SILVA . et al., 2011). Esses medicamentos agem inibindo as
enzimas da via de coagulacdo, ou inibindo a ativacao e agregacdo de plaguetas (PAWLACZYK et
al., 2011; SALU et al., 2014). Os anticoagulantes sdo considerados medicamentos indispensaveis na
prevencdo primaria e secundaria de eventos tromboembalicos arteriais e venosos e na realizacéo de
cirurgias vasculares e cardiacas (ALVARENGA YOSHIDA et al , 2011).

A industria farmacéutica utiliza em larga escala os polissacarideos de origem animal,
especialmente para o tratamento de doencas do sistema cardiovascular (PAWLACZYK et al., 2011),
sendo a heparina ndo fracionada (HNF) o mais popular com a aplicacdo pratica mais ampla
(ALVARENGA YOSHIDA et al., 2011; FRANCO, 2001). Posteriormente, surgiram outros
anticoagulantes como a hirudina (isolada a partir da saliva das sanguessugas - Hirudo medicinalis),
suas formas recombinantes e seus derivados; e o danaparoide (Orgaran — mistura de
glicosaminoglicanos com 84% de sulfato de heparana, 12% de sulfato de dermatana e 4% de sulfato
de condroitina), sendo ambos aprovados em algumas situagdes clinicas, mas 0 custo e o0 risco
hemorragico que os envolve constituiram barreiras para disseminacdo rotineira desses medicamentos
na pratica clinica (ALVARENGA YOSHIDA et al., 2011). No Brasil, foram desenvolvidos estudos

pioneiros com heparina de baixo peso molecular (HBPM) e essa substancia permanece em uso clinico
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desde a década de 1980, com vantagens importantes em relacdo a HNF, em termos de eficécia e
seguranca (ALVARENGA YOSHIDA et al., 2011; PAWLACZYK et al., 2011). Desse modo, as
opcOes de tratamento anticoagulantes atuais sdo, além da HNF e HBPM, as cumarinas (AVKSs) e 0
pentassacarideo sintético fondaparinux (Arixtra®) (ALVARENGA YOSHIDA et al., 2011). A
anticoagulacdo prolongada é necessaria para um grande nimero de pacientes, com fibrilacéo arterial,
valvulas mecénicas no coracdo, trombose venosa profunda e embolia pulmonar, que fazem uso
rotineiro de medicagédo anticoagulante (BARON; KAMATH; MCBANE, 2014).

Embora todas essas drogas tenham se mostrado eficazes no tratamento e na reducdo do risco
a doenca tromboembdlica ao longo do tempo, elas estariam, por outro lado, associadas a
inconvenientes, que limitam seu uso e sua ampla aceitacdo clinica. A heparina estaria relacionada a
problemas de trombocitopenia por ela induzida, baixa biodisponibilidade, além do risco de
contaminacdo devido a sua origem animal (ALVARENGA YOSHIDA et al., 2011; PAWLACZYK
etal., 2011).

. Além disso, os tratamentos com as demais drogas anticoagulantes também podem trazer
efeitos deletérios ao paciente, como hemorragias, por exemplo, fazendo com que VArios usuarios
destas drogas tenham que realizar exames periédicos para avaliar os niveis de suas proteinas de
coagulacdo (OSTROWSKI; VALENTINI; PAVANELLLI, 2014).

Assim, apesar da eficacia desses anticoagulantes, seu risco hemorragico, sua restri¢cdo de
vias de administracdo e a necessidade de controle laboratorial rigoroso sdo fatores que tém levado a
busca por novas opc¢oes terapéuticas, que, além de serem eficazes, tenham menor risco hemorragico,
auséncia de efeitos colaterais, menor interagdo com outras medicaces ou alimentos, seja de facil
administracdo, confortavel para o paciente e para equipe médica, sem necessidade de controle
laboratorial, que sejam também de baixo custo e que possuam um antidoto (ALVARENGA
YOSHIDA et al., 2011; PAWLACZYK et al., 2011; YU et al., 2013; OSTROWSKI; VALENTINI;
PAVANELLLI, 2014)

3.5.3 Anticoagulantes e produtos naturais
Em todo o mundo ha uma busca continua por novos e mais eficazes agentes anticoagulantes

ou antiplaquetéarios, preferencialmente que possuam maultiplos alvos e ndo apresentem tantos efeitos
colaterais. A pesquisa com plantas medicinais para agente anticoagulantes representa uma area de
interesse consideravel. Por sua diversidade metabdlica, materiais vegetais sdo apontados como uma
boa fonte para este tipo de pesquisa (GUGLIELMONE et al., 2002; CARVALHO et al., 2010; CHOI
etal., 2014).

Compostos fenolicos formam um grande grupo de compostos ndo energéticos, largamente

presentes em plantas e alimentos. Nos ultimos anos, uma dieta rica em polifendis de plantas tem sido
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ustilizada para melhorar a saude e para diminuir a incidéncia de doengas cardiovasculares, pois esses
compostos tém sido apontados por possuirem efeitos antitrombdticos, que podem estar relacionados
as suas propriedades anti-inflamatérias e antiaterogénicas (KHAN et al., 2013; QUINONES;
MIGUEL,; ALEIXANDRE, 2013). Estudos realizados com antocianinas, substancia pertencente ao
grupo dos compostos fendlicos, mostraram que elas podem inibir a fungdo plaquetaria (KUNDU et
al., 2006). O efeito antitrombdtico de polifenois pode ser explicado pela sua capacidade para inibir
enzimas envolvidas na sintese de moléculas derivadas do acido araquidénico, que estdo diretamente
envolvidas na regulaco da homeostase vascular (QUINONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013).

Os flavonoides, compostos fendlicos de baixo peso molecular e maior distribuicdo no reino
vegetal, ndo contumam ser muito estudados em relacao a atividade anticoagulante porque, em geral,
eles ndo possuem as caracteristicas estruturais associadas a essa atividade. Porém, esses compostos
se destacam por sua grande reatividade em meios bioldgicos, estando associados a outras atividades
(GUGLIELMONE et al., 2005; LIU et al., 2010), onde varios estudos demonstram que os flavonoides
afetam uma grande variedade de enzimas por possuirem atividade eliminadora de radicais livres,
propriedades antitumorais, além de efeitos cardioprotetores e inibitorios sobre as plaquetas e
leucdcitos, que os torna de potencial interesse para o desenvolvimento de inibidores sanguineos e de
interacOes de parede dos vasos (ARSLAN et al., 2011; CARVALHO et al., 2010; GUGLIELMONE
et al., 2005). Além disso, estudos tém demonstrado que os flavonoides podem inibir a adeséo,
agregacao e secrecao plaquetaria. (GUGLIELMONE et al., 2002, 2005; CARVALHO et al., 2010;
SHI et al., 2012).
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This study evaluated the antioxidant capacity and anti coagulant plants of Caatinga, compared to in vitro testing
methods. Six plants were collected in the Paequr Nacional do Catimbau (Pernambuco-Brazil) and these were
prepared organic extracts with dichloromethane, tetrahydrofuran and acetone. To evaluate the antioxidant
capacity, we used in vitro testing methods (total antioxidant capacity, DPPH, ABTS and DNA protection). In
the evaluation of anticoagulant activity, were employed in vitro assays Prototrombina Time (PT) Activated
Partial of Thromboplastin Time (aPTT). Additionally, phytochemical profile and dosage phenolic compounds
were obtained. Of the eighteen tested extracts showed the best results of antioxidant activity: AcTHF, BtTHF,
BtACE, LfTHF, LTACE, PmTHF and PmACE, which also showed high content of phenolic compounds. In
anticoagulant activity assays, and PmTHF PmACE extracts altered coagulation time in PT and aPTT. The
phytochemical profile attests to the presence mainly flavonoids, cinnamic derivatives, terpenes and
protoantocianidinas. Thus, it concludes that plants of Caatiga have antioxidant and anticoagulant potential
importance of being carrying out studies aimed at fractionation and the elucidation of its compounds.

1. INTRODUCTION

The  Caatinga, exclusively —Brazilian been widely used by the population that lives this

morphoclimatic domain and located in the region, because of its supposed medicinal

Northeast, has a large variety of plant species, properties through teas and infusions prepared

and many of them endemic and adapted, through using extracts of these plants [1, 3]. Several plant

its rich metabolic production, the characteristic species of the Caatinga have been widely used by

conditions of environmental stress the semiarid the population that lives this region, because of

region where they are located (low rainfall, high its supposed medicinal properties through

temperatures and high evapotranspiration rates) prepared teas and infusions of plant extracts are

[1, 2]. Several plant species of the Caatinga have using [1, 3] and are used in the treatment against



various diseases, such as cancer, anemia,

diabetes, pain, infection, in  general,
cardiovascular disorders, among others [4-6].
The popular medicinal use coupled with the
metabolic wealth that the plant species of the
Caatinga present, are indications that they may
be promising sources of biomolecules of interest,
with diversified biotechnology applications [3,
7]. Therefore, the development of further studies
related to the phytochemical composition and
of these

therapeutic  properties plants is

necessary.

Oxidation processes play a essential role
in energy production in the cells to the biological
activities. However, as a result of this process,
free radicals are produced which, when
excessive, can cause oxidative damage to cellular
major compounds: DNA, proteins and lipids [8,
9]. The unbalance between these free radicals
and antioxidants (substances that stabilize and /
or eliminate these radicals) produced in our body
because the so-called oxidative stress [10].
Studies indicate that oxidative stress can be
directly related to the development of various
degenerative  diseases, such as cancer,
atherosclerosis, diabetes, gastric ulcers, aging,
cardiovascular diseases, among others [11, 12].
The interest in finding natural antioxidants for
use in food or medicinal materials to replace the
synthetic antioxidants has grown considerably
since the synthetic may be related to adverse

effects such as carcinogenic properties [13].

The functional balance of hemostasis is

secured by a variety of mechanisms that has the

59

purpose of regulating blood flow, preventing the
onset of bleeding disorders as well as excessive
activation of coagulation which causes
inadequate fibrin formation and may lead to
vascular occlusion and thrombosis [14, 15].
Treatment with anticoagulant drugs such as
heparin, are quite widespread, but its continued
use can bring harmful effects to the patient, such
as bleeding. Because of this, there has been
growing interest in search for new therapeutic

options [15, 16, 17].

Several studies have reported high

potential of plants for the production of
compounds that exhibit various properties
including antioxidant and anticoagulant [14, 17,

18, 20]. Therefore, this study aimed to select

plants of Caatinga with antioxidant and
anticoagulant activity.
2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Plant material

The plant species Anadenanthera
colubrine (Vell.) Brenan, Bowdichia
virgilioides Kunth,  Buchenavia tetraphylla

(Aubl.) R.A. Howard, Libidibia ferrea (Mart.)
L.P. Queiroz,
(92004),
Luckow & R. W. Jobson were collected at

Myroxylon peruiferum L. f.

Pityrocarpa moniliformis (Benth.)

Parque Nacional do Catimbau, Conservation
Unit of the Caatinga biome, Municipalities of
Buique, Ibimirim and Tupanatinga, Pernambuco
State, Brazil. Leaves were collected in February
(2012) and the plants were botanically identified
at Herbarium IPA, from Instituto Agrondmico de

Pernambuco (Agronomic Institut of Pernambuco



State), Brazil. Vouchers species were deposited
at the herbarium IPA.

2.2. Preparation of leaf extracts
The leaves of each plant were dried at

room temperature for 7 days, and then crushed.
To obtain the extract, 10 g of powder was added
to 100 ml of the organic solvent, and then the
mixture was subjected to agitation (300 rpm, 24
hours). After shake, the extract was filtered
through Whatman filter paper No. 1. This
procedure was repeated three times for each
solvent. They used the diclotometano organic
solvents (Dic), tetrahydrofuran (THF) and
acetone (ACE), in this order.

2.3. Phytochemical profile
Following the method of Matos [20], the

chemical survey was performed using the Thin
Layer Chromatography (TLC). Aliquots were
applied (10 L) in extracts of chromatographic
plates silica gel (Macherey-Nagel®, ref. 818
133), using appropriate developers and elution
systems, to attest the presence of cyanogenic
glycosides, flavonoids, cinnamic derivatives,
triterpenes, steroids, mono and sesquiterpenes,
alkaloids

and proanthocyanidins in plant

extracts.

2.4. Total phenolic compounds

The content of phenolic compounds was
determined according to the Folin-Ciocalteu
method. 200 uL plant extracts (at a concentration
of 1 mg / ml) were added to tubes, along with 1
mL of Folin-Ciocalteu reagent (1: 1 / v: v) and

2.5 ml of sodium carbonate (20%). The mixture
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was incubated for 30 min at room temperature.
The absorbance was measured at 765 nm and the
estimated total phenolic compounds was
calculated using an equation obtained from the
calibration curve gallic acid, are performed in

triplicate [21].

2.5. Antioxidant activity

2.5.1. Total antioxidant activity
The total antioxidant activity (TAC) was

evaluated by the method of Pietro et al. [22]. An
aliquot of 0.1 ml of the sample solution (1 mg /
ml using methanol as solvent) was mixed with 1
ml of the reagent solution (600 mM sulfuric acid,
28 mM sodium phosphate, and 4 mM ammonium
molybdate). The tubes were covered and
incubated in a thermostated bath at 95 ° C for 90
After the

temperature, the absorbance was measured at 695

min. samples reached room
nm against blank (1 ml of reagent and 0.1 ml of
solvent). The total antioxidant activity was
expressed in relation to ascorbic acid and

calculated using the formula:

%TAC = (As-Ac) X 100/ (Aaa— Ac)

wherein Ac is the absorbance of control (reagent
solution without extract), Aa absorbance in the
presence of the extract and the absorbance Aaa

ascorbic acid, which was used as standard.

2.5.2. DPPH scavenging assay
The antioxidant potential of the

compounds was evaluated through scavenging of
free radical 2,2-diphenyl - 1 - picrylhydrazyl
(DPPH) [23]. A solution of 0.2 mM DPPH in
methanol was prepared. For DPPH 250 uL, 10 uL



of each sample were used (concentrations of 500,
250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 g / ml, using
DMSO as solvent) and added in a 96-well plate.
The plate was incubated in the dark for 30 min at
After

absorbance was measured at 517 nm. The

room temperature. incubation, the
percentage of DPPH radical capturing activity

was calculated using the formula:
DPPH% Reduction = [(Ac - As) / Ac]

wherein Ac is the absorbance of control (DPPH

+ DMSO) and The absorbance of the samples.

2.5.3. ABTS scavenging assay
The capture radical ABTS activity was

determined according Re et al. [24] The radical
cation ABTS + is produced by reaction between
an ABTS solution + 14mmol.L-1 and a solution
of potassium persulfate (K2S208) to 4.9 mmol.
L-1, kept at room temperature and protected from
light for 16 h. Before use, this solution was
diluted with ethanol to obtain an absorbance of
0.700 £ 0.020 at the 734 nm. To the reaction were
mixed in 3 ml of ABTS solution and + 30 uL of
plant extract (concentration 1 mg / ml). The
mixture was homogenised and incubated at room
temperature for 6 i. After incubation, the
absorbance of the samples were measured at 734
nm and the Trolox was used as a standard, from
which a calibration curve was made. From the
calculated

readings, it the percentage of

inhibition of ABTS, using the formula:

% Reducdo de ABTS= [(Ac — As)/ Ac] x 100
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wherein Ac is the absorbance of control and wing

absorbance of the samples.

2.5.4. DNA protection assay

The DNA protection was performed
using plasmids belonging to the Laboratory of
Molecular Biology Library (Department of
Biochemistry - UFPE). For the reaction, we used
was Fenton's reagent (30 mM H202, 50 mM
ascorbic acid and 80 mM FeClI3) and plant
extracts in concentrations of 250, 100 and 50
ug//ml. The final volume of the mixture was
made up to 20 uL with distilled water. The
solution was then incubated at 37 ° C for 30 min
and, after  incubation,  subjected to
electrophoresis on agarose 1% gel (1 g of agarose

in 100 ml of 0.5 x TBE buffer) [12].

2.5. Anticoagulant Activity

2.5.1. Human plasma
The human blood (“pool” five volunteer

donors) for the coagulation assay was collected
by venipuncture in the basilic vein in syringe
containing sodium citrate, 1/10 volume of 3.8%
solution, and collection carried out slowly
evitando- hemolysis of the blood. Then the blood
was centrifuged at 3000g for 10 minutes at 25 °
C to obtain platelet poor plasma (PPP). The
plasma was then divided into small fractions and
stored in a freezer at -80 ° C for further

conducting the tests.

2.5.3. Determination of prothrombin time
(PT)
The prothrombin time was determined by

semi-automated coagulometer (BFT Il - Dade



Behring) after addition of tissue thromboplastin

(Factor I11) to the platelet-poor plasma.

For the determination of prothrombin
time reagent used was Dade Behring (lyophilized
rabbit brain thromboplastin) reconstituted at the
time of use, according to the manufacturer's
instructions. In a heated patterned 37 °C tube was
added 50 uL plasma and 50 uL of test substances.
After incubation at 37 °C for 60 seconds, 100 uL
thromboplastin was added, then if triggering the
timer. The experiments were performed in
duplicate, and the results expressed in seconds,
the maximum time of the test 300/2. Finally, a
repetition was made, where the experiment was
heated to 100 ° C [25].

2.5.4. Determination of activated partial
thromboplastin time (aPTT)
The determination of the activated partial

thromboplastin time was also performed in a
semi-automatic coagulometer (BFT Il - Dade
Behring) using activated cephalin from rabbit

brain containing celite as an activator.

Standard tube heated to 37°C were used
to determine the APTT, to which was added
plasma 50 pL , cephalin 50 pL in the presence of
50 uL test substances. After incubation at 37 °C
for 120 seconds, are added 50 uL CaCl2 (0.025
M), previously heated to 37°C simultaneously

being triggered the timer.

The measurements were performed in
duplicate and the results expressed at different
time obtained in the test plasma. They were

expressed in seconds, the maximum time of the

62

test 300/2. Additionally, a repetition was made
by heating the samples at 100 ° C [25].

3. RESULTS e DISCUSSION

3.1. Phytochemical profile
The phytochemical profile of the plant

extracts was assessed by Thin Layer
Chromatography  (TLC), following  the
methodology Matos [20]. The results are

described in Table 1.

From the results it can be seen that the
tetranydrofuran organic extract showed the
greatest compounds content for all the plants,
followed by acetone, which may indicate the use
of these solvents for the extraction of plant
compounds of  biotechnological interest.
Furthermore, it was observed that flavonoids,
belonging to the group of phenolic compounds,
were found in all the extracts, with the highest
incidence those obtained from THF and acetone.
There was also a high incidence of terpenes,
which appeared mainly in dichloromethane

extracts and THF.

Flavonoids, colored pigments in plants, are
compounds quite reported to possess various
biological activities, such as scavenger of free
radicals, anti-tumor properties, cardioprotective
effects [14, 27] and may also act as vasodilators,
antivirals (including HIV), antioxidants, anti-
hemorrhagic, antiinflammatories, antimicrobials

and altiulcerogénico [9, 28, 29].



Table 1. Phytochemical profile.
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Classe de metabolitos
secundarios

Anandenanthera colubrina

Buchenavia tetraphylla

Cyanogenic  heterosides

(leaves)

EXTRACTS
Flavonoids (aglic)*
Flavonoids (het)**
Cinnamic derivatives
Triterpenes and steroids

Mono and sesquiterpenes

Alkaloids
Proanthocyanidins

DIC

++

+++

Present

THF

+

tr

++

ACE

Absente

DIC THF

+++ +

+++ +

- +++

++

Myroxylon peruiferum

Bowdichia virgilioides

Cyanogenic heterosides Present Absente
(leaves)
EXTRACTS DIC THF ACE DIC THF ACE
Flavonoids (aglic)* - + + - + +
Flavonoids (het)** - +++ +++ - +H+ 4
Cinnamic derivatives ++ +++ +++ - 4+ +++
Triterpenes and steroids ++ ++ tr ++ + +
Mono and sesquiterpenes +++ ++ + +++ ++ +
Alkaloids - - - - - 3
Proanthocyanidins - tr tr - ++ +
Libidibia ferrea Pityrocarpa moniliformis
Cyanogenic heterosides Present Absente
(leaves)
EXTRACTS DIC THF ACE DIC THF ACE
Flavonoids (aglic)* - + + - ++ -+
Flavonoids (het)** - +++ +++ +++ +
Cinnamic derivatives - +++ +++ +++ +++
Triterpenes and steroids ++ + + ++ + +
Mono and sesquiterpenes +++ ++ + +++ ++ +
Alkaloids - - - - - -
Proanthocyanidins - +++ ++ - ++ +

* Flavonoides agliconas; **: Flavonoid glycosides;
tr: traces; +: infrequent; ++: frequent; +++: very frequent; - : absent.



Terpenes with antioxidant properties are
rare but a few examples are known as rosmanol,
triterpenes and also some quinonamethide, as
Celastrol and pristimerin [28, 30, 31].

Work related to the phytochemical profile
of plant species of Caatinga are scarce. Melo et
al. [32] related the high content of tannins in
methanol extracts on antioxidant activity of three
plants of Caatinga: Poincianella pyramidalis,
Jatropha mollissima and Anadenanthera
colubrina. Studies with extracts of bark and root
of Bowdichia virgilioides revealed the presence
of tannins, alkaloids and terpenoids [33-35].
Performed work on the phytochemical
prospecting of Libidibia ferrea confirmed the
presence of the condensed tannins, catechins and
tannins hydrolysates, such as gallic acid and
it extracts [7, 36, 37].

analysis performed with B.

ellagic acid, in
Phytochemical
virgilioides detected the presence of flavonoids,
benzofuranoides, terpenoids and alkaloids [33,
35, 38]. Silva et al. [39] showed the presence of
phenolic compounds quercetin and rutin in

Pityrocarpa moniliformis extracts.

3.2. Total phenolic compounds

The results obtained in the determination
phenolic compounds were expressed as gallic
acid equivalents (GAE)/ gram of extract (Table
2). Dichloromethane extracts showed no
significant levels of phenolic compounds. For all
plants, THF and acetone extracts showed high
levels of phenolic compounds, when compared to
data from other plant species described in the

literature [17, 40, 41]. For all plants, THF
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extracts showed the highest levels, data that
corroborates with the phytochemical profile,
where the compounds belonging to the group

total phenols shown in great quantity.

Several studies have reported that the
antioxidant activity of many plants with
therapeutic properties may be related to the
presence of natural substances, especially
phenolic compounds [32, 41]. Silva et al. [10]
evaluated high levels of phenolic compounds in
ethanolic extracts of A. colubrina, L.ferrea and
P. moniliformis, relating this aspect to the
antioxidant activity displayed by them. Phenolic
compounds contribute to various biological
effects on plants by removing free radicals by
acting as chelating metals as catalysts and also as

activators of antioxidant enzymes [17, 42].

3.3. Antioxidant activity

3.3.1. Total antioxidant activity
The total antioxidant capacity of plant

extracts was measured by fosfomolibdénio
method, which is based on the reduction Mo(IV)
to Mo(V) by the antioxidant compound, forming
a complex between Mo(V) and phosphate with
green coloration, which is formed under acid pH
conditions, it can be monitored by
spectrophotometry at 695 nm [43]. After the
reaction, the higher the absorbance, the greater
the total antioxidant capacity. According to the
results obtained, listed in Figure 1, all extracts
from A. colubrina, B. virgilioides, B. tetraphylla,
L. ferrea, M. peruiferum and P. moniliformis had

antioxidant capacity. The best results were



Table 2. Content of total phenolic compounds

Extracto Total Phenolic

compounds (mg GAE/g
extract) *

ACTHF

AcACE

BVvTHF

BVACE

BtTHF

BtACE

LfTHF

LfAce

MpTHF

MpACE

PMTHF

PmACE

104,891 + 7,12

63,108 £2,91

135, 666 + 5,00

52,178 0,33

146,984 + 1,15

92,256 + 1,82

162,023 + 8,07

158,845 + 0,13

147,992 + 5,55

60,317 + 8,72

153,340 + 1,28

43,729 £ 0,54

Figure 1. Total antioxidante capacity

100+

504

%do controle (ac.ascorbico)

mm DIC
mm THF

Bl ACE
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obtained in LfTHF (79.300 + 3.19) BtTFH
(56.7863 + 1.1587) and BtACE (61.624 £+ 4.72).

In studies Kuman et al. [41] the free
radical scavenging activity was in line with the
phenolic content in plant extracts, and
antioxidant capacity values followed the same
order of magnitude as the phenolic content.

3.3.2. DPPH scavenging assay
To evaluate the antioxidant activity of the

extracts, it used the free radical DPPH
scavenging method, where its results are based
on the reduction of the radical absorbance after
the reaction. 1Csop was calculated from the
samples (Table 3), which would be the amount of
extract required to eliminate 50% of DPPH.
Regarding the reduction in absorbance of DPPH,
the best results were obtained with AcTHF,
AcACE, LfTHF, LfACE, BvTHF and BtTHF
extracts (reduction of about 80%), PmTHF and
BtACE (approximately 70%) results attest the
antixidante potential of these extracts against
DPPH. The best IC50 indexes were detected in
the extracts ACTHF, AcCACE, BVACE, MpTHF,
PmTHF and PmACE.

Kumar and Chattopadhyay [46] and
Kumar et al. [41] evaluated antioxidant potential
in methanolic extracts of Mentha spicata and
Pistachia vera, respectively, by the DPPH assay,
and both associate this potential to the high
concentration of phenolic compounds found in
the samples. Similar results were obtained in the
work of Baba and Malik [45], where the

methanolic extracts of Gentiana kurroo



presented antioxidant and antimicrobial potential
also associated with higher total phenolic and
flavonoid values. Oliveira et al. [40] evaluated

the antioxidant potential of leaves Encholirium

spectabile, Caatinga plant with medicinal
properties and has reported high levels of
phenolic compounds and flavonoids, getting 1Cso
39.24 in ethanolic extract and 57.64 ug / ml in

fractions of ethyl acetate.

The DPPH assay was also used to
evaluate the antioxidant potential of plant
Combretacea and Fabaceae families, which
corroborates the results of this work. Bauhinia
glabra (Fabaceae) was reported by presenting
antioxidant activity in the work of Campos et al.
[47] where their hexanics fractions reducing the
DPPH at 73.54%

decreased by 64.40%, and these results according

and chloroform fractions

to the high amount of phytosterols found in this
extract. Terminalia arjuna (Combretaceae) also
showed significant antioxidant activity in their
extracts against to the DPPH, and was reported a
positive relation between this activity and the
content of phenolic compounds and flavonoids
obtained [48].

This test, as others performed in vitro,
have become standard tools and extremely
necessary in the initial selection of substances
which may be used as pharmaceuticals, helping
the researchers in the evaluating the activity of
compounds isolated from natural products, as
well as obtained from synthetic sources.

Furthermore, these methods can assist in the
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choice of the plant species to chemical and
pharmacological studies, as well as degree of
maturation, environmental conditions, etc. and
prove the presence of antioxidant substances [28,
40, 44].

Table 3. 1Cso scavenging assay

Extract 1Cs0 (Mg/mL)
AcDIC 180,221
AcCTHF 49,521
AcACE 58,719
BvDIC 917,01
BVTHF 208,028
BVACE 48,996
BtDIC 3053, 022
BtTHF 140,001
BtACE 173,666
LfDIC 128,285
LfTHF 142,623
LfACE 383,916
MpDIC 3896,865
MpTHF 14,345
MpACE 522,585
PmDIC 752,410
PMTHF 88,803
PMACE 26,772




3.3.3. ABTS scavenging assay

The ABTS radical scavenging assay was
performed according Re et al. [24] which
estimates for the

the potential reducing

absorbance of ABTS reagent, in percentage.

The results found (Figure 2), the best
percentages of inhibition of ABTS were made by
extracts of THF and acetone in L. ferrea, P.

moniliformis and B. tetraphylla.

Corroborating the results shown in this
work, Dzoyem et al. [49] and Ahmed et al. [50]
found potential antioxidant in plants belonging to
the Fabaceae and Combretaceae family
respectively. In the first, the antioxidant activities
were evaluated in acetonic extracts obtained
from the leaves of nine plants of the family
Fabaceae, where the Xylia torreana species
showed the best results. In the second, was
evaluated the oxidant potential of four plants of
the genus Combretum, which are widely used as
medicinal plants for communities in Africa,
obtaining significant results. Both cases related
indexes of antioxidant activity to the high content
of phenolic compounds, mainly flavonoids,

present in the extracts.

3.3.4. DNA nicking assay
This trial evaluated the antioxidant

activity of plant extracts by plasmid DNA
protection to the damaging effects caused by
hydroxyl radicals [10]. These radicals are
generated in the Fenton reaction, which occurs in
living systems, which is the production of free
hydroxyl radicals (OH ¢) from the action of

endogenous reagents, such as intracellular iron.
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Figure 2. ABTS scavenging assay.

150+
@ oic

= THF
[ Ace

Figura 3. DNA nicking assay.

A: Positive control (DNA+ Fenton), negative control
(only DNA), AcACE, LfACE, PmTHF, MpTHF,
ANnTHF, LfTHF, BvTHF, BtTHF, LfDIC.

B: BVACE, BtACE, MpACE, PmACE, AcDIC,
BtDIC, MpDIC, PmDIC, BvDIC.

During this reaction, H20: is cleaved into
* OH by trasnference of iron electrons, and this
radical formed a highly reactive oxidant species
[9, 11].

Thus, the DNA protection assay, the
plasmid used takes on linear forms "matches"
that present a mobility different run on agarose
gels [12].



In this study, eighteen extracts Caatinga
plants were tested against the DNA of protection
(Figure 3) and the presence of bands in agarose
gel were indicative of protective effect. The best
results were obtained at a concentration 250 ug /
mL with THF and acetone extracts, for tests
performed with diclhoromethane showed DNA
degradation signals in agarose gel. In relation to
the plants, Pytirocarpa moniliformis presented

the best protective activities.

Silva et al. [10] reported the potential of
Libidibia

colubrina and Pityrocarpa moniliformis in

ferrea  extracts, Anadenanthera
relation to the DNA protective effect, obtaining
significant results. The protective activity of
DNA per plant extracts was also evaluated by
Leba et al. [12], where the acetone and aqueous
extract of Oenocarpus bataua showed a
protective effect, and Kumar et al. [41], obtained
effect DNA damage

methanolic extracts of Mentha spicata.

protective against

The

developed because of damage caused in the

DNA protection assay was
genome, particularly by free radicals, being the
center of the development of degenerative
diseases such as Parkinson's and Alzeimer, such
as cancer [11]. Thus, it is very important to
develop research related to substances that have

a protective effect, mainly from natural sources.
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3.4. Anticoagulant activity

3.4.1. Determination of Prothrombin Time
(PT) and Activated Partial Thromboplastin
Time (APTT)

The action of plant extracts on the

hemostatic system was evaluated for its
anticoagulant activity of Prothrombin Time (PT),
which assesses the action on the extrinsic
pathway of coagulation; and Activated Partial
Thromboplastin Time (APTT), which is a way of
evaluating the action in the intrinsic pathway of

coagulation, using human plasma.

Two experiments PT and APTT were
performed. At first, the 18 extracts were
subjected to the tests and the results are shown in
Figures 5-10, which extracts PmTHF, PmACE,
BtTHF and BtACE showed changes in both TP
and in APTT compared to controls (NaCl 0.15M
and DMSO diluted 5X).

Extracts positive activity were subjected
to second experiments PT and APTT, which is
realized with two repetitions, where in one the
samples were heated to 100 °C, in order to assess
whether
composition (Figures 11-18). The PmTHF and

the compounds would enzymetic

PmACE extracts showed the greatest change in
both the APTT and in PT concentration of 0.5
mg, indicating that they have the potential to be
investigated in other assays related anticoagulant
activity. There was not difference in results
between the tests with and without heating,
making sure that the compounds involved in the

anticoagulant activity are non-enzymatic.
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Figure 5. PT assay, THF extract.
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Figure 10. PT assay, THF
extract.
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The antithrombotic activity of plant
extracts has been reported in several studies.
Felix-Silva et al. [17] showed significant
anticoagulant activity in aqueous extracts of the
leaves of Jatopha gossypiifolia, through the PT
and APTT assays. Choi et al. [16] and Salu et al.
[19] evaluated the CrataBL antithrombotic
potential, a lectin obtained from Crataeva tapia,
which is able to inhibit the Xa coagulation factor,
playing thus an important role in antithrombotic
activity. Additionally, Choi et al. [16] suggested
that quitamase, thrombolytic protein purified
from Aster yomena plant, has the potential to be
a therapeutic agent against thrombosis, since it

leads to increases the PT and APTT rates.

The results obtained on PT and APTT in
this work compared to the phytochemical profile
of extracts obtained suggests a relationship
between the anticoagulant potential and the
presence of phenolic compounds (flavonoids and
proanthocyanidins). Some studies have related
the antithrombotic potential of plant extracts to
its phytochemical composition, mainly by the

presence of phenolic compounds [15, 18].

Phenolic compounds have been shown to
possess antithrombotic effects, which may be
related to their anti-inflammatory and anti-
atherogenic properties. This suggests that these
compounds may be capable of acting against

cardiovascular diseases [51, 52].

Several natural flavonoids have been
evaluated as potential thrombin inhibitors, when

using the method of action on PT, where
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myricetin and quercetin and proved the best
thrombin inhibitors tested [53]. Ostrowski et al.
[15] relates the change in APTT to the presence
of flavonoids
Yu et al

in  Tropaeolim majus plant
material. [54] claimed that the
intravenous administration of quercetin showed a
APTT and PT.

Guglielmone et al. [14] reported the inhibitory

significant increase in
effects on the platelet aggregation process in

flavonoids obtained from Flaveria bidentis.

4. CONCLUSION

According to the results obtained in this
study, tetrahydrofuran and acetone solvents are
capable of extracting of plants compounds with

such as
The

Anadenanthera colubrina and Libidibia ferrea

important  biological activities,

antioxidant and anticoagulant. leaves
present a high antioxidant potential in in vitro

assays, while the leaves of Pityrocarpa
moniliformis present in addition to the in vitro
antioxidant activity, potential for obtaining
compounds having anticoagulant activity. Thus,
more specific methods should be conducted with
the leaf extracts of these species, in the search for

purufied compounds of biotechnological interest.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que:

e Os solventes tetrahidrofurano e acetona foram capazes de extrair das plantas compostos que
possuem importantes atividades bioldgicas;

e As plantas da Caatinga Anadenanthera colubrina, Libidibia ferrea, Pityrocarpa moniliformis
e Buchenavia tetraphylla foram selecionadas como potenciais produtoras de compostos com
acdo antioxidante in vitro, devendo ser mais investigadas neste aspecto, principalmente em
relacdo a protecdo contra danos ao DNA;

e Os extratos de Pityrocarpa moniliformis apresentaram acdo anticoagulante em ensaios in
vitro, devendo ser submetidos a mais estudos;

e Os resultados obtidos apontam novas perspectivas para este trabalho, como o fracionamento
e purificacdo das amostras, ensaios com as amostras purificadas, elucidagdo dos compostos,

bem como a avaliacdo da citotoxicidade e da mutagenicidade os compostos.
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