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RESUMO

Conhecidas por urtiga, as espécies pertencentes ao género Cnidoscolus despertam grande
interesse cientifico. Possuem, entre outras, atividade antiinflamatéria e antitumoral do
sistema genito-urindrio, antimicrobiana e anti-séptica. Os objetivos desta tese foram
determinar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade biolégica dos extratos brutos e fragdes
de quatro espécies medicinais de Cnidoscolus (C. infestus Pax & K. Hoffm., C. pubescens Pohl,
C. quercifolius Pohl e C. urens (L.) Arthur) presentes em levantamentos etnobotanicos da
Caatinga. As coletadas foram realizadas nos estados de Pernambuco (Altinho e Buique) e
Paraiba (Soledade) e o material testemunho foi depositado no Herbario UFP Geraldo Mariz
do Centro de Ciéncias Bioldgicas/UFPE. O conteudo de fendis totais e taninos foram
determinados pelo método Folin-Ciocalteu e o contelddo de flavondides pelo método de
complexacdo com cloreto de aluminio. A atividade antioxidante foi analisada pelo ensaio do
DPPH e ensaio quelante do ion ferroso (FIC). A caracteriza¢do fitoquimica foi realizada por
cromatografia em camada delgada com eluentes e reveladores especificos. O método de
difusdo em agar e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram utilizados para determinar a
atividade antimicrobiana dos extratos brutos e fracdes. A toxicidade seletiva foi avaliada
frente as larvas de Artemia salina Leach e a atividade citotoxica frente as linhagens HT-29,
Hep-2 e NCI-H292 pelo método do MTT. Os niveis de fendis totais variaram de 3,58 + 0,16
mg equivalentes de acido tanico (EAT)/g nas cascas de C. quercifolius a 23,00 + 0,10 mg
EAT/g nas folhas de C. pubescens. As partes aéreas de C. infestus e cascas de C. quercifolius
ndo exibiram taninos enquanto que as folhas de C. pubescens possuem os mais elevados
niveis (8,72 £ 0,16 mg EAT/g). As folhas de C. pubescens apresentaram o maior contetudo de
falvondides (39,37 + 0,57 mg equivalente de rutina por grama), entretanto, suas raizes ndo
apresentaram esta classe. O extrato bruto das raizes de C. infestus apresentou o melhor
resultado antioxidante pelo ensaio do DPPH, enquanto que o extrato bruto das raizes de C.
pubescens foi mais eficiente no ensaio FIC. Comparativamente, a atividade antioxidante
qualitativa correlacionou-se com a atividade antioxidante quantitativa. Os fitoquimicos
presentes em todas as amostras foram cumarinas e terpendides, enquanto que alcaldides e
naftoquinonas ndo foram confirmados. A presenca de uma mesma cumarina (Rf 0,35) nas
amostras sugere um padrdao que podera ser usado como marcador quimico para estas
espécies. Os extratos foram ativos frente as bactérias Gram-positivas e inativos frente as
Gram-negativas. O extrato bruto metandlico das cascas de C. quercifolius apresentou CIM
entre 250-500 ug/mL frente as bactérias Staphylococcus aureus, S. coagulase negativa e
Enterococcus faecalis e sua fracdo diclorometandlica apresentou CIM entre 62,5-250 pg/mL
frente as cepas de Staphylococcus multirresistentes. Todos os extratos foram considerados
toxicos frente as larvas de A. salina (ClLsp entre 165-675 pg/mL). Os extratos de C. infestus
(atividade frente Hep-2 e NCI-H292), das cascas de C. quercifolius (atividade frente HT-29 e
Hep-2) e das partes aéreas de C. urens (atividade frente Hep-2 e NCI-H292) mostraram
inibicdo de crescimento celular e o extrato das raizes de C. urens apresentou concentracao
inibitéria média (ICso) de 20,3 + 6,33 pug/mL contra a linhagem Hep-2. Esta tese fornece
valiosas informacOes sobre substancias com potencial antioxidante, antimicrobiano e
citotoxico do género Cnidoscolus e os resultados obtidos apontam para a descoberta de
novos compostos ativos.

Palavras-chave: Antibacteriano; Antioxidante; Citotoxicidade; Conteldo fendlico; Toxicidade
seletiva.



ABSTRACT

Known as nettle, the species of the genus Cnidoscolus arouse great scientific interest.
Possess, among others, anti-inflammatory and antitumor activity of the genitourinary
system, antimicrobial and antiseptic. The objectives of this thesis was to determine the
phytochemical profile and evaluate the biological activity of extracts and fractions of four
medicinal species of Cnidoscolus Cnidoscolus (C. infestus Pax & K. Hoffm., C. pubescens Pohl,
C. quercifolius Pohl and C. urens [L.] Arthur) present in the Caatinga ethnobotanical surveys.
Samples were collected in the states of Pernambuco (Altinho and Buique) and Paraiba
(Soledade) and the voucher specimens were incorporated in the Herbarium UFP Geraldo
Mariz of the Center of Biological Sciences/UFPE. The total phenolic content and total tannin
content were determined by Folin-Ciocalteu method and total flavonoid content by
complexation method with aluminum chloride. The antioxidant activity was evaluated by
DPPH assay and ferrous ion chelating assay (FIC). The phytochemical characterization was
performed by thin layer chromatography with solvents and specific developers. The agar
diffusion method and Minimal Inhibitory Concentration (MIC) were used to determine the
antimicrobial activity of extracts and fractions. The selective toxicity was evaluated against
the larvae of Artemia salina Leach and cytotoxic activity against strains to HT-29, Hep-2 and
NCI-H292 by the method of MTT. The total phenolic content ranged from 3.58 + 0.16 mg
tannic acid equivalents (TAE) per gram in the barks of C. quercifolius and 23.00 + 0.10 mg
TAE/g in the leaves of C. pubescens. The aerial parts of C. infestus and bark of C. quercifolius
no exhibited tannins while the leaves of C. pubescens have the highest levels (8.72 + 0.16 mg
TAE/g The leaves of C. pubescens showed the highest total flavonoids content (39.37 £ 0.57
mg rutin equivalent per gram), however, had its roots not this class. The crude extract of the
roots of C. infestus showed the best antioxidant result by the DPPH assay, while the crude
extract of the roots of C. pubescens was more efficient to FIC assay. Comparatively, the
qualitative antioxidant activity was correlated with quantitative antioxidant activity. The
phytochemicals present in all samples were coumarins and terpenoids, while alkaloids and
naphthoquinones were not confirmed. The spots of the same coumarin (Rf 0.35) in all
samples suggests a pattern that can be used as a chemical marker for these species. The
extracts were active against the Gram-positive bacteria and inactive against the Gram-
negative. The crude methanolic extract of bark of C. quercifolius presented MIC between
250-500 pg/mL against the bacteria S. aureus, S. coagulase-negative and E. faecalis and his
dichloromethane fraction presented MIC between 62.5-250 pug/mL against the strains of
multidrug-resistant Staphylococcus. All extracts were considered toxic against the larvae of
A. saline (lethal concentration between 165-675 pug/mL). The extracts of C. infestus (activity
against Hep-2 and NCI-H292), barks of C. quercifolius (activity against HT-29 and Hep-2) and
the aerial parts of C. urens (activity against Hep-2 and NCI-H292) showed inhibition of cell
growth and the extract of roots of C. urens showed inhibitory concentration (ICsg) of 20.3 +
6.33 pg/mL against Hep-2 strain. This thesis provides valuable information on substances
with antioxidant, antimicrobial and cytotoxic potencial of the genus Cnidoscolus and the
results obtained point to the discovery of new active compounds.

Keywords: Antibacterial; Antioxidant; Cytotoxic; Phenolic Content; Selective toxicity.
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1. INTRODUCAO

O mercado mundial de fitoterapicos vem crescendo expressivamente nos
paises industrializados, alcancando somas avaliadas em USS 20 bilhdes/ano (Calixto,
2003) e isto se deve, principalmente, a elevada porcentagem de drogas a base de
plantas medicinais e indiretamente aos medicamentos sintéticos que envolvem
complexas moléculas relacionadas a substancias bioativas de origem vegetal (Cechinel
Filho e Yunes, 1998). Especialistas calculam que um quinto de todas as espécies do
globo sdo encontradas no Brasil, fazendo-o ostentar o titulo de maior biodiversidade
vegetal do planeta, dos quais, muitas potencialidades de seus ecossistemas tém sido
exploradas extensivamente por comunidades tradicionais como recurso terapéutico
para o tratamento de diversas enfermidades (Duarte, 2006).

Muitas pesquisas tém demonstrado que no Brasil ha um elevado nimero de
plantas medicinais usadas pela populacdo de todos os niveis sociais. A familia
Euphorbiaceae é comumente encontrada em levantamentos etnofarmacoldgicos e
apresenta espécies com grande destaque medicinal, como as pertencentes ao género
Cnidoscolus, que possui 140 representantes exclusivamente da América tropical e
concentrados no México e Brasil (Webster, 1994). A principal caracteristica do género,
cujas espécies sao conhecidas popularmente por urtiga, faveleira, orelha de onga ou
cansasdo, é a presencga de tricomas urticantes que quando estimulados pelo contato
com a pele podem provocar fortes dores localizadas (Melo e Sales, 2008).

Dentre as diversas espécies de Euphorbiacae encontradas na Caatinga
nordestina, quatro espécies do género Cnidoscolus (C. infestus Pax & K.Hoffm., C.
pubescens Pohl, C. quercifolius Pohl e C. urens (L.) Arthur) se destacam por apresentar
diversos usos populares, como anti-séptico ocular, antitumoral do sistema genito-
urinario, antiinflamatodrio do sistema genito-urindrio e em geral, contra apendicite,
doencas oftalmicas, ferimentos, fraturas, hemorrdidas, infec¢Ges urindrias, pancada,
problemas renais, da pele e hepaticos, reumatismo, uUlceras externas e verrugas (Agra
et al., 2007a; Agra et al., 2007b; Agra et al., 2008; Albuquerque, 2006; Albuquerque et
al., 2007a; Albuquerque et al., 2007b; Almeida et al., 2005). Apesar de possuir
interessantes atividades etnofarmacoldgicas, estas espécies ndo possuem informacdes

cientificas sobre a avaliagao do seu potencial medicinal.
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A presente tese de doutorado teve como objetivo abordar importantes
caracteristicas do género Cnidoscolus, tais como analises quantitativas de fendis totais,
taninos e flavondides, avaliagdao da atividade antioxidante e quelante dos extratos
brutos metandlicos, potencial antimicrobiano frente a cepas padrdo e isolados clinicos
multirresistentes e a atividcade citotoxica contra linhagens tumorais HT-29
(adenocarcinoma de colon humano), Hep-2 (carcinoma epidermdide de laringe
humano) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermdide de pulmdo humano). Todo o
trabalho foi baseado na comparacao entre as partes dos vegetais citadas e ndo citadas
nos levantamentos etnobotanicos para cada espécie, procurando relaciona-las com o

uso popular.



2. Revisdo da Literatura
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Género Cnidoscolus Pohl

A familia Euphorbiaceae (Ordem Malpighiales) é constituida por ervas,
arbustos, arvores e lianas com distribuicdo pantropical, possui cerca de 300 géneros e
guase sete mil espécies, dos quais, podemos encontrar aproximadamente 70 géneros
e mil espécies no Brasil (Souza e Lorenzi, 2005). Pertencente a esta familia, o género
Cnidoscolus possui possui 140 representantes, exclusivamente da América tropical e
concentrado, principalmente, no México e Brasil (Webster, 1994). A principal
caracteristica do género Cnidoscolus é a presenga de tricomas urticantes distribuidos
por suas partes vegetativas e florais, com raras excecdes, que quando estimulados,
provocam fortes dores localizadas (Melo e Sales, 2008). Na regido Nordeste do Brasil
pode ser encontrado cerca de 10 espécies e na Caatinga destacamos C. infestus Pax &

K. Hoffm., C. pubescens Pohl, C. quercifolius Pohl e C. urens (L.) Arthur.

2.1.1. Cnidoscolus infestus Pax & K. Hoffm.

Conhecida popularmente por urtiga-de-boi, C. infestus (Figura 1) é uma arbusto
nativo da Caatinga, o qual suas raizes e cascas sdo bastante utilizadas para o
tratamento de processos inflamatérios urinarios, da préstata e ovérios (Agra et al.,
2007a; Agra et al., 2007b; Albuguerque et al., 2007a). Apesar de possuir interessantes
propriedades medicinais, verificamos escassez de informacdes sobre seus compostos

ativos e estudos que comprovem os usos desta espécie.
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Figura 1. Exsicata do exemplar de Cnidoscolus infestus Pax & K. Hoffm coletado no

municipio de Soledade/PB. (Foto do autor)

2.1.2. Cnidoscolus pubescens Pohl

A espécie C. pubescens (= Cnidoscolus obtusifolius Pohl ex Baill.; Jatropha
obtusifolia [Pohl ex Baill.] Mull.Arg.) é uma arvore (6-8 metros de altura) decidua,
muito urticante e lactescente encontrada principalmente na Caatinga arbdrea, possui
espinhos transparentes espalhados pelos ramos de seu tronco liso, ramificado e
cilindrico (Lorenzi, 1998). Suas folhas membranaceas sdo verdes, simples, alternas,
glabras em ambas as faces, longo-pecioladas, de margem levemente denticulada, com
flores (inflorescéncias em cimeiras terminais) de coloracdo branca e frutos do tipo
capsula trigonada, indeiscente contendo espinhos urticantes com 1-3 sementes
(Lorenzi, 1998).

As folhas e flores da orelha-de-onca ou faveleira (Figura 2) sdo muito usadas
contra cancer, problemas hepaticos, tumores e inflamacao uterina (Albuquerque et al.,
2007b; Almeida et al.,, 2005), entretanto, também ndo ha estudos quimicos e

bioldgicos para esta espécie.
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Figura 2. Exsicata do exemplar de Cnidoscolus pubescens Pohl coletado no municipio

de Buique/PE. (Foto do autor)

2.1.3. Cnidoscolus quercifolius Pohl

Planta arbdrea caducifdlia, pode atingir 4-8 metros de altura, espinhenta e
latescente, C. quercifolius Pohl (= C. phyllacanthus (Mill.Arg.) Pax & K. Hoffm.,
Jatropha phyllacantha Mill.Arg) a favela ou urtiga-branca como é conhecida (Figura 3),
possui tronco curto, cilindrico e ramificado desde a base. Suas folhas alternas, simples,
membrandceas, glabrescente, de contorno sinuoso e bordos lobados terminam em
pequenos espinhos urticantes. A inflorescéncia é do tipo cimeira axilar com flores
brancas unissexuais. Seu fruto deiscente é do tipo tricoca possui trés sementes e pélos
urticantes (Lorenzi, 1998).

As raizes, cascas/entrecascas do caule e o latex sdo utilizados para o
tratamento de processos inflamatérios em geral e genito-urinario (Utero, ovarios,
prostata), como anti-séptico dermatoldgico e oftdlmico, para infecgbes renais e
urinarias, contusdes, fraturas, ferimento, verrugas e até hemorrdidas (Agra et al.,

2007b; Albuquerque et al., 2007a).
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Figura 3. Exsicata do exemplar de Cnidoscolus quercifolius Pohl coletado no municipio

de Soledade/PB. (Foto do autor)

As cascas desta espécie possuem as substancias citotdxicas metil-favelina,
favelina e deoxofavelina, trés benzociclohepteno derivados (Endo et al.,, 1991a),
favelanona, um ciclopropano-tetraciclico derivado (Endo et al., 1991b), neofavelanona,
gue é um ciclobuteno derivado (Endo et al., 1992), favelol, isofavelol e favelona,
benzociclohepteno derivadas (Ohta et al., 1994). Também foram identificados trés
triterpendides: filacantona (bis-nor-diterpeno), 3-B-O-cinamoil-lupeol e 3-B-O-
dihidrocinamoil-lupeol (Lemos et al.,, 1991). As estruturas quimicas podem ser

visualizadas na Figura 4.
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Figura 4. Substancias citotdxicas isoladas das cascas de Cnidoscolus quercifolius Pohl.

2.1.4. Cnidoscolus urens (L.) Arthur

Possuidora de pélos urticantes ao longo de um caule cilindrico, C. urens (L.)
Arthur (= Jatropha urens L.) é um subarbusto ereto, latescente que chega a atingir 1
metro de altura (Albuquerque, 1997). Suas folhas pilosas em ambas as faces, sobre
tudo nas nervuras da face abaxial, sdo simples, alternas, membranaceas, longo-
pecioladas, com margem mucronado-denteada, verde escuro na face adaxial e verde
claro na face abaxial. A inflorescéncia pilosa é do tipo corimbo terminal, com flores
unissexuais, actinomorfas, formado por cinco tépalas brancas pilosas. O fruto tricoca é
provido de pélos urentes.

A urtiga, urtiga-branca ou cansansdo (Figura 5) é a espécie nativa mais relatada
em estudos etnofarmacoldgicos e suas raizes e cascas do caule apresentam inUmeras

propriedades: anticancerigena e antiinflamatéria do Uutero, ovdrio e prdstata,
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inflamacdes e dores em geral, problemas renais, disenteria, hemorragia, menstruacao,
apendicite e reumatismo (Agra et al., 2007b; Albuquerque, 2006; Albuquerque et al.,
2007a; Albuquerque et al., 2007b; Albuquerque e Andrade, 2002). Contudo, o contato
desta planta causa dermatite, o que pode diminuir seu uso pela populacdo (Veiga

Junior et al., 2005).

Figura 5. Individuo de Cnidoscolus urens (L.) Arthur coletado no municipio de

Altinho/PE. (Foto do autor)

2.2. Atividade antioxidante

Os antioxidantes tém sido o objetivo de constantes pesquisas nacionais e
internacionais por apresentar diversas atividades bioldgicas. Contudo, ha certa
dificuldade em padronizar uma metodologia que avalie a capacidade antioxidante
devido, principalmente, a diversidade quimica (Pratt e Birac, 1979). Algumas
metodologias utilizam a capacidade de seqliestrar os radiais livres induzidos nas
reacOes, outras avaliam através da inibicdo da peroxidacdo lipidica por quantificar os
produtos da reacdo, bem como dos produtos de decomposi¢do da peroxidacado lipidica
ou mensurando a inibicdo da oxidacdo do lipidio do sistema pelo antioxidante a ser

testado (Melo et al., 2006).
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As metodologias mais comuns para se determinar a atividade antioxidante de
modo pratico, rapido e sensivel sdo as que envolvem um radical cromoéforo, simulando
as espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) um dos mais utilizados (Arnao et al., 2000). A medida que o DPPH sofre
reducdo pelos componentes presentes na solucdo teste, observa-se mudanca da
coloracdo da solugdo original de violeta intensa para amarela, e o grau deste
descoramento indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre (Blois,
1958). Outras metodologias, como o ensaio quelante do ion ferroso (FIC), avaliam o
processo de quelacdo de metais de transicdo que geram radicais hidroxilas através das
reacoes de Haber-Weiss e Fenton (Chew et al., 2009).

Os compostos fendlicos, representados principalmente por taninos e
flavondides, se destacam como os principais grupos de antioxidantes naturais, pois
atuam como eficientes captadores de radicais livres e interrompem as reacdes em
cadeia, e isto se deve ao seu potencial de agir como doadores de hidrogénio (Gazzani

et al., 2008; Higdon e Frei, 2003; Delazar et al., 2006).

2.3. Estudo de toxicidade seletiva frente Artemia salina Leach.

Os laboratdrios de produtos naturais vém realizando constantemente ensaios
bioldgicos complementares a investigacado fitoquimica, buscando orientar a descoberta
de novas drogas com potencial terapéutico. O estudo de letalidade dos extratos frente
as larvas do microcrustaceo Artemia salina Leach é um exemplo pratico destes
bioensaios, que apresentam facilidade e rapidez de execugao associado ao baixo custo,
favorecendo estudos rotineiros nos laboratérios. Este estudo também fornece boa
correlacdo entre citotoxicidade e atividade antitumoral (Meyer et al.,, 1982;
McLaughlin, 1991) e antitripanossomiase (Zani et al., 1995), sendo por estas razoes
uma excelente ferramenta para analisar preliminarmente a toxicidade geral (Luna et

al., 2005).



22

2.4. Atividade antimicrobiana

A resisténcia de muitos microorganismos patogénicos aos antibidticos
tradicionais esta trazendo novos rumos a investigacdo de plantas com potencial
antimicrobiano. Espera-se que estas substancias hajam por mecanismos diferentes dos
atuais agentes antibidticos e antifungicos, impondo a necessidade permanente de
pesquisa e desenvolvimento de novas drogas (Silver e Bostian, 1993).

No mundo inteiro, estudos etnofarmacoldgicos orientam as pesquisas para
descoberta de potentes antibidticos a partir de espécies usadas freqientemente pelas
comunidades tradicionais, como no Brasil, que mantém programas de triagem de
produtos naturais para esta atividade (Sartoratto et al., 2004). Uma vez que as plantas
medicinais produzem uma variedade de substdncias com propriedades
antimicrobianas, é esperado que estudos voltados a triagem possam revelar
compostos candidatos para o desenvolvimento de novos antibiéticos (Ahmad e Beg,

2001).

2.5. Atividade citotodxica

O cancer continua representando uma das maiores causas de mortalidade
mundiais com mais de seis milhGes de vidas todos os anos (Abdullaev et al., 2000) e,
atualmente, a quimioprote¢dao demonstra ser uma excelente estratégia de prevengao
(Gupta et al., 2004).

Baseado no conhecimento que as células tumorais possuem defeitos
estruturais que impossibilitam reparar a molécula de DNA, substancias com potencial
citotdxico seletivo que atuam sobre células deficientes, tornam-se potenciais agentes
anticancerigenos preventivos (Dantas et al., 2005). Deste modo, tais substancias atuam
protegendo o DNA nos danos freqlientes, agindo antes da multiplicacdo desordenada
das células que resulta na formacdo dos tumores (Rezende et al., 2004).

Neste sentido, ha um crescente interesse em avaliar a a¢do bioldgica de varias
plantas usadas medicinalmente como antitumorais pela populacdo. Estes recursos
utilizados secularmente por diferentes povos merecem atencdo dos pesquisadores na

busca e desenvolvimento de novas drogas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Realizar estudo quimico e bioldgico comparativo de quatro espécies medicinais
nativas da Caatinga pertencentes ao género Cnidoscolus (C. infestus Pax & K. Hoffm., C.

pubescens Pohl, C. quercifolius Pohl e C. urens (L.) Arthur).

3.2. Objetivos especificos

e Quantificar espectrofotometricamente o teor de fendis totais, taninos e flavonodides
das quatro espécies de Cnidoscolus;

e Analisar a capacidade antioxidante primaria dos extratos pelo método do 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e ensaio quelante do ion ferroso (FIC);

e Analisar a atividade antioxidante secundaria dos extratos pelo ensaio quelante do
ion ferroso (FIC);

e (Caracterizar por cromatografia em camada delgada os principais grupos de
metabdlitos secundarios presentes nas espécies de Cnidoscolus;

¢ Investigar a atividade antibacteriana das espécies frente a cepas padroes e isolados
clinico multirresistentes;

¢ Avaliar a toxicidade seletiva dos extratos frente as larvas de Artemia salina Leach;

e Determinar a atividade citotdoxica dos extratos das quatro espécies frente as
linhagens tumorais HT-29 (carcinoma de cdlon humano), Hep-2 (carcinoma de
laringe humano) e NCI-H292 (cancer de pulmdo humano);

e Estudar comparativamente os dados obtidos das partes do vegetal citadas e ndo

citadas em levantamentos etnodirigidos.
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Espécies de Euphorbiaceae presentes em levantamentos etnofarmacolégicos do

nordeste do Brasil: uma perspectiva fitoquimica e terapéutica

Tadeu José da Silva Peixoto Sobrinho™ & Elba Licia Cavalcanti de Amorim

! Laboratério de Produtos Naturais, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

* Autor correspondente. Avenida Prof. Arthur de Sa - s/n, 50740-521, Recife/PE, Brasil.
Tel: +55 81 21268511, Fax: +55 81 21268510. e-mail: tadeu1903@yahoo.com.br.

RESUMO: As espécies de Euphorbiaceae compdem um rico arsenal terapéutico e,
apenas no nordeste brasileiro, sdo encontrados 43 géneros e 192 espécie, as quais,
muitas sdo utilizadas na medicina popular. O objetivo deste trabalho foi reunir todos
0os usos populares de espécies de Euphorbiaceae constantes em levantamentos
etnodirigidos do nordeste brasileiro com intuito de priorizar espécies com maior
importancia relativa para serem estudadas fitoquimica e farmacologicamente. A
revisdo bibliografica foi realizada em diversas bases de dados e foi utilizado o indice de
Importancia Relativa (IR) de Bennet e Prance (2000) para ordenar as espécies mais
importantes. Foi observado que a maioria dos levantamentos foi conduzida em
comunidades rurais da Caatinga de Pernambucana. Nesta revisdo, a categoria de
doencas do aparelho digestivo (14,39%) foi a mais citada. Dos 17 géneros disponiveis,
Croton, Euphorbia, Cnidoscolus e Jatropha se destacaram em numero de espécies. As
espécies mais citadas, em ordem decrescente, foram Jatropha mollissima, Croton
rhamnifolius, Jatropha curcas, Cnidoscolus urens, Croton blanchetianus, Cnidoscolus
quercifolius, Ricinus communis, Croton argyrophylloides e Jatropha gossypiifolia, sendo
as folhas (25,2%) as partes mais utilizadas de todas as espécies. Sete plantas
apresentaram apenas um uso popular, enquanto que 53 foram usadas para mais de
um problema de saude, e destas, onze mostraram elevado IR (IR > 1) e sdo sugeridas
como prioritarias para estudos de investigacao fitoquimica e farmacoldgica.

Palavras-chaves: Bioprospecc¢ao; Cnidoscolus; Croton; Jatropha, Importancia relativa.

1. Introdugao

Euphorbiaceae (Ordem Malpighiales) é uma familia botanica constituida por
ervas, arbustos, arvores ou lianas com distribuicdo pantropical. Possui cerca de 300

géneros e sete mil espécies e sua principal caracteristica botanica é a presenca de
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varios tipos de estruturas secretoras e tricomas tectores que produzem substancias
lactescentes (Satiro e Roque, 2008; Souza e Lorenzi, 2005). Outras importantes
caracteristicas morfoldgicas incluem flores diclinas e pistiladas, gineceu sincarpico,
ovario supero geralmente tricarpelar e fruto capsular com deiscéncia explosiva,
abrindo-se em trés mericarpos, sendo conhecido como capsula tricoca (Satiro e Roque,
2008).

Estudos floristicos e fitossociolégicos apontam que esta familia apresenta
elevada diversidade e distribuicdo no Brasil, sendo representada por cerca de 70
géneros e mais de mil espécies, ocorrendo em todos os tipos vegetacionais (Carneiro
et al.,, 2002; Cordeiro, 1992, 1995; Harley e Simmons, 1986). S6 no Nordeste sdo
encontrados 43 géneros e 192 espécies e, destes, o género Croton L. possui mais
representantes (52 spp.), seguido por Manihot Mill. (19 spp.), Sebastiania Spreng. (14
spp.), Chamaesyce Gray (12 spp.) e Euphorbia L. (12 spp.) (Cordeiro e Carneiro-Torres,
2011). Ainda de acordo com Sampaio et al. (2002), a familia Euphorbiaceae apresenta
17 espécies endémicas da Caatinga.

Muitas destas espécies sdo usadas na medicina popular de diversas
comunidades rurais e urbanas e, nos ultimos anos, ciéncias como a etnobotanica, que
estuda a inter-relacdo direta entre pessoas e plantas (Albuquerque, 2005), e a
etnofarmacologia, que estuda os preparados tradicionais utilizados em sistemas de
saude/doenca e que incluem isoladamente ou em conjunto plantas, animais, fungos ou
minerais (Albuquerque e Hanazaki, 2006), contribuiram significativamente para o
conhecimento cientifico de diferentes povos e etnias sobre os usos medicinais destas
plantas. E a partir dos resultados de abordagens etnodirigidas, que a investigac3o para
descoberta de novos farmacos pdde ser direcionada para bioensaios guiados a
moléculas-alvo.

Dentre as ferramentas etnobotanicas disponiveis, as técnicas quantitativas para
analise dos dados vém ganhando popularidade entre os etnobidlogos, como a
Importancia Relativa, que é uma técnica de alocacdo subjetiva que reflete o modo de
“ver ou ententer” determinada espécie por uma cultura na dtica do pesquisador (Silva
et al., 2010). Esta técnica determina a importancia de cada espécie considerando
algumas “categorias” que sdo criadas pelo pesquisador ou baseadas em categorias ja

existentes (Silva et al., 2010). Entre estas esta o indice de Importancia Relativa de



29

Bennett e Prance (2000), cujo enunciado indica que quanto maior for versatilidade de
indicacGes para sistemas corporais e propriedades medicinais, maior serd a
importancia da espécie.

Baseado na superioridade das ferramentas etnodirigidas para a descoberta de
substancias naturais com acdo terapéutica (Albuquerque e Hanazaki, 2006), neste
trabalho foram abordadas as espécies de Euphorbiaceae constantes em
levantamentos desenvolvidos no nordeste do Brasil com intuito de incentivar estudos
gue visem a prospeccao de novos fitoquimicos e a avaliacdo de atividades biolégicas

de espécies prioritarias.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

O nordeste brasileiro possui 1.558.196 km? de area de total (equivalente a 18%
do territério nacional), populagdo estimada em 53 milhdes de habitantes e densidade
de 32 hab/km? (IBGE, 2011). A regido é composta pelos estados de Alagoas, Bahia,
Ceara, Maranhdo, Paraiba, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe.

A regido encontra-se dividida em quatro sub-regides: litoral, zona da mata,
agreste e sertdo. Apresenta média anual de temperatura entre 20-28 °C e indice de
precipitacdo entre 300-2000 mm/ano. Os climas presentes no nordeste sdo equatorial
Uumido (Af), tropical (As) e tropical semi-arido (BSh) e os ecossistemas sdo Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Mata dos Cocais. Esta regido possui as bacias hidrograficas
do S3o Francisco, do Parnaiba, do Atlantico Nordeste Oriental, do Atlantico Nordeste

Ocidental e do Atlantico Leste.

2.2. Bancos de dados

Foi realizada uma metanalise retrospectiva da literatura, isto é, técnica

estatistica desenvolvida para integrar os resultados de dois ou mais estudos, sobre

uma mesma questdo de pesquisa, utilizando os servicos de indexacdo das bases de
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dados Biological abstract, SciELO, Scirus, Scopus e Web of Science. A pesquisa foi
finalizada em novembro de 2011 e ndo foi restringindo o ano da pesquisa.

Como critério de inclusdo para a pesquisa nas bases de dados foi utilizado um
descritor constituido com os seguintes termos: a) Termo | — caatinga, northeastern
Brazil ou semi-arid; b) Termo Il — ethnobotany, ethnopharmacology e ethnomedicine.
Foram excluidos da compilagdo os trabalhos que apenas avaliaram o potencial
medicinal de plantas medicinais citadas em levantamentos e plantas nao identificadas
ao nivel de espécie. Todas as nomenclaturas das espécies foram consultadas na base
de dados W3 Tropicos do Missouri Botanical Garden (MOBOT) e corrigidas quando
necessario. Foram mantidas, sempre que possivel, a descricdo original utilizada pelos

autores sobre os usos terapéuticos citados nos levantamentos.

2.3. Andlise dos dados

Os dados obtidos foram sistematizados em um banco de dados utilizando o
programa Microsoft Excel 2007 e os graficos foram elaborados pelo programa
GraphPad Prism 5.

Para avaliar quais sdo as espécies mais importantes de Euphorbiaceae, a
Importancia relativa (IR) foi calculada de acordo com indice Bennett e Prance (2000).
Espécies que obtiveram os maiores valores (com 2 sendo o valor maximo que poderia
ser atribuido a uma dada espécie) sdo consideradas mais versateis e terdo maior
numero de propriedades e numero de sistemas corporais (Almeida et al.,, 2005). O

indice de IR é calculado pela seguinte equacio:

IR = NSC + NP (NSC= NSCE/NSCEV e NP=NPE/NPEV)

onde NSC = numero de sistemas corporais tratados por uma determinada espécie
(NSCE) dividido pelo numero total de sistemas corporais tratados pela espécie mais
versatil (NSCEV); NP = nimero de propriedades atribuidas a uma determinada espécie
(NPE) dividido pelo niumero total de propriedades atribuidas a espécie mais versatil

(NPEV).
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Os usos populares foram analisados no sistema de Classificacdo Estatistica
Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude (CID-10) da Organizagdo
Mundial de Saude (Tabela 1). As indicacdes populares ndo classificadas no CID-10

foram excluidas do calculo do IR.

Tabela 1. Lista de categorias da Classificacdo Estatistica Internacional de Doencas e

Problemas Relacionados a Saude (CID-10).

Categoria Descricao

I Doencas infecciosas e parasitarias
Il Neoplasias (tumores)

1] Doencas do sangue, 6rgaos hematopoéticos e transtornos imunitarios

vV Doencas enddcrinas, nutricionais e metabdlicas

\ Transtornos mentais e comportamentais

Vi Doencas do sistema nervoso

Vi Doencas do olho e anexos
VI Doencas do ouvido e da apdfise mastdide

IX Doengas do aparelho circulatério

X Doencas do aparelho respiratério

Xl Doencas do aparelho digestivo

Xl Doengas da pele e do tecido subcutaneo

Xl Doengas do sistema osteomuscular e tecido conjuntivo

XIv Doencas do aparelho geniturinario

XV Gravidez, parto e puerpério

XVI Afecg0es originadas no periodo perinatal

XVII Mal formagao congénita, deformidades, anomalias cromoss6micas
XVII Sintomas, sinais e achados anormais

XIX LesOes, envenenamentos e algumas outras consequéncias de causas externas

XX Causas externas
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3. Resultados

3.1. Levantamentos etnodirigidos

Com os descritores constituidos pelos termos | e |l foram obtidos 42 trabalhos
0s quais apresentam resultados conforme estabelecidos nos critérios de inclusdo. A
maioria dos trabalhos foi realizado na Caatinga (73,81%), seguido por Mata Atlantica
(14,29%) e cinco trabalhos (11,90%) ocorreram em areas mistas ou de transicdo, como
entre os dominios Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado. Também foi observado que
aproximadamente metade dos trabalhos ocorreu em comunidades rurais (47,62%),
seguido por comunidades urbanas (19,05%) e em feiras livres, raizeiros ou erveiros
(14,29%). Estudos com comunidades tradicionais (indigena e quilombola)
representaram apenas 4,76% dos levantamentos. Dentre os estados que compde o
Nordeste brasileiro, Pernambuco apresenta 61,90% dos trabalhos etnodirigidos,
seguido por Bahia e Paraiba, ambos com 7,14%.

Nos levantamentos foram identificadas 60 etnoespécies distribuidas em 17
géneros, sendo 0s mais importantes em numero de tdxons os géneros Croton (35,0%),
Euphorbia (13,3%), Cnidoscolus (8,3%) e Jatropha (8,3%) (Figura 1). As espécies que
foram mais citadas nestes trabalhos sdo Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (28), Croton
rhamnifolius Willd. (20), Jatropha curcas L. (17) Cnidoscolus urens (L.) Arthur (15),
Croton blanchetianus Baill. (15), Cnidoscolus quercifolius Pohl (13), Ricinus communis L.
(11), Croton argyrophylloides Mill. Arg. (10) e Jatropha gossypiifolia L. (10). Também
foi observado que as partes mais utilizadas sdo folhas (25,2%), cascas (16,5%), raizes

(13%), latex (12,2%) e flores (10,4%).
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Figura 1. Lista de géneros de Euphorbiaceae citados em levantamentos etnodirigidos

do Nordeste do Brasil.

Geralmente, as categorias freqlientemente mencionadas em entrevistas para

tratamentos com plantas medicinais sdo os transtornos do sistema digestivo e as

afeccBes na pele (Trotter e Logan, 1986). No nosso trabalho as categorias mais citadas

foram doencas do aparelho digestivo (14,4%), doencas infecciosas e parasitarias

(12,9%), doencas do aparelho geniturindrio (11,4%) e doencas do aparelho respiratério

(10,3%), enquanto que 32 citacoes (11,8%) foram classificadas como sintomas, sinais e

achados anormais e sete ndo foram classificadas (Figura 2).
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Figura 2. Lista de categorias da Classificagao Estatistica Internacional de Doencgas e
Problemas Relacionados a Saude (CID-10) de espécies de Euphorbiaceae citadas em

levantamentos etnodirigidos do Nordeste do Brasil.

Entre as espécies listadas, sete espécies (11,67%) apresentaram apenas um uso
popular, enquanto que a maioria das plantas medicinais (88,33%) foi usada para mais
de um problema de saude (Tabela 2). Das 53 espécies com mais de um uso popular,
onze (20,74%) mostraram grande versatilidade no que diz respeito a sua utilizagdo,
possuindo elevado IR (IR > 1), sendo indicadas para até nove sistemas corporais. As
espécies que apresentaram os maiores IR foram, em ordem decrescente, C.
rhamnifolius (2,0), C. quercifolius (1,67), C. moritibensis (1,58), C. urens (1,57), C.
campestris (1,47), J. mollissima (1,47), J. ribifolia (1,42), C. argyrophylloides (1,25), C.
blanchetianus (1,14), R. communis (1,09) e S. jacobinensis (1,04). As espécies de
Euphorbiaceae com seus respectivos nomes populares, partes usadas, usos populares

e importancia relativa (IR) sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Lista de espécies de Euphorbiaceae com os respectivos nomes populares, partes usadas, usos populares e importancia relativa (IR)

das espécies citadas em levantamentos desenvolvidos na nordeste do Brasil.

Espécie Nome popular Parte usada Usos populares IR Referéncia® Referéncia’
Acalypha multicaulis Mll. Arg. Canela-de-nambu Cascas do caule e Acidente vascular cerebral 0,54  Agraetal, 2007b; Albuquerque et al., 2011.
entrecasca (1X), derrame (IX), dor de Albuquerque et al., 2007b;
dente (XI), hemorragia Almeida et al., 2006.
(XVIl) e inflamagdo em
geral (NC)
Aleurites moluccanus (L.) Willd. Nogueira, nogueira-  Raizes InflamagGes do ovario (XIV) 0,22  Agra et al., 2007b; Agra et -
da-india, nogueira- e utero (XIV) al., 2008.
de-bancu e
nogueira-de-iguape
Chamaesyce hyssopifolia (L.) Porca-parideira e Folhas, flores e Expelir placenta (XV), 0,82 Agraetal, 2007b; Albuquerque e Andrade,
Small quebra-pedra raizes gastrite (XI), gripe (X), Albuquerque et al., 2007b; 2002a.
problemas cardiacos (IX) e Almeida et al., 2006.
tosse (XVIII)
Chamaesyce prostrata (Aiton) Bacural Folhas Diarréia (I) e dor de barriga 0,33  Franco e Barros, 2006. -
Small (xvr)
Cnidoscolus infestus Pax. & K. Urtiga-de-boi Cascas do caule e InflamagGes do ovario (XIV) 0,32  Agra et al.,, 2007a; Agra et -
Hoffm. raizes e utero (XIV) e problemas al., 2007b; Agra et al., 2008;
do ovario (XIV) e Utero Albuquerque et al., 2007b.
(XIV)
Cnidoscolus loefgrenii (Pax & K. Cansancdo-bravo Raizes Apendicite (XI) 0,16  Oliveira et al., 2010. -
Hoffm.) Pax & K. Hoffm.
Cnidoscolus pubescens Pohl Favela, faveleira, Folhas e flores Inflamagdo uterina (XIV), 0,54  Albuquerque et al., 2007b; Silva e Albuquerque, 2005.
faveleira-mansa e hepatica (XI) e em geral Almeida et al., 2005;
orelha-de-onga (NC), problemas hepaticos Almeida et al., 2006.
(X1) e tumores (I1)
Cnidoscolus quercifolius Pohl Cansansao, favela, Cascas do caule, Apendicite (XI), anti-séptico 1,67  Agraetal., 2007a; Agra et Albuquerque et al., 2008;

faveleiro,
queimadeira e
urtiga-branca

entrecasca, latex e
raizes

dos olhos (NC), cancer (l1),
cicatrizante (XIX), dor de
dente (XI), fraturas (XIX),
gastrite (XI), hemorrdida
(IX), indigestao (XI),
infeccdo urinaria (XI1V),
inflamacdo do ovario (XIV),

al., 2007b; Agra et al., 2008;
Albuquerque et al., 2007b;
Cartaxo et al., 2010;
Oliveira et al., 2010; Silva e
Freire, 2010.

Almeida et al., 2010;
Almeida et al., 2011; Lucena
et al., 2007b; Roque et al.,
2010; Silva e Albuquerque,
2005.
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prostata (XIV), atero (XIV) e
em geral (NC), problemas
cardiacos (IX), dérmicos
(XN) e renais (XIV), dlcera
externa (XIl) e verruga (1)

Cnidoscolus urens (L.) Arthur Cansancdo, urtigae  Cascas do caule, Apendicite (XI), cancer (ll), 1,57 Agraetal.,, 2007b; Agra et Albuquerque e Andrade,
urtiga-branca folhas e raizes disenteria (1), dor em geral al., 2008; Albuquerque, 2002a; Albuquerque e
(XVvI), hemorragia (XVIIl), 2006; Albuquerque et al., Andrade, 2002b; Alencar et
inflamacao da prostata 2007a; Albuquerque et al., al., 2010; Almeida et al.,
(XIV) ovario (XIV) e em 2007b; Gazzaneo et al., 2010; Almeida et al., 2012;
geral (NC), menstruagdo 2005; Monteiro et al., 2011; Roque et al., 2010; Silva e
(XIV) problemas Silva e Freire, 2010. Andrade, 2005.
circulatdrios (IX), da
prostata (XIV), ovarianos
(XIV), renais (XIV) e
uterinos (XIV), reumatismo
(X11) e tosse (XVIII)
Croton argyroglossus Baill. Velame-branco N.1. N.1. - - Albuquerque et al., 2008;
Albuquerque et al., 2009;
Lucena et al., 2007a.
Croton sect. Argyroglossum Baill.  Velame-branco N.1. N.1. - - Albuquerque e Oliveira,
2007; Lucena et al., 2007b;
Siqueira et al., 2012.
Croton argyrophylloides Miill. Angolinha, Cascas do caule, Afinar o sangue (lll), 0,81 Agraetal., 2007b; Albuquerque et al., 2008;
Arg. marmeleiro-branco, entrecasca e raizes Diabetes (IV), disenteria (l), Albuquerque, 2006; Albuquerque e Andrade,
sacatinga e velame- doengas venéreas (uso Albuquerque et al., 2007b; 2002a; Albuquerque e
branco externo) (l), dor de cabeca Almeida et al., 2006; Andrade, 2002b; Almeida e
(VI) de estémago (XVIII) e Oliveira et al., 2007. Albuquerque, 2002; Lucena
na coluna (XII1), fungos (1), et al., 2007b.
inflamacdo em geral (NC) e
toxico (XIX).
Croton blanchetianus Baill. Marmeleiro, Cascas do caule, Depurativo (lll), diabetes 1,14  Agraetal., 2007b; Cartaxo Albuquerque et al., 2008;
marmeleiro-preto e  folhas e raizes (Iv), diarréia (1), disenteria et al,, 2010; Oliveira et al., Albuquerque et al., 2009;
mermeleiro (1), doengas venéreas (uso 2007. Albuquerque e Oliveira,

externo) (l), dor de cabeca
(VI), indigestao (XI),
problemas de estémago
(Xvi), e tosse (18)

2007; Alencar et al., 2010;
Almeida et al., 2010;
Almeida et al., 2011; Ferreira
Junior et al., 2011; Lucena et
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al., 2007a; Lucena et al.,
2007b; Roque et al., 2010;
Santos et al., 2009; Siqueira
etal.,, 2012.

Croton cajucara Benth. Sacaca Folhas e raizes Apendicite (XI), eczema 0,71  Agraetal, 2007b; Agra et -
(X1), reumatismo (XIIl), al., 2008.
sifilis (uso externo) (1) e
Ulcera externa (XII)
Croton campestris A. St.-Hil. Velame e velame- Folhas, cascas do Bronquite (X), congestdo 1,47  Agraetal., 2007b; Agra et -
branco caule e raizes nasal (X), depurativo (lll), al., 2008; Albuquerque et
eczema (XI1), gripe (X), al., 2007b; Costa Neto et
hemorréida (IX), problemas al., 2000; Franco e Barros,
da garganta (XVIll) e 2006.
intestinal (XI), reumatismo
(xt), sifilis (1) e ulcera
externa (XII)
Croton conduplicatus Kunth Quebra-faca Cascas do caule e Dor de cabeca (V1) e de 0,71  Cartaxo et al., 2010. -
folhas estdmago (XVIII), gripe (X),
indigestdo (XI) e problemas
de estomago (XI)
Croton glandulosus L. N.1. Folhas e flores Hemorragia nasal (XVIII) e 0,33  Albuquerque et al., 2007b; -
sinusite (X) Almeida et al., 2006.
Croton grewioides Baill. Canelinha Folhas e flores Gripe (X) 0,16  Oliveira et al., 2010. -
Croton heliotropiifolius Kunth Velame e velame- Folhas Sinusite (X) 0,16  Oliveira et al., 2010. Roque et al., 2010.
verdadeiro
Croton micans Sw. Alecrim-de- Folhas e flores Dor de ouvido (VIIl), gripe 0,65 Agraetal., 2007b; -
vaqueiro (X), problemas cardiacos Albuquerque et al., 2007b;
(IX) e como sedativo (V) Almeida et al., 2006.
Croton moritibensis Baill. Velame e velame- Cascas do caule, Afinar o sangue (lll), 1,58 Agraetal., 2007b; Agra et -
preto folhas, latex e cicatrizante (XIX), eczema al., 2008; Albuquerque et
raizes (XN), gripe (X), problemas al., 2007b; Silva e Freire,
cardiacos (IX) e dérmicos 2010.
(XN), reumatismo (XIIl),
sedativo (V), sifilis (uso
externo) (l), ulcera externa
(XNl) e veneno de cobra
(X1X)
Croton muscicapa Miill. Arg. Cidreira-braba e Folhas Anti-séptico (NC) e 0,16  Agra et al.,, 2007b; Agra et Almeida et al., 2010.
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velame-de-cheiro

dermatite (XI1)

al., 2008; Almeida et al.,
2010.

Croton pulegioides Baill. Velame Folhas Bronquite (X), expectorante 0,27  Agra et al., 2007b; Agra et -
(X) e gripe (X) al., 2008.
Croton rhamnifolius Willd. Alecrim-de- Cascas do caule, Afinar o sangue (lll), alergia 2,00  Agra et al., 2007b; Agra et Albuquerque et al., 2008;
tabuleiro, pau-de- entrecasca, folhas, (XIX), anemia (lll), asma (X), al., 2008; Albuquerque, Albuquerque et al., 2009;
leite, velame, flores, planta barriga inchada (NC), 2006; Albuquerque et al., Albuquerque et al., 2011;
velame, velame- inteira e sementes  bronquite (X), cicatrizante 2007b; Almeida et al., 2005; Albuquerque e Andrade,
branco e velame- (XIX), coceira (Xl1), Almeida et al., 2006; 2002a; Albuquerque e
bravo depurativo (lll), diabetes Oliveira et al., 2007; Andrade, 2002b; Alencar et
(IV), diarréia (1), disturbios Oliveira et al., 2010; Silva et  al., 2010; Almeida et al.,
menstruais (XIV), dor de al., 2011. 2010; Araujo et al., 2008;
estdmago (XVIII), intestinal Lucena et al., 2007a; Lucena
(XVIl) e na coluna (XIII), et al., 2007b; Siqueira et al.,
escabiose (uso externo) (1), 2012.
gripe (X), hemostatico (ll1),
hipercolesterolemia (IV),
inflamacgdo (NC), rachadura
nos pés (NC) e tosse (XVIII)
Croton rhamnifolioides Pax & K. Quebra-faca Cascas do caule Inflamacdo em geral (NC)e 0,16  Monteiro et al., 2011. N.1.
Hoffm. problemas intestinal (XI)
Croton sincorensis Mart. ex Mull.  Marmeleiro-branco  N.I. N.I. - - Almeida et al., 2010;
Arg. Almeida et al., 2011.
Croton sonderianus Mll. Arg. Cansancao, Cascas do caule, Asma (X), antiemético 0,92 Agraetal, 2007b; Agra et Albuquerque e Andrade,
marmeleiro e folhas e planta (xvi), bronquite (X), dor al., 2008; Albuquerque et 2002a.
marmeleiro-preto inteira de estdmago (XVIII) e al., 2007b; Almeida et al.,
intestinal (XVIII), diarréia 2006; Franco e Barros.,
(1), gripe (X), escabiose (uso 2006; Silva e Freire, 2010.
externo) (I) e hemostatico
(1)
Croton tenuifolius Pax & K. Velamento e Folhas e raizes Antiamebiase (I), dor no 0,43  Oliveira et al., 2010. -
Hoffm. velame-santo corpo (XVIII), febre (XVIII) e
vermifugo (I)
Croton triqueter Lam. Malva-de-cheiro Folhas Diarréia () e disenteria (1) 0,22  Agraetal, 2007b; Agra et -
al., 2008.
Croton zehntneri Pax & K. Hoffm.  Canelinha e Planta inteira Asma (X), bronquite (X), dor 0,65  Agra et al., 2007b; Agra et -
mulatinha intestinal (XVIII), gripe (X), al., 2008.

escabiose (uso externo) (lll)
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e hemostatico (lll)

Dalechampia scandens L. Urtiga-mamao Planta inteira Alergénico (XIX) e toxico 0,22  Agraetal, 2007b; Agra et -
(X1X) al., 2008.
Ditaxis malpighiacea (Ule) Pax &  Sassafras e N.1. N.1. - - Albuquerque et al., 2011.
K. Hoffm. sassafras fémea
Euphorbia comosa Vell. Barbaga Folhas, flores, Bronquite (X), cirrose (XI), 0,54  Agraetal., 2007b; -
planta inteira e colica menstrual (XIV) e Albuquerque et al., 2007b;
raizes inflamag&o hepatica (XI) Almeida et al., 2006.
Euphorbia gymnoclada Boiss. Avelds N.I. N.I. - - Albuquerque et al., 2008.
Euphorbia hirta L. Erva-de-santa-luzia Folhas, latex e Asma (X), bronquite (X), 0,71  Agraetal, 2007b; Agra et -
partes aéreas hemorragia (XVIII), al., 2008.
purgativo (XI) e veneno de
cobra (XIX)
Euphorbia hyssopifolia L. Burra-leiteira e Latex e planta Conjuntivite (VII), tosse 0,49  Agraetal, 2007b; Agra et -
erva-de-leite inteira (XVIN) e ulcera externas al., 2008.
(xir)
Euphorbia phosphorea Mart. Aveldz, cipd de fogo Cascas do caule, Afinar o sangue (ll1), 0,33  Agraetal, 2007b; Agra et -
e pau-de-leite latex e ramos inflamacdo em geral (NC) e al., 2008; Albuquerque et
verruga (cauterizacdo) (1) al., 2007b; Almeida et al.,
2006; Cartaxo et al., 2010;
Costa Neto et al., 2000.
Euphorbia prostrata Aiton Quebra-pedra e Latex Verruga (uso externo) (1) 0,16  Agraetal., 2007b; Albuquerque e Andrade,
sanguinho Albuquerque et al., 2007b; 2002a.
Costa Neto et al., 2000.
Euphorbia thymifolia L. Pé-de-pombo erins  Planta inteira Disenteria (1) e problema 0,33  Gazzaneo et al., 2005. Silva e Andrade, 2005.
renal (XIV)
Euphorbia tirucalli L. Avelds e cachorro- Latex e raizes Cancer (ll), cicatrizante 0,82  Agraetal, 2007b; Agra et Albuquerque et al., 2009;
pelado (XIX), purgativo (Xl), dlcera al., 2008; Oliveira et al., Alencar et al., 2010; Almeida
externa (XIl) e verruga 2010. et al,, 2012; Pinto et al.,
(cauterizagdo) (1) 2006.
Jatropha curcas L. Pinhdo, pinhao- Folhas, latex, Abstinéncia de alcool (V), 0,92 Agra et al., 2007b; Agra et Albuquerque et al., 2005;

brabo, pinhdo-
manso e pinhao-
roxo

ramos e sementes

acidente vascular cerebral
(V1), digestivo (XI), dor de
cabeca (VI), hemorragia
(XVIl), inapeténcia (XVIII) e
veneno de cobra (XIX)

al., 2008; Albuquerque,
2006; Albuquerque et al.,
2007a; Albuquerque et al.,
2007b; Franco e Barros.,
2006; Monteiro et al., 2011;
Oliveira et al., 2007.

Albuquerque et al., 2008;
Albuquerque et al., 2009;
Albuquerque e Andrade,
2002a; Albuquerque e
Andrade, 2002b;
Albuquerque e Oliveira,
2007; Araujo et al., 2008;
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Lucena et al., 2007a; Lucena
et al., 2007b.

Jatropha gossypiifolia L. Pinhdo-roxo Folhas, latex, Constipacao (XI), 0,98 Agraetal., 2007b; Albuquerque et al., 2008;
partes aéreas e depurativo (lll), dor nos Albuquerque et al., 20073; Almeida et al., 2011;
sementes olhos (VII) e cabega (VI), Albuquerque et al., 2007b;  Almeida et al., 2012; Araujo

hemorragia (XVIIl), hepatite Monteiro et al., 2011; et al., 2008; Silva e Andrade,
(1) e inflamagdo em geral Oliveira et al., 2010. 2005.
(NC)
Jatropha mollissima (Pohl) Baill. Pinhdo, pinhdo-de- Folhas, flores, Cicatrizante (XIX), derrame 1,47  Agraet al., 2007a; Agra et Albuqguerque et al., 2005;
seda, pinhdo- frutos, latex, (1X), dor de dente (XI), al., 2007b; Agra et al., 2008; Albuquerque et al., 2008;
branco, pinhado- ramos e sementes  gastrite (XI), inapeténcia Albuquerque, 2006; Albuquerque et al., 2009;
bravo e pinhado- (XvIn), infecgdo renal (1), Albuquerque et al., 2007b;  Albuquerque et al., 2011;
manso inflamacgao renal (XIV), Almeida et al., 2005; Albuquerque e Andrade,
mancha de pele (Xll), Almeida et al., 2006; 2002a; Albuquerque e
picada de inseto (XIX), Oliveira et al., 2007; Andrade, 2002b;
ulcera (XI), veneno de Oliveira et al., 2010; Silva et  Albuquerque e Oliveira,
cobra (XIX) e verruga de al., 2011. 2007; Alencar et al., 2010;
picada de cobra (NC) Almeida et al., 2010;
Almeida et al., 2011;
Almeida et al., 2012; Araujo
et al., 2008; Ferreira Junior
et al.,, 2011; Lucena et al.,
2007a; Lucena et al., 2007b;
Roque et al., 2010; Santos et
al., 2009; Silva e Andrade,
2005; Silva e Albuquerque,
2005.
Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. Pinhdo-de-seda Folhas e flores Constipacao (XI), 0,54  Agraetal., 2007b; -
depurativo (lll), infeccdo Albuquerque et al., 2007b;
intestinal (1) e purgativo (XI) Almeida et al., 2006.
Jatropha ribifolia (Pohl) Baill. Pinhdo, pinhao- Folhas, flores e Cicatrizante (XIX), diabetes 1,42  Agra et al., 2007a; Agra et -

branco e pinhdo-de- latex

purga

(IV), dor de cabecga (VI),
expectorante (X), gripe (X),
impigem (1), inflamagdo da
garganta (XVIII), uterina
(XIV) e em geral (NC),
reumatismo (XIIl) e veneno
de cobra (XIX)

al., 2007b; Agra et al., 2008;
Albuquerque et al., 2007b;
Almeida et al., 2006;
Oliveira et al., 2010; Silva e
Freire, 2010.
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Manihot dichotoma Ule

Manigoba

Casca

N.I.

N.I.

Alencar et al., 2010; Araujo
et al., 2008; Lucena et al.,
2007a; Lucena et al., 2007b;
Silva e Albuquerque, 2005.

Manihot esculenta Crantz Aipim, macacheira, Amido, folhas, Afta (XI), constipagdo (XI), 0,75 Agra et al., 2007b; Agra et Almeida et al., 2012; Pinto et
mandioca, latex e raizes diarréia (1), erupgdes al., 2008; Albuquerque et al., 2006.
mandioca-branca, cutdneas em bebés (XIl), al., 2007b; Cartaxo et al.,
mandioca-roxa, gastrite (XI), inflamacdo em 2010; Costa Neto, 2000;
maniva e roga geral (NC), pénfigo (XII), Silva et al., 2011.
uUlcera (XI) e verruga (I)
Manihot glaziovii Miill. Arg. Manigoba Cascas do caule, Anemia (Ill), dor de cabega 0,98  Agra et al., 2007a; Agra et Siqueira et al., 2012.
folhas e flores (VI), hemorragia (XVIII), al., 2007b; Agra et al., 2008;
infeccdo renal (1), problema Albuquerque et al., 2007b;
renal (XIV) e reumatismo Almeida et al., 2005;
(xr) Almeida et al., 2006.
Maprounea guianensis Aubl. Pau-leite Cascas do caule e Anorexia (V), antiabortivo 0,71  Agraetal, 2007b; Agra et Silva e Albuquerque, 2005.
caule das raizes (XV), cicatrizante (XIX), al., 2008; Albuquerque et
inflamagdo em geral (NC), al., 2007b; Monteiro et al.,
problema sanguineo (lll) e 2011.
toxico (XIX)
Pera ferruginea (Schott) Mdll. Sete cascos Planta inteira N.1. - - Cunha e Albuquerque, 2006.
Arg.
Pogonophora schomburgkiana Cocdo amarelo Planta inteira N.I. - - Cunha e Albuquerque, 2006.
Miers ex Benth.
Ricinus communis L. Carrapateira, Folhas, flores, Alopecia (XIl), constipacdo 1,09 Agraetal.,, 2007b; Agra et Albuquerque et al., 2008;
mamona e ricino latex e sementes (X1), dor em geral (XVIII), al., 2008; Albuquerque et Almeida et al., 2012;
furdnculo (X11), gripe (X), al., 2007b; Costa Neto, Almeida e Albuquerque,
helmintiase (I), purgativo 2000; Franco e Barros., 2002; Silva e Andrade, 2005.
(X1) e veneno de cobra (XIX) 2006; Lima et al., 2008;
Oliveira et al., 2010.
Sapium argutum (Mull. Arg.) Burra-leiteira, pau- Cascas do caule Abortivo (XIX), purgativo 0,49  Agraetal, 2007b; Agra et -
Huber de-candeia e pau- (X1) e ulcera externa (XIl) al., 2008.
de-leite
Sapium lanceolatum (Mill. Arg.) Burra-leiteira Folhas Cicatrizante (XIX) 0,16  Silvaetal., 2011. Silva e Albuquerque, 2005.
Huber
Sapium sellowianum (Mull. Arg.)  Burra-leiteira Cascas do caule Abortivo (XIX), purgativo 0,49  Agraetal, 2007b; Agra et -
Klotzsch ex Baill. (X1) e ulcera externa (XII) al., 2008.
Sebastiania brasiliensis Spreng. Purga-de-leite Cascas do caule e Amenorréia (XIV), edema 0,98  Agraetal, 2007b; Agra et Silva e Albuquerque, 2005.




42

latex

(xvil), dermatite (uso
externo) (XIl), diurético
(XIV), eczema (XI1),
leucorréia (XIV), purgativo
(X1) e sifilis (1)

al., 2008.

Sebastiania jacobinensis (Mull. Leiteiro Cascas do caule Cicatrizante (XIX), 1,04  Agraetal., 2007b; Oliveira Albuquerque et al., 2009;
Arg.) Mull. Arg. dermatite (XIl), eczema et al.,, 2007. Lucena et al., 2007a; Lucena
(x1), edema (XViil), et al., 2007b.
inflamac&o (NC), leucorréia
(XIV), purgativo (XI) e sifilis
(1)
Sebastiania macrocarpa Miill. Branddo e purga- Cascas do caule; Dermatite (XIl), eczema 0,87 Agraetal., 2007b. -
Arg. de-leite (XN), edema (XVIII),
leucorréia (XIV), purgativo
(X1) e sifilis (1)
Tragia volubilis L. Cansancdo, urtigae  Planta inteira Diurético (XIV) 0,16  Agraetal, 2007b; Agra et -
urtiga-de-rama al., 2008; Lima et al., 2008.
Tragia bahiensis Mll. Arg. Tamarina Planta inteira Ulcera (X1) 0,16  Albuquerque et al., 2007b; -
Almeida et al., 2006.
! = Referéncias que citam indicacdes populares; > = Referéncias que n3o citam indicacdes populares; N.I. = Njo informado na referéncia;

Algarismos romanos entre parénteses representam o sistema CID-10 ao qual pertencem.
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4, Discussao

A populacdo humana da regido nordeste apresenta uma grande diversidade cultural
devido a ocupagdo feita pelos diversos grupos étnicos que utilizam plantas para os mais
diversos fins, como medicinal, alimenticio, forrageiro, construcdao e combustivel (Diegues e
Arruda, 2001). Varios estudos tem destacado o uso de plantas em regides tropicais, discutindo
diferentes hipoteses para explicar os padrdes de uso (Voeks, 1996; Stepp e Moerman, 2001;
Stepp, 2004). Em geral, a manipulacdo de plantas por pessoas de regiGes semi-aridas depende
de fatores como a disponibilidade temporal dos recursos e o grau de interesse por um recurso
em especial (Albuquerque a Andrade, 2002a).

O conhecimento tradicional relacionado as plantas medicinais nas diversas regides
brasileiras, que foi fortemente derivado da mistura das culturas indigenas e as influéncias
européias e africanas do periodo de colonizacdo, é a base da medicina popular (Martins et al.,
2000). No nordeste brasileiro, por exemplo, diversas plantas sdo usadas para os mais variados
usos medicinais e os resultados mostram que a Caatinga é o ecossistema mais estudado. Isto
pode ser justificado pela extensao territorial que esta representa na regido nordeste,
abrangendo 734.478 Km?, o gue corresponde aproximadamente a 54% da regidao Nordeste e
11% do territério nacional (Araujo et al., 2007). No entanto, foi nas ultimas trés décadas que
este ecossistema vem sendo estudado de forma mais aprofundada, constatando-se sua
relevancia a partir do conhecimento da sua alta diversidade, além de suas potencialidades
(Trovao et al., 2004).

Varias espécies apresentam muitos usos populares (ver Tabela 2) e, isto, pode ser uma
decorréncia do maior acesso e disponibilidade da populagdo desta regido a essas plantas e ndo
de uma real selegdao popular. O indice de importancia relativa, como o apresentado neste
estudo, pode ser entdo utilizado para correlacionar a importancia destas espécies e dados
fitossociologicos, mostrando que determinadas plantas merecem maior atencdo de manejo
(Silva e Albuquerque, 2005). No caso especifico das plantas medicinais, a coleta resultante do
extrativismo e o aumento na comercializacdo de produtos derivados dessas plantas podem
resultar em declinio ou quase extin¢do de espécies de grande importancia terapéutica (Melo et
al., 2008; Andel e Havinga, 2008). Nesse sentido, a Caatinga necessita de ac¢les voltadas a

conservagdo da biodiversidade, pois esta sob grande pressdao devido ao extrativismo de
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espécies medicinais, além do desmatamento e uso irracional do solo (Aradjo et al., 2007;

Albuquerque et al., 2008).

5. Consideragoes finais

Muitas espécies de Euphorbiaceae sdo utilizadas no nordeste do Brasil como medicinais
para diversos problemas de saude. Foi observado que, dentre os 17 géneros, os tdxons Croton,
Euphorbia, Cnidoscolus e Jatropha se destacam em numero de espécies e, com excecdo de
Euphorbia, apresentaram espécies com maior importancia relativa (IR > 1). Isto indica que
algumas espécies destes géneros e ainda R. communis e S. jacobinensis possuem muitos usos
populares em diferentes sistemas corporais, o que nos leva a considera-las prioritdrias em

estudos de prospeccao fitoquimica e atividade bioldgica.
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Conteudo fendlico e capacidade antioxidante de quatro espécies de Cnidoscolus

(Euphorbiaceae) usadas como etnomedicamentos na Caatinga, Brasil

Tadeu J. S. Peixoto Sobrinhol*, Valérium T. N. A. Castro®, Antonio M. Saraivaz, Diego M.

Almeida’, Elvis A. Tavares®, Elba L. C. Amorim®

! Laboratério de Produtos Naturais, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade

Federal de Pernambuco, Recife-PE, Brasil

2 Laboratdrio de Anélises Microbiolégicas, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade Federal de Pernambuco, Recife-PE, Brasil

ABSTRACT: This study aimed to investigate the phenolic content and antioxidant capacity of
four species of Cnidoscolus used as ethnopharmacologicals in Caatinga, after comparing the
results of the cited and not cited parties. The total phenolic content (CFT), total tannin content
(CTT) and total flavonoid content (CDF) were analyzed by spectrophotometric method. The
antioxidant activity (AOA) was measured using the qualitative antioxidant assay (EAQ), the
free-radical scavenging assay (DPPH assay) and the ferrous-ion chelating (FIC) assay. The
extract of leaves of C. pubescens had the highest levels of CFT, CDF and CTT. Extracts from the
roots of C. infestus showed the highest antioxidant activity, while extracts from the roots of C.
pubescens showed the highest level of chelating activity. The AOA correlated with CFT, CDF,
and CTT, but these were not statistical. The parties cited by the population had, on average, the
high levels of CFT, CTT, CDF and AOA, while the parties not cited showed had high levels of FIC.
The results show that the antioxidant activity of plants of the genus Cnidoscolus, specifically the
Caatinga, appears to be associated with levels of phenolic compounds and these may explain
its popular use.

Keywords: DPPH, FIC, Flavonoids, Folin-Ciocalteu, Polyphenols, Tannins.

1. Introdugao

Muitas pesquisas etnofarmacolégicas tém demonstrado que no Brasil hd um elevado
nlimero de espécies vegetais usadas pela populacdo para o tratamento de suas enfermidades

e, dentre outras, a familia Euphorbiaceae apresenta grande uso medicinal, sendo bastante

" Autor correspondente: Av Prof. Arthur de S& - s/n, Recife/PE, Brasil. CEP 50740-521. Tel.: +55 81

21268511, Fax.: +55 81 21268510. E-mail: tadeu1903@yahoo.com.br.
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citadas as espécies do género Cnidoscolus. Conhecidas popularmente por urtiga ou favela, este
género possui de 50-75 representantes predominantemente concentrados na América
Tropical, quase exclusivamente no México e Nordeste do Brasil (Webster, 1994). Sua principal
caracteristica é a presenca de tricomas urticantes que quando estimulados pelo contato com a
pele podem provocar fortes dores localizadas (Melo e Sales, 2008).

Na Caatinga nordestina, o género Cnidoscolus é representado por quatro espécies
medicinais (C. infestus Pax & K. Hoffm., C. pubescens Pohl., C. quercifolius Pohl. e C. urens [L.]
Arthur) as quais, possuem diversas indicacdes populares como a atividade antiinflamatéria e
antitumoral do sistema genito-urindrio, contra infec¢cdes renais, como anti-séptico
dermatolégico e oftalmico, em contusGes, fraturas, ferimento, verrugas, disenteria,
hemorragia, menstruagdo, apendicite e reumatismo (Almeida et al., 2005; Albuquerque, 2006;
Albuquerque et al., 2007; Agra et al., 2008).

Estudos atuais apontam que muitos destes usos populares podem estar correlacionados
com a atividade antioxidante (Soares, 2002; Hevesi et al., 2009; Dreifuss et al., 2010; Krishnaiah
et al., 2010). Os antioxidantes sdo compostos que retardam a oxidagdo de substancias vitais do
organismo por espécies reativas de oxigénio (Velioglu et al., 1998) ou inibem o processo de
peroxidacdo de moléculas bioldgicas ao quelar metais de transicdo que geram radicais
hidroxilas através das reacOes de Haber-Weiss e Fenton (Chew et al., 2009). Os compostos
fendlicos, representados principalmente por taninos e flavondides, se destacam como os
principais grupos de antioxidantes naturais, pois atuam como eficientes captadores de radicais
livres e interrompem as reacGes em cadeia, e isto se deve ao seu potencial de agir como
doadores de hidrogénio (Gazzani et al., 2008; Higdon e Frei, et al., 2003; Delazar et al., 2006).

Um estudo realizado por Mosquera et al. (2007) com o objetivo de avaliar a atividade
antioxidante de quatro familias de plantas da biodiversidade colombiana (Asteraceae,
Euphorbiaceae, Rubiaceae e Solanaceae) mostrou que dos 75 extratos vegetais avaliados, nove
(12%) tiveram valores de Clsg inferiores a 200.0 ug/mL e oito destas espécies pertenciam a
familia Euphorbiaceae (88.8%). O ensaio fitoquimico revelou a presenca de compostos
fendlicos e terpendides, sendo atribuida a estes fitoquimicos a atividade antioxidante dos
extratos (Mosquera et al., 2007).

Considerando os usos populares apresentado pelo género Cnidoscolus, a escassez de
trabalhos que avaliem seu potencial terapéutico e a busca de novas drogas, principalmente a

partir de plantas medicinais, nesse estudo foram investigados o conteiudo fendlico e a
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capacidade antioxidante de quatro espécies de Cnidoscolus referenciadas em levantamentos

etnofarmacoldgicos desenvolvidos na Caatinga.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostras

As amostras foram coletadas com base nas indicacdes das partes citadas em
levantamentos etnofarmacoldgicos e partes que ndo foram citadas. As coletas foram realizadas
em remanescentes de Caatinga de Pernambuco e Paraiba. No municipio de Altinho/PE
(08°35’13.5”S x 36°05’34.6”W) foram coletadas amostras de C. urens em 09 de julho de 2008.
Amostras de C. infestus e C. quercifolius foram coletadas no municipio de Soledade/PB
(07204’13”S x 36220’52”W) em 19 de setembro de 2008. No dia 27 de setembro de 2008. Em
Buique/PE (08237°23"”S x 37°09'21”W), foram coletadas amostras de C. pubescens. Os
materiais-testemunho foram coletados e encontram-se incorporados no Herbario UFP Geraldo
Mariz do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco, sob os ne.

55.098-55.101.

2.2. Reagentes, padroes de referéncia e equipamentos

Foram utiloizados os seguintes solventes: acido acético glacial (Merck, 99.8%), metanol
(Vetec, 99.8%) e piridina (Vetec, 99%). Os reagentes utilizados foram: 2.2-difenil-1-
picrilhidrazila DPPH (Aldrich, 95%), 3-(2-piridil)5.6-difenil-1.2.4-triazina-4’.4”-disulfonico
Ferrozina (Fluka, 99%), carbonato de sddio anidro (Vetec, 99.5%), caseina (Vetec), cloreto de
aluminio hexa-hidratado (Honeywell, 99%), Reagente Folin-Ciocalteu fendlico (Fluka, 2.0 N) e
sulfato ferroso hepta-hidratado (Vetec, 99%). Como padrdes foram utilizados: acido ascorbico
(Vetec, 99%), acido etilenodiaminotetracético di-hidratado EDTA (Vetec, 99%), acido tanico
(Vetec, 99%) e rutina (Acros Organics, 97%).

As pesagens foram realizadas em balanca analitica Shimadzu (AX200) e as leituras das

absorbancias em espectrofotdmetro Shimadzu UV-Vis (UV mini-1240).
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2.3. Preparacdo dos extratos brutos metandlicos

As amostras vegetais foram estabilizadas em estufa (Nova Técnica NT-503) durante dois
dias a 45+59C, pulverizadas em moinho vertical de facas tipo Willye (Adamo 340) e
padronizadas em tamises (Bertel), obtendo-se granulometria de 1 mm (16 Mesh).

Para quantificar o conteudo fendlico, as amostras pulverizadas (500 mg) foram extraidas
sob refluxo com 50 mL de metanol (80%, v/v) em placa de aquecimento (Tecnal TE-018)
durante 30 minutos, obtendo concentracdo final de 10.0 mg/mL. Para avaliar a atividade
antioxidante e antimicrobiana, as amostras pulverizadas foram maceradas com metanol (80%,
v/v) durante 48 horas e os extratos brutos metandlicos foram obtidos a partir da concentracédo
dos filtrados em evaporador rotativo (Marconi MA-120) sob pressdo reduzida, obtendo
rendimentos entre 4.01% e 22.48%. A escolha do metanol tem sido recomendada para a
extragdao de compostos fenodlicos em tecidos vegetais devido a sua capacidade de inibir a

oxidacdo de polifendis, que podem alterar a atividade antioxidante (Yao et al., 2004).

2.4. Determinagdo do conteudo fendlico total (CFT) e de taninos totais (CTT)

O CFT dos extratos foi analisado pelo método Folin-Ciocalteu e o conteldo fendlico
residual pelo método de precipitacdo por caseina seguida pelo método Folin-Ciocalteu, onde o
conteudo de taninos totais (CTT) corresponde a diferenca entre os niveis de fendis totais e
residuais (Amorim et al., 2008). O CFT foi calculado a partir de 1 mL dos extratos diluidos (10.0
mg/mL, p/v), 5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (10%, v/v), 10 mL de carbonato de sédio (7.5%,
p/v) e 84 mL de agua destilada. A solucdo foi deixada em repouso ao abrigo da luz por 30
minutos. A absorbancia foi medida a 760 nm, utilizando agua destilada para zerar o
equipamento. Para calcular o conteudo fendlico residual, 15 mL do extrato diluido (10.0
mg/mL, p/v) foi agitado durante trés horas com 1 g de caseina, filtrado e o volume foi aferido
para 25 mL com agua destilada. O conteldo fendlico residual foi determinado a partir de 5 mL
deste filtrado pelo método Folin-Ciocalteu. O CFT e CTT foram expressos em mg equivalente de
acido tanico por g de amostra (mg TAE/g). As amostras foram avaliadas com seis réplicas. A

equacio de calibracdo do acido tanico foi y = 0.074x + 0.0044 (R* = 0.9993).
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2.5. Determinacgdo do contetdo de flavondides totais (CDF)

O CDF dos extratos foi calculado pelo método colorimétrico baseado na formacdo do
complexo flavondide-aluminio (Peixoto Sobrinho et al., 2008). O CDF foi calculado a partir de 1
mL do extrato diluido (10.0 mg/mL, p/v), 0.6 mL de acido acético glacial, 10 mL de piridina
(20.0%, v/v), 2.5 mL de cloreto de aluminio (5.0%, p/v) e 10.9 mL de dgua destilada. A solugdo
foi deixada em repouso ao abrigo da luz por 30 minutos. A absorbancia da solucao foi medida a
420 nm, utilizando 4gua destilada para zerar o equipamento. Os resultados foram expressos
em mg equivalente de rutina por g de amostra (mg RE/g). As amostras foram avaliadas com

seis réplicas. A equac3o de calibracdo da rutina foi y = 0.0251x + 0.0139 (R? = 0.9994).

2.6. Avaliagdo da atividade antioxidante

2.6.1. Ensaio antioxidante qualitativo (EAQ)

O EAQ foi avaliado através da metodologia descrita por Espin et al. (2000). Sobre placas
cromatograficas de silica gel foram aplicados 20 pL dos extratos (20.0 mg/mL) e dos controles-
positivos rutina e acido ascdrbico (10.0 mg/mL). A fase mével utilizada foi acetato de etila -
acido férmico - acida acético glacial - agua (100:11:11:26). Apds completa secagem do eluente,
a placa foi borrifada com DPPH (40.0 pug/mL, p/v). A atividade antioxidante qualitativa foi
evidenciada a partir da formacdo de manchas amareladas em contraste com o fundo violeta.
Os resultados foram expressos com valores de 0 a 3, sendo 0 a amostra inativa e 3 para

amostra que apresentou maior atividade.

2.6.2. Ensaio de remogdo de radicais livres (ensaio do DPPH)

O ensaio do DPPH foi realizado em triplicata, baseado no método descrito por Sousa et
al. (2007). Diferentes concentracGes do extrato ou padrdo (10.0-250.0 pg/mL), no montante de
0.5 mL, foram adicionados a 3 ml de DPPH (40.0 pg/mL p,v) em tubos de ensaio. A solugao foi
deixada em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz e as absorbancias foram medidas a 517
nm. As analises foram realizadas utilizando metanol para zerar o espectrofotometro. As

medicoes foram comparadas com um controle-negativo constituido pela solucio de DPPH
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(40.0 pg/mL p,v) e como branco foram utilizados 0.5 mL das diluicdes do extrato com 3 mL de
metanol. A atividade antioxidante foi calculada a partir de regressdo obtida através das
concentragGes das amostras versus porcentagens de atividade antioxidante (Equag¢do 1) e
expressa como Clsg, isto é, concentracao inibitéria de amostra vegetal necessaria para reduzir a

absorbancia de controle-negativo em 50%.

Equa§50 1: %AA=1- (Absamostra _Absbranco / AI:’scontrole negativo) x 100

Os resultados também foram expressos como capacidade antioxidante em equivalente
de ascorbato (CAEA) conforme calculado pela Equagdo 2. A Clsg do acido ascorbico foi 26.04 +

1.16 pg/mL.

Equa§50 2: CAEA (mg AA/ 100 g) = (CISO acido ascérbico / Clso amostra) x 100

2.6.3. Ensaio quelante do ion ferroso (FIC)

O ensaio FIC foi realizado em triplicata conforme descrito por Chew et al. (2009).
Diferentes diluigdes do extrato (1.0-7.0 mg/mL) ou EDTA (10.0-100.0 pug/mL), no montante de 1
mL, reagiram com 1 mL de sulfato ferroso (0.1 mM, p/v) e 1 ml de Ferrozina (0.25 mM, p/v). A
solucdo foi deixada em repouso por 10 minutos ao abrigo da luz e as absorbancias foram
medidas a 562 nm. As anadlises foram realizadas utilizando metanol para zerar o
espectrofotémetro. As medicdes foram comparadas com um controle-negativo constituido por
1 mL de metanol (75%, v/v), 1 mL da solucdo de FeSO, (0.1 mM, p/v) e 1 ml da solugdo de
Ferrozina. Como branco foram utilizadas as diluigdes dos extratos com 2 mL de metanol (75%,
v/v). A capacidade da amostra em quelar os ions ferrosos foi calculada a partir de regresdo
obtida através das concentracGes da amostra versus porcentagens de atividade quelante
(Equagao 3) e expressa como Clsg, isto é, a concentracdo da amostra necessdria para reduzir a
absorbancia do controle negativo em 50%.

Equagéo 3: %AQ =1- (ABsamostra_ABsbranco / ABScontrole negativo) x 100
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2.7. Andlise estatistica

O teste Kolmogorov-Smirnov confirmou a normalidade dos dados. Os dados foram
expressos como médias + desvio-padrdo. Foram realizadas analises de variancia ANOVA: one
way seguido de comparages multiplas pelo teste de Tukey. Foi utilizado o teste de correlacdo
de Pearson para comparar o conteudo fendlico e as concentragdes inibitorias das amostras. As
diferengas foram consideradas significativas ao nivel de p<0.05. O programa BioEstat 5.0 foi
utilizado para realizacdo das analises estatisticas e GraphPad Prism 5.0 para construcdo dos

graficos.

3. Resultados e discussao

3.1. Conteudo fendlico total, taninos totais e flavondides totais

De forma geral, foi observada uma ampla variacdao entre os niveis de CFT dos extratos
analisados, sendo os mais elevados encontrados nas folhas de C. pubescens, enquanto que as
partes aéreas de C. infestus e cascas de C. quercifolius apresentaram os menores teores. Os
extratos foliares de C. pubescens apresentaram o maior CTT (cerca de 40% dos fendis totais),
enquanto que as cascas de C. quercifolius e partes aéreas de C. infestus nao apresentaram
taninos. As raizes de C. pubescens ndo apresentaram flavondides, no entanto, suas folhas
exibiram o maior conteldo de flavondides. O teste de correlacdo de Pearson apontou relacdo
significativa entre CFT x CTT e CFT x CDF (r= 0.9200 e r= 0.7903, respectivamente), entretanto,

CTT e CDF ndo se correlacionaram estatisticamente.

Tabela 1. Conteudo fendlico total (CFT), taninos totais (CTT) e de flavondides totais (CDF) das

amostras de quatro espécies do género Cnidoscolus do Nordeste do Brasil.

Espécie / Procedéncia CFT CTT CDF
Parte usada Uso popular

Voucher number (mg TAE/g) (mg TAE/g) (mg RE/g)

C. infestus Partes aéreas  Ndocitada  4.02+0.15a ND 336+0.15a

Soledade/PB

55.101 Raizes Citada 16.31+£0.19b 5.99+0.14a 1.75+£0.15b

C. pubescens Folhas Citada 23.00+£0.10¢c 8.72+0.16 b 39.37+0.57 ¢
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Buique/PE

, . .\ .
55.100 Raizes N3o citada 8.96+0.12d 3.70+0.20 ¢ ND
C. quercifolius Cascas Citada 3584016 3 \D 0.60£0.05 b
Soledade/PB
55.099 Folhas Niocitada  18.32+0.60e 4.10+024c 26.51+1.78d
C. urens Partesaéreas  Ndocitada  12.10£0.48f 542+0.79a  0.890.06b
Altinho/PE
55.098 Raizes Citada 7.214028g 210+031d 4.86+0.28e

Valores expressos como média + desvio-padrao. Valores seguidos pela mesma letra na coluna
nado diferem estatisticamente entre si (n=6; p<0.05). EAT = equivalente de acido tanico; ER =

equivalente de rutina; ND = ndo detectado.

Os resultados do conteudo fendlico das amostras de Cnidoscolus estdo muito acima dos
encontrados por Kuti e Konuru (2004) para as espécies Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I.M.
Johnst. e C. chayamansa McVaugh que apresentaram CFT de 2.91 + 0.02 e 1.22 + 0.02 mg/g,
respectivamente. Outro estudo com amostras foliares de C. aconitifolius avaliadas frescas e
tratadas pds-colheita apontou CFT variando entre 7.0 + 1.0 a 12.0 + 2.0 mg/g (Oboh, 2005). Ja
Ogundale et al. (2009) ao analisar alguns vegetais consumidos na Nigéria, confirmou que C.
aconitifolius possui niveis de CFT de 29.4 mg/g.

Estes resultados indicam que o uso popular destas espécies pode estar associado ao
conteudo fendlico das partes citadas nos levantamentos etnofarmacolégicos. Por exemplo, os
resultados dos CME foliares de C. pubescens comparadas as partes ndo indicadas em estudos
etnofarmacoldgicos, sugere que esta preferéncia deve estar associado ao seu elevado
conteudo fendlico (Almeida et al., 2005; Albuquerque et al., 2007). Em contraposicdo a estes
resultados, as partes usadas popularmente de C. quercifolius (Albuquerque et al., 2007; Agra et
al., 2008) apresentou cinco vezes menos CFT e cerca de cinglienta vezes menos CDF que a
folha, indicando que o uso popular desta espécie deve estar associado a outros compostos

contidos na casca (Endo et al., 1991a; Endo et al., 1991b; Endo et al., 1992; Ohta et al., 1994).

3.2. Atividade antioxidante

Os resultados do EAQ dos extratos mostraram varias regides amareladas em contraste

com fundo purpura, o que sugere a presenga de compostos com atividade anti-radicalar. As

amostras de raizes de C. infestus e folhas de C. quercifolius apresentaram os resultados mais
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significativos, enquanto que as amostras de partes aéreas de C. infestus e cascas de C.

quercifolius ndo tiveram bom desempenho (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade removedora de radicais livres e quelante das amostras de diferentes partes
de quatro espécies de Cnidoscolus presentes em levantamentos etnofarmacoldgicos da

Caatinga.

Atividade antioxidante

Padrio / Espécie Parte usada Rend (%) Remogao de radical livre DPPH
FIC (Clso pg/mL)
EAQ Clso pg/mL CAEA mg (AA/100g)
Rutina - - - 2296+1.99a 11416 +9.84 a -
EDTA - - - - - 15.26 £ 0.58 a
Partes aéreas 7.73% 0 1741.68 +53.06 b 1.50+0.05d 239.42 £39.25b
C. infestus
Raiz 9.08% 3 122.87 £5.37 ¢ 21.23+0.94c 398.04 £ 19.24 ¢
Folha 14.23% 3 179.15+4.03d 14.54 £0.33d 256.25+13.28 b
C. pubescens
Raiz 4.55% 2 152.92+3.49¢ 17.04+0.40e 90.29+7.12d
Casca 9.30% 0 1867.24 + 53.66 f 1.40+0.04 b 299.37+14.60 e
C. quercifolius
Folha 22.48% 2 426.66+42.66 g 6.15+ 0.59 f 361.73+14.58 ¢
Partes aéreas 10.19% 1 1361.41 +76.06 h 1.92+0.11b 177.69£11.84 f
C. urens
Raiz 4.01% 1 423.07+34.43¢g 6.19 £0.50 f 278.68 + 35.88 be

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si (n=6;

p<0.05); 0 = inativo; 1 = pouco ativo; 2 = atividade moderada; 3 = muito ativo.

Foram observadas diferencas intra e interespecificas na atividade seqiiestradora de
radicais das espécies avaliadas (Tabela 2). De acordo com Melo et al. (2010), os resultados da
atividade antioxidante podem ser classificados com base no desempenho do extrato bruto em
relagdo ao padrdo utilizado: | - boa atividade (CEso < 69 pg/mL, até trés vezes a concentragdo
inibitéria do padrdo); Il - moderada atividade (69 ug < CEsg <161 pug/mL, entre trés e sete vezes
a concentracdo inibitoria do padrdo); Ill - baixa atividade (CEso > 161 pg/mL, superior sete
vezes a concentragdo inibitéria do padrdo). Utilizando esta classificagdo, os extratos brutos
metanodlicos das raizes de C. infestus e C. pubescens apresentaram moderada atividade
removedora de radicais livres, enquanto que os demais demonstraram baixa atividade anti-
radicalar.

Os resultados do ensaio antioxidante qualitativo (EAQ) e o ensaio de remogdo de

radicais livres (DPPH assay) demonstraram elevada correlacdo (r= -0.8927), sugerindo que a



61

analise qualitativa pode ser utilizada para avaliar preliminarmente a atividade removedora de
radicais livres de amostras vegetais, servindo como preditora para a descoberta de novos
compostos antioxidantes. O teste de correlacdo de Pearson apontou relacdo negativa entre as
concentracdes inibitérias (Clsg) de DPPH x CFT (r=-0.6776), CTT (r=-0.6779) e CDF (r=-0.4112).
Estes resultados sugerem que quanto maior o conteudo fendlico das amostras de Cnidoscolus,
maior a atividade antioxidante.

A Figura 1 mostra que a capacidade quelante dos extratos aumentou
proporcionalmente com a concentracdo, entretanto, foi observada uma estabilizacdo na
capacidade quelante quando a concentragdo do extrato atingiu 400.0 ug/mL. O resultado mais
promissor foi encontrado para o CME das raizes de C. pubescens (Tabela 2), enquanto que o
CME das raizes de C. infestus e folhas de C. quercifolius demonstraram baixa atividade
guelante. O teste de correlacdo de Pearson ndo apontou relacdo entre FIC e o conteudo

fendlico e a atividade removedora de radicais livres.

100.0
_. 80.0-
S
3
S 60.0 ' '
: pd
o 2~ - 1 Partes aéreas de C. infestus
% 40.0- -6~ 2 Raizes de C. infestus
1 .
] & 3 Folhas de C. pubescens
.; -8 4 Raizes de C. pubescens
< - 5 Cascas de C. pubescens
20.0+ - 6 Folhas de C. pubescens
—¥ 7 Partes aéreas de C. urens
-+ 8 Raizes de C. urens
00 T T I I I T I

Concentracado (mg/mL)

Figura 1. Capacidade quelante do ion ferroso (FIC) de diferentes partes de quatro espécies de

Cnidoscolus do Nordeste do Brasil.

Nos ultimos anos, pesquisas com plantas da Caatinga usadas tradicionalmente para o
tratamento de diversas enfermidades, tem demonstrado promissoras atividades
farmacoldgicas, geralmente atribuidas a substancias fendlicas, ficando mais nitido em espécies

gue possuem diversos usos medicinais e apresentam elevados niveis destes compostos,
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confirmando experimentalmente a indicacdo popular (Almeida et al.,, 2005; Monteiro et al.,
2006).

Por exemplo, um estudo realizado por Araujo et al. (2008) numa comunidade rural, foi
observado que existe uma forte associacdo entre o conteldo de taninos e o efeito sugerido
popularmente para as atividades cicatrizante e antiinflamatdria. No entanto, quando foram
analisados comparativamente os niveis de flavondides das plantas usadas pela populacdo e de
plantas selecionadas aleatoriamente, ndo foram observadas diferencas significativas, sugerindo
gue a indicacdo de plantas medicinais com finalidade cicatrizante e antiinflamatéria na
comunidade estudada parece ndo estar relacionada com flavondides.

Muitas pesquisas tem demonstrado uma relagdo significativa entre o conteldo de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante. Nazaruk (2008) observou uma elevada relacdo
entre os extratos metandlicos (R°= 0.9523) e as fracdes acetato de etila (R?= 0.8048) de folhas e
flores de cinco espécies de Cirsium (Asteraceae) provenientes da regido nordeste da Polonia.
Também foi verificada uma elevada relacio entre a capacidade antioxidante total com CFT (R?
= 0.922) e CDF (R2= 0.812) das fracGes acetato de etila extraidas de seis espécies de Ficus
(Moraceae), além das fra¢des butandlicas que demonstraram boa relacdo com CFT (R* = 0.604)
e CDF (R’= 0.678), sugerindo que estes grupos s3o os responsaveis pela capacidade
antioxidante das espécies (Saleh e Hameed, 2009).

Alguns autores relacionam os flavondides a atividade antioxidante devido a presenca de
hidroxilas aromaticas (Vessal et al., 2003), como os flavondis rutina e quercetina, que tem
apresentado melhores atividades antioxidantes quando comparados ao acido ascérbico, que é
considerado um potente redutor (Soares et al., 2005). Entretanto, estudo realizado por
Malenci¢ et al. (2008) com extratos acetonicos de vinte hibridos de Glycine max (L.) Mer.
(Fabaceae) ndo mostrou correlacdo entre a atividade antioxidante e CDF, sendo, no entanto,
constatado para polifendis (r= 0.6696), taninos (r= 0.7465) e proantocianidinas (r= 0.6538).

Al-Duais et al. (2009) ao analisarem comparativamente CFT com diversas metodologias
antioxidantes (DPPH, ORAC, TEAC e FRAP), mostraram que os compostos fendlicos de
Cyphostemma digitatum (Forssk.) Desc. (Vitaceae) sdao pouco responsaveis pela capacidade
antioxidante da espécie. Outros autores verificaram também que compostos fendlicos podem
apresentar relacdo com a atividade quelante, como Rumbaoa et al. (2009) que ao avaliarem
cinco variedades de Ipomoea batatas (L.) Lam. (Convolvulaceae) observaram correlacdo entre

CFT e (FIC) (r= -0.800).
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5. Conclusoes

Nossos resultados mostram que as espécies e/ou partes indicadas nos levantamentos
etnofarmacoldgicos, especificamente da Caatinga, podem servir de guia para a procura de
compostos com potencial antioxidante e os niveis de compostos polifendlicos parece explicar,
em parte, o uso popular destas plantas, cujas partes indicadas apresentaram resultados mais

satisfatorios.
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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivos investigar o perfil fitoquimico e a atividade
antibacteriana de quatro espécies de Cnidoscolus (C. infestus Pax & K. Hoffm., C. pubescens
Pohl, C. quercifolius Pohl e C. urens (L.) Arthur) presentes em levantamentos da Caatinga. Os
extratos das espécies foram avaliados por cromatografia em camada delgada usando eluentes
e reveladores especificos. Os extratos de Cnidoscolus citados e ndo citados popularmente
foram testados frente a cepas padrbes e isolados clinicos. A atividade antimicrobiana foi
avaliada pelo método de difusdo em agar e pela concentracdo inibitéria minima (CIM). As
classes quimicas presentes em todas as amostras foram cumarinas e terpendides, enquanto
alcaldides e naftoquinonas ndo foram observados. A caracterizacdo de uma mesma cumarina
(Rf 0,35) em todas as amostras sugere um padrdo que poderd ser usado com marcador
guimico. Os resultados obtidos mostraram que os extratos de Cnidoscolus foram ativos contra
as cepas padroes e isolados clinicos de Staphylococcus aureus e S. coagulase negativa, sendo os
resultados mais promissores encontrados para o extrato da casca de C. quercifolius, com CIM
entre 250 e 500 pg/mL. A fracdo diclorometano deste extrato apresentou CIM 62,5 pug/mL
frente a S. aureus MRSA sensivel apenas a vancomicina. A atividade antimicrobiana
desempenhada pelo extrato bruto e fracbes das cascas de C. quercifolius indica que os
mecanismos de resisténcia das cepas de Staphylococcus ndo estdao oferecendo protecdo contra
as substancias ativas da espécie, o que motiva a realizagdao do isolamento dos compostos
responsaveis pela atividade antimicrobiana.

Palavras-chaves: Antimicrobiana; Caatinga; Fitoquimica; Multirresisténcia; Staphylococcus.
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1. Introducgao

Doencas bacterianas causam profundo impacto econémico sobre a saude pubica,
especialmente em regides tropicais e em pacientes imunodeprimidos ou imunodeficientes
(Saraiva, 2007). Apesar da existéncia de potentes antibidticos, o surgimento de cepas
bacterianas multirresistentes acarretam infeccdes com alto indice de mortalidade,
principalmente, em hospitais (Nascimento et al., 2000; Stapleton et al., 2004), o que impd&e a
necessidade permanente pesquisa voltadas a compreensdo dos mecanismos genéticos de
resisténcia e obtencdo de novas drogas que hajam por mecanismos diferentes dos atuais
antibidticos (Silver e Bostian, 1993; Alves et al., 2000).

No mundo inteiro, estudos etnofarmacoldgicos norteiam a pesquisa de novos
antimicrobianos a partir de plantas medicinais utilizadas por comunidades tradicionais
(Sartoratto et al., 2004). Estes estudos tém demonstrado que no Brasil hd um elevado nimero
de espécies vegetais usadas pela populacdo para o tratamento de suas enfermidades e, dentre
outras, a familia Euphorbiaceae apresenta grande uso medicinal, sendo bastante citadas as
espécies do género Cnidoscolus.

Conhecido popularmente por urtiga ou favela, este género possui de 50-75
representantes predominantemente concentrados na América Tropical, quase exclusivamente
no México e Nordeste do Brasil (Webster, 1994). Sua principal caracteristica é a presenca de
tricomas urticantes que quando estimulados pelo contato com a pele podem provocar fortes
dores localizadas (Melo e Sales, 2008).

Na Caatinga nordestina, o género Cnidoscolus é representado por quatro espécies
medicinais (C. infestus Pax & K. Hoffm., C. pubescens Pohl., C. quercifolius Pohl. e C. urens [L.]
Arthur) as quais, possuem diversas indicagdes populares como a atividade antiinflamatdria e
antitumoral do sistema genito-urindrio, contra infec¢cdes renais, como anti-séptico
dermatolégico e oftalmico, em contusGes, fraturas, ferimento, verrugas, disenteria,
hemorragia, menstruagdo, apendicite e reumatismo (Almeida et al., 2005; Albuquerque, 2006;
Albuguerque et al., 2007; Agra et al., 2008).

Considerando os usos populares apresentados pelo género Cnidoscolus, a escassez de
trabalhos que avaliem seu potencial terapéutico e a busca de novas drogas, principalmente a

partir de plantas medicinais, nesse estudo foram avaliados os perfis fitoquimicos e atividade
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antibacteriana de quatro espécies de Cnidoscolus referenciadas em levantamentos

etnofarmacoldgicos desenvolvidos na Caatinga.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostras

As amostras das diferentes espécies foram coletadas com base nas indicacbes das
partes citadas e partes que ndo citadas em levantamentos etnofarmacolégicos. As coletas
foram realizadas em remanescentes de Caatinga de Pernambuco e Paraiba. No municipio de
Altinho/PE (08°35’13.5”S x 36°05’34.6”W) foram coletadas amostras de C. urens em 09 de julho
de 2008. Amostras de C. infestus e C. quercifolius foram coletadas no municipio de Soledade/PB
(07204’13”S x 36220’52”W) em 19 de setembro de 2008. No dia 27 de setembro de 2008. Em
Buique/PE (08237’23”S x 37°09'21”W), foram coletadas amostras de C. pubescens. Os
materiais-testemunho foram coletados e encontram-se incorporados no Herbario UFP Geraldo
Mariz do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco, sob os ne.

55.098-55.101.

2.2. Preparacdo dos extratos brutos metandlicos e fracoes

As amostras vegetais foram estabilizadas em estufa (Nova Técnica NT-503) durante dois
dias a 45+59C, pulverizadas em moinho vertical de facas tipo Willye (Adamo 340) e
padronizadas em tamises (Bertel), obtendo-se granulometria de 1 mm (16 Mesh).

Para avaliar a atividade antimicrobiana, as amostras pulverizadas foram maceradas com
metanol (80%, v/v) durante 48 horas e os extratos brutos metandlicos foram obtidos a partir da
concentracdo dos filtrados em evaporador rotativo (Marconi MA-120) sob pressdo reduzida e
armazenados a 4°C. A escolha do metanol tem sido recomendada para a extracdo de
compostos fendlicos em tecidos vegetais devido a sua capacidade de inibir a oxidacdo de
polifendis, que podem alterar a atividade antioxidante (Yao et al., 2004). Os extratos que
apresentaram melhores resultados antimicrobianos foram submetidos a cromatografia em

coluna filtrante de silica gel e eluida, sucessivamente, com hexano, diclorometano, acetato de
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etila e etanol (Santos et al., 2009). Os solventes foram evaporados para a obtencdo das

respectivas fragoes.

2.3. Caracterizagdo fitoquimica

Os extratos brutos metandlicos das quatro espécies foram aplicados com micropipeta

em placas cromatograficas de silica gel 60 F,s4 com suporte de aluminio e eluidos em diferentes

sistemas de solventes conforme descrito por Wagner and Bladt (1996), procurando-se

evidenciar os principais grupos do metabolismo secundario (Tabela 1). As cromatoplacas foram

visualizadas em camara de ultravioleta nos comprimentos de 254 e 365 nm.

Tabela 1. Sistemas de eluicdo e reveladores utilizados para caracterizar os principais

metabdlitos secunddrios dos extratos de quatro espécies de Cnidoscolus por cromatografia em

camada delgada (Wagner e Bladt, 1996).

Classe quimica Sistema eluente Padrao Revelador
Tolueno: acetato de etila: dietilamina loimbina
Alcaldides gerais Dragendorff
g (70:20:10) Quinina &

Antocianinas

Acetato de etila: acido férmico: acido
acético glacial: dgua (100:11:11:26)

Azul de metileno

Anisaldeido-sulfurico

Antraquinonas

Eter de petréleo: acetato de etila: dcido
formico (75:25:1)

Antraquinona

Acido fosfomolibdico /
H2504 etandlico 10%

Tolueno: éter etilico (1:1 saturado com

. . " o
Cumarinas Acido acético 10%) Escopoletina KOH etandlico 10%
Derivados Acetato de etila: metanol: dgua .
. Aloi KOH etandlico 109
antracénicos (100:13,5:10) oha etanolico 10%
Acido tanico
Flavondides e Acetato de etila: acido formico: acido Quercetina NEU
taninos hidrolisaveis acético glacial: dgua (100:11:11:26)
Rutina
Lignanas Cloroférmio: metanol: dgua (70:30:4) Extrato de linhaca Vanilina fosférica
Mono, sesqui e Tolueno: acetato de etila Carvacrol . .
. . Vanilina sulfarica
diterpenos (93:7) Timol
. Tolueno: acido férmico Biflorina .
Naftoquinonas KOH etandlico 10%
(99:1) Lapachol
. Cloroférmio: acido acético: metanol: dgua . . . -
Saponinas (64:32:12:8) Saponina Anisaldeido-sulfurico
i Lupeol
Trlter?enos € Tolueno: cloroférmio: etanol (40:40:10) . P Lieberman-Burchard
esterdides Sitosterol
. Acetato de etila: metanol: dgua ,
Xantinas Cafeina lodo - KI - HCI

(100:13,5:10)
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2.4. Avaliagdo da atividade antimicrobiana

2.4.1. Teste antibacteriano pelo método de difusdo em dgar

Os extratos foram testados frente as seguintes cepas padrGes e isolados clinicos
pertencentes a colecdo do Laboratério de Analises Microbiolégicas (LAM/UFPE):
Staphylococcus aureus - cepa padrdao ATCC 6538 (AM103); S. aureus MRSA - isolado de
secrecao (AM642); S. saprophyticus - cepa padrdo LACEN (AM245); S. coagulase negativa -
isolado de secrecdo de cateter (AM789); Enterococcus faecalis - cepa padrdao ATCC 51299
(AM1056); E. faecalis - isolado de urina (AM997); Pseudomonas aeruginosa - cepa padrdo ATCC
14502 (AM206); P. aeruginosa - isolado de sangue (AM 428); Klebsiella pneumoniae - isolado de
secrecao de ferida cirdrgica (AM793); K. pneumoniae - isolado de secrecdo (AM410);
Escherichia coli - cepa padrdao ATCC 35218 (AM1050); E. coli - isolado de secrecdo LACEN
(AM247).

Para determinar a atividade antibacteriana dos extratos foi utilizado o método de
difusdo em agar pela técnica de poco (CLSI, 2009a) por ser um método que demonstra melhor
desempenho, com a inibicdo de um maior nimero de bactérias (Alves et al., 2008). Os indculos
(108 UFC/mL) foram semeados com o auxilio de swab estéril em placas de Petri esterilizadas
medindo 20 x 100 mm contendo 20 mL de meio agar Mueller-Hinton, nas quais foram
confeccionados pogos de 6 mm de diametro e preenchidos com 50 pL dos extratos
solubilizados em DMSO (50%, v/v) a 100 e 200 mg/mL (5 e 10 mg/poco, respectivamente)
(Sakagami, 2005). Como controle positivo foi utilizado 50 uL de gentamicina a 2 mg/mL (100
ug/poco) e como controle negativo 50 uL de DMSO (50%, v/v). As placas foram pré-incubadas
por 3 horas a temperatura ambiente para completa difusdo dos extratos (Moéller, 1966). Em
seguida, as mesmas foram incubadas em aerobiose a 37+1 2C por 24 horas e a atividade

antibacteriana foi avaliada pela medicdo dos halos de inibicdo.
2.4.2. Determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
A avaliacdo da CIM foi determinada pela metodologia da microdiluicdo em caldo Muller-

Hinton proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009b) modificada, com

as bactérias que apresentaram halo de inibicdo superior a 13 mm e com as cepas de S. aureus
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MRSA - isolado de secrecdo traqueal (AM793), S. epidermidis - isolado de esperma (AM235) e E.
faecalis — ATCC 51299 (AM1058).

Foram utilizadas microplacas estéreis com 96 pocos. Cada pogo recebeu 90 pL de soro
fisiologico, 80 uL de meio de cultura liquido caldo Muller-Hinton (Himedia), 20 pL do inéculo a
0.5 da escala McFarland (10® UFC/mL) e 10 pL das solucdes de diferentes concentragdes dos
extratos brutos (31.25 a 2000.0 mg/mL) e fragdes (7.81 a 1000.0 mg/mL). Como controles
foram utilizados: 100 uL de soro fisioldgico, 80 uL de caldo Muller-Hinton e 20 plL do indculo
(controle de crescimento microbiano); 100 pL de soro fisioldgico e 80 uL de caldo Muller-
Hinton (controle de esterilidade); solucdo aquosa de gentamicina e tetraciclina nas
concentracdes de 0.125 pg/mL a 64.0 pg/mL (controle positivo); e 90 uL de soro fisioldgico, 80
uL de meio de cultura liquido caldo Muller-Hinton, 20 pL do indculo a 0.5 da escala McFarland e
10 pL DMSO (40%, v/v) (controle negativo). As microplacas foram incubadas a 37+1 2C por 24
horas e, apds esse periodo, foram adicionados 50 pL da solu¢do aquosa de cloreto de 2.3.5-

trifeniltetrazdlio (2.5 mg/mL, p/v) como revelador.

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizagdo fitoquimica

A analise fitoquimica realizada com os extratos brutos metandlicos mostraram a
presenca de antocianinas, antraquinonas, compostos fendlicos (fendis simples, flavondides e
taninos), cumarinas, derivados antracénicos, esterdides, lignanas, saponinas, terpendides
(mono, sesqui, diterpenos e triterpenos) e xantinas. Ndo foram detectados alcaldides gerais e
naftoquinonas nos extratos, enquanto que as cumarinas e os terpendides foram confirmados
em todas as amostras avaliadas (Tabela 2). Os compostos fendlicos, cumarinas e os derivados
antracénicos apresentaram maior quantidade de compostos. As espécies estudadas
apresentaram perfis semelhantes para algumas classes de metabdlitos. O perfil fitoquimico das
raizes de C. infestus foi idéntico as raizes de C. urens, o que corrobora com a semelhanca

fenotipica entre as duas espécies.
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Table 2. Caracterizacdo fitoquimica das quatro espécies de Cnidoscolus. (PACI) partes aéreas de
C. infestus; (RCl) raiz de C. infestus; (FCP) folha de C. pubescens; (RCP) raiz de C. pubescens;
(CCQ) casca de C. quercifolius; (FCQ) folha de C. quercifolius; (PACU) partes aéreas de C. urens;
(RCU) raiz de C. urens.

Grupo metabélico PACI RCI FCP RCP  CCQ FCQ PACU RCU

Alcaldides gerais - - - - - - - -

Antocinanas - - +++ - - +++ +++ -
Antraquinonas agliconas - - +++ - - +++ + -
Cumarinas Tragos +++ Tragos +++ +++ ++ +++ +++
Derivados antracénicos - ++ +++ - - 4+ + ++
Flavondides - - +++ + - +++ ++4+ -
Lignanas - +++ - - - ++ - 4+
Mono, sesqui e diterpenos +++ +++ ++ ++ ++ Tragos +4++ +++

Naftoquinonas - - - - - - - -

Saponinas - + - - ++ - - ++
Triterpenos e esterdides ++ Tragos ++ + + ++ ++ Tragos
Xantinas ++ - + - - Tracos  Tragos -

- = ausente; + = baixo; ++ = moderado; +++ = forte.

A resposta negativa para alcaldides nos extratos espécies de Cnidoscolus foi inesperada,
visto que na literatura ha relatos desta classe (Awoyinka et al., 2007; Rouse e Bienfang, 2006;
Yakubu et al., 2008). Como esperado, as antocianinas foram encontradas nos extratos de
folhas, flores e partes aéreas. Dentre os compostos fendlicos, flavondides e taninos ocorreram
com maior freqliéncia. Yuan et al. (2007) realizando uma investigacdo fitoquimica com C.
texanus (Mill. Arg.) Small isolaram 26 compostos, sendo quinze flavondides, quatro
triterpendides, trés cumarinas, trés derivados do 4acido cumarico e um fitoesterol.
Coincidentemente, houve a caracterizacdo de uma mesma cumarina em todas as amostras (Rf

= 0.35), o que pode ser utilizado como marcador quimico para estas espécies.
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3.2. Atividade antibacteriana

Os resultados da atividade antibacteriana foram avaliados através da medi¢do dos halos
de inibicdo conforme os parametros sugeridos por Alves et al. (2000): halos < 9 mm, inativo; 9-
12 mm, pouco ativo; 13-18 mm, ativo; > 18 mm muito ativo. Os extratos analisados foram
inativos frente aos microorganismos P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli. As amostras de C.
infestus, folhas de C. pubescens e raizes de C. urens ndao apresentaram atividade frente as
bactérias testadas. O extrato das partes aéreas de C. urens na concentracdo de 10 mg/poco
apresentou baixa atividade frente a S. aureus e S. coagulase negativa. Os dois extratos de C.
quercifolius foram ativos frente as cepas de S. aureus, S. coagulase negativa e pouco ativo
contra E. faecalis. O extrato das raizes de C. pubescens foi ativo contra S. aureus e S. coagulase
negativa. Os resultados das amostras de Cnidoscolus frente as cepas padrées e isolados clinicos

sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Halos de inibicdo (em mm) do ensaio antibacteriano das amostras de Cnidoscolus frente a cepas padrdes e isolados clinicos.

Espécie S. aureus S. coagulase negative E. faecalis P. aeruginosa K. pneumoniae E. coli
Parte usada Conc/Pogo
Voucher number AM103 AM642 AM245 AM789 AM997 AM1056 AM206 AMA428 AM379 AMA410 AM1050 AM247
Partes 5mg - - - - - - - - - - - -
C. infestus aereas 10 mg - - - - - - - R - _ _ _
55.098 5 mg - - - - - - - - - - - -
Raizes
10 mg - - - - - - - - - - - -
5mg - - - - - - - - - - - -
Folhas
C. pubescens 10 mg - - - - - - - - - - - -
55.099 5mg 13 10 12 12 - - - - - - - -
Raizes
10 mg 14 13 14 12 - - - - - - - -
5mg 15 14 13 11 - - - - - - - -
Cascas
C. quercifolius 10 mg 16 14 14 13 12 12 - - - - - -
55.100 5mg 14 15 10 11 - - - - - - - -
Raizes
10 mg 16 16 12 15 11 12 - - - - - -
Partes 5mg - - - - - - - - - - - -
C. urens aéreas 10 mg - 10 - 10 - - - - - - - -
55.101 5 mg - - - - - - - - - - - -
Raizes
10 mg - - - - - - - - - - - -
DMSO - 40% - - - - - - - - - - - B,

Gentamicina - 0,1 mg 23.5 23.75 23.5 28.75 - - 21,5 - 20,5 21,25 22,25 22
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Extratos vegetais sdo considerados com bom potencial antimicrobiano quando
apresentam CIM < 100 pg/mL, moderada atividade com CIM de 100-500 pg/mlL, fraca
atividade com CIM de 500-1000 pg /mL e inativos com CIM > 1000 pg /mL (Tanaka et al.,
2005). O extrato das folhas de C. quercifolius foi inativo contra S. aureus e S. coagulase
negativa, enquanto o extrato das raizes de C. pubescens apresentou atividade contra as duas
cepas de S. aureus (AM103 e AM642) e foi inativo frente as demais. O extrato das cascas de
C. quercifolius foi ativo frente a todas as cepas, com CIM entre 250 e 500 pg/mL. A fracdo
diclorometano das cascas de C. quercofolius foi a mais ativa com CIM variando entre 62.5 e
250 pg/mL, sendo o resultado mais promissor frente a cepa de S. aureus MRSA sensivel
apenas a vancomicina (Saraiva, 2007). Portanto, de acordo com o padrdo estabelecido, o
extrato bruto metandlico das cascas de C. quercifolius apresentou os resultados mais
satisfatdrios sobre as espécies Gram-positivas, uma vez que as CIM s3o consideradas
excelentes ferramentas para determinar a susceptibilidade dos organismos aos

antimicrobianos (Andrews, 2001).

Tabela 4. ConcentragGes inibitérias minimas (CIM, em pg/mL) dos extratos brutos
metandlicos das raizes de C. pubescens, extratos brutos metandlicos das folhas e cascas de

C. quercifolius e fracGes obtidas do extrato bruto metandlico das cascas de C. quercifolius.

Espécie Parte usada / S. aureus S. coagulase negativa
Fragdo AM103  AM642  AM793  AM245  AM789  AM235
C. pubescens Raizes 500 500 1000 2000 2000 2000
Folhas >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Cascas 250 250 250 500 250 500
HEX >1000 >1000 >1000 500 >1000 500
C. quercifolius
DCM 125 500 62.5 250 125 125
AcOEt 500 500 125 500 250 250
EtOH >1000 >1000 500 >1000 1000 >1000
Gentamicina (ug/mL) 0.125 0.25 >64.0 1.0 0.125 1.0
Tetraciclina (ug/mL) 0.25 0.0625 >32.0 0.25 0.25 0.25

HEX = fracdo hexano; DCM = fracdo diclorometano; AcOEt = fracdo acetato de etila; EtOH = fra¢do etanol.

O crescimento da resisténcia bacteriana aos antibidticos € uma ameaca a populagao
mundial, aumentando as recorréncias por doencas infecciosas, devido ao surgimento de

bactérias multirresistentes que dificultam o tratamento quimioterapico (Agil, 2005). Por
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exemplo, as infec¢des nosocomiais produzidas por Staphylococcus, principalmente S. aureus
Meticilina Resistente (MRSA), é bastante reconhecida pela sua freqliéncia, morbidade,
mortalidade e principalmente pela dificuldade de tratamento (Nascimento et al., 2000).
Virtualmente, as cepas de MRSA sdo resistentes aos B-lactamicos, macrolideos, tetraciclina,
aminoglicosideos, sendo os glicopeptideos a Unica alternativa de tratamento das infecgdes
por S. aureus MRSA multirresistentes (Shibata, 2005).

Neste sentido, C. quercifolius demonstrou resultados muito promissores,
especialmente contra as bactérias Gram-positivas, uma vez que apresentou efeito inibidor
sobre as cepas de bactérias sensiveis e também sobre as mais resistentes. Por exemplo, a
cepa de S. aureus MRSA (AM793), sensivel apenas ao glicopeptideo vancomicina,
antimicrobiano que apresenta significativa toxidade e exige monitoramento em sua
administracdo (Soares et al., 2000). A atividade inibitéria do extrato das cascas de C.
quercifolius sobre S. epidermidis (AM235), importante microorganismo relacionado com a
ocorréncia de endocardites, bacteremias, sepse e outras graves infec¢des envolvidas com
dispositivos médicos implantados, tais como cateteres e préteses (Marangoni, 1997), revela
o potencial antibacteriano da espécie.

Ao verificar a literatura, foi observado que muitos estudos relatam propriedades
antimicrobianas de espécies da familia Euphorbiaceae, na qual o género Cnidoscolus se
encontra. Kuete et al. (2010), ao estudar a atividade antimicrobiana de Thecacoris
annobonae Pax & K. Hoffm, mostraram que o extrato metandlico da casca impediu o
crescimento de todos os organismos testados, indicando que o mesmo pode ser uma fonte
potencial de novas drogas contra a tuberculose e algumas doencas bacterianas e fungicas.
Em outro estudo, o extrato hidroalcélico, fracdes e alguns dos compostos isolados de Croton
urucurana Baillon mostraram excelente atividade antibacteriana frente a cepas de S. aureus
e Salmonella typhimurium (Peres et al.,, 1997). Aiyelaagbe (2000) ao avaliar a atividade
antibacteriana das raizes de Jatropha multifida L. extraida sucessivamente com hexano,
acetato de etila, cloroférmio e metanol, constatou que os extratos inibiram o crescimento de
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os extratos metandlicos de folhas,
flores, caules e raizes de Euphorbia hirta L foram ativos frente a bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e a Candida albicans, apresentando CIM entre 3.13 e 100 mg/mL (Rajeh et

al., 2010).
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Mesmo tendo apresentando resultados promissores, os extratos brutos metanélicos
foram inativos frente as bactérias Gram-negativas e isto pode ter ocorrido por dois motivos:
auséncia ou concentragles relativamente baixas de substancias potencialmente ativas e
diferencas estruturais que este grupo apresenta em relagcdo as Gram-positivas que podem

dificultar a agdo dos componentes ativos dos extratos (Ayres et al. 2008).

5. Conclusoes

A atividade antimicrobiana dos extratos e fracGes das cascas de C. quercifolius sugere
que os diferentes mecanismos de resisténcia das cepas de S. aureus e S. coagulase negativa
ndo estao oferecendo protecdo contra as substancias presentes na espécie. Estes resultados
motivam a realizacdo de estudos de isolamento os constituintes quimicos responsaveis por
tais atividades, com o intuito de encontrar uma nova droga com acgao antimicrobiana frente
a estes patogenos.

A abordagem realizada neste estudo forneceu valiosas informacbes a cerca das
espécies medicinais do género Cnidoscolus, o que pode promover estudos que visem o
isolamento de substdncias ativas que poderdo enriquecer o arsenal terapéutico, além de
disponibilizar informacdes cientificamente validadas sobre o uso popular de plantas da

Caatinga e promover o uso consciente deste ecossistema.
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RESUMO: Os objetivos deste estudo foram avaliar a letalidade frente larvas de Artemia
salina Leach e verificar a citoxicidade in vitro frente a trés linhagens tumorais dos extratos
brutos de quatro espécies de Cnidoscolus utilizados na caatinga como etnomedicamentos. O
bioensaio com as larvas de A. salina foi baseado no método descrita por Meyer et al. (1982).
A citotoxicidade frente as linhagens HT29, Hep-2 e NCI-H292 foi avaliada pelo método do
MTT. As conceltra¢des letais médias (Clsg) da toxicidade frente as larvas de A. salina
variaram 165,03-675,08 ug/mL. As amostras de C. infestus (Hep-2 e NCI-H292), cascas de C.
quercifolius (HT-29 e Hep-2) e parte aérea de C. urens (Hep-2 e NCI-H292) mostraram
inibicdo de crescimento celular. O extrato das raizes de C. urens mostrou um ICsg de 20,3 +
6,33 ug/mL contra a linhagem Hep-2. Os resultados mostram que as espécies de Cnidoscolus
indicadas nos levantamentos etnofarmacoldgicos apresentaram resultados bastante
promissores e podem guiar a descoberta de compostos bioativos.

Palavras-chaves: Brine shrimp; Caatinga; Etnofarmacologia; Linhagens tumorais.
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1. Introdugao

A bioprospecgdo, principalmente a partir de plantas medicinais, € uma tendéncia
mundial na qual os pesquisadores realizam triagens visando determinar diversas atividades
bioldgicas e identificar substancias ativas. Um exemplo pratico destes bioensaios é o estudo
de toxicidade aguda com larvas do microcrustaceo Artemia salina Leach, pois apresenta
facilidade de execucgdo, confiabilidade, baixo custo e por ter demonstrado uma boa
correlagdo com varias atividades bioldgicas, como antitumoral (McLaughlin, 1991;
McLaughlin et al., 1991; McLaughlin et al., 1993) e antitripanossomiase (Zani et al., 1995),
sendo por estas razdes uma excelente ferramenta para analisar preliminarmente a
toxicidade geral (Luna et al., 2005).

A andlise de citotoxicidade in vitro pelo método do MTT vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (Skehan et al.,
1990). Este é um método que apresenta rapidez, sensibilidade e baixo custo, sendo descrito
primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado
metabdlico da célula. O estudo citotdxico pelo método do MTT permite definir facilmente a
citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (Berridge et al., 1996).

Muitos estudos etnofarmacoldgicos tém demonstrado que no Brasil ha um elevado
numero de plantas medicinais usadas pela populacdo e, dentre outras, as plantas do género
Cnidoscolus Pohl (Euphorbiaceae) sdo comumente encontradas nestas abordagens.
Popularmente conhecidos por “urtiga” ou “favela”, este género possui de 50-75
representantes predominantemente concentrados na América Tropical, quase
exclusivamente no México e nordeste do Brasil (Webster, 1994). Sua principal caracteristica
€ a presenga de tricomas urticantes que quando estimulados pelo contato com a pele
podem provocar fortes dores localizadas (Melo e Sales, 2008).

Dentre as espécies que podem ser encontradas no ecossistema Caatinga (Cordeiro e
Seco, 2010), quatro possuem diversos usos medicinais (Cnidoscolus infestus Pax e K. Hoffm.,
C. pubescens Pohl, C. quercifolius Pohl e C. urens (L.) Arthur) como a atividade
antiinflamatéria e antitumoral do sistema genito-urinario, contra infecgcdes renais, como
anti-séptico dermatolégico e oftalmico, em contusdes, fraturas, ferimento, verrugas,
disenteria, hemorragia, menstruacdo, apendicite e reumatismo (Almeida et al., 2005;

Albuquerque, 2006; Albuquerque et al., 2007; Agra et al., 2008).
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Considerando o fato de que o género Cnidoscolus é usado para um grande numero
de remédios populares e o crescente interesse na avaliacdo bioldgica de plantas medicinais
usadas pela populagao, investigamos a letalidade frente a larvas de Artemia salina Leach e a
citotoxicidade dos extratos brutos de quatro espécies de Cnidoscolus referenciados em
pesquisas etnofarmacoldgicas realizadas na Caatinga. Além disso, comparamos as partes de

plantas comumente citadas e ndo citadas como remédios populares.

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal

A escolha das amostras vegetais foi baseada em abordagens etnofarmacoldgicas.
Para cada espécie vegetal, foram coletadas partes usadas e ndo usadas tradicionalmente
como remédios populares. As amostras de raizes e partes aéreas de C. urens foram coletadas
no municipio de Altinho (Agreste de Pernambuco/Brasil - 08°35’13.5”S x 36°05’34.6”W) no
dia 09 de julho de 2008. No municipio de Soledade (Agreste da Paraiba/Brasil - 07°04’13"”S x
36°20'52”W), as amostras das raizes e partes aéreas de C. infestus, assim como cascas e
folhas de C. quercifolius foram coletadas em 19 de setembro de 2008. Em Buique (Sertdo de
Pernambuco/Brasil - 08°37°23”S x 37°09’21”W) foram coletadas amostras de folhas e raizes
de C. pubescens no dia 27 de setembro de 2008. No mesmo periodo, os materiais-
testemunhos foram coletados, identificados pela curadora Marlene Barbosa através de
comparacdo e incorporados ao Herbario UFP Geraldo Mariz do Departamento de Botéanica

da Universidade Federal de Pernambuco, sob os n2. 55.098-55.101.

2.2. Preparagdo dos extratos

As amostras vegetais foram estabilizadas em estufa (Nova Técnica NT-503) durante
dois dias a 45 + 5 °C, pulverizadas em moinho vertical de facas tipo Willye (Adamo 340) e
padronizadas em tamises, obtendo-se granulometria de 16 Mesh. As amostras pulverizadas
foram extraidas por maceracdo com metanol 80% durante 48 horas e os extratos brutos
metandlicos resultantes foram concentrados em evaporador rotativo até secura (Marconi

MA-120) sob pressao reduzida, obtendo rendimentos entre 4,01 e 22,48% (Tabela 1).
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2.3. Solventes e regantes

Os solventes dimetilsulféxido e metanol foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil). Para o ensaio citotoxico foram comprados Dulbecco Modified Eagle Medium
Gibco (Grand Island, NY, EUA), soro fetal bovino Gibco (Grand Island, NY, EUA), glutamina
Sigma (St. Louis, MO, EUA), penicilina Fluka (Buchs, AG, Suica), estreptomicina Sigma (St.
Louis, MO, EUA) e 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium brometo Sigma (St .
Louis, MO, EUA).

2.4. Ensaio de letalidade

O ensaio de toxicidade frente os metanduplios de A. salina foi baseado no método
descrito por Meyer et al. (1982). A agua salina foi preparada com sal marinho (30 g/L em
agua destilada; pH entre 7 e 8). Os cistos de A. salina (20 mg) foram incubados em uma cuba
atdxica com agua salina e submetidos a luz artificial durante 48 horas. Dez larvas de A. salina
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de diferentes concentra¢des dos
extratos de Cnidoscolus dissolvido em agua salina (5-10 pg/mL) ou controle negativo (apenas
agua salina). As larvas que ndo tinham movimento durante a observacdo apds 24 h foram
consideradas mortas e a analise Probit foi usada para calcular o valor da concentragdo letal
(CLsp) definida como a concentracdao da amostra que causa a morte de 50% das larvas. As

analises foram realizadas em triplicata.

2.5. Ensaio da citotoxicidade in vitro

A atividade citotoxica foi avaliada pela metodologia baseada na conversao do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan a
partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas
(Mosmann, 1983). As linhagens tumorais utilizadas, HT29 (carcinoma de célon humano),
Hep-2 (carcinoma de laringe humano) e NCI-H292 (céncer de pulmdo humano), foram
obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro. As linhagens foram cultivadas em Minimum

Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s (DMEM), suplementado com 10% de soro
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fetal bovino, 1% de L-glutamina 200 mM e 1% de antibidticos (penicilina a 100 U/mL e
estreptomicina a 250 pg/mL), mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.
Foi realizado um screening inicial para determinagao do potencial antitumoral dos
extratos brutos metandlicos na concentracdo de 50 pg/mL. As suspensdes celulares
contendo 1 x 10° células/mL (225 ul/pogo) e extratos ou fragdes (25 pl/poco) foram
distribuidas em microplacas com 96 pocos e incubadas durante 72 horas em estufa a 37 °C
com atmosfera enriquecida com 5% de CO,. Em seguida, foram adicionados 25 uL da solugao
de MTT em tampdo fosfato salino (5 mg/mL) e as placas foram incubadas por 3 horas. A
leitura optica foi realizada em leitor automatico de placas do tipo Multiskan a 595 nm apds
dissolugdo dos cristais de formazan com 100 pL de dimetilsulféxido estéril (Alley et al.,
1988). A densidade déptica média (DO) das amostras foi comparada com a densidade dptica

média controle e cada amostra foi testada em triplicata.

2.6. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média t+ desvio-padrdo. Os dados foram analisados
pelo teste Kolmogorov-Smirnov e ANOVA: one way seguido de comparag¢des multiplas pelo
teste de Tukey. Para obtencdo das concentracoes letais médias (CLsp) foi utilizada a analise
Probit, calculada a partir de regressao obtida com as concentragdes versus porcentagens de
larvas de A. salina vivas. O teste de correlacdo de Pearson foi usado para comparar os
resultados da toxicidade aguda e a citotoxicidade in vitro. Foi utilizado um nivel de
significancia de p < 0.05. O programa GraphPad Prism 5 foi utilizado para realizacdo das

analises estatisticas e construgao dos graficos.
3. Resultados
3.1. Ensaio de letalidade
Meyer et al. (1982) estabeleceram uma correlacdo entre a concentracao letal media
(CLso) sobre as larvas de A. salina e o nivel de toxicidade apresentada por extratos vegetais,

sendo considerado téxico valores de Clsp < 500 pg/mL, moderadamente téxico Clsy entre

500-1000 pg/mL e atdxico CLsgp = 1000 pg/mL. Neste estudo foi observada uma ampla
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variacdo na toxicidade aguda, como valores de CLsy compreendidos entre 165.03 + 17.21 e
675.08 + 40.10 pg/mL. Seis extratos (75%) apresentaram Clso < 300 pg/mL e dois (25%)
tiveram CLsg compreendidos entre 600 e 700 pg/mL, indicando que a maioria dos extratos

apresentou elevados niveis de toxicidade (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de rendimento (em %) e concentracgdes letais médias (CLsg, em pg/mL) dos

extratos brutos de Cnidoscolus frente a larvas de Artemia salina Leach.

Espécie Parte usada Uso popular* Rendimento Clso

C. infestus Partes aéreas N3ao citada 7,73 232,76 £ 11,10
55.101 Raizes Citada 9,08 247,28 + 2,50
C. pubescens Folhas Citada 14,23 236,90 £ 19,70
55.100 Raizes N3o citada 4,55 293,18 + 18,98
C. quercifolius Cascas Citada 9,30 165,03 +17,21
55.099 Folhas N3o citada 22,48 675,08 + 40,10
C. urens Partes aéreas N3ao citada 10,19 266,72 £ 21,28
55.098 Raizes Citada 4,01 644,03 + 39,04

* Citadas como remedios medicinais em abordagens etnofarmacoldgicas.

Os quatro extratos das partes citadas pela populacdo apresentaram toxicidade média
(CLsp 320,97 + 199,32 ug/mL) relativamente superior aos extratos das partes ndo citadas
(CLso 366,94 + 188,39 ug/mL), no entanto, estes ndo diferem estatisticamente. Foi observado
um considerdvel nimero de ébitos das larvas de A. salina nas concentracdes mais elevadas
apos 24 horas de exposicdo aos extratos, exceto nos extratos de folhas de C. quercifolius e
raizes de C. urens. A analise visual revelou considerdvel diminuigdo na movimentagao larval
nas concentragdes de 750 e 1000 pg/mL em relagdo ao controle negativo, demonstrando
gue concentracdes elevadas dos extratos tém influéncia direta sobre a movimentacdo larval

de A. salina (Figura 1).
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Figura 1. Comparacdo das porcentagens de sobrevivéncia (%) das larvas de Artemia salina

Leach aos extratos de Cnidoscolus nas concentragdes de 50-1000 pg/mL.
3.2. Ensaio da citotoxicidade in vitro

A escala do National Cancer Institute (NCI-USA) foi utilizada para avaliar o potencial
citotoxico das amostras testadas. Amostras inativas (1 a 20% de inibicdo), pouco ativas
(inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), atividade moderada (inibicdo de
crescimento celular variando de 50 a 70%) e muito ativas (inibicdo de crescimento variando
de 70 a 100%).

Os extratos das partes aéreas e raizes de C. infestus na copncentragdo de 50 pg/mL
foram ativos contra as linhagens Hep-2 e NCI-H292, respectivamente. O extrato da casca de
C. quercifolius foi ativo contra as linhagens HT-29 e Hep-2 linhas. O extrato de partes aéreas
de C. urens foi ativo contra Hep-2 e NCI-H292. As demais amostras foram ativas, porém, ndo
superiores a 70% de inibicdo (Tabela 2). De acordo com o NCI-EUA, um extrato é
considerado ativo quando possui Clsg < 20 pg/mL e para compostos isolados, este valor deve
ser inferior a 4 ug/mL (Suffness e Pezzuto, 1991). Entre as amostras testadas pelo Clsg, 0

extrato das raizes de C. infestus foi ativo contra a linhagem Hep-2 (Clsg = 20.3 + 6.33 pg/mL),
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enquanto os outros extratos apresentaram Clso > 50 pg/mL (Tabela 2). Em geral, extratos
com elevada toxicidade frente as larvas de A. salina apresentam também alto potencial
citotéxico o que ndo foi confirmado neste estudo (ClLsp x HT-29, r = -0.4188; CLso x NCI-H292,
r =-0.3232; Clsg x Hep-2, r =-0.2435). Os percentuais de inibicdo das linhagens HT-29 x Hep-
2 tiveram elevada correlagdo (r = 0.7174, p < 0.05), o que indica que os extratos das espécies

desempenham efeito citotdxico semelhante em ambos.

Tabela 2. Valores de porcentagem de inibicdo do crescimento celular na dose uUnica de 50
ug/mL dos extratos de Cnidoscolus frente as linhagens HT-29 (adenocarcinoma de cdlon
humano), Hep-2 (carcinoma epidermdide de laringe humano) e NCI-H292 (carcinoma

mucoepidermadide pulmonar humano).

Espécie Parte usada HT-29 Hep-2 NCI-H292
Partes aéreas 44,0+ 16,2 82,6+1,8 9,2+5,3

C. infestus

Raizes 6,8 +13,2 16,2+0,1 85,3+1,8

Folhas 18,1+17,0 25,3%5,3 21,5+0,1
C. pubescens

Raizes 24,6 +2,1 64,0+ 4,2 70,6 £1,8

Cascas 78,2 £ 35,8 76,0 £ 4,8 15,2+1,5
C. quercifolius

Folhas 17,1+11,2 61,3+19,1 9,2%5,3

Partes aéreas 50,0+8,3 88,0+2,1 85,3+1,8
C. urens
Raizes 26,2+0,7 25,9+3,6 21,5+0,1
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Tabela 3. Valores de concentracdo inibitdria (Clsp, em pg/ml) de extratos de Cnidoscolus
frente as linhagens HT-29 (adenocarcinoma de célon humano), Hep-2 (carcinoma

epidermdide de laringe humano) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermdide pulmonar

humano).
Extrato HT-29 Hep-2 NCI-H292
Partes aéreas de C. infestus >50 >50 >50
Raizes de C. infestus >50 20,3+£6,33 >50
Cascas de C. quercifolius >50 >50 >50
Partes aéreas de C. urens >50 >50 >50

4. Discussao

Os extratos de Cnidoscolus possuem elevada porcentagem de inibicdo do
crescimento celular. Estas espécies sdo comumente usadas para tratar tumores e inflamacgao
(Agra et al, 2008; Albuquerque et al, 2007). Estudos anteriores com a espécie C. quercifolius
possibilitaram a identificacdo de substancias citotdxicas na casca, como favelina, favelina-
metil-éter e deoxofavelina (Endo et al. 1991a), favelanona (Endo et al, 1991b),
neofavelanona (Endo et al., 1992), favelol, isofavelol e favelona (Ohta et al., 1994). Também
foram identificados terpendides como filacantona, 3B-O-cinamoil-lupeol e 3B-O-
dihidrocinamoil-lupeol (Lemos et al., 1991).

Em um estudo recente, nosso grupo (dados ndo apresentados) mostrou a presenca
de cumarinas nos extratos de Cnidoscolous e estes compostos também pode realizar
diferentes atividades bioldgicas, tais como indicadas para as espécies investigadas. Por
exemplo, Silveira et al. (2009) avaliaram os extratos de Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC.
(Asterarceae) e Bidens segetum Mart. ex Colla (Asterarceae) e descobriram que ambos
mostraram elevada citotoxicidade contra células RBL-2H3 (leucemia de ratos) e no extrato
de P. alopecuroides foi possivel isolar a 7-(2’,3’-dihidroxi-3’-metillbutiloxi)-6-metoxicumarina
que exibiu efeito antiproliferativo. Os extratos e fra¢Ges (hexano, metanol, n-butanol e
aquosa) de Glehnia littoralis F. Schmidt ex Mig. (Apiaceae) apresentaram efeito inibitério

sobre a proliferagao celular de HT-29 e esses resultados foram atribuidos a trés
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furanocoumarinas e quatro alcoois poliacetileno isolados a partir de fragdes de G. littoralis
(Um et al., 2010).

Seis cumarinas a-metileno-y-butirolactonas sintetizadas foram avaliadas frente a
atividade citotdxica, sendo possivel determinar que a cumarina 4-il-a-metileno-y-
butirolactona exibiu o melhor potencial antiproliferativo sobre o crescimento das linhagens
MCF7 (cancer de mama humano), NCI-H460 (carcinoma de células ndo-pequenas de pulmao
humano) e SF-268 (cancer do sistema nervoso central humano), com valores Clsy de 6,97,
14,68 e 8,36 mM, respectivamente, e apresentou efeito citotdxico mais eficiente que suas
contrapartes 7-il e 6,7-dimetil derivadas (Chen et al., 2010). Este estudo também observou
que para as cumarinas 7-il derivadas, os congéneres y-metilados foram menos ativos,
indicando que a substituicdo na posicdo y diminui a citotoxicidade das mesmas (Chen et al.,
2010).

Os resultados deste estudo confirmam que as plantas indicadas em pesquisas
etnofarmacoldgicas podem servir como um guia para a busca de compostos bioativos, como
os extratos de C. infestus e C. quercifolius que tém potencial citotdxico, porém, elevada
toxicidade (CLsp < 300 pg/mL). Estes resultados sdo muito promissores uma vez que existe
uma grande quantidade de substancias presentes nos extratos e, apds o isolamento dos
compostos responsaveis pela atividade poderd aumentar o potencial medicinal, permitindo

uma redugdo na concentragao e aumento da atividade.
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8. CONCLUSAO

Os resultados mostram que as espécies e/ou partes indicadas nos levantamentos
etnofarmacoldgicos, especificamente da Caatinga, podem servir de guia para a procura de
compostos bioativos e as plantas com grande potencial geralmente apresentam altos niveis
de compostos fendlicos, o que parece explicar, em parte, o uso popular destas plantas, cujas
partes indicadas apresentaram resultados mais elevados de conteudo fendlico. Contudo, nos
testes fitoquimicos de alguns érgaos vegetais ndo foram observados contetdo fendlico que
justifigue o uso popular, o que nos leva a acreditar que, nestes casos, outros grupos
quimicos estdao envolvidos nas atividades terapéuticas. A atividade antimicrobiana do
extrato bruto e fracdes das cascas de C. quercifolius sugere que os diferentes mecanismos de
resisténcia das cepas de S. aureus e S. coagulase negativa ndo oferecem protecdo contra as
substancias presentes na espécie. Também ficou claro que os extratos brutos de Cnidoscolus
possuem potencial antiproliferativo e citotdxico, entretanto, também apresentaram elevada
toxidade frente as larvas de A. salina, o que sugere moderacdao em rela¢do ao uso popular.

Todos estes resultados sdao bastante promissores e motivam a realizagao de estudos
de isolamento dos constituintes quimicos responsaveis por tais atividades, visto que no
extrato ha uma grande quantidade de substancias e depois de isolados podem ter seu
potencial medicinal melhor avaliado, possibilitando uma redug¢ao na concentragao e

aumento da eficiéncia, o que podera contribuir com o arsenal terapéutico no futuro.
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This study aimed to investigate the phenolic content and antioxidant capacity of four species of
Cnidoscolus (C. infestus Pax & K. Hoffm., C. pubescens Pohl, C. quercifolius Pohl and C. urens [L.]
Arthur) used as ethnopharmacologicals in the Caatinga. The total phenolic content (TPC), total tannin
content (TTC) and total flavonoid content (TFC) were analyzed by spectrophotometric method. The
antioxidant activity (AOA) was measured using the qualitative antioxidant assay (QAA), the free-radical
scavenging assay (DPPH assay) and the ferrous-ion chelating (FIC) assay. The extract of the leaves of
C. pubescens had the highest levels of TPC, TFC and TTC. Extracts from the roots of C. infestus
showed the highest antioxidant activity, while extracts from the roots of C. pubescens showed the
highest level of chelating activity. The AOA was correlated with TPC, TFC and TTC, but these were not
statistical. The parties cited by the population had on average high levels of TPC, TTC, TFC and AOA,
while the parties non-cited had high levels of FIC. The results show that the antioxidant activity of
plants of the genus Cnidoscolus, specifically of the Caatinga, appears to be associated with levels of
phenolic compounds and these may explain its popular use.

Key words: 2,2-diphenyl 1-2-picryl-hydrazyl (DPPH), FIC, flavonoids, Folin-Ciocalteu, polyphenols, tannins.

INTRODUCTION

Many ethnopharmacological studies in Brazil have shown
that a large number of plant species are used by the local
population to treat their diseases; particularly, the family
Euphorbiaceae has great medicinal use, as well as the
highly cited genus Cnidoscolus. This genus, popularly
known as “urtiga” or “favela’”, has 50 to 75
representatives, which are predominantly concentrated in
tropical America, almost exclusively in Mexico and
Northeastern Brazil (Webster, 1994). The distinct feature
of this genus is the presence of stinging trichomes that

*Corresponding author. E-mail: tadeu1903@yahoo.com.br. Tel:
+55 81 21268511. Fax: +55 81 21268510.

when stimulated by contact with skin, can cause severe
and localized pain (Melo and Sales, 2008).

In Caatinga, the genus is represented by four
Cnidoscolus medicinal species C. infestus Pax & K.
Hoffm., C. pubescens Pohl, C. quercifolius Pohl and C.
urens [L.] Arthur), which are utilized for a variety of
indications, including an anti-inflammatory, an antitumor
agent for the genito-urinary system, an antiseptic and to
treat kidney infections, dermatological and ophthalmic
lesions, bruises, fractures, wounds, warts, dysentery,
hemorrhage, appendicitis and rheumatism (Agra et al.,
2008; Albuquerque, 2006; Albuquerque et al., 2007;
Almeida et al., 2005).

Current studies indicate that many of these folk used,
may have high levels of antioxidant activity (Dreifuss et
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al., 2010; Hevesi et al., 2009). Antioxidants inhibit the
formation of damaging reactive oxygen species in the
body (Velioglu et al., 1998). Antioxidants can also inhibit
the  peroxidation of biological molecules by chelating
transition metals that generate hydroxyl radicals through
the Haber-Weiss and Fenton reactions (Chew et al.,
2009). Phenolic compounds, represented mainly by
tannins and flavonoids, stand out as the major group of
natural antioxidants. They act as efficient scavengers of
free radicals and, due to their ability to act as hydrogen
donors, they interrupt oxidative chain reactions (Delazar
et al.,, 2006; Higdon and Frei, 2003). A study by
Mosquera et al. (2007) evaluated the antioxidant activity
of four plant families of Colombian biodiversity
(Asteraceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae and
Solanaceae). The study found that, of the 75 plant
extracts that were evaluated, 9 (12%) had ICsy values of
less than 200 pg/ml and 8 of these species belonged to
the family Euphorbiaceae (88.8%).

The purpose of this study was to investigate the pheno-
lic content and antioxidant capacity of four species of
Chnidoscolus referenced in ethnopharmacological surveys
performed in the Caatinga, comparing the results of the
cited and non-cited parties popularly as ethnopharma-
cologicals.

MATERIALS AND METHODS
Study area and plant material

Determination of the samples of plant species (C. infestus, C.
pubescens, C. quercifolius and C. urens) to be collected was based
on the results of previous ethnopharmological surveys. For each
plant species, parts of the plant traditionally used for folk remedies
and parts, which are not traditionally used, were collected. The
collections were made in the regions of Caatinga of Northeastern
Brazil. In the municipality of Altinho-Pernambuco (08°35'13"S x
36°05'34"W), samples of C. urens were collected on July 9, 2008.
Samples of C. infestus and C. quercifolius were collected in the
municipality of Soledade-Paraiba (07°04'13"S = 36°20'52"W) on
September 19, 2008. Samples of C. pubescens were collected in
Buique-Pernambuco (08°37°23’S = 37°09'21"W) on September 27,
2008. The voucher specimens were collected and incorporated into
the Herbarium UFP Geraldo Mariz, Department of Botany, Federal
University of Pernambuco, numbers 55.098-55.101.

Chemicals and reagents

Anhydrous sodium carbonate, casein, ferrous sulfate heptahydrate,
glacial acetic acid, methanol and pyridine were purchased from
Vetec (Brazil). Aluminum chloride hexahydrate was purchased from
Honeywell (USA). The reagents 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), 3-(2-pyridyl)-5,6-di(2-furyl)-1,2,4-triazine-4', 4"-disulfonic
acid disodium salt (Ferrozine) and Folin-Ciocalteu phenol reagent
were obtained from Fluka (Switzerland). The standards ascorbic
acid, ethylenediaminetetraacetic acid dihydrate (EDTA), rutin and
tannic acid were purchased from Vetec (Brazil).

Weights were measured on a Shimadzu analytical balance
(AX200) and absorbance readings were performed on a spectro-
photometer Shimadzu UV-Vis (UV mini 1240).
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Preparation of extracts

The samples of Cnidoscolus species were stabilized in an oven for
3 days at 45 £ 5°C, powdered utilizing a Willy mill with vertical
knives and standardized by size using sieves, yielding a particle
size of 1 mm (16 Mesh). To quantify the phenolic content, the
powdered samples (500 mg) were extracted by heating with 50 ml
of methanol (80%, v/v) on a hot plate for 30 min, obtaining a final
concentration of 10 mg/ml. To evaluate the antioxidant, the
pulverized samples were macerated with methanol (80%, v/v) for 48
h and the extracts were obtained following concentration of the
filtrates in a rotary evaporator under reduced pressure, obtaining
yields between 4.01 and 22.48%. The choice of methanol has been
recommended for extraction of phenolic compounds in plant tissues
due to its ability to inhibit the oxidation of polyphenols, which may
alter the antioxidant activity (Yao et al., 2004).

Determination of the total phenolic content (TPC) and total
tannin content (TTC)

The TPC of the extracts was determined by the Folin-Ciocalteu
method and the residual phenoclic content was determined by the
method of precipitation of casein followed by Folin-Ciocalteu, where
the TTC is the difference between the levels of the total and
residual phenols (Amorim et al., 2008). The TPC was calculated
from 1 ml of diluted extract (10 mg/ml, w/v), 5 ml of aqueous
solution of Folin-Ciocalteu (10%, v/v), 10 ml of aqueous solution of
sodium carbonate (7.5%, w/v) and 84 ml of distilled water. The
solution was allowed to stand in the dark for 30 min and the
absorbance was measured at 760 nm. To calculate the residual
phenolic content, 15 ml of diluted extract (10 mg/ml, w/v) was
agitated for 3 h with 1 g of casein, filtered and adjusted to a final
volume of 25 ml with distilled water. The residual phenolic content
was determined with 5 ml of the filtrate by the Folin-Ciocalteu
method. TPC and TTC were expressed as 1 mg of tannic acid per
each gram of sample (mg TAE/g). The samples were evaluated
with six replicates. The calibration equation of tannic acid was y =
0.074x + 0.0044 (R? = 0.9993).

Determination of total flavonoid content (TFC)

The TFC of the extracts was estimated by a colorimetric method
based on the formation of a flavonoid-aluminum complex (Peixoto
Sobrinho et al,, 2008). The TFC was calculated using 1 ml of
diluted extract (10 mg/ml, w/v), 0.6 ml of glacial acetic acid, 10 ml of
pyridine in methanol (20%, v/v), 2.5 ml of aluminum chloride in
methanol (5%, w/v) and 10.9 ml of distilled water. The solution was
allowed to stand in the dark for 30 min and the absorbance was
measured at 420 nm. The results were expressed as 1 mg of rutin
per each gram of sample (mg RE/g). Six replicated samples were
evaluated. The rutin calibration equation was y = 0.0251x + 0.0139
(R*=0.9994).

Evaluation of antioxidant activity (AOA)
Qualitative antioxidant assay (QAA)

The QAA was performed using the methodology described by
Espin et al. (2000). Aliquots of the extract (20 mg/ml) and the
positive controls rutin and ascorbic acid (10.0 mg/ml) were applied
to thin layer plates of silica gel. The mobile phase was ethyl
acetate: formic acid: glacial acetic acid: water (100:11:11:26). After
the solvent was completely dry, the plates were sprayed with
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methanolic solution of DPPH (40 pg/ml, w/v). The antioxidant
activity was qualitatively measured by visually scoring the formation
of yellow spots in contrast to the deep violet. The results were
expressed as values from 0 to 3, with 0 being the inactive sample
and 3 for sample that showed the greatest activity.

Free-radical scavenging activity (DPPH assay)

The DPPH assay was performed in triplicate, based on the method
described by Sousa et al. (2007) and modified by Saraiva et al.
(2011). Different concentrations of the extract or control (25 to 250
pug/ml), in amount of 0.5 ml, were added to 3 ml of DPPH in
methanol (40 pg/ml, w/v). The solution was allowed to stand for 30
min in the dark and then the absorbance was measured at 517 nm.
Measurements were compared with a negative control solution of
DPPH and were then used as blank concentrations of 0.5 ml of the
extract or control with 3 ml of methanol. The final result of the
DPPH assay was calculated from a calibration curve obtained for
the percentage of radical scavenging activity (Equation 1) versus
concentrations of extract or control, and it was expressed as the
ICsq, that is, the inhibitory concentration of the sample required to
reduce the absorbance of the negative control by 50%.

) _ ABS negtive control ~ (ABSsample — ABS blank) %1

RSA (9
(% ABS

00

negative control 1

Results were also expressed as ascorbic acid equivalent
antioxidant capacity (AEAC) in mg/100 g and were calculated by
Equation 2. The ICsp of ascorbic acid used for calculation of AEAC
was 26.04 +1.16 pg/ml.

IC 54 oci ;
AEAC (mg AA/100g) = —=2acidascorbic 4

IC 50 sample 2

The ferrous-ion chelating (FIC) assay

The FIC assay was performed in triplicate as described by Chew et
al. (2009). Different dilutions of the extract (1000 to 7000 pg/ml) or
control (10 to 100 pg/ml), in amount of 1 ml, were mixed with 1 ml
of FeSQO4 in methanol (0.1 mM, v/v), followed by 1 ml of ferrozine in
methanol (0.25 mM, v/v). The solution was allowed to stand for 10
min in the dark and the absorbance was measured at 562 nm.
Measurements were compared with a negative control consisting of
1 ml of methanol (75%, v/v), 1 ml of FeSO4 in methanol (0.1 mM,
w/v) and 1 ml of ferrozine in methanol (0.25 mM, w/v). The extract
or EDTA was used to dilute the samples with 2 ml of methanol
(blank). The capacity of the sample to chelate ferrous ions was
calculated from a calibration curve obtained for the percentage of
chelating activity (Equation 3) versus concentrations of extract or
control, and this capacity was expressed as the ICsp, that is, the
sample concentration required to reduce absorbance of the
negative control by 50%.

Snegatlve control (ABSsample — ABS b[ank) %1

AB
€A (%) = BSA

00

negative control

Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test confirmed the normality of the
obtained data. Data were expressed as means * standard deviation
and were analyzed using ANOVA (one-way followed by a multiple
comparisons Tukey test). A Pearson correlation test was used to

compare the phenolic content with the inhibitory concentrations of
the samples. p < 0.05 value was considered as significant
difference. The GraphPad Prism 5 software was used to perform
statistical analysis and graphs.

RESULTS AND DISCUSSION
Phenolic content

Overall, there was a wide variation between the levels of
TPC in the extracts analyzed, with the highest levels in
the leaves of C. pubescens, while the aerial parts of C.
infestus and the bark of C. quercifolius contained the
lowest levels. Leaf extracts of C. pubescens had the
largest TTC (about 40% of total phenols), while the aerial
parts of C. infestus and roots of C. quercifolius did not
contain detectable tannins. The roots of C. pubescens did
not contain detectable flavonoids; however, their leaves
exhibited the highest content of flavonoids. The Pearson
correlation test showed a significant relationship between
TPC x TTC and TPC x TFC (r = 0.9200 and r = 0.7903,
respectively); however, TTC and TFC did not correlate
statistically. The results of the phenolic content are as
shown in Table 1.

Our results show that the phenolic content of
Cnidoscolus samples are far above those found by Kuti
and Konuru (2004) for Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) IM
Johnst and Cnidoscolus chayamansa McVaugh, which
had measured TPCs of 2.91 £ 0.02 and 1.22 + 0.02 mg/g,
respectively. Another study of leaf samples from C.
aconitifolius, where the evaluated samples were fresh
and treated post-harvest, showed TPC ranging from 7.0 £
1.0 to 12.0 + 2.0 mg/g (Oboh, 2005). Previously,
Ogundade et al. (2009) analyzed a set of vegetables
consumed in Nigeria and they confirmed that C.
aconitifolius has a TPC of 29.4 mg/g.

These results indicate that the popular use of these
species may be associated with the phenolic content of
the plant parties cited in the ethnopharmacological
surveys. For example, the results from the extracts of the
leaves of C. pubescens that are compared with samples
not listed in ethnopharmacological studies suggest that
choice should be linked to its high phenolic content
(Albuquerque et al., 2007; Almeida et al., 2005). In recent
years, research on plants of Caatinga that are
traditionally used to treat various diseases has identified
promising pharmacological activities. These activities
have been generally attributed to the presence of
phenolic substances because several species that have
medicinal uses also contain high levels of these
compounds (Almeida et al., 2005; Monteiro et al., 2006).
For example, a study by Aradjo et al. (2008), in a rural
community, observed that there is a strong association
between the content of tannins and the healing and anti-
inflammatory activities effects popularly attributed to the
plants. However, when the levels of flavonoids of the
plants in folk remedies and randomly selected plants were
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Table 1. Total phenolic content (TPC), total tannins content (TTC) and total flavonoids content (TFC) of the samples of four species of the genus
Cnidoscolus used as ethnopharmacologicals in the Caatinga, Northeastern Brazil.

Species (Voucher number) Part used Popular usage*  TPC (mg TAE/g) TTC (mg TAE/g) TFC (mg RE/g)
C. infestus Pax & K. Hoffm. (55.101) /FEZ?S' perts gﬁgc_idted 12_0; 106_115;" 5_99riDo_14a ?:32 i 8:12:
©. quercifolius Ponl (55.099) 52;523 Egic—jcited 13;3'282106_166; 4_10[1Do_24c 2%.?1 101- 975;
Comspmmsioy fuavre Nnde  zisow  sgan omeor

Values are mean + standard deviation. Values followed by the same letter in column are not statistically different (n = 6, p < 0.05); TAE =

tannic acid equivalent; RE = rutin equivalent. ND = not detected. *Cited or non-cited as folk remedy in ethnopharmacologic surveys.

Table 2. Free-radical scavenging (DPPH assay) and ferrous-ion chelating (FIC) activity of samples from different parts of four species of the

Cnidoscolus identified in ethnopharmacological surveys in the Caatinga, Northeastern Brazil.

Antioxidant activity (AOA)

Standard/Species Part used Y(';J;j Free-radical scavenging (DPPH assay) FIC assay
QAA ICss (ug/ml) AEAC (mg AA/100g) (ICs0 pgiml)
Rutin - - - 22.96 + 1.99° 114.16 + 9.84° -
EDTA - - - - 15.26 + 0.58°
) Aerial parts  7.73 0 1741.68 £ 53.06° 1.50 £ 0.05° 239.42 + 39.25°
C. infestus Pax & K. Hoffm. o e 908 3 122.87 +5.37° 2123 +0.94° 398.04 + 19 24°
C. pubescens Poh Leaves 14.23 3 179.15 + 4.03° 1454 +0.33° 256.25 + 13.28°
P Roots 455 2 152.92 + 3.49° 17.04 + 0.40° 90.29 +7.12°
C. auercifolius Pohl Barks 9.30 0 1867.24 + 53.66" 1.40 £ 0.04° 299.37 + 14.60°
-q Leaves 22.48 2 426.66 + 42.66° 6.15 + 0.59' 361.73 + 14.58°
C. urens (L) Arthur Aerial parts  10.19 1 1361.41 + 76.06" 1.92+0.11° 177.69 + 11.84"
' (L) Roots 4.01 1 423.07 + 34.43° 6.19 + 0.50' 278.68 + 35.88°

Values are expressed as mean + standard deviation. Values followed by the same letter in column are not statistically different (n = 6, p < 0.05); QAA =
Qualitative antioxidant assay; 0 = inactive; 1 = low active; 2 = moderately active; 3 = very active; ICg = inhibitory concentration; AEAC = ascorbic acid

equivalent antioxidant capacity; FIC = ferrous-ion chelating activity.

compared, no significant differences were observed. This
result suggests that the healing and anti-inflammatory
indications of medicinal plants in the community are not
related to flavonoids.

Antioxidant activity
The results of the QAA analysis of the extracts showed

that several Cnidoscolus samples contained antioxidant
activity. Samples of roots from C. infestus and leaves

from C. pubescens showed the highest level of
antioxidant activity, whereas samples of aerial parts from
C. infestus and bark from C. quercifolius did not have
detectable antioxidant activity (Table 2).

Plant phenolics constitute one of the major groups of
compounds acting as primary antioxidant or free radical
terminators (Cao et al., 1997), because it inhibit directly
the formation of damaging reactive oxygen species at
body (Velioglu et al., 1998). The DPPH assay evaluates
the ability of the extract to donate hydrogen or to
scavenge free radicals (Almey et al., 2010).
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Figure 1. Results of the ferrous-ion chelating (FIC) assay of different parts of four species of Cnidoscolus

from Northeastern Brazil.

Differences were observed in the radical scavenging
activity of the species evaluated (Table 2). According to
Melo et al. (2010), the results of the antioxidant activity
can be classified based on the performance of the crude
extract as compared to the control used: 1) good activity
(IC5 < 68.88 pg/ml, up to three times the inhibitory
concentration of the control); 2) moderate activity (68.88
pg/ml < ICsp < 160.72 pg/ml, between three and seven
times the inhibitory concentration of the control); 3) low
activity (ICsp > 160.72 pg/ml, exceeding seven times the
inhibitory concentration of the control). Using this
classification, the extract from the roots of C. infestus and
C. pubescens showed moderate free-radical scavenging
activity, while the other plant species showed low
antioxidant activity.

The results of the QAA and the free-radical scavenging
assay (DPPH assay) were highly correlated (r = -0.8927),
suggesting that qualitative analysis can be used to
preliminarily evaluate the free-radical activity of plant
tissues, serving as a predictor for the discovery of new
antioxidant compounds. The Pearson correlation test
showed a negative relationship between the inhibitory
concentrations (ICs) of DPPH x TPC (r = -0.6776), TTC
(r = -0.6779) and TFC (r = -0.4112). These results
suggest, in part, that the higher the phenolic content of
Cnidoscolus samples, the higher the antioxidant activity.

Differently from the activity performed by DPPH
(primary antioxidant), the FIC assay is considered

secondary antioxidant (Chan et al., 2007), because it act
in the inhibition of the peroxidation of biological molecules
by chelating transition metals that generate hydroxyl
radicals through the Haber-Weiss and Fenton reactions,
preventing the formation of reactive oxygen species
(Chew et al., 2009).

The Figure 1 shows that the chelating capacity of the
extracts increased proportionally to the concentration;
however, for the extract of the roots of C. pubescens, the
chelating capacity was statistically stabilized when the
concentration reached 300 pg/ml (p < 0.0001). The
highest chelating activity was found for the extract of the
roots of C. pubescens (Table 2), while the extract from
the roots of C. infestus and the leaves of C. quercifolius
showed low chelating activity. The Pearson correlation
test did not reveal any relationship between FIC assay
and the phenolic content and free-radical scavenging
activity.

Much research has shown a significant relationship
between the phenolic content in plant extracts and
antioxidant activity. Nazaruk (2008) observed a strong
relationship between the methanol extracts (R2 =0.9523)
and ethyl acetate fractions (R2 = 0.8048) of leaves and
flowers of five species of Cirsium (Asteraceae) from
Northeastern Poland. In addition, a separate study
showed a strong relationship between the total
antioxidant capacity and the TPC and TFC of the ethyl
acetate fractions extracted from six species of Ficus
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(Moraceae). The butanol fractions showed a strong
association between TPC and TFC, suggesting that
these groups are responsible for the antioxidant capacity
of the samples (Saleh and Hameed, 2009).

Some authors have proposed that the antioxidant
activity of the flavonoids is due to the presence of an
aromatic hydroxyl group. For example, the flavonols rutin
and quercetin have higher antioxidant activities than
ascorbic acid, which is considered a powerful reducer
(Soares et al., 2005). However, a study by Malenci¢ et al.
(2008) with acetone extracts of twenty samples from the
hybrid plant Glycine max (L.) Mer. (Fabaceae) showed no
correlation between the antioxidant activity and the TFC;
however, a correlation was observed for polyphenols (r =
0.6696), tannins (r = 0.7465) and proanthocyanidins (r =
0.6538).

Al-Duais et al. (2009) examined TPC using different
antioxidant methodologies (DPPH, ORAC, TEAC and
FRAP) and showed that phenolic compounds of
Cyphostemma digitatum (Forssk.) Desc. (Vitaceae) are
not responsible for the antioxidant capacity of the
species. Other authors also found that the presence of
phenolic compounds may be related to the chelating
activity. For example, Rumbaoa et al. (2009) assessed
the five varieties of Ipomoea batatas (L.) Lam
(Convolvulaceae) and observed a correlation between
TPC and FIC (r = -0.800).

Conclusion

Our results show that the species identified in the
ethnopharmacological surveys conducted specifically in
Caatinga can serve as a guide to search for compounds
with antioxidant activity. The levels of polyphenolic
compounds in these species may explain, in part, the
popular use of these plants, because the plants popularly
used as folk remedies had a higher level of antioxidant
activity.
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