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RESUMO
O conhecimento acerca da aplicacdo de plantas com propriedades farmacol6gicas para o
emprego no desenvolvimento de novos farmacos ou produtos fitoterapicos vém ampliando-se
e instigando os pesquisadores na descoberta de tais propriedades em plantas pouco ou nada
estudadas, como as espécies da familia Fabaceae. Nesse intuito, o presente estudo teve como
objetivo analisar a composic¢ao quimica, a atividade citotdéxica em linhagens de tumor mamario
humano MCF-7 e MDA-MB-435, do extrato acetbnico e suas fracbes de cascas de
Stryphnodendron adstringens, espécie vulgarmente conhecida por barbatimdo, além da
composicdo quimica, potencial antifungico, antioxidante e citotoxico do extrato etandlico desta
espécie. As cascas de barbatimao foram coletadas, secas e utilizadas para o preparo dos extratos
bruto etandlico (EBE) e aceténico (EBA). Este ultimo foi particionado com solventes de
polaridades distintas, obtendo-se duas fracdes, acetato de etila (FAE) e aquosa (FAQ). Para
determinacéo do teor de fendlicos totais do extrato EBE foi utilizado o reagente de Folin-
Ciocalteu e o seu potencial antioxidante foi determinado através da avaliacdo da reducgdo do
radical DPPH" e cation ABTS™" por espectrofotometria. A analise quantitativa dos compostos
fenolicos foi caracterizada com valor de 156,58 mg EAG/g para o extrato EBE. Como resultado
apresentou potencial antioxidante frente a0 DPPH e ABTS e atividade antifungica contra cepa
resistente de Candida krusei. Os extratos EBE e EBA e as frag0es testadas FAE e FAQ exibiram
um ICso variando entre 11,89 a 43,98 ug/mL para células MCF-7 e para as células MDA-MB-
435 entre 20,33 a 48,02 pg/mL, sendo as células MCF-7 mais sensiveis ao tratamento. As
amostras obtidas de cascas de barbatimdo foram analisadas por CCD e UHPLC-PDA-qTOF-
MS e MS/MS no modo negativo (ESI-). Foram detectados 14 picos para o extrato EBE, os quais
foram identificados principalmente como flavonoides e taninos condensados. Até onde ¢é de
nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo que relata os efeitos citotdxicos do extrato
etanolico das cascas de barbatimé&o sobre as linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-
435. As cascas de barbatimdo parecem ser uma valiosa fonte de substéncias bioativas,
justificando a sua ampla aplicacdo e contribuicdo para o tratamento de diversas patologias na

medicina popular.

Palavras-chave: Céncer de mama. Citotoxicidade. Compostos fenolicos. Stryphnodendron

adstringens.



ABSTRACT
The knowledge about the application of plants with pharmacological properties for use in the
development of new drugs or herbal products come from enlarging and instigating the
researchers in the discovery of such properties in plants or anything studied, such as species of
legume in the Fabaceae family. In this order, the present study aimed to analyze the chemical
composition, the cytotoxic activity in human breast tumor lines MCF-7 and MDA-MB-435,
acetonic extract and fractions of Stryphnodendron adstringens peels, species commonly known
as barbatimédo, in addition to the chemical composition, antifungal, antioxidant and cytotoxic
potential of ethanolic extract of this species. The barbatimé&o shells were collected, dried and
used for the preparation of crude ethanolic extracts (SBS) and acetonic (EBA). The latter was
partitioned with solvents of different polarities, obtaining two fractions, ethyl acetate (FAE)
and watery (FAQ). For determination of total phenolics EBE extract was used the Folin-
Ciocalteu reagent, and the your antioxidant potential was determined by evaluating the DPPH"
radical reduction and ABTS™" cation by spectrophotometry. Quantitative analysis of phenolic
compounds was characterized with value 156.58 mg/g extract EAG EBE. As a result presented
in front of the DPPH antioxidant potential and ABTS and antifungal activity against resistant
strain of Candida krusei. EBE and EBA extracts and fractions tested FAE and FAQ exhibited
an ICsp ranging from 11,89 the 43,98 ng/mL for MCF-7 cells and the cells MDA-MB-435
between 20,33 to 48,02 pg/mL, and MCF-7 cells more sensitive to treatment. The samples
obtained from Barbatimado shells were analyzed by CCD and UHPLC-PDA-qtof-MS and
MS/MS in the negative mode (ESI-). 14 peaks were detected for the EBE extract, which were
identified mainly as flavonoids and condensed tannins. As far as we know, this is the first study
that reports the cytotoxic effects of the ethanolic extract of Barbatimé&o shells on breast cancer
lineages MCF-7 and MDA-MB-435. The shells of Barbatimao appears to be a valuable source
of bioactive substances, justiing its wide application and contribution to the treatment of various

pathologies in folk medicine.

Keywords: Breast Neoplasms. Citotoxicidad. Phenolic compounds. Stryphnodendron

adstringens.
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1 INTRODUCAO

A natureza tem sido fonte de agentes medicinais por milhares de anos, exemplificando-
se 0 uso milenar de plantas superiores com propriedades terapéuticas pelos povos tradicionais
para assisténcia e cuidados primarios a satde. Todavia, a importancia das plantas medicinais
ndo se restringe apenas a sua utilizacdo nos cuidados basicos de saude, estas ainda continuam
sendo uma abundante fonte de novos quimiotipos e farmacoforos (YUNES; FILHO, 2016;
VENCATO et al., 2016). E nesse sentido que a Organizacio Mundial da Salide (OMS)
reconhece as plantas empregadas com finalidades terapéuticas e a cultura tradicional como
norteadores na busca de novos compostos para o desenvolvimento de novos medicamentos
(WHO, 2013a). Assim, o conhecimento popular das plantas, para tratar os mais variados tipos
de enfermidades, vem auxiliar nas investigacGes farmacoldgicas servindo como ponto de
partida na escolha de possiveis alvos para estudo (SOUZA et al., 2013).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude, indicam que percentual significativo da
populacdo mundial, cerca de 80%, adere ao uso de ervas medicinais para o alivio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradavel (FILHO, 2010). Entretanto, apesar de toda a
diversidade de estruturas quimicas que a natureza fornece, pequena parcela da flora permanece
conhecida e poucos estudos tém avaliado o potencial medicinal das substancias que levam estas
plantas a possuir tal capacidade de cura (GUERRA; NODARI, 2003). Verifica-se, portanto,
que ainda ndo esta claro o mecanismo entre a atividade medicinal e a sua estrutura quimica,
bem como existe ainda uma falta de conhecimento sobre propriedades quimicas,
farmacoldgicas e toxicologicas com o propdsito de assegurar a eficacia e seguranca das plantas
medicinais (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010). Mesquita, Pinto e Moreira
(2017) sustentam em levantamento bibliografico que, ainda sdo poucos os relatos sobre o
isolamento de principios ativos, ficando clara a necessidade de mais estudos sobre o assunto.

No Brasil, embora muitas plantas tenham atividade farmacoldgicas reconhecidas,
muitas vezes a composicao quimica das espécies nativas ndo € estudada, asseveram Dias, Luzia
e Jorge, (2013). Nessa perspectiva, segundo Messias e colaboradores (2015), estima-se que
metade das espécies nativas tenha alguma propriedade medicinal, e que nem mesmo 1% tenha
sido adequadamente avaliada. Dentro desse contexto, a préatica tradicional do uso medicinal de
plantas é amplamente difundida no pais, porém, quase sempre realizada de forma
indiscriminada e sem orientacdo médica, embasada no argumento de que o “natural” nao faz

mal, sem considerar os efeitos toxicos e as consequéncias que as mesmas podem causar
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(ASARE et al., 2012). Nesse intuito, € sabido que compostos presentes em plantas medicinais
também podem causar toxicidade, em nivel sistémicos e celular, dependendo do tempo de
exposicdo e das concentracdes utilizadas (SILVA et al., 2015). Com isso, reforgca-se que o
conhecimento com relagdo a composicdo quimica de algumas plantas ainda € desconhecido,
representando um importante potencial a ser explorado (CECILIO et al., 2012).

Nesse ambito, plantas com atividades fitoterapicas sdo encontradas em diversas familias
botéanicas, as familias Anacardiaceae, Mirtaceae, Moraceae, Cannellaceae e Asclepiadaceae,
destacando-se entre as angiospermas, a familia Fabaceae (FELICIANO, FILHO, 2014).
Estudos tém comprovado o vasto potencial de aplicacdo de extratos ou moléculas de plantas
oriundas da medicina popular, pertencentes a essas familias, tais como: bactericidas, fungicidas,
atividade citotoxica, atividade antiproliferativa, efeito analgésico e anti-inflamatério
(BARREIRO; BOLZANI, 2009; COSTA-LOTUFO et al., 2010; YUNES; FILHO, 2016), o
que vem despertando o interesse cientifico.

Dentre as espécies agrupadas na familia Fabaceae, Stryphnodendron adstrigens (Mart.)
Coville, vugarmente conhecida como barbatiméo, apresenta ampla variedade de aplicacdes na
medicina popular, descando-se como excelente agente cicatrizante e anti-inflamatorio. Guiados
pelo saber popular dos usos terapéuticos desta espécie, inimeros estudos cientificos foram
conduzidos com os extratos, fragdes e substancias isoladas de diferentes partes da planta,
registrando uma abundancia de propriedades farmacolégicas (LIMA et al., 2016). E, embora
trate-se de uma espécie exaustivamente pesquisada, ressalta-se no entanto para a relevancia da
introducdo de estudos com as suas cascas com énfase na investigacdo dos seus efeitos
antlngicos e citotdxicos, dada a escassez de relatos destas atividades para a espécie na literatura
consultada.

Diante do exposto € evidente que, as plantas sdo, sem duvida, excelentes fontes de
matérias-primas e modelos para novos medicamentos, destacando-se pela sua variabilidade de
atividades bioldgicas na terapéutica. No entanto, ainda sdo necessarios novos estudos
conclusivos sobre seus efeitos benéficos bem como possiveis efeitos colaterais. E nesse
sentindo que o presente estudo se propds a analisar a composicdo quimica, os efeitos
antioxidante, citotoxico e antifungico, das cascas da espécie vegetal, Stryphnodendon

adstringens, comumente empregada na medicina popular para o tratamento de diferentes males.



17

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A FLORA MEDICINAL COMO FONTE POTENCIAL NA BUSCA POR NOVOS
COMPOSTOS

A busca por novas alternativas terapéuticas para tratar das mais leves as mais severas
doencas que afligem os seres humanos, como o cancer, o mal de Alzheimer, a AIDS, etc., tem
ampliado o ndmero de pesquisas nas mais distintas fontes de seres vivos, optando-se desta
forma por diferentes estratégias de bioprospeccgdo, incluindo plantas superiores, produtos
marinhos, animais, micro-organismos, etc. (NEWMAN; CRAGG, 2003; MALHEIROS et al.,
2010; SHARMA; GUPTA, 2015; NEWMAN; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Nessa perspectiva, a diversidade quimica e bioldgica da flora vem se destacando ao
longo da histéria como importante fonte de recurso terapéutico, especialmente no que refere a
descoberta de novos farmacos, registrando-se a sua larga contribuicdo para o desenvolvimento
de inumeros medicamentos disponiveis no mercado com acao efetiva contra as mais variadas e
graves patologias. Como exemplo, pode-se citar o paclitacel (Taxol) isolado das cascas de
Taxus brevifolia, os derivados ou analogos do Taxol, o Cabazitaxel, o Milataxel e o Larotaxel,
além do resveratrol na acdo anticancer; o alcaloide pilorcapina isolado de Pilocarpus sp
(Rutaceae) uma espécie vegetal da biodiversidade brasileira, a partir do qual foi desenvolvido
o farmaco Salagen (Novartis), medicamento lancado no mercado para aliviar a xerostomia que
ocorre como consequéncia do hipofuncionamento das glandulas salivares que séo afetadas pela
radiacdo em pacientes com cancer de cabeca e pesco¢co em fase de tratamento radioterapico; a
morfina com atividade analgésica obtida a partir de Papaver somniferum, e tantos outros
(FILHO, 2015a; CRAGG; NEWMAN, 2016; PACHOLEC et al., 2010; KUMAR et al., 2014;
BRANDAO et al., 2008; DUTRA et al., 2016).

O conhecimento empirico que diferentes grupos étnicos, como comunidades
quilombolas e indigenas, detém em informacdes acerca da utilizacdo medicinal de plantas, por
sua vez, tem mobilizado pesquisadores nas areas da etnoboténica e etnofarmacologia e
motivado inUmeros estudos para selecdo e investigacdo das substancias que possivelmente séo
responsaveis pelos efeitos terapéuticos de plantas na medicina popular, em virtude da vasta
gama de propriedades farmacoldgicas ja vinculadas as mesmas na literatura (CACERES;
SARAIVA-OTTEN, 2014; MACIEL et al., 2017; OLIVEIRA, 2014).

Nesse contexto, estudos cientificos realizados nas mais distintas areas, as quais

destacam-se ciéncias farmacéuticas, biologia, quimica, farmacologia e medicina, tem
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confirmado e reforcado a importancia do saber tradicional repassado pela transmisséo do
conhecimento oral ao longo de geragdes por grupos culturais sobre as plantas empregadas como
medicinais, na investigacao de substancias bioativas, possibilitando desta maneira a ampliacao
e descoberta de novos agentes terapéuticos para a prevencao, controle e tratamento de inimeras
afeccdes, como pode ser observado em dados obtidos por Brito e Brito (1993) sumarizados na
Tabela 1 que segue abaixo.

Tabela 1. Correlagdo entre citagdes de indicacdo popular e as respectivas confirmagdes de atividade biologica
relatados na literatura.

Atividade Ndmero de Citagdes Numero de Confirmacéo Percentual de
Bioldgica (Indicagéo) (Atividade) Sucesso

Espasmogénico 05 05 100,0
Toxico 34 34 100,0
Hipotensivo 56 54 96,4
Depressor snc 29 26 92,8
Analgésico 59 54 91,5
Antitumoral 12 09 75,0
Hipoglicémico 04 39 72,2
Anti-inflamatério 93 63 67,7
Antimicrobiana 116 64 55,2
Antillcera 29 15 51,7
Espasmolitico 55 24 43,6
Diurético 26 08 30,8

Fonte: Adaptado de Brito; Brito (1993).

Assim, as plantas priorizadas, de uso popular, nas pesquisas acima para avaliacdo de
atividades bioldgicas, demonstram que estudos sobre plantas medicinais constituem uma etapa
importante da bioprospeccdo, auxiliando na selecdo de plantas-alvo para investigagoes
farmacoldgicas, justificada pelo uso tradicional destas para o tratamento de diversas disfuncdes
bioldgicas por comunidades tradicionais, fato este também constatado em estudo conduzido por
Battisti et al. (2013). Tais registros ainda chamam a atencdo para a diversidade molecular
desses vegetais destacada por Andrade et al. (2012) e consequentemente suas variadas vias de
acao terapéutica.

Tendo em vista a enorme quantidade de exemplos de substancias oriundas de plantas
supracitada, que foram ou sdo usadas na terapéutica ou que geraram o desenvolvimento de
eficazes analogos ou derivados sintéticos, descreve-se na Tabela 2 um resumo contendo 0 nome
da substancia, o nome comercial, a fonte, o principal uso terapéutico e 0s possiveis
medicamentos gerados a partir do produto natural (plantas), de acordo com dados reunidos por
Filho (2015b).
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Tabela 2: Principais agentes terapéuticos obtidos de plantas e seus derivados ou analogos sintéticos.

Substancia | Fonte | Doenca | Derivados ou Analogos
Artemisinina Artemisia annua Maléria Artemeter e Arteter
Pilocarpina Pilocarpus jaborandi Glaucoma -
Reserpina Rauvolfia serpentina Hipertensdo -
Efedrina Ephedra sinica Asma Salbutamol e Salmetrol
Digoxina Digitalis purpurea Insuficiéncia cardiaca Digitoxina
Vincristina Catharanthus roseus Cancer -
Vinblastina Catharanthus roseus Cancer -
Camptotecina Cyanea acuminata Cancer Irinotecano
Atropina Atropa belladona Doencas neuroldgicas Ipratropio
Berberina Artemisia vulgaris Disenteria -
Papaverina Papaver somniferum Distlrbios vasculares Sildenafila
Cafeina Coffea arabica Fadiga -
Galantamina Galanthus nivalus Mal de Alzheimer -
Mescalina Lophophora williamsii Anorexia Anfetamina
Canabidiol Cannabis sativa Psicose -
Huperzina-A Hydrangea serrata Deméncia senil -
Metiformina Galega officinalis Diabetes -
s Doengas
Resveratrol Vitis vinifera cardiovaseulares -
Genisteina Glycine max Cancer -

Nota: “-”” dado ndo encontrado pelo referido autor. Fonte: Adaptado de Filho (2015b).

Diante de todo o respaldo teorico referido acima é indiscutivel o potencial das plantas
em fornecer substancias novas, evidenciando uma probabilidade significativa de sucesso de
encontrar agentes com finalidades terapéuticas em plantas selecionadas a partir de seu uso
medicinal. Em face da discussdo que ora se apresenta, Svetaz e colaboradores (2010)
corroboram a partir de estudo conduzido com 327 espécies vegetais de 92 familias e 251
géneros oriundas de 7 paises da América Latina, muitas selecionadas com base no reportado
uso popular, etno-medicinal, em compara¢do com plantas selecionadas ao acaso. Os resultados
obtidos pelos autores demonstraram uma maior probabilidade de se encontrar agentes anti-
infecciosos fundamentado em indica¢6es da medicina popular (40,3% de plantas ativas contra
pelo menos um tipo de fungo) do que contra plantas selecionas ao acaso (21,3% de plantas
ativas contra pelo menos um tipo de fungo), confirmando a utilidade das informacges etno-
medicinais para guiar os cientistas na busca de novas possibilidades terapéuticas contra
infeccbes causadas por fungos. Cabe ressaltar, no entanto, que as informacdes técnicas ainda
sdo insuficientes para a maioria das plantas medicinais, de modo a garantir qualidade, eficacia
e seguranga no uso das mesmas, conforme apontam alguns pesquisadores como Souza (2016)
e Vilegas et al. (2016), sendo indispensavel, portanto, o desenrolo de pesquisas que aprofundem
e avaliem os efeitos desses compostos em sistemas bioldgicos complexos.

O Brasil assume posicéo privilegiada, em relacdo as demais nagdes, quando se fala da

exploracdo econdmica da biodiversidade no &mbito do desenvolvimento de novos produtos. A


https://en.wikipedia.org/wiki/Artemisia_annua

20

sua variedade de biomas reflete a enorme riqueza da flora e da fauna, abrigando a maior
biodiversidade do planeta. Essa abundante variedade de vida se traduz em mais de 20% do
numero total de espécies da Terra, elevando-o ao posto de principal nagdo entre os 17 paises
megadiversos. Além disso, possui uma rica sociobiodiversidade, representada por mais de 200
povos indigenas e por diversas comunidades, entre elas quilombolas, caigaras e seringueiros,
que relinem um inestimavel acervo de conhecimentos tradicionais sobre a conservacdo de sua
biodiversidade (BRASIL, 2018a).

No que se refere a biodiversidade da flora no contexto mundial, o Brasil ainda se destaca
por abrigar uma mega biodiversidade, contabilizando cerca de 20% de angiospermas, 20% de
bridfitas e 10% das pteriddfitas conhecidas (BOLZANI; JUNIOR; VALLI, 2016). Até a
presente data, segundo informagbes que constam do Ministério do Meio Ambiente, sdo
reconhecidas 46.519 espécies para a flora brasileira, sendo 4.754 de Algas, 33.123 de
Angiospermas, 1.565 de Bridfitas, 5.718 de Fungos, 30 de Gimnospermas e 1.329 de
Samambaias e Licofitas (BRASIL, 2018b). Quanto a estimativa total de espécies de plantas
descritas no ranking mundial que é de 264.000 a 279.400 espécies, o pais contribui com 45.300
a 49.500 das espécies vegetais catalogadas (LEWINSONHN; PRADO, 2002).

Nesta mesma abordagem, pesquisadores ressalvam, de forma particular, a flora
brasileira, quanto a riqueza na producdo de moléculas com potencial terapéutico, a qual vem
sendo comprovada experimentalmente em numerosos estudos, atraves da eficcia de extratos,
fracdes, e substancias puras nos mais distintos modelos in vitro e in vivo (FILHO, 2000;
ALVES; SANTOS, 2013; CAMPOS et al., 2014).

Nas plantas, a sintese de moléculas ativas esté ligada ao seu metabolismo secundério, 0
qual desempenha funcGes essenciais a sua sobrevivéncia, como regulacdo, equilibrio, adaptagéo
aos inumeros habitats, incluindo fatores fisicos e climaticos, além de protecdo contra agentes
patogenos e predadores (BOLZANI; JUNIOR; VALLI, 2016). Diferentemente, do seu
metabolismo primario, responsavel pela sintese de substancias inerentes a realizacdo de suas
funcdes vitais, como respiracédo e biossintese de aminoacidos e outras substancias necessarias a
manutencdo da vida da célula, os produtos gerados pelo metabolismo secundario vegetal
apresentam-se em concentracfes reduzidas e em grupos especificos de plantas (FILHO, 2010;
BERG; LUBERT, 2008). Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios,
representados pelos terpenos, os compostos fendlicos e 0os compostos nitrogenados (EMERY
etal., 2010; PERES, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).

A biossintese de moléculas, os produtos gerados pelo metabolismo secundario vegetal,

no entanto, é constantemente influenciada por diferentes variaveis ambientais quanto ao seu
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teor na planta, como uma forma quimica de resposta aos estimulos externos (biéticos e
abioticos), que podem causar alguma modificacdo no metabolismo secundario vegetal, uma vez
que esses metabdlitos constituem uma via importantissima de comunicagéo e interacao entre a
planta e 0 seu meio ambiente, garantindo a sua sobrevivéncia em condi¢cGes ambientais
desfavoraveis (GOUVEA et al., 2016). Tal contexto remete as propostas sobre o efeitos de
bordas de mata, levantadas pelo entdo renomado quimico e pesquisar na area, o Professor Otto
Richard Gottlieb, o qual frisava que espécies nativas de um ambiente quando ocorriam no limite
desse habitat com outro potencialmente diferente deveriam expressar um nimero maior de
substancias de defesa ou comunicacgéo entre as espécies (GOUVEA et al., 2016). Em fase disso,
0s achados do estudo desenvolvido por Sobrinho et al. (2010) corroboram a teoria desse
pesquisador ao constatarem em pesquisa introduzida com uma espécie da Caatinga brasileira,
Bauhinia chelanth, da familia Fabaceae, que os espécimes localizados na borda da mata
produziram mais flavonoides em relacdo aos especimes localizados em seu interior, desta forma
0s pesquisadores argumentam que os especimes localizados na borda recebem maior incidéncia
luminosa, causando alteraces fisioldgicas nas folhas, 0 que pode atrair insetos, herbivoros e
passaros, suscitando, assim, no maior teor desse metabdlito.

Visando orientar sobre as variaveis que podem interferir em relacdo a variabilidade da
atividade bioldgica de plantas ou no contetdo de metabdlitos secundarios destas, e portanto,
devem ser consideradas para a analise de amostras (extratos, fracdes), Filho (2015a) enfatiza
sobre alguns desses fatores, que ndo devem passar despercebido pelo pesquisador, como:

a) falta de reprodutibilidade dos testes bioldgicos selecionados: problemas com 0s
animais utilizados, com o0s equipamentos, como 0 uso de extratos ora com agua, ora sem,
modificando a concentracdo da massa a ser usada, etc.;

b) diferentes coletas do material vegetal, sem considerar, por exemplo, o estagio de
crescimento da planta;

c) influéncia dos fatores ambientais na biossintese dos metabdlitos secundarios, como
clima, tipo de solo, além da varia¢do sazonal, constituicdo quimica.

Dentro desse contexto, no esquema abaixo ilustrado na Figura 1, elaborado por Gobbo
e Lopes (2007), temos uma representacao reunindo os fatores que sdo essenciais na manutengéo
da homeostasia vegetal, como a temperatura, disponibilidade hidrica, intensidade de radiacéo
ultravioleta, presenca de gases atmosféricos, tipo de solo e nutrientes. E como mencionado
acima, mudancas desses fatores (bidticos e abioticos), somados aos anteriormente citados,
podem gerar estresse e afetar o acimulo dos metabolitos secundérios, influenciando em relacéo

a variabilidade da atividade biologica das amostras (extratos, fracoes).
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Figura 1: Principais fatores que influenciam na producdo de metabdlitos secundarios em
plantas. Fonte: Adaptado de Gobbo e Lopes (2007).

Considerando a extensé&o territorial do Brasil e os diferentes habitats em que as plantas
tiveram que se adaptar durante sua evolucdo, é notdrio que a flora brasileira guarda uma
diversidade quimica extraordinaria, fator importante que poderia impulsionar e subsidiar o
desenvolvimento da industria de fitoterdpicos nacional, ainda pouco explorada (BOLZANI;
JUNIOR; VALLI, 2016). Filho (2015b) assinala que somente nos ultimos anos tem-se
avancado nesse sentindo, presumindo-se que apenas 5 a 10% das plantas foram ou estdo sendo
submetidas a algum tipo de estudo cientifico, visando comprovar a sua eficacia terapéutica. O
autor ainda salienta que inimeros resultados relevantes e promissores tém sido descritos pelos
mais diversos grupos de pesquisadores brasileiros.

Dentre os medicamentos desenvolvidos exclusivamente a base de plantas (fitoterapicos)
pelo mercado brasileiro, cita-se o anti-inflamatorio de uso topico Acheflan, formado por uma
mistura de 2,3%-2-9% de alfa-humulenos constituintes do 6leo esséncia de Cordia verbenaceae
(Borraginaceae); o fitoterapico Escaras cuja base vegetal é a espécie medicinal
Stryphnodendron adstringens, planta tipica do Cerrado, popularmente conhecida como
barbatimdo, com alto poder cicatrizante, e o recente fitoterapico ansiolitico Sintocalmy,
desenvolvido pela industria farmacéutica Aché, preparado com o extrato de Passiflora
incarnata padronizado em 21 mg (7%) de flavonoides totais expressos em vitexina (apigenina-
8-C-glucosideo) (1) (Figura 2), constituindo alguns dos poucos exemplos de fitoterapicos
advindos da flora nacional (BOLZANI; JUNIOR; VALLI, 2016). Nesse contexto, muitos
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aspectos da nossa biodiversidade vegetal permanecem ainda inexplorados, sendo, portanto, uma
area de pesquisa com grande potencial.

Figura 2: Estrutura molecular da vitexina (1), um flavonoide presente no extrato de Passiflora

incarnata (Passifloraceae). Fonte: https://images.google.com.br.

2.2 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae compreende uma das maiores familias botanicas, sendo a terceira
familia mais numerosa dentre as angiospermas. Apresenta distribuicdo cosmopolita, totalizando
727 géneros e 19.327 espécies. No Brasil sdo estimados 1.500 espécies e 175 géneros, dos quais
31 sdo endémicos, estando representada em todos os biomas brasileiros (AGUIAR, 2013;
SOUZA; LOURENZI, 2008; LIMA, 2000). Tradicionalmente, tem sido dividida em trés
subfamilias: Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae, contudo estudos de filogenia
molecular a categorizaram em quatro grupos distintos ou subfamilias (Caesalpinioidae,
Cercidade, Faboidae e Mimosoidae) (LORENZI; MATOS, 2002; SANCHES, et al.; 2007).
Conforme Scalon (2007), a subfamilia Mimosoideae é a que possui 0 menor nimero de
representes em relacdo as demais subfamilias, englobando aproximadamente 40 géneros e
2.800 espécies. Ainda segundo o autor, as espécies dessa subfamilia podem ser encontradas em
regides tropicais e subtropicais.

Este taxon (familia) pode ser caracterizado por uma combinacdo de caracteristicas. A
fisionomia inclui espécies de habitos variados, como arbustos, subarbustos, lianas e arvores,
que habitam diferentes ambientes. Caracteriza-se por apresentar folhas geralmente compostas,
podendo ocorrer folhas simples, pinadas, bipinadas, trifoliares ou digitadas, com estipulas que
as vezes se transformam em espinhos, alternas e ocasionalmente opostas (AGUIAR, 2013).
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Entre as espécies arbdreas mais populares da familia Fabaceae, podemos citar o
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens Mart. Coville), o juca (Caesalpinia férrea Martius
ex Tul) (FACANHA et al., 2012), o jatoba (Hymenaea courbaril L.) (SALES et al., 2014), o
pau-ferro (Caesalpinia leiostachya Benth.), o pau-cigarra (Senna multijuga Rich.), a canafistula
(Peltophorum dubium) (Spreng.) Taub (KAFER et al., 2016), entre outras muitas espécies.

A familia Fabaceae inclui espécies de grande interesse farmacologico, com significativa
abrangéncia de aplicacdo medicinal. Nesse ambito, inUmeras atividades farmacoldgicas ja
foram comprovadas cientificamente para representantes dessa familia, de acordo com registros
de buscas na literatura, tais como: atividade inseticida (Lonchocarpus spp, Pterodon spp,
Pentaclethra spp) (GARCEZ et al., 2013); atividade antimicrobiana (Plathymenia reticulata
Benth, Hymenaea courbaril L) (FERNANDES; SANTOS; PIMENTA, 2005); atividade
antiviral (Senna occidentalis) (LOMBARDO et al., 2004); atividades antinociceptiva e anti-
inflamatéria (Pterodon emarginatus Vogel) (ALVES, 2012) e antineoplasica (Mimosa
caesalpiniifolia) (SILVA et al., 2016).

Em termos de diversidade fitoquimica as espécies de Fabaceae oferecem uma fonte
riquissima de moléculas das diferentes classes de metabdlitos secundarios. De espécies dessa
familia, por exemplo, foram isolados a antraquinona, &cido 1,8-di-hidroxi-antraquinona-3-
carboxilico (1), substancia ilustrada na Figura 3, também conhecido como &cido cassico ou
reina, que é um composto bioativo fendlico, extraido da espécie Cassia bakeriana, conhecida
como cassia rosa (CUNHA et al., 2017), o flavonoide denominada diploflavona (1) (Figura 4),
isolada de Diplotropis ferruginea Benth (ALMEIDA et al., 2005), e os metabdlitos: alcaloides,
glicosideos cardiot6nicos, cumarinas, flavonoides, taninos e saponinas, identificados em extrato
etandlico das folhas de Bauhinia forficata L, vulgarmente conhecida como pata-de-vaca
(OLIVEIRA; LIMA, 2017). Alguns outros trabalhos reportam a descoberta de novas
substancias em plantas pertencentes a este taxon, como os estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos realizados por Flausino Jr e colaboradores (2007), os quais isolaram da espécie
Erythrina mulungu, os alcaloides eritrinicos, (+) - 1la-hidroxieritravina (1) e (+) - 1lo-
hidroxierisotrina (2), mostrados na Figura 5, identificando-os como os responsaveis pelo efeito
ansiolitico dessa planta respaldado pelo conhecimento tradicional, o que os tornam candidatos

promissores para o desenvolvimento de farmacos ansioliticos.
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Figura 3: Estrutura quimica de antraquinona (1) com boa seletividade e alta atividade contra
micro-organismos anaerdbios isolada pela primeira vez por Cunha e colaboradores (2017) de

Cassia bakeriana. Fonte: Cunha et al. (2017).

Figura 4: Estrutura quimica de flavonoide (1) substancia anticancerigena isolada de Cassia

bakeriana pela primeira vez por Almeida et al. (2005). Fonte: https://images.google.com.br.

Figura 5: Estrutura quimica de alcaloides eritrinicos (1-2) com atividade ansiolitica isolados
de Erythrina mulungu. Fonte: Flausino Jr et al. (2007).
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Na boténica, o conjunto de plantas que compartilham caracteristicas comuns entre si,
pertence a uma mesma familia botanica (KAFER et al., 2016). Assim sendo, mediante aos
diversos estudos etnobotanicos expostos somados a confirmacdo da eficacia terapéutica de
diversas espécies vegetais da familia Fabaceae, é notdrio o potencial terapéutico das espécies
medicinais representantes desse tdxon. Os dois ultimos exemplos com os alcaloides de (+) -
1 1a-hidroxieritravina (1) e (+) - 1la-hidroxierisotrina (2) (Figura 5) demonstraram como a
grande variedade de compostos dessa familia pode ser promissora em termos quimico-
farmacologicos podendo gerar um grande avancgo na industria farmacéutica brasileira, uma vez
que, como nos aponta Rodrigues e Amaral (2012), apenas cerca de 25% dos medicamentos
produzidos no Brasil sdo derivados de plantas.

2.2.1 Aspectos etnobotanicos, fitoquimicos e farmacoldgicos de Stryphnodendron

adstringens (Mart.) Coville

A espécie medicinal Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Quadro 1)
pertencente a familia Fabaceae, apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo nas cinco
regides do Brasil (LIMA, 2010). A etiologia do género Stryphnodendron vem do grego
Stryphnos, que significa duro e Dendron é arvore, enguanto que o seu epiteto especifico
adstrigens significa adstringente (PANIZZA et al., 1988). O género Stryphnodendron apresenta
ocorréncia predominante na América do Sul e de acordo com Almeida e colaboradores (1998),
as 25 espécies que constituem o género podem ser encontradas em territorio brasileiro,
ocorrendo em diversos tipos de vegetacdo, mas principalmente em Cerrados e na Floresta
Amazonica, acrescenta Scalon (2007). Vulgarmente, esta espécie é conhecida como como
barbatiméo, barba-de-timao, bordozinho-roxo, casca-da-virgindade, uabatimd, abaramotemo,
casca-da-mocidade, faveiro e enche-cangalha (GOULART, 2010). As variagfes nos nomes

vernaculares ocorrem conforme as diferentes regides do pais.
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Quadro 1: Classificacdo taxondmica de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, segundo banco de dados

do ILDIS (International Legume Database e Information Service) (2018).

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Stryphnodendron

Espécie: Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Fonte: Producéo do autor (2018).

S. adstringens é uma das espécies mais coletadas e amostradas de seu género em
herbarios brasileiros, no entanto, muitas exsicatas sdo encontradas nas cole¢Ges boténicas
identificadas com nomes de suas sinonimias, principalmente S. barbatiman ou S.
barbadetimam. Também é frequentemente confundida com outros géneros de Leguminosae,
particulamente Plathymenia (Leguminosae-Mimosoideae) e Dimorphandra (Leguminosae-
Caesalpinioideae) (SCALON, 2007).

No que concerne as caracteristicas morfoldgicas de S. adstrigens, esta espécie possui
habito arbdreo, de pequeno a médio porte (mas nunca subarbustivo), de copa baixa e
arredondada, troncos e ramos suberosos e tortuosos (Figura 6A-B). Distingue-se pelos frutos
cilindricos e turgidos, os quais formam vagens de 6-9 cm de comprimento, com mesocarpo
esponjoso envolvendo as sementes (Figura 6C) (SCALON, 2007); sementes de coloracédo verde
(imaturos) ou parda (maduros) (Figura 6D); folhas bipinadas, apresentando 5 a 8 pares de pinas,
com 6 a 8 pares de foliolos em cada pina (Figura 6B) (LORENZI; MATQOS, 2002); as cascas
possuem sabor caracteristico, forte e adstringente (Figura 6E) (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). A floracdo ocorre no periodo de setembro a novembro, periodo em que
brotam pequenas flores creme-esverdeadas assentadas em inflorescéncias que possuem forma
de espiga. A frutificacdo ocorre entre os meses de novembro a junho e a sua maturagédo
geralmente acontece no final da estacdo entre agosto e setembro (LORENZI; MATOS, 2002).
E considerada uma espécie perenifélia, isto €, sua folhagem persiste durante todo o ano
(SOARES et al., 2008).
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Figura 6: Fotos de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. A — Planta inteira; B —
Ramos; C e D — Frutos e sementes; E — cascas. Fonte: Lorenzi (1998) (fotos A — D) e Silva
(2007) (foto E).

Esta espécie possui pronunciada indicacdo medicinal com emprego de varias partes
deste vegetal (Cascas, caules, folhas), sendo utilizada para o tratamento de afec¢es como:
gonorreia, leucorreia, diarreia, Ulceras, hemorragias vaginais, impinges, assim como, pode ser
usada como agente anti-inflamatorio, cicatrizante, adstringente, hemostatico, antisséptico e
anti-hipertensivo (LIMA et al., 2016). Em relag&o a sua forma de uso, as cascas tém utilizagdo
difundida na medicina popular: internamente como um antiulcerigeno e externamente como
cicatrizante e anti-inflamatério. O emprego das cascas por mulheres, é feito na forma de banho
de assento com a decoccdo, no tratamento de problemas ginecoldgicos; ferimentos vaginais,
inflamacdes uterinas, e, também, hemorroidas (LORENZI; MATOS, 2002). Além disso, a
casca tem uso medicinal reconhecido na forma de cha para o tratamento de alteracGes
gastrintestinais e cura de feridas (MARTINS; LIMA; RAO, 2002). Segundo Filizola e Sampaio
(2015) a casca desempenha papel fundamental na planta, dada a funcéo de protecéo do tronco
contra o ataque de pragas, mas, além de representar uma barreira fisica a entrada destas em seu
interior, também podem conter substancias quimicas que atuam como repelentes, ou até mesmo,
como inseticidas, bactericidas, fungicidas e assim, evitam que as pragas e doencas se proliferem

nos troncos.



29

Quanto a composicdo quimica, o barbatimdo é uma importante fonte de compostos
fendlicos. Em extratos de cascas e folhas de S. adstringens é relatada a presenca de taninos,
alcaloides, flavonoides, terpenos, estilbenos, esteroides, inibidores de proteases (como a
tripsina) que podem ser responsaveis pela sua atividade anti-inflamatoria e supostamente
antimicrobiana (LIMA et al., 2016). Sendo que somente na casca desta planta estima-se a
presenca de pelo menos 20% do seu componente majoritario, os taninos, que por sua vez, sao
ricos em polimeros de proantocianidinas que inclui varios flavonois como prodelfinidinas e
prorobinetinidinas, revelando desta maneira, uma abundancia de inimeros compostos com
propriedades farmacoldgicas, que justificam estudos sobre uso da planta em diferentes
patologias (LIMA, 2010; LIMA et al., 2016).

S. adstringens apresenta inUmeras atividades farmacologicas comprovadas
cientificamente, a partir de investigacdes direcionadas pela utilizacdo desta planta na medicina
popular. O extrato bruto e fracbes do barbatimdo apresentou efeito antinociceptivo em dois
modelos experimentais de inducéo de dor, no teste de contor¢do induzida pelo &cido acético e
no teste da formalina (MELO et al., 2007). Com isso, 0s autores sugeriram que o extrato levou
ao efeito antinociceptivo por mecanismos de agéo periféricos.

Em pesquisa conduzida por Felipe et al. (2006), o extrato acetonico de cascas de
barbatimao inibiu a replicacdo de poliovirus e herpesvirus bovino e a sintese de antigenos virais.
Em relacdo a atividade antiparasitéria, Holetz e colaboradores (2005) avaliaram este efeito para
0 extrato acetbnico bruto das cascas de S. adstringens (acetona 70%) sobre o protozoario
Herpetomonas samuelpessoai (ATCC 30252). Os autores relataram que o extrato testado inibiu
o crescimento de H. samuelpessoai em uma taxa de 75% quando testado na concentracdo de
1000 pg/ mL. Adicionalmente, o extrato hidroalcodlico seco (etanol 90%, V/V) das cascas de
S. adstringens foi investigado por Luize et al. (2005) quanto ao seu efeito leishmanicida e
tripanocida frente a formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis, e nas
formas epimastigotas de cepa de Tripanosoma cruzi. Os resultados dos ensaios evidenciaram
que o extrato seco das cascas de S. adstringens, na concentragdo 100 pg/ mL, inibiu em 36,5%
o crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis, em 21% o crescimento das formas
amastigotas de L. amazonensis e em 51,9% o crescimento das formas epimastigotas de T. cruzi.

Efeitos antioxidante e antimicrobiano foram descritos para a classe de metabolitos
secundarios de extratos das cascas de S. adstringens. Souza e colaboradores (2007a),
determinaram que extratos da casca de S. adstringens apresentaram atividades antioxidante e
antimicrobiana devido aos metabdlitos secundarios derivados da classe de taninos, que sdo 0s

principais constituintes desta droga vegetal.
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Minatel e colaboradores (2010) em fase Il de estudo clinico, analisaram a eficacia da
pomada contendo fitocomplexo fenolico de S. adstringens a 3% na cicatrizacdo de Ulceras de
decubito por periodo de 6 meses avaliando as lesdes semanalmente e verificaram que houve
reducao de 30% na area inicial das lesbes ap0s a primeira semana de tratamento e cicatrizacdo
de 100% das lesbes no periodo de tratamento, sendo que 70% das lesbes apresentaram
cicatrizacdo em periodo de 2 meses.

Em estudo realizado por Rebecca et al. (2002) em relacdo ao efeito toxico do extrato
metanolico da casca de barbatiméo in vivo, verificou-se que a administracdo para camundongos,
por 7 dias, ndo apresentou toxicidade. Entretanto, a administragdo ap6s um periodo de 30 dias
para ratos foi tdxica, induzindo diminui¢do da massa corporal, aumento de glicose e aspartato
aminotransferase séricas, além de involucdo do timo. Com relagéo as alteracGes observadas, 0s
pesquisadores embasaram que podem estar relacionadas ao estresse oxidativo ocasionado pela
planta, que ativam mecanismos reguladores, com a liberacéo de corticosteroides endégenos.

De acordo com as referéncias consultadas de estudos com extratos, fragdes e substancias
isoladas de S. adstringens, é indiscutivel o potencial farmacoldgico da espécie em estudo, no
entanto, autores ressaltam, como Lima et al. (2016), que ainda, ha necessidade de mais estudos
em modelos animais e ensaios em humanos que comprovem o0 uso dessa planta como
anticancerigeno, antinociceptivo, antimicrobiano, antiviral, antiparasitario, antioxidante,
cicatrizante entre outras atividades, ja que a maioria das pesquisas reportadas na literatura se
restringem a ensaios in vitro. Em referéncia aos ensaios in vitro com as cascas desta espécie,
percebe-se no entanto, que ainda sdo poucos 0s ensaios para verificacdo dos seus efeitos
citotoxicos, potencial antioxidante e antifingico, conduzidos na literatura, sendo necessarias
abordagens cientificas nesse sentido.

Contudo, o extrativismo predatdrio, desinente da exploracdo indiscriminada e extensiva
dessa espécie em busca de matéria prima de interesse terapéutico, como folhas, caules, mas
principalmente as cascas, devido a sua alta concentracdo em taninos, o principal componente
vegetal dessa espécie responsavel pelos seus efeitos medicinais, tem provocado grande impacto
ambiental em sua populacdo. Embora o extrativismo seja mencionado para S. adstringens como
possivel causador de danos nas estruturas populacionais em algumas regides do Brasil,
conforme assinalam Filho e Felfili (2003), esta espécie ndo esta ameacada de extingdo da
natureza, de acordo com base de dados disponiveis e critérios da IJUCN (Unido Internacional
para a Conservacao da Natureza) (IUNC, 2018).

Sobre o exposto acima, Filho e Felfili (2003) ainda expdem solucgéo para a redugéo da

extracdo predatdria desse recurso genético vegetal, esclarecendo que é possivel obter a casca
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através de podas e cortes e, fazendo isso, a0 mesmo tempo, propicia-se 0 crescimento das
arvores que serviram para a coleta.

Dentro dessa perspectiva ressalta-se a importancia e a crescente preocupacdo em se
associar crescimento social, politico e econdémico a exploracdo de recursos e a ocupacao de
areas intocadas tendo como principal foco o desenvolvimento sustentavel e a exploracdo
racional sem esgotamentos desses recursos. Pavarini et al. (2012a) acrescentam que interesses
econémicos desprovidos de sustentabilidade também colocam em risco a biodiversidade do
pais, frisando e reforcando a urgéncia em ac¢Ges que protejam as espécies nativas e promovam

sustentabilidade social e econdmica sem danos ao patrimonio genético.

2.3 RELEVANCIA DOS COMPOSTOS FENOLICOS NAS PROPRIEDADES BIOLOGICA
DE PLANTAS

A literatura aborda diversos estudos sobre os compostos fendélicos e evidencia seu amplo
potencial de aplicacdo em diversas areas. Assim, com base nas atividades bioldgicas atribuidas
a estes compostos, muitas pesquisas tém sido empreendidas para a sua utilizacdo como agentes
farmacologicamente ativos contra uma variedade de patologias. Nesse contexto, testes in vitro
realizados com extratos vegetais ricos em compostos fenolicos tém identificado inimeras
atividades biologicas para a classe dessas substancias: atividade antimicrobiana (AMORIM,;
SANTOS, 2003), atividade antioxidante (SOUSA, 2015), atividade antifungica (DINIZ et al.,
2010), atividade leishmanicida (ODA et al., 2011), atividade antidepressiva (FERRERES et al.,
2013), bem como agéo terapéutica constada, em testes com animais, como por exemplo, aos
sistemas imunoldgico, circulatério, cardiovascular e nervoso (GEORGIEV; ANANGA,;
TSOLOVA, 2014).

Quimicamente, os compostos fendlicos, sdo caracterizados pela presenca de um grupo
hidroxila ligados a um anel aromaético, estando representados pelos fendis simples, acidos
fendlicos (derivados de &cidos benzoico e cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas, e demais classes de metabdlitos
reunidas na Tabela 3 (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). A diversidade de estruturas
quimicas no grupo, refletindo nas diferencas individuais existente dentro de cada classe na
natureza, resulta da variacdo e do numero e posicdo dos grupamentos hidroxilas, por
modificacdo nos anéis e no grau de metilacdo e glicosilacio (DESHPANDE; SATHE;
SALUNKHE, 1984; SILVA et al., 2015).
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Tabela 3: Classificagdo das principais estruturas de compostos fenélicos em plantas com base no nimero de
atomos de carbono na molécula.

Estrutura quimica Classe fendlica
Cs Fendis simples
Ce-.C1 Acidos fendlicos e compostos relacionados
Cs.C Acetofenonas e acidos fenilacético
Cs.Cs Acidos cinamico, aldeidos/alcoois cinamil
Cs.Cs Cumarinas, Isocumarinas, cromonas
Cs.C1.Cs Benzofenonas, xantonas
Ce.Co.Cs Estilbenos
C6-C3-Cs Chalconas, auronas, dihidrochalconas
Ce.C3.Cs Flavonas
Cs.C3.Cs Flavonois
Cs.C3.Cs Flavanona
Cs.C3.Cs Flavanonois
Cs-.C3.Cs Flavan-3-ois
Cs-C3.Cs Isoflavonoides
Cs.C3.Cs Antocianidinas / antocianinas
(C6-C5-Ce)2 Biflavonoides
Cs, C10, C14 Benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas
Cu Betacianinas
Lignanas, neolignanas Os dimeros e oligbmeros
Lignina Polimeros
Flobafenos Polimeros

Fonte: Deshpande; Sathe e Salunkhe (1984).

Nas plantas, os fendlicos, constituem um importante arsenal quimico de defesa contra
herbivoros, patdgenos ou competidores. Dentre as substancias fenolicas, os flavonoides, séo
responsaveis pela sinalizacéo visual da planta, como a pigmentacéo de frutos e flores e protecao
contra agentes oxidativos, por exemplo, a radiacdo ultravioleta (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Com relacdo aos flavonoides com acdo medicinal, encontram-se os flavonois, presentes
exclusivamente em frutos e folhas (LAZARY, 2010). Com énfase as quercetinas, Pirie et al.
(2014), utilizando a concentracdo de 35 mg/Kg desse metabdlito em tratamento crénico com
ratos wistar saudaveis, verificaram que a suplementacdo com quercetina, apresentou acéo
vasodilatadora em funcdo de alteracdo na biossintese de eicosanoides, que conforme Silva e
colaboradores (2015) é a resposta anti-prostandide e anti-inflamatdria de proteger o colesterol
LDL da oxidacdo com a funcdo de impedir a formacéo de placa aterosclerética, e de prevenir a
agregacdo plaquetaria. Ainda, segundo Schreuder et al. (2014), a administracdo de quercetinas,
na concentragdo de 150 mg/Kg em tratamento cronico, através de estudo randomizado e
cruzado, com 20 pessoas saudaveis, promoveu efeitos anti-hipertensivo e anti-isquémico.

Outro estudo também evidenciou acdo farmacoldgica para a classe dos flavonois. Dong
et al. (2013), verificaram efeito hepatoprotetor de flavonoides da flor de Inula britannica
(IBFF), os quais atribuiram o efeito as atividades antioxidante e anti-inflamatoria exercidas por

estes compostos. A lesdo hepatica no estudo foi induzida por isquemia-reperfusdo a partir da
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administracdo de D-Galactosamina (D-Gal; 850 mg/kg) utilizando modelo de camundongo. Os
IBFF foram administrados por via oral nas concentragdes de 125, 250 e 500 mg/kg uma vez ao
dia por 7 dias. Os resultados revelaram que os IBFF inverteram o aumento dos niveis séricos
de aminotransferase e peroxidacéo lipidica, e estimularam a sintese de glutationa hepatica, um
antioxidante enzimatico enddgeno. Além disso, os IBFF atenuaram o fator de necrose tumoral
a (TNF-a), a sintese de 6xido nitrico induzivel (iNOS) e os niveis de MRNA da ciclooxigenase-
2 (COX-2), induzidos por D-Gal.

Yan e colaboradores (2014), em um trabalho, demonstraram que isoflavonoides isolados
a partir do extrato metandlico dos frutos de Manga prunus, podem estimular a atividade de
polimerases de revisdo reduzindo as injdrias ocasionadas ao DNA e inibir o surgimento de
tumores em varios tipos de cancer iniciados a partir da atividade de radicais livres. A atividade
anti-osteoporose também foi investigada pelos autores, para os isolados, usando células
MC3T3-E1 osteobléasticas de camundongo, verificando-se que tais substancias fenolicas foram
capazes de estimular significativamente a diferenciacao das células MC3T3-E1 osteoblasticas
para aumentar a sintese de colageno potencializando as funcbes de mineralizacdo dos
osteoblastos.

Estudos tém demonstrado que o grupo dos polifendis atuam na regulacédo da atividade
de enzimas antioxidantes e detoxificantes; na inibi¢cdo das enzimas geradoras de substancias
carcinogénicas e no processo de detoxificacdo bioldgico. Os polifénois presentes no cha verde,
por exemplo, inibem o desenvolvimento do céancer, blogueando a formacdo de substancias
potencialmente cancerigenas, suprimindo a ativacdo da carcinogénese e aumentando a
detoxificacdo de agentes cancerigenos (SALGADO, 2009). Ainda sobre os compostos
polifendis, e em relagdo as demais substdncias com propriedades farmacoldgicas que
representam o grupo, tem-se as catequinas, as quais apresentam caracteristicas incolores e
hidrolisaveis, contribuindo para 0 amargor e a adstringéncia de plantas. Representando este
grupo, encontram-se a catequina, epigalocatequina, epigalocatequinagalato. Estes compostos
destacam-se pela reducdo na incidéncia de certos tipos de cancer, reducdo do colesterol sérico
e ativacdo do sistema imunoldgico, dentre varios outros efeitos benéficos a saude humana
(COZZOLINO, 2009).

Outra importante classe de compostos fenolicos sdo os taninos. Estes sdo solUveis em
agua, com peso molecular compreendido entre 500 e 3000 Dalton. Caracterizam-se pela
habilidade em formar complexos insoliveis em agua com diversas substancias, entre elas
alcaloides, gelatina e outras proteinas. A capacidade dessas substancias em formar complexos

com proteinas esta diretamente associada as suas propriedades bioldgicas, como fatores de
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controle de insetos, fungos e bactérias, envolvendo plantas taniferas, além das atividades
farmacoldgicas associadas a esses compostos: anti-sépticos; antioxidantes; vasoconstritores;
antidotos em intoxicacdo por metais pesados, devido a sua propriedade em precipitar alcaloides;
cicatrizantes; protetores e reepitelizantes e antidiarreicos; e até como inibidores da transcriptase
reversa do virus HIV, afetando assim a replicagdo viral (SANTOS; MELLO, 2010;
MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005; PEREIRA, CARDOSO, 2012;
OLIVEIRA; LIMA, 2017; KILKUSKIE et al., 1992).

Na area de cancer, destacam-se as mais diversas substancias inseridas no grupo desses
metabdlitos. Aung et al. (2017), em recente artigo de revisdo, descrevem um arsenal de
compostos naturais, incluindo as plantas, ressaltando o potencial anticancer de inimeras
moléculas fendlicas, tanto em relacdo ao uso de forma pura ou combinada (Sinergismo). A
revisao destaca a ocorréncia do sinergismo em plantas comprovada por inimeros exemplos
relatados em pesquisas na literatura cientifica, tanto em um Unico extrato como em misturas de
extratos (plantas), cuja eficiéncia terapéutica contra o cancer é baseada na acdo multialvo de
compostos naturais como sesquiterpenos, flavonoides, alcaloides, diterpenoides, saponinas e
compostos polifendlicos.

Todos os relatos acima descritos, da diversidade estrutural muito ampla e do grande
espectro de atividades bioldgicas atribuidas as substancias pertencentes a classe dos compostos
fendlicos, tém figurado como os principais motivadores para a pesquisa com este grupo. No
entanto, os poucos trabalhos na literatura cientifica sobre a toxicidade desses compostos, sdo
categoricos que em doses elevadas e em uso prolongado, os fenolicos demonstram ter acédo
toxica: alteraces morfol6gicas nas membranas dos hepatdcitos de camundongos, promovendo
necrose celular e morte do animal (VERMA et al., 2013); atividade mutagénica em células de
medula 6ssea de ratos Wistar, em funcdo dos radicais epdxidos formados durante a sua
biotransformacao no trato gastrointestinal destes animais (PORTO et al., 2013); interferéncia
na funcéo da tireoide, inibindo a captacdo de iodeto em ratos Sprague Dawley (GIULIANI et
al., 2014). Vale ressaltar ainda, que o numero de trabalhos avaliando as a¢6es medicinais de
fenolicos, conforme argumenta Silva et al. (2015) em estudo de revisdo, € superior ao numero
de pesquisas de avaliacdo da sua toxicidade. Dessa forma, o estabelecimento de doses
consideradas ideais de uso, ou seja, a determinacdo de em quais doses e tempo de exposi¢do
estes compostos séo toxicos, a partir do respaldado de sistema-teste, é indispensavel para o seu

emprego seguro.
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2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O metabolismo oxidativo, isto é, a producao de radicais livres, constitui um mecanismo
necessario as vias bioquimicas dos organismos aerébios e do nosso metabolismo, parte
indispensavel de seu processo fisioldgico natural. Desse modo, a producéo de radicais livres,
em propor¢des adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia
transportadora de elétrons; fertilizagdo do dvulo; ativacéo de genes; regulacdo do crescimento
celular e participagdo nos mecanismos de defesa durante o processo de infecgéo, na fagocitose
de agentes patogénicos. Contudo, a sua producdo exacerbada, pode acarretar no
desenvolvimento de diversas patologias, as quais destacam-se o cancer, o Alzheimer, a
esclerose, o diabetes, as cardiopatias, o envelhecimento, a disfuncdo cerebral, entre outras
(BARREIRO; DAVID; DAVID, 2006; PELIELO, 2012; BIANCHI; ANTUNES, 1999;
BARBOSA et al., 2010; ABRAHAO et al., 2010). Portanto, radicais livres, sdo produtos
gerados pelo metabolismo celular aerdbio, decorrentes de reacGes quimicas essencialmente
importantes a realizacéo das fungdes bioldgicas dos mais distintos seres vivos, que podem gerar
danos celulares, como indugdo de danos oxidativos a biomoléculas, entre elas, lipidios,
acucares, proteinas e DNA (GOUVEA, 2004), em consequéncia do estresse oxidativo gerado
pelo seu acimulo no ambiente celular.

O termo radical livre é definido de maneira simplificada por Ferreira e Matsubara
(1997), como sendo qualquer &tomo ou molécula que apresenta em sua camada de valéncia
namero impar de elétrons, ou seja, sdo atomos ou moléculas altamente reativos, em efeito ao
ndo-emparelhamento de elétrons em sua Ultima camada eletrbnica. No entanto, os autores
explicam que o termo “radical livre” ndo seria o ideal para se referir aos agentes reativos
patogénicos, uma vez que, nem todas as formas reativas como a exemplo do perdéxido de
hidrogénio (H20.), apresentam elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia. Nessa
mesma perspectiva, Ferreira e Matsubara (1997) acrescentam que embora o perdxido de
hidrogénio (H20-) ndo seja considerado um radical livre devido a auséncia de elétrons pareados
em sua camada externa, trata-se de um metabdlito do oxigénio extremamente deletério, porque
participa da reacéo que produz o radical hidroxila (OH °), considerado o agente oxidante mais
reativo em sistemas bioldgicos, dessa forma, sugerem que os radicais livres sejam designados
como “espécies reativas do metabolismo do oxigénio” (ERMO). Entretanto, no decorrer deste
texto utilizaremos o termo “espécies reativas de oxigénio” (ERO’s) para referirmo-nos a eles

ou especies reativas ndo-radicais quando for feito mencdo as formas reativas que néo
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apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletrénica, como encontram-se
convencionalmente designadas na maioria das pesquisas registradas na literatura.

No gue concerne ao estresse oxidativo, Barbosa e colaboradores (2010), pontuam como
sendo um desequilibrio existente entre 0s compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da
geragdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéo desses (falha
na atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante). Nesse sentindo, quando a producédo continua
de formas reativas radicais intermediarias Figura 7, como o radical superéxido (O2"), formado
apos a primeira reducdo do oxigénio; o radical hidroperoxila (HO2") que representa a forma
radicalar do superéxido em sua forma protonada (ligada a uma molécula de H™); o radical
hidroxila (OH"), formado na penultima etapa de reducdo do oxigénio e a forma ndo-radical, o
peroxido de hidrogénio (H20.), ambas provenientes do metabolismo do oxigénio por meio da
sua reducdo tetravalente, normalmente na mitocdndria, a qual encontra-se ilustrada na Figura
7, supera a capacidade de acdo dos antioxidantes, se favorece a oxidacdo de biomoléculas,
gerando o estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BIANCHI; ANTUNES,
1999; BARBOSA et al., 2010).

O (00)
i
Lo
e
- M - -
(HO'O) HO 2z * o2 (OO)
+
2H =\
e
v
H, O, (H:0:0: H)
. 1

H

/1

G

H.O (H:é: H)

Figura 7: Reducdo tetravalente do oxigénio molecular (O2) na mitocéndria, por meio da qual
recebe quatro elétrons (e”) e quatro ions de hidrogénio (H"), formando duas moléculas de agua

(H20) e vérias espécies reativas de O, durante o processo. Fonte: adaptado de Cohen (1989).

Vaérias sdo as implicagdes que as EROs podem gerar sobre o sistema biologico, em

contrapartida a ineficiéncia dos agentes antioxidantes, variando o mecanismo de les&o celular,
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conforme o grau de toxicidade atribuido a cada espécie reativa. O radical superdxido é
moderadamente reativo e precursor da maioria das EROS (Figura 7). Apesar da sua baixa
toxicidade, o O2" pode gerar a espécie reativa de nitrogénio, peroxinitrito (ONOO),
potencialmente reativa, através da reacdo com o radical livre oxido nitrico (NO") (GREEN;
BRAND; MURPHY, 2004; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). O radical hidroperoxila, é
considerado mais reativo que o proprio O, estando associado a destruicdo de membranas
celulares (FERREIRA; ABREU, 2007; BHATTACHARJEE, 2010).

O radical hidroxila, é a espécie reativa considerada de maior poder toxico, e para a qual,
uma vez formada, o organismo humano néo dispde de mecanismo de defesa, devido ao fato de
que esta ndo pode ser sequestrada in vivo, portanto, € apontada como a espécie reativa mais
importante ja conhecida, pois essa ERO pode se combinar rapidamente com metais ou outros
radicais no proprio sitio onde foi produzida, formando compostos oxidativos que podem alterar
a constituicdo de macromoléculas importantes, como o DNA, proteinas, lipideos e enzimas
(BARREIRO; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOQOS et al., 2007). Adicionalmente, a
exposicdo frequente somada ao ataque intensivo por este radical pode originar mutacdes no
DNA, levando ao desenvolvimento de cancer em seres humanos no periodo de 15 a 20 anos, de
acordo com Barreiro; David e David (2006). Assim sendo, as lesdes ocasionadas por radicais
livres ao material genético, desempenham papel importante para o inicio dos processos de
mutagénese e carcinogénese (ABRAHAO et al., 2010).

A forma néo radicalar representada pelo perdxido de hidrogénio, € considerada um fraco
agente oxidante e um fraco agente redutor, contudo, pode dar inicio a reacdes radicalares e
peroxidacdes lipidicas, ao reagir lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com
proteinas heme e peroxidases. Assim, em presenca de metal de transicdo, como ions ferro (Fe?*)
0 H20> é oxidado gerando OH", através da reacdo de Fenton, apresentando-se potencialmente
toxico para as células (WVASCONCELOQOS et al., 2007; GIL; TUTEJA, 2010). Autores afirmam
que a sua toxicidade pode ser aumentada em dez mil vezes pela presenca de ferro (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004)

Assim, a toxicidade do oxigénio, na grande maioria das células aerdbias, decorre da
formacdo de EROs que podem interagir com diversas moléculas organicas, principalmente os
lipidios, um acido graxo insaturado, constituintes das membranas celulares, ocasionando a
peroxidacdo lipidica no intuito de recuperarem a sua estabilidade eletrdnica, lesando estas
estruturas celulares, em um cenério de reac6es de 6xido-reducéo, isto é, perdendo ou recebendo
elétrons (Figura 8), o que pode causar a perda da funcdo celular, e consequente, disfungdes no
sistema bioldgico envolvido (BARBOSA et al., 2010; CAMPOS; LEME, 2017).
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Iniciagao: RH ——> Re 4 He Onde:
Propagagao: Re + 02 » ROQe RH é um acido graxo insaturado
ROO* + RH » ROOH + Re R® ¢ um radical livre

ROQ® ¢é um radical peréxido
ROOR €& um hidroperoxido

Término: ROOQOe* + Re » ROOR
ROQe + ROO® > ROOR + O, & Produtos estaveis
Re + Re » RR

Figura 8: Reacdo em cadeia representando a lipoperoxidagao, mostrando as etapas de iniciacao,
propagacao e terminagédo. Fonte: https://images.google.com.br.

Ainda sobre a reacdo de peroxidacdo lipidica ilustrada na Figura 8, esta é iniciada pelo
sequestro do hidrogénio (H") do &cido graxo insaturado (RH), da membrana celular. A etapa de
iniciacdo com o sequestro do hidrogénio pode ser realizada pelo radical livre OH", representado
pelo R* na Figura 8, com formacéo de um radical livre (R"), chamado agora de radical lipidico.
Na sequéncia da reacao de propagacao o R*formado na equacao anterior, ird reagir rapidamente
com o O? resultando em ROO" (radical peroxila). O ROO", por sua vez, ira abstrair novo
hidrogénio do &acido graxo insaturado (RH), formando novamente o radical lipidico (R"), na
segunda equacdo de propagacao. O término da lipoperoxidacdo, culminara na propagacao dos
radicais lipidico (R") e peroxila (ROQO") produzidos nas etapas anteriores, até destruirem-se a si
proprios (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A participacéo de jons ferro (relacdo equimolar Fe*3/ Fe*?), também é considerada fator
determinante para iniciacdo da lipoperoxidacdo, através da conversdao de hidroperoxidos
lipidicos (ROOH) (Figura 8) em radicais altamente reativos (alcoxila, RO e peroxila, ROO"),
dando inicio a uma nova cadeia de reacdes, chamada de ramificacdo (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; SOUSA et al., 2007). A velocidade desta reacdo sera determinada pela
valéncia do ferro, em lenta, equacdo 1 ou rapida, equacdo 2 (FERREIRA; MATSUBARA,
1997):

ROOH + Fe"* ———— RO’ + OH'+ Fe™*
ROOH + Fe*** ——— > ROO" + H'+ Fe™

A reacdo de peroxidacdo lipidica acima descrita ird resultar na destruicdo das
membranas celulares em funcéo da sua perda de seletividade na troca idnica e em consequéncia

da liberagdo de produtos tdxicos das organelas, principalmente dos lisossomos, provocara,
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posteriormente, o fenémeno de morte celular (VASCONCELOS et al., 2007). Contudo, é
importante enfatizar que assim como a producéo de EROs, o processo de peroxidacéo lipidica
nem sempre € maléfico, apresentando a sua importacao para a fisiologia celular. Quando em
condicdes de homeostasia, 0s produtos resultantes da peroxidacdo lipidica estdo envolvidos na
reacdo em cascata a partir do &cido aracdénico (formacdo de prostaglandinas), e portanto, na
resposta inflamatéria (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Devido ao potencial lesivo das EROs em sistemas organicos, mecanismos de protecdo
enddgenos e exogenos, representados por compostos antioxidantes, entram em acdo para
neutralizar acdo desses agentes oxidativos, onde ao final sdo gerados produtos eletronicamente
estaveis, impedindo a injuria celular (CAMPOS; LEME, 2017). Desta maneira, em condi¢des
normais, a concentracdo dessas formas reativas dentro das células é regulada por diversos
agentes antioxidantes, que mantém os seus niveis extremamente baixos por meio da sua
remogao, ou impedindo a sua formag&o (JUNIOR; HOEHR; VELLASCO, 2001). Dessa forma,
segundo assinalam Barbosa e colaboradores (2010) os agentes antioxidantes tém como funcao
primordial manter o processo oxidativo dentro dos limites fisioldgicos e passiveis de regulacao,
0 que ird impedir ou minimizar que eventuais danos oxidativos venham a se propagarem,
resultando em patologias sistémicas irreparaveis.

O sistema de protecdo celular responsavel pela manutencdo da integridade da
homeostasia do metabolismo oxidativo, ¢ formado por um conjunto de moléculas que
categoriza-o em antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico. A protecdo antioxidante nao-
enzimatica, relaciona-se a um grupo de agentes antioxidantes que sdo divididos em enddgenos,
como € o caso da ubiquinona (coenzima Q) e do acido Urico, produzidos in vivo, e em agentes
enxdgenos (ou diéticos) de origem diética tais como vitaminas E, C, B-caroteno e flavonoides
obtidos via alimentacdo. Estas moléculas localizam-se, principalmente, no meio extracelular.
Enquanto que o sistema de defesa enzimatico é composto pelas enzimas: superdxido dismutase
(SOD); catalase (CAT), peroxirredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GPx). Estando presentes, predominantemente, no meio intracelular
(BARBOSA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007; DESCALZO; SANCHO, 2008;
ANDRADE et al., 2010).

Campos e Leme (2017), em estudo de revis&o, ratificam que a geragédo de radicais livres
desencadeia eventos patoldgicos, acrescentando que a cronicidade de tal processo tem
relevantes implicacbes sobre o processo etiologico de enfermidades crbnicas néo
transmissiveis, a exemplo das doencas cardiovasculares, enddcrinas e oncoldgicas. Dentro

desse contexto, as evidéncias existentes de que as ERO’s podem ser causa ou consequéncia de
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doencas humanas ou eventos nosoldgicos relacionados ao estresse oxidativo, tem estimulado a
recomendacdo de antioxidantes naturais e sintéticos para o alivio dos sinais e sintomas destas
doencas e, mesmo, para bloquear sua evolucdo (CURTIS, 2013; SILVA; JASIULIONIS, 2014;
RUSSO; BRACARENSE, 2016).

2.5 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES A PARTIR DE FONTES NATURAIS

De acordo com Halliwell (2000), “Antioxidante é qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou
previne significativamente a oxidacdo do mesmo”. A geracdo de formas radicais a partir da
acao de agentes antioxidantes, por sua vez, ndo é capaz de propagar atividade reativa em cadeia,
devido a rapida neutralizacdo destas por outro radical, formando produtos estaveis, ou podem
ser reciclados por outro agente antioxidante (ATOUI et al., 2005).

As substancias antioxidantes podem agir sob diferentes mecanismos de protecdo do
organismo. A primeira via de atuacdo desses compostos acontece impedindo a formacdo de
radicais livres, atraves da interceptacdo das reacbes em cadeia envolvendo os ions ferro e cobre
(ABRAHAO et al., 2010). Em uma segunda via de protecdo podem impedir a lesio ou o ataque
de espécies reativas produzidas no proprio corpo ou por fontes exdgenas sobre moléculas
lipidicas, aminoacidos, a dupla ligacdo de acidos graxos poli-insaturados e as bases
nitrogenadas que constituem o DNA. Por Gltimo podem atuar reparando a lesdo oxidativa
causada as moléculas organicas, fazendo a remocdo de danos da molécula de DNA e
reconstituindo as membranas celulares danificadas (LIMA et al., 2012).

Adicionalmente, a atuacdo dos compostos antioxidantes pode variar de acordo com o
compartimento celular ou tecido no qual exerce atividade. Determinados compostos como a
vitamina C apresentam variacbes em seu potencial antioxidante neste sentido, em meio
hidrofilico essa apresenta intensa atividade antioxidante contra radicais gerados neste ambiente,
jaem meios lipofilicos tal vitamina pode nao ser capaz de inibir os radicais livres que propagam
as reacoes de peroxidacdo lipidica (BARBOSA et al., 2010). No entanto, alguns compostos
como os flavonoides sdo capazes de agir como antioxidantes em ambos 0s compartimentos
celulares, inativando radicais livres tanto em ambiente hidrofilico como em meio lipofilico
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Nessa incursao, pesquisas com plantas tem demonstrado a sua fundamental importancia
como fonte de novos agentes antioxidantes. Componentes vegetais, entre eles,

monoterpenoides, flavonoides, taninos e outras substancias fendlicas, vem se destacando por
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sua potencial atividade antioxidante, principalmente, por atuarem como sequestradores de
radicais de oxigénio (ANDRADE et al., 2012; QUETTIER-DELEU et al., 2000; PEREIRA;
CARDOSO, 2012; FENG et al., 2015). Dentre as diversas classes de compostos antioxidantes
em plantas, os fendlicos, tem recebido consideravel destaque em pesquisas nos Ultimos anos,
por suas propriedades antioxidantes in vitro como redutores de oxigénio singleto, atuando nas
reacOes de oxidacdo lipidica, assim como na quelagdo de metais, agindo nas etapas de iniciacdo
e propagacao do processo oxidativo (HASLAM, 1996; SOARES, 2002; CHUN et al., 2005).

Cabral et al. (2015) em estudo com o 6leo essencial de Ridolfia segetum, verificaram a
alta capacidade antioxidante deste nas concentragdes testadas (0,05-0,20 uL / mL) e sua
significativa inibicdo na producdo de NO, espécie reativa de nitrogénio. Os resultados
forneceram evidéncias inclusive de que a atividade antioxidante constata para o éleo, devido
especialmente ao seu principal constituinte quimico, o monoterpeno o-felandro, foi mais
pronunciada que os antioxidantes sintéticos hidroxianisol de butila (BHA), na auséncia de
peroxidacdo induzida e que o hidroxianisol de butila (BHT) na presenca de peroxidacéo
induzida, avaliado pelo método de determinacéo de espécies reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS). A partir dos efeitos terapéuticos observados para este 6leo, os autores concluiram
que a atividade anti-inflamat6ria em doses sem citotoxicidade em células de mamiferos,
combinadas com seu potencial antioxidante e cheiro agradavel, podem ser de grande valor no
desenvolvimento de novos produtos fitofarmacos.

Calleja e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antioxidante do sesquiterpeno f-
cariofileno, componente comum do 6leo essencial de indmeras plantas, frutas e ervas
medicinais, verificando atividade inibidora da peroxidacdo lipidica e alta capacidade de
eliminacdo dos radicais hidroxila e anion superéxido para este composto em modo
concentracdo-dependente in vitro. Os autores relataram, ainda, que ratos tratados com
tetracloreto de carbono que receberam o [3-cariofileno nas respectivas concentragdes de 2, 20 e
200 mg / kg, apresentaram reducdo da atividade da 5-lipoxigenase, uma enzima que participa
ativamente da fibrogénese, e da expressao dos genes Collal, Tgfbl e Timpl, genes marcadores
fibroticos. Segundo os pesquisadores, a atividade hepatoprotetora in vivo, esta associada ao
efeito de inibicdo do estresse oxidativo. Portanto, trata-se de um efetivo inibidor de dano celular
induzido por espécies reativas de oxigénio, e seu mecanismo na prevencao de fibrose hepatica
pode estar relacionado, em parte, a sua atividade antioxidante.

Na industria o interesse ligado aos antioxidantes esta voltado para a sua aplicagdo na
conservacao/protecdo de cosméticos, farmacos e alimentos, prevenindo a decomposicao

oxidativa desses pela acdo da luz, temperatura e umidade. Os antioxidantes sintéticos mais
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importantes utilizados para esta finalidade séo o hidroxianisol de butila (BHA), hidroxitolueno
de butila (BHT) e galato de propila (PG). No entanto, questionamentos sobre a seguranca e
efeitos adversos desses compostos sintéticos, a exemplo do galato de propila, que quando em
presenca de perdxido de hidrogénio reagi com ions ferro formando espécies reativas de
oxigénio, as quais podem posteriormente atacar alvos bioldgicos, tém levado, inclusive, a
propostas de sua substituicdo por compostos naturais, por seus beneficios a saude e por serem
prontamente assimilados pelo organismo, impulsionando, desta forma, inimeras pesquisas em
busca de compostos antioxidantes em plantas (SOUSA et al., 2007; HENRIGUES; DANIELLI,
APEL, 2016).

2.6 AVALIACAO IN VITRO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.6.1 Método de deteccdo de atividade antioxidante através do método de sequestro de
radicais livres (DPPH")

A atividade antioxidante in vitro de extratos e substancias isoladas é realizada por meio
de uma variedade de técnicas, de forma a permitir uma rapida selecdo de substancias
potencialmente ativas. Todavia, destacam-se os métodos de sequestro de radicais livres, 0
DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e o ensaio de captura do radical 2,2" - azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), os quais estdo fundamentado em medidas
espectrofotométricas da descoloracdo de uma solucdo contendo os radicais livres quando da
adicdo de substancias que podem ceder elétrons ou 22doar atomos de hidrogénio. O primeiro,
0 método de DPPH tem sido bastante utilizado e consiste em avaliar a capacidade antioxidante
via atividade sequestrante do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (HENRIGUES;
DANIELLI; APEL; 2016).

O método de inibicdo de radicais DPPH" baseia-se na transferéncia de atomos de
hidrogénio de um composto antioxidante formando o DPPH-H (hidrazina) (SILVA et al.,
2006). Em suma, por acdo de um antioxidante o radical livre estavel DPPH" é reduzido a difenil-
picril-hidrazina, ocorrendo mudanca simultanea de coloracdo de violeta (DPPH") a amarelo
palido (DPPH-H). O grau de descoloragao indicara o potencial de captura de radicais livres pela
amostra, e consequentemente a sua capacidade antioxidante, a qual sera monitorada pelo
decréscimo da absorbancia (HENRIGUES; DANIELLI; APEL; 2016).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) calculada no ensaio in vitro, sera
determinada a partir da quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante. Os resultados

obtidos no ensaio sdo expressos em CEso denominada concentracdo eficiente, que € a
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quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50%
ou também chamada de concentracéo inibitoria (Clsg). O consumo de DPPH pela amostra sera
inversamente proporcional a sua CEso, ou seja, quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra, menor sera a sua CEso e maior a sua atividade antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).

2.6.2 Método de deteccdo de atividade antioxidante pelo cation radical ABTS **

A segunda metodologia para selecéo in vitro de substancias com potencial antioxidante,
0 ABTS, mede a habilidade dos antioxidantes em sequestrar o cation radical de vida longa
ABTS™". Para tanto, a solucdo composta pelo ABTS, é exposta a oxidacdo pelo radical peroxil
ou por outros oxidantes para conversdo no radical cation, ABTS™, intensamente colorido.
Trata-se mais uma vez de um método colorimétrico, onde a atividade antioxidante da amostra
é medida pela sua capacidade em diminuir a intensidade da cor da solu¢do contendo o cétion
ABTS™, reagindo diretamente com este radical (RUFINO et al., 2007). Esta metodologia é
aplicavel para o estudo de substancias antioxidantes de carater lipossoltvel e hidrossoluvel
(KUSKOSKI et al., 2005).

2.7 A RESISTENCIA MICROBIANA E A BUSCA POR NOVOS AGENTES
ANTIMICROBIANOS

O impacto da crescente resisténcia dos micro-organismos a antibioticos e substancias
especificas, seja pela utilizacdo generalizada, ou pouco criteriosa, para fins terapéuticos e
profilaticos, intensificou a pesquisa para o desenvolvimento de novas drogas que sejam capazes
de combater as estratégias de adaptacdo que esses organismos elaboram (PRATES; BOLCH,
2000; WHO, 2007; CARNEIRO et al., 2011; ZIMERMAN, 2012; VIEIRA; VIEIRA, 2017).
Silva e colaboradores (2018) também enfatizam que conforme mostram estudos é cada vez mais
irrefutavel a assertiva, de que o mau uso de antimicrobianos é o principal responsavel pela
selecdo de resisténcia microbiana.

O numero de surtos hospitalares causados por espécies resistentes vem aumentando
consideravelmente com a mudanca no padrdo de sensibilidade microbiana aos farmacos
disponiveis, como consequéncia do uso indiscriminado destes (SANTANA et al., 2014; NETA
et al., 2017). Machado; Carvalho e Oliveira (2011) verificaram em uma pesquisa realizada em
um Centro de Terapia Intensiva (CTI) que, entre os anos de 2000 e 2004, foi registrado o uso
prévio de 593 antimicrobianos por 286 pacientes acometidos com infec¢fes hospitalares, no

periodo anterior ao registro da infecgcdo hospitalar naquela CTI, correspondendo a uma taxa de
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utilizacdo de 2,10 antimicrobianos por paciente, o que pode vir a se tornar um fator causal no
incremento das taxas de resisténcia microbiana no ambiente hospitalar e eventualmente
comunitéario. E nesse sentido que Zimerman (2012) corrobora, afirmando que as taxas de
resisténcia microbiana sdo maiores em contextos de consumo mais intenso desses farmacos.
Diante da exposicéo, Grillo e colaboradores (2013) veem acrescentar, que dentre os fatores
contribuintes para a maior prevaléncia de crescimento microbiano em UTIs, refletindo nas altas
taxas de infeccbes e mortalidade para pacientes instalados em nessas unidades, estdo a
gravidade da doenca, 0s procedimentos que requerem mais tempo e 0s invasivos, e por ultimo,
os longos periodos de internagéo.

Costelloe e colaboradores (2010), em estudo de revisdo, ratificam a relacdo causa-efeito
entre a exposicdo de pacientes a antimicrobianos e o posterior desenvolvimento de resisténcia
no contexto comunitario e em ambito individual. Segundo os autores, estudos relatando a
quantidade de antibidtico prescrito demostraram que a maior duracdo e maultiplos cursos
estavam associados a maiores taxas de resisténcia em pacientes nas respectivas unidades
hospitalares avaliadas. Os individuos os quais haviam sido prescritos um antibiético na atencéao
primaria para uma infeccdo respiratoria ou urinaria desenvolveram resisténcia bacteriana a esse
antibidtico. Os pesquisadores verificaram ainda, que o efeito € maior no més imediatamente
apos o tratamento, mas pode persistir por até 12 meses, concluindo que este efeito ndo sé
aumenta o transporte populacional de organismos resistentes aos antibidticos de primeira linha,
mas também cria as condicGes para o aumento do uso de antibidticos de segunda linha na
comunidade.

A difuséo do uso irracional de antimicrobianos no contexto hospitalar é extremamente
preocupante, ja que infecgdes causadas por micro-organismos resistentes sdo de mais dificil
tratamento e se associam a maior morbidade, sendo portanto, o advento de resisténcia mais
draméatico nesse ambiente, e particularmente entre pacientes gravemente enfermos. Tais
implicagdes justificam para esta Gltima condigdo, a maior preocupacéo dos profissionais da area
de salde em relacdo as infec¢des que ocorrem nas unidades que atendem pacientes mais
suscetiveis a infec¢do - Pediatria, Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e Unidades Oncoldgicas
(MACGOWAN, 2008; GRILLO et al., 2013). Livermore (2005) destaca que o emprego de
antimicrobianos no espaco ambulatorial, concentra 80% do consumo humano, e segundo
Louro, Lieber e Ribeiro (2007) é responsavel por 20-50% dos gastos com medicamentos.

A multirresisténcia microbiana crescente é considerada atualmente um dos maiores
problemas mundiais em salde publica, a qual pode ser compreendida, principalmente, pela

correlagdo temporal entre a comercializagdo de novos agentes e o posterior desenvolvimento
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de resisténcia de patdgenos aos mesmos (MACGOWAN, 2008; DEL FIO et al., 2010;
GARCIA-MIGURA et al., 2014; NUNES et al., 2017). Diante de tal problemética tem-se o
alarmante fato, evidenciado por Federico (2006), e Botelho; Martins e Reis (2018), de que o
processo de aparecimento da resisténcia microbiana é muito rapido comparado ao processo de
desenvolvimento de novos farmacos, estando a perspectiva de uso de drogas antimicrobianas
no futuro, incerta. Dessa forma, torna-se indiscutivel a necessidade urgente da implementacéo
de estratégias de incentivo a pesquisa e priorizacdo para o desenvolvimento de medicamentos,
no intuito de diminuir a despropor¢cdo em relacdo a carga de doenca e contribuir para o
desenvolvimento de medicamentos inovadores necessarios ao quadro epidemiolégico global da
emergéncia da resisténcia microbiana em curso (BOTELHO; MARTINS; REIS, 2018).

Nesta perspectiva, varios estudos tém sido desenvolvidos e direcionados a investigacdo
de novos agentes antimicrobianos em extratos vegetais, bem como em outras fontes de produtos
naturais, com o objetivo de descobrir antimicrobianos com agédo similar aos tradicionalmente
utilizados, mas com maior efetividade contra a resisténcia de micro-organismos patogénicos,
menor toxicidade e com menor impacto ambiental. No tocante a bioprospeccdo de novos
fitoterapicos, os estudos conduzidos por diversos autores (VANIN, 2014; BRAQUEHAIS et
al., 2016; CARVALHO, 2017; PONTES et al., 2018), comprovaram o efeito antimicrobiano de
varias plantas. Além de representarem escolhas menos agressivas e de menor custo aos

usuérios, conforme afirmam Guimarées et al. (2017).

2.7.1 Candidiase

A candidiase é uma patologia que representa grande impacto para a sadude publica, cujas
espécies causadoras pertencem ao género Candida. Este género engloba um grupo de fungos
oportunistas, os quais manifestam-se em decorréncia de fatores que debilitam as barreiras
imunitarias do paciente. Desta maneira, aspectos que interfiram na homeostase da microbiota
normal alterando a resposta imunoldgica ao fungo, constituem fatores de risco para o seu
desenvolvimento. Por exemplo, pacientes com resposta imunitaria deficiente, como portadores
do virus HIV, estados hiperestrogénicos, diabetes mellitus, imunossupressao a medicamentos
ou doengas de base, gravidez, uso indiscriminado de tamoxifeno, consumo irracional de
antibidticos, bem como habitos alimentares e vestes que propiciam o crescimento continuo dos
fungos, incluindo-se também o uso prévio de varias automedicacdes inapropriadas como fator
predisponente a sua ocorréncia (GOMPERTZ et al., 2015; JUNIOR; GRIGOLETO;
FREGONEZI, 2011).
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As infeccOes causadas pelos fungos leveduriformes do género Candida, podem ser
classificadas em candidiase oral e candidiase vulvovaginal. O primeiro tipo caracteriza-se por
ser uma enfermidade mortal, mesmo que, ao provocar moléstias de diferentes niveis,
compromete o paladar e a degluticdo, levando a uma diminuicéo do apetite, principalmente nos
casos de pacientes HIV-positivo ou pacientes hospitalizados e idosos. A segunda condicdo
patoldgica resulta em intensa coceira, odor, prurido, corrimento, ardor ao urinar, eritemas,
dispareunia e desconforto vaginal. Tais infeccdes sdo responsaveis por milhGes de visitas a
consultdérios médicos a cada ano. Estimativas revelam que metade das mulheres universitarias
tera tido pelo menos uma ocorréncia dessa doenca diagnosticada por um clinico ao chegar aos
25 anos (BARBEDO; SGARBI, 2010; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Dentre as espécies causadoras da candidiase, Candida albicans e a que possui maior
representatividade nos diagnosticos clinicos, estando associada com 85% a 90% dos casos,
existindo ainda as infecches causadas por outras espécies, como Candida Kkrusei,
caracterizando-se por apresentarem maior resisténcia aos antifingicos comerciais. Contudo,
diagnosticos patogénicos envolvendo as demais espécies de Candida spp estdo se tornando
comuns, indicando uma tendéncia de mudanca na etiologia nas candidiases invasivas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; JUNIOR; GRIGOLETO; FREGONEZI, 2011).

A sintomatologia envolvendo quadros clinicos de candidiase por C. albicans, séo
frequentemente transparentes a realizacdo de diagnostico, quando comparada a outras espécies
denominadas nao-albicans, ou seja, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, as
quais geralmente sdo mais resistentes as terapias habituais (SIMOES, 2005). De forma geral,
as infeccdes que atingem o trato genital feminino causadas por micro-organismos
desempenham rotineiramente um carater consideravel nos servigos de salde ginecolégica
(CAVALCANTE; MIRANDA; PORTUGAL, 2005). Em paises como a Inglaterra a incidéncia
da candidiase vaginal varia entre 28 e 37% das mulheres, ja nos Estados Unidos a incidéncia
desta infeccdo tem apresentado crescimento acentuado, constituindo, deste modo, a segunda
causa de vaginite (JUNIOR; GRIGOLETO; FREGONEZI, 2011).

A alteracdo na etiologia das candidiases tem sido frequente no ambiente hospitalar, nota-
se um crescimento no numero de infecgdes por Candida spp resistentes a antifungicos, por sua
vez, esse quadro de resisténcia tem levado a taxa de insucesso na terapéutica contra essa
infeccdo, somando-se 0 aumento da morbidade e mortalidade (PFALLER; DIEKEMA, 2007).
Casos de resisténcia adquirida a drogas antifingicas de uso sisttmico, como a azélitos, em

espécies naturalmente sensiveis, tem sido relatado para pacientes expostos prolongadamente a
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estes medicamentos. Quanto a resisténcia a anfotericina B, os relatos sdo minimos
(COLOMBO; GIMARAES, 2003).

O uso irracional ou excessivo de farmacos sdo fatores que vem favorecendo o
surgimento de leveduras resistentes, especialmente em pacientes imunossuprimidos,
susceptiveis a infecgdes frequentes (VANDEPUTTE et al., 2005; CALLOU et al., 2012). Desse
modo, a resisténcia microbiana dessas espécies constitui, em &mbito mundial, um problema de
salde publica, sendo necessario o desenvolvimento de terapias mais eficazes para o tratamento
das doencas associadas, tendo em vista a alta frequéncia de infeccoes pelas espécies de Candida
somada ao aumento da resisténcia aos antifingicos comercialmente disponiveis. Assim, uma
das alternativas que esta surgindo é o estudo de antifungicos de origem vegetal
(CAVALCANTI et al., 2012; CAMPOS et al., 2016). A utilizacdo de fitoterapicos surge como
uma possibilidade de maior eficacia e tratamento alternativo. Estes se diferem por apresentar
uma diversidade molecular superior aos sintéticos, proporcionando novas descobertas, com
pesquisa nas atividades bioldgicas que podem favorecer na prevencao e tratamento de doencas
(ANDRADE et al., 2012).

2.8 COMPOSTOS DE ORIGEM VEGETAL COMO FONTE POTENCIAL DE NOVOS
AGENTES ANTICANCER

As doencas e agravos ndo transmissiveis (DANT) vém aumentando progressivamente
no Brasil, passando a predominar nas estatisticas de 6bitos, a exemplo das neoplasias malignas
(BRASIL, 2013). Da mesma forma, no panorama global as DANT s&o as principais
responsaveis pelo adoecimento e 6bito da populacdo. Estima-se que, em 2008, 36 milhGes dos
Obitos (63%) ocorreram em consequéncia das DANT, com destaque para as doencas
cardiovasculares correspondendo a 48% das DANT seguidas pelo cancer responsavel por 16%
(INCA, 2018).

Nessa perspectiva, 0 cancer continua se destacando como uma das mais expressivas
doencas crbnicas nao-transmissivel, sendo responsavel somente no periodo de 2012 por 8,2
milhGes de mortes conforme dados da Organizacdo Mundial de Saude. Concomitantemente, é
apontado como a principal causa de mortes por doenca no mundo (WHO, 2013b).

No Brasil, estimativas realizadas pelo INCA (Instituto Nacional do Cancer, Brasil) para
0 biénio 2018-2019, apontam para a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer por ano,
compreendendo a segunda causa de morte da populagdo brasileira, com nimeros
extraordinariamente preocupantes que refletem a morte de 225 mil individuos anualmente,

sendo as neoplasias malignas responsaveis por aproximadamente 15% de todas as mortes no
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pais (SEFFRIN; ADAMS; WILD, 2014, INCA, 2018). O célculo global corrigido para o sub-
registro alertava para a ocorréncia de 640 mil casos novos, de acordo Mathers et al. (2003),
reforcando a magnitude do problema do cancer no pais, 0 que demonstra a necessidade da
criacdo de estratégias terapéuticas para sua minimizacao e prevencao.

Estimativas da Organizacao para a Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE)
sobre a ocorréncia de neoplasias, discorrem que estas representam o maior desafio que os paises
irdo enfrentar nos proximos anos, e que, pesar dos avancos no tratamento do cancer e melhorias
continuas no atendimento e na prevencao, os dados estatisticos levantados mostram que esta
doenca é causa de mais de um quarto de todas as mortes, tendo um custo humano enorme,
mortalidade elevada e diminuigdo da probabilidade de sobrevida, demostrando que a luta contra
0 cancer ainda esta distante de resultados otimistas. As informacdes adquiridas pela OCDE,
avaliam que em poucos anos, havera um enorme impacto social e econdémico, devido aos gastos
diretos com a doencga pelo governo em todos os paises (OCDE, 2013).

Dentro desse contexto, Siqueira e colaboradores (2016) analisaram o impacto evolutivo
das internac@es, das quimioterapias e dos afastamentos temporarios e/ou definitivos ocorridos
no Brasil no periodo de 2008 a 2015 por neoplasia maligna de mama e verificaram que houve
um aumento no impacto econdmico referente as variaveis estudadas de 110%, do valor
aproximado de R$ 302 milhdes no ano de 2008 para R$ 633 milhdes no ano de 2015.

Por definicdo a patogénese do cancer é caracterizada por uma desregulagdo a nivel
celular, a qual é iniciada por exposicdo lesiva do material genético, e consequente,
comprometimento da informacdo genética e padrées anormais de expressdo génica, dado o
acumulo de mutag6es adquiridas em funcdo das injurias sofridas, ocasionando desta forma, uma
disfuncdo metabdlica em cascata conhecida como cancer. Como consequéncias dessa alteracéo,
0s genes que controlam o crescimento, sobrevivéncia e migracao celular terdo os seus efeitos
exacerbados, estimulando as células a proliferacdo descontrolada, ao passo que os efeitos dos
genes supressores dessas fungdes celulares sdo reprimidos levando a perda de regulacdo das
células importante para o controle da divisdo celular. Esses genes sdo chamados de proto-
oncogenes e supressores de tumor, respectivamente (HARRINGTON, 2011; JOHNSON et al.,
2004).

Muitas abordagens para o gerenciamento do cancer sdo muitas vezes ineficazes devido
a reacOes adversas, resisténcia a terapia anticancer disponivel ou especificidade de alvo
inadequada de agentes anticancer Unicos (AUNG et al., 2017). Dada a etiologia complexa e a
fisiopatologia do cancer “um conjunto de mais de cem doencas que tém em comum O

crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e Orgaos, podendo
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espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo” (INCA, 2014), é relativamente dificil
tratar a doengca com um unico alvo terapéutico, e ao mesmo tempo facilita o entendimento de
falha terapéutica, na maioria dos casos, da monoterapia no combate a doenca. Em contraste,
uma abordagem combinatdria com a aplicacdo de dois ou mais agentes anticancerigenos nas
suas respectivas dosagens efetivas pode atingir um efeito sinérgico que aumenta a
citotoxicidade para as células cancerigenas (ZHOU et al., 2016).

Em fase do exposto acima, a adocao da polifarmacologia se impde na terapia de doencas
multifatoriais que para ser melhor tratada, necessita da acdo de mais de um farmaco, em
associacao ou pela utilizacdo de fArmacos multialvos. Esta Gltima estratégia terapéutica consiste
no uso de uma entidade quimica capaz de ser efetiva em mais de uma biomacromolécula alvo,
relacionadas ao mesmo processo fisiopatologico (BOLOGNESI, 2013).

Por esta razdo, o tratamento do cancer utiliza regime de quimioterapia multipla. A
terapia do cancer de mama, por exemplo, o segundo tipo de neoplasia maligna mais incidente
entre as mulheres no mundo, em geral inclui a ciclofosfamida (CP), tanto no tratamento
adjuvante como neo-adjuvante e ainda para tumores avancados e recorrentes, terapia
antiestrogénica, baseada principalmente no uso de tamoxifeno. Apesar das vantagens do regime
de quimioterapia maltipla, a toxicidade (hematopoiética, renal e cardiaca) limita seu uso. Além
disso, tem-se a quimiorresisténcia apresentada por alguns tumores mamarios, o que representa
um desafio clinico (SAEKI et al., 2006; INCA, 2018; PESSOA et al., 2007; PEINTINGER et
al., 2008; YAMASHIRO; TOI, 2008; SABINO, 2010).

Por outro lado, o tratamento do cancer por compostos naturais e seus analogos semi-
sintéticos tanto in vitro como in vivo mostram resultados promissores contra diferentes
neoplasias malignas (FILHO, 2015b). Em fase disso, Newman, Cragg e Snader (2003) ratificam
gue os compostos naturais de varias fontes, incluindo plantas, animais e micro-organismos
oferecem uma 6tima oportunidade para a descoberta de novos candidatos terapéuticos para o
tratamento do cancer.

Os compostos naturais com potentes atividades anticancerigenas estdo amplamente
disponiveis em diferentes tecidos vegetais, entre 0s quais cita-se alcaloides, flavonoides,
saponinas, terpenos, polifenois, acidos graxos e 6leos essenciais como ingredientes bioativos
nessas especies (SUN et al., 2006; LIU; HENKEL, 2002; SILVA et al., 2002).

Os resultados obtidos pelo grupo de Castanho e colaboradores (2007), em estudo de
revisao, sobre o extrato de Ginkgo biloba (Egb 761), demonstraram que esta espécie é um
importante agente antitumoral, que resulta na inibicdo da angiogénese e na inducao de apoptose,

podendo prevenir processos de invasdo e metastatizacdo do tumor. De acordo com 0s estudos
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reunidos pelos pesquisadores, a a¢do antioxidante de G. biloba diminui os niveis de EROs na
desenvolvimento e na agressividade do cancer. Dessa forma, os autores concluem que esta
espeécie vegetal constitui uma nova classe de fitoterapicos com potente atividade antitumoral e
Seu uso tanto na prevencao quanto no tratamento de varios tipos de cancer pode ser considerado
na medicina convencional, sugerindo ainda que a agdo anticancerigena constada deve-se
principalmente aos componentes mais importantes da planta, os terpenoides (ginkgoglideos e
bilobalideos) e os flavonoides (glicosideos ginkgoflavonas).

Em pesquisa conduzida por Yu et al. (2009), a matrina um alcaloide de quinolizindina
encontrado na planta Sophora Flavescens Aiton (LIU et al., 2014), reprimiu a metéstase do
cancer através da regulacdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), proteina
Kinase B (Akt) e do fator nuclear kappa-encarecimento (NF-kB) da cadeia leve de sinalizadores
de células B ativadas em células de cancer de mama MDA-MB-231.

Outra importante classe de metabdlito vegetal com evidente potencial anticancerigeno
registrada na literatura cientifica, sdo os fenolicos. Devido ao amplo espectro de atividades
bioldgicas, ja supracitado e exaustivamente discutido nesta revisdo, estes compostos podem
exercer efeito protetor no organismo contra a oxidacao de proteinas e lipideos minimizando 0s
efeitos deletérios de espécies reativas, e diminuir desta forma os riscos de doencas como o
cancer (GOUVEA, 2004). Adicionalmente, os polifenois estdo envolvidos com outras
atividades que podem estar relacionadas a capacidade de sequestrarem radicais livres. Estas
atividades sdo mediadas por interacdo a receptores e incluem atividade antiproliferativa, de
regulacdo do ciclo celular e inducéo de apoptose, constituindo-se importantes na prevencao e
bloqueio do crescimento de células tumorais (WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS, 2004).
Assim, a atividade anticancerigena destes compostos é atribuida a combinacdo de seus efeitos
protetores sobre as células normais e os seus efeitos citotdxicos sobre linhagens de células
neoplésicas (MOTILVA et al., 2014).

Diante da extensa biodiversidade da flora brasileira ressalta-se a importancia dos
organismos vegetais como fontes produtivas na busca de novas substancias anticancerigenas.
De acordo Cavalcanti et al. (2012) por se tratar de um pais de carater tropical, as plantas em
territorio nacional produzem de trés a quatro vezes mais constituintes quimicos ativos quando
comparadas as plantas de areas onde o clima é temperado. Dessa forma, as espécies vegetais
brasileiras adquirem relevancia na busca de produtos naturais com potencial atividade

bioldgica, capazes de serem empregadas clinicamente para o tratamento de enfermidades como
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0 céncer, tendo em vista a descoberta de novos farmacos eficientes, preferencialmente sem
efeitos colaterais indesejaveis.

Considerando o rico potencial da biodiversidade brasileira como fonte de moléculas
bioativas, conforme ja mencionado anteriormente, inimeras espécie de plantas nativas e
exoticas vém sendo avaliadas quanto ao seu potencial farmacoldgico. Alguns exemplos de
estudos com promissores resultados encontram-se agrupados na Tabela 4 a seguir,
particularmente aqueles com acao contra linhagens celulares de diferentes tipos de cancer, de
acordo com dados reunidos por Campos e colaboradores (2014), evidenciando o potencial

anticancerigeno de espécies vegetais da flora brasileira.

Tabela 4: Alguns exemplos de plantas da flora brasileira com atividade antitumoral contra diferentes linhagens

celulares.

Género/ Espécie

Familia

Extrato/ composto

Citotoxicidade/ célula

Allamanda schotti
Bides pilosa

Calendula officinalis L.

Casearia silvestres

Drimys brasiliensis
Garcinia achachairu

Garcinia gardneriana
Himatanthus articulatus

Hypericum rasiliense
Choisy.

Maytenus ilicifolia
(Schrad.) Planch.
Mikania glomerata
Spreng.
Myracrodruonurun
deuva
Fr.
Palicourea rigida
Paullinia cupana Mart.
Schinus terebinthifolius
Raddib

Apocynaceae
Asteraceae

Asteraceae

Salicaceae
Winteraceae

Clusiaceae

Clusiaceae
Apocynaceae

Hypericaceae

Celastraceae
Asteraceae
Anacardiaceae
Rubiceae

Sapindaceae
Anacardiaceae

Extrato etandlico raiz
Extrato cloroférmico

Extrato metanélico

Extrato hexanico
Casearin X
Oleo essencial
Extrato metandlico,
fragOes, xantonas

Extrato hidroalcodlico
Fracao cloroférmio
Fracdo butanol

Extrato hexanico
Phloroglucinol
(Uliginosin B)

Extrato metandlico
Pristimerina
Extrato metandlico
Extrato aquoso
Extrato etanolico

Vallesiacotamina w
Extrato etandlico
Polifenois

K562
Carcinoma ascitico
Ehrlich
B16; HL-60; MCF-7;
HCT-8; B16-F10;
C57BL/6
MOLT-4; MDA/MB-
435; SF-295; HCT-8
U-138 MG; T-24
U-251; NCI/ADR-RES;
786-0; NCI-H460; HT-
29; PC-3
B16-F10
HT-29; NCL-H460;
MCF-7; OVCAR-3;
RXF-393; NIH-3T3
OVCAR-03;
NCIADR/RES; UACC-
62

B16; HL-60; MCF-7;
HCT-8
B16; HL-60; MCF-7;
HCT-8
MDA/MB-435; HL-60;
HCT-8; SF-295

SK-MEL-37
B16-F10
DU145

Nota: 786-0 (cancer de rim), B16 (melanoma), B16-F10 (melanoma murino); C57BL/6 (melanoma murino),
DU145 (carcinoma de prostata), HCT-8 (adenocarcinoma ileocercal), HL-60 (leucemia promielocitica), HT-29
(cancer de cdlon), K562 (leucemia mieloide crénica), MCF-7 (cancer de mama), MDA-MB-435 (melanoma),
MOLT-4 (leucemia linfoblastica aguda), NCI/ADR-RES (cancer de ovario), NCIADR/ RES (carcinoma ovariano
resistente), NC-H460 (cancer de pulméo), NHI-3T3 (fibroblasto embrionéario de rato), OVCAR-3 (carcinoma de
ovario), PC-3 (cancer de prostata), RXF-393 (carcinoma renal), SF-295 (glioblastoma), SK-MEL-37 (melanoma),
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T-24 (tumor de bexiga), U-138 MG (glioblastoma), U-251 (Glioma), UACC-62 (melanoma). Fonte: Adaptado de
Campos e colaboradores (2014).

Por fim, Cragg e Newman (2016) corroboram quanto ao promissor potencial
farmacoldgico de compostos naturais, afirmando que somente na area de cancer, por exemplo,
cerca de 60% dos medicamentos disponiveis foram, de alguma forma, obtidos usando produtos

naturais, puros ou similares.

2.8.1 Cancer de mama

O cancer de mama faz referéncia a um tipo de tumor maligno que se desenvolve a partir
de células da mama (BREASTCANCER.ORG, 2016). Kourou et al. (2015) definem que o
carcinoma invasivo de mama consiste em um grupo de tumores epiteliais malignos
caracterizados por invadir o tecido adjacente e ter elevada tendéncia & metastase a distancia,
sendo caracterizado como uma doenca heterogénea que apresenta diferentes subtipos. A
estratificacdo do cancer de mama em quatro subtipos moleculares, que séo eles (1) luminal A,
(2) luminal B, (3) HER-2 amplificado e (4) cancer de mama basal, por sua vez, é determinada
pelo perfil de expresséo génica (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

No que diz respeito aos subtipos moleculares de tumor da mama, o subtipo luminal A
relaciona-se aos tumores positivos para receptor de estrogénio (RE) e/ou receptor de
progesterona (RP), e negativos para amplificacéo e/ou superexpresséo de HER-2. Enquanto que
0s tumores do subtipo luminal B expressam os dois tipos de receptores, 0 RE e RP, e exibem
superexpressdo de HER-2 (CHIANG et al., 2007).

O subtipo HER-2 amplificado apresenta negatividade para os receptores hormonais RE
e RP, porém possui elevada expressdo da oncoproteina HER-2, que € um produto do proto-
oncogene HER-2/Neu, a qual ird atuar como receptora de fatores de crescimento, estimulando
o crescimento e divisao das células cancerigenas de forma descontrolada. Por ultimo, o subtipo
basal possui negatividade tanto para os receptores hormonais, quanto para a superexpressao de
HER-2, sendo denominados de tumores triplo-negativos, em razéo da sua nao responsividade
hormonal (CIRQUEIRA et al, 2011; BURSTEIN et al, 2004; SOTIRIOU; PUSZTAI, 2009).
De acordo com relatos de estudos reunidos por Eisenberg e Koifaman (2001), existe uma
associacao positiva entre a presenca de receptores hormonais, RE e/ou RP, para um prognostico
mais favoravel, maior sobrevida livre da doenca, e também a uma maior probabilidade de
resposta a terapia hormonal, para pacientes acometidos com cancer de mama, ao passo que
pacientes com negatividade para ambos os receptores (RE e RP) mostraram-se com pior

prognostico do que aqueles pacientes com negatividade para apenas um dos receptores.
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Geralmente, o cancer de mama inicia nas células dos I6bulos, que séo as glandulas
produtoras de leite, ou a partir de células localizadas nos ductos, que sdo as passagens que
drenam o leite dos l6bulos para 0 mamilo. Menos comumente, o cancer de mama pode iniciar
a partir dos tecidos estromais, que incluem os tecidos conjuntivos gordurosos e fibrosos da
mama, conforme ilustrado abaixo na Figura 9 (BREASTCANCER.ORG, 2016).
Progressivamente, as células cancerigenas podem invadir o tecido mamario saudavel nas
proximidades e entrar nos ganglios linfaticos das axilas, pequenos o6rgdos que filtram
substancias estranhas no corpo. Se as células cancerosas entrarem nos ganglios linfaticos, elas
terdo um caminho para outras partes do corpo, dando inicio ao processo de metéstase
(BREASTCANCER.ORG, 2016).

Figura 9 - Perfil simplificado da anatomia da glandula mamaria. A: dutos; B: 16bulos; C: dutos
dilatados para armazenar leite; D: mamilo; E: tecido adiposo; F: musculo peitoral maior; G:
caixa toréacica. Detalhe do duto mamario no aumento. A: células ductais normais; B: membrana

basal; C: lamen. Fonte: breastcancer.org, 2016.

Ainda sobre os tipos de neoplasias da mama, estas podem ser classificadas baseadas na

sua penetragcdo ou ndo na membrana basal limitante, em carcinoma in situ, para aqueles que
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permanecem restritos a esse limite, ou carcinoma invasivo, designagao para 0s carcinomas que
se espalham para além dos limites estabelecidos pela membrana basal. Assim, conforme esta
classificacdo, as principais formas de carcinoma da mama sdo 0s ndo invasivos (carcinoma
ductal in situ, CDIS, e carcinoma lobular in situ, CLIS) e os invasivos (carcinoma ductal
invasivo, CDI, carcinoma lobular invasivo, CLI, carcinoma medular, carcinoma coloide,
carcinoma tubular, etc) (SIMPSON et al., 2003; BURSTEIN et al., 2004).

Dentre os carcinomas nédo-invasivo, o ductal in situ € o tipo mais comum de cancer de
mama. Para esclarecimento, o termo “ductal” significa que o cancer comeca dentro dos dutos
que transportam leite, “carcinoma” faz referéncia a qualquer tipo de cancer que tem sua origem
a partir de um tecido epitelial, “in situ”” designa o tipo de cancer na qual as células mantiveram-
se dentro de seu local de origem. Desta forma, o CDIS (I) (Figura 10) ¢ denominado “nao-
invasivo™ porque ndo vai, eventualmente, evoluir espalhando-se para fora do limite circundante
da membrana, invadindo os tecidos adjacentes (EHEMAN et al., 2009; BURSTEIN et al.,
2004). Este tipo de carcinoma ndo é fatal para o individuo, no entanto, pode aumentar o risco
de desenvolver um cancer de mama invasivo (BREASTCANCER.ORG, 2016).

O carcinoma ductal invasivo (CDI) (I1) (Figura 10), é o tipo de lesdo mais comum de
cancer de mama (BATEMAN, 2007). Cerca de dois tergos das mulheres, predominantemente
com idade de 55 anos ou mais séo diagnosticadas com um cancer de mama invasivo, segundo
a Sociedade Americana de Céancer. Vale salientar, no entanto, que o carcinoma ductal invasivo
pode acometer mulheres em qualquer idade (BREASTCANCER.ORG, 2016). Devido a
invasdo aos tecidos adjacentes, aos linfonodos, e também devido ao processo de metastase,
vinculados a este carcinoma, o CDI estd associado a uma elevada taxa de mortalidade,
apresentando um prognostico relativamente ruim, com uma expectativa de 10 anos em 35-50%
dos casos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; EHEMAN et al., 2009). O quadro evolutivo deste
carcinoma esta mais comumente associado ao CDIS e, raramente, ao CLIS, segundo mostram
estudos de evolucdo tumoral (EHEMAN et al., 2009).
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Figura 10 - Tecido mamario com carcinoma ductal in situ (I) e carcinoma ductal invasivo (1)
em uma seccdo aumentada do duto. No aumento em I: A - célula ductal normal; B - células
ductais transformadas; C — membrana basal; D - [limen. No aumento em 1I: A - célula ductais
normais; B - células ductais transformadas atravessando a membrana basal; C - membrana
basal. Fonte: breastcancer.org, 2016.

O carcinoma lobular in situ (CLIS) (111) Figura 11, inclui uma situacdo de crescimento
celular anormal limitante a regido lobular, que no futuro, aumenta o risco de uma pessoa vir a
evoluir para um cancer de mama invasivo. Assim, lobular significa que o crescimento das
células anormais inicia nos I6bulos da mama, onde o leite materno é produzido. Nesse contexto,
aproximadamente 33% das mulheres com CLIS acabardo por desenvolver carcinoma invasivo
gue podem surgir em qualquer mama (BREASTCANCER.ORG, 2018; SIMPSON et al., 2003).
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Figura 11. Tecido mamario com carcinoma lobular in situ (I11) e carcinoma lobular invasivo
(IV) em uma sec¢do aumentada do lI6bulo. No aumento em IlI: A - célula lobular normal; B -
células lobulares transformadas; C - membrana basal. No aumento em 1V: A - célula ductais
normais; B — células lobulares transformadas atravessando a membrana basal; C - membrana

basal. Fonte: breastcancer.org, 2016.

Finalmente, o carcinoma lobular invasivo (CLI) (V) Figurall, refere-se ao cancer que
ultrapassa os limites da parede que circunda o I6bulo e comeca a se infiltrar para tecidos
proximos da mama, podendo atingir os nddulos linfaticos e, possivelmente, demais areas do
corpo. Similarmente ao CDI, o carcinoma lobular invasivo é mais comum em mulheres com
mais idade e tende a ocorrer mais tarde na vida do que o carcinoma ductal invasivo, no inicio
dos 60 anos em oposigdo do meio para o final dos 50 anos. Dados de algumas pesquisas tém
sugerido que o uso de terapia de reposi¢ao hormonal durante e apds a menopausa, constitui um
fator de risco para a ocorréncia do CLI (BREASTCANCER.ORG, 2018).

A Sociedade Americana de Cancer, ressalta que a causa do tumor maligno mamario esta
sempre associada a uma anomalia genética (um "erro™ no material genético). Contudo, apenas

5-10% séo devido a uma anormalidade herdada da mée ou do pai. Em vez disso, 85-90% desses
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canceres sao devido a anormalidades genéticas que ocorrem como resultado do processo de
envelhecimento e do “desgaste” da vida em geral (BREASTCANCER.ORG, 2016).

No que se refere ao perfil de incidéncia para cada tipo de cancer, as estatisticas
levantadas pelo INCA indicam que excetuando-se os tumores de pele ndo melanoma, o cancer
de mama é o primeiro mais frequente nas mulheres nas regides brasileiras: Sul (73,07/100 mil),
Sudeste (69,50/100mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 mil). Na Regiéo
Norte, € 0 segundo tumor mais incidente (19,21/100 mil). Dessa forma, para cada ano do biénio
2018-2019, estimam-se 59.700 casos novos de cancer de mama, para o Brasil (INCA, 2018).
Nos Estados Unidos, a tendéncia é ainda mais preocupante. Anualmente, a Sociedade
Americana de Cancer estima a incidéncia, mortalidade, e sobrevivéncia para cada tipo de cancer
nos Estados Unidos. Para o0 ano 2018, estima-se que 266.120 novos casos de cancer de mama
invasivo sejam diagnosticados em mulheres no pais, juntamente com 63.960 novos casos de
cancer de mama ndo invasivo (in situ). Quanto a taxa de mortalidade no pais, estima-se que
cerca de 40.920 mulheres nos EUA devem morrer em 2018 por cancer de mama. Para as
mulheres nos EUA, as taxas de mortalidade por cancer de mama sdo mais altas do que as de
qualquer outro cancer, além do cancer de pulmao (BREASTCANCER.ORG, 2018).

Em termos globais, o cancer de mama constitui-se no segundo mais frequente e comum
tumor maligno entre as mulheres (INCA, 2008; INCA, 2018). E a primeira causa de morte por
cancer entre o publico feminino, tendo uma taxa de mortalidade maior do que qualquer outro
cancer (STEWART; WILD, 2014). Assim, segundo Buitrago; Uemura e Sena (2011) é
provavelmente o tipo de cancer mais temido pelas mulheres, devido a sua alta frequéncia e,
mortalidade. No mesmo contexto, ainda segundo o panorama global, a mortalidade representa
quase 80% dos Gbitos de cancer (FERLAY et al., 2013). Segundo Almeida (2015), a falta de
eficacia dos tratamentos disponiveis atualmente explica as altas taxas de mortalidade da doenca,
o que vem refletindo sobre a necessidade de intervencdes terapéuticas mais eficazes. Neste
aspecto, cabe ainda ressaltar, a toxicidade das drogas sintéticas disponiveis no mercado,
fortalecendo a necessidade de novas estratégias de tratamento de maior eficacia e com menos

toxicidade.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a composic¢do quimica, atividades antiflngica, antioxidante e citotoxica das
cascas de barbatiméo (Stryphnodendron adstringens Mart. Coville).

3.2 ESPECIFICOS

e Determinar o contetudo total de fendlicos do extrato etandlico, da casca de
barbatimao.

e Determinar a atividade antioxidante in vitro do extrato etandlico de S.
adstringens.

e Analisar a atividade antifungica do extrato etandlico comparando a eficiéncia de
duas técnicas de difusdo em agar, difusdo em discos e em pogos.

e Auvaliar a atividade citotoxica do extrato etandlico, acetonico e fracGes de S.
adstringens sobre linhagens de células neoplasicas de mama.

e Realizar a andlise dos principais constituintes quimicos do extrato acetonico e
suas fracGes por CCD.

e Identificar os principais constituintes quimicos do extrato etandlico por LC-ESI-
MS e UHPLC-PDA-TOF-MS.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 EQUIPAMENTOS, REAGENTES, PADROES

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi realizada utilizando-se placas
cromatogréficas de silica gel 60 - F254 (Merck, Darmstadt, Alemanha). Como reveladores
foram utilizados, os reagentes NEU (Difenilborato de amino — 2 etil), PEG (polietilenoglicol),
Vanilina cloridrica, Lieberman-Burchard, KOH (Hidréxido de Potassio), Timol e H2SO4
(Acido Sulfarico 10%) e o seguinte sistema de elui¢do: Acetato de etila/acido formico/agua
(90:5:5), Tolueno/acetato (70:30), Eter etilico/acetato de etila/acido acético 10% (saturagéo)
(50:50:50), Acetato de etila/acido acético/acido férmico/agua (100:11:11:26), Acetato de
etila/acido acético/acido formico/agua (50:20:10:10). Como solvente foi utilizado o metanol
(MeOH) (J.T.Baker, Phillipsburger, EUA) e banho ultrassonico 3,5 L (Unic 1600A, Unique,
S&o Paulo, Brasil) para completa solubilizagdo das amostras vegetais, e deteccao por irradiacao
ultravioleta 254 e 366 nm (LUBO1, Boitton, Porto Alegre, Brasil).

As anélises em LC-ESI-MS foram realizadas na Universidade Federal Rural de
Pernambuco, no Laboratério de Bioprospecgdo Fitoquimica (BIOFITO), em cromatdgrafo
liquido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class Class (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA), acoplado a um espectrdmetro de massa Quadupolo—Tof (Xevo G2-XS QTof, Waters)
com ionizacéo por eletrospray (ESI), operando no modo negativo.

A leitura de absorbancia para determinacdo das atividades antirradicalares, teor de
fendlicos totais, foi realizada no aparelho (Asys HiTech UVM 340, Biochrom, EUA), utilizando
placa de 96 pocos. Foram utilizados os seguintes reagentes: Folin-Ciocalteu, DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico
97%), ABTS [2,2’ azinobis- (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) sal de diaménio 98%)],
acido galico, acido ascorbico (Sigma-Aldrich, Sternheim, Alemanha), carbonato de sédio,
persulfato de potassio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e etanol (EtOH) (Cinética, Sdo Paulo,
Brasil), como agente solubilador das amostras vegetais.

Para a extracdo liquido-liquido foi utilizado o solvente acetato de etila (AcOEt)
(Dinamica, S&o Paulo, Brasil) e 4gua deionizada por osmose reversa.

Nos ensaios de citotoxicidade foi utilizado meio liquido RPMI 1640 suplementado com
5% e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Difco®). Para os ensaios de atividade antifingica e
citotoxicidade, foi usado o DMSO (dimetilsulféxido) (Sigma-Aldrich, Sternheim, Alemanha)
como reagente solubilizador das amostras. Os meios de cultura utilizados nos ensaios da

atividade antifingica foram: meio sélido agar Sabouraud 2% e meio liquido caldo Sabouraud
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Dextrose. Todos 0s outros reagentes e produtos quimicos néo citados foram de grau analitico e

foram utilizados sem qualquer purificagao adicional.

4.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E DETERMINACAO DA ORIGEM BOTANICA

Foram coletadas duas amostras das cascas de barbatiméo (Stryphnodendron adstringens
Mart. Coville) em &rea rural, situada no municipio de Caruaru, Pernambuco, Brasil, nos meses
de junho e dezembro de 2017, periodo que corresponde a estacdo com altos indices
pluviométricos e elevadas temperaturas na regiao, respectivamente. Foi determinado periodo
especifico para a coleta, ja que fatores ambientais exercem grande influéncia sobre a produgéo
e 0 acumulo de metabdlitos vegetais, como tem sido demonstrado para a espécie em estudo, 0
barbatiméo, que fatores sazonais podem afetar os teores do seu principal metabolito secundario
na casca, 0s taninos. Nesse sentido, Santos e colaboradores (2006) determinaram que a maior
producdo de taninos acontece na estacdo quente e chuvosa, quando preferencialmente, deve
ocorrer a coleta de partes deste vegetal para uso medicinal. Posteriormente a coleta, o material
da planta foi identificado, um espécime de comprovante foi depositado no Instituto Agronémico
de Pernambuco - (IPA) de Pernambuco, e esta amostra foi utilizada como material de

referéncia.

4.3 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO

Para a obtencdo do extrato bruto etandlico (EBE), a espécie vegetal passou por uma
trituracdo, na qual sofreu, mecanicamente, fragmentos de pequenas dimensdes, preparando-o,
assim, para a extracao de metabdlitos de interesse. Posteriormente, 200,0 g da amostra vegetal
pulverizada, foi submetida a extracdo em 100,0 mL de etanol (EtOH) P.A., deixando-se a
mistura sob extracdo por 72h. Em seguida, o material foi filtrado e concentrado em
rotaevaporador sob pressao reduzida a 40°C para remocao do solvente organico, obtendo-se um
material viscoso (MATOS, 1997). Para melhor evaporacdo do solvente, esse material foi
colocado em recipientes de vidro tarados e levados ao B.O.D (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) a 37°C. O rendimento do extrato foi calculado pela expressdo: Rendimento (%) =

(massa do extrato/massa do material vegetal) x 100.

4.3.1 Quantificacdo do conteudo fendlico total

A quantificagdo de compostos fendlicos totais no extrato etandlico das cascas de S.

adstringens foi realizada pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, de acordo com
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metodologia descrita por Slinkard e Singleton (1977) seguindo alteracOes, pela utilizagdo do
acido gélico como composto fendlico padrdo. Para o ensaio, aliquotas de 100 uL de extrato na
concentracdo correspondente de 100 pug/mL, previamente preparadas em etanol a 5 mg/mL,
foram transferidas para eppendorf de 5 mL, contendo 820 uL de agua destilada ¢ 20 pL do
reagente de Folin-Ciocalteu homogeneizando com agitacdo durante 1 minuto. Na sequéncia
foram adicionados 60 uL de carbonato de sodio a 15 % e a mistura foi novamente agitada,
permanecendo em repouso pelo periodo de 2 horas, ao abrigo de luz. Apos o tempo estabelecido
para a reacdo, uma aliquota de 300 puL da mistura foi transferida para placa de 96 pocos e
determinou-se a sua absorbancia a 760 nm contra um branco (agua destilada) em
espectrofotdmetro. O teor de compostos fendlicos totais do extrato foi quantificado a partir de
uma equacao da curva de calibracdo externa (do padrdo acido galico) e os resultados foram
expressos como miligrama equivalente ao acido galico por grama de extrato (mg EAG/g) de
peso seco da amostra, considerando o desvio padrdo (D.P.). Todo o procedimento para

determinacéo do teste foi realizado em triplicata.

4.3.2 Teste antioxidante pela inibi¢ao do radical livre DPPH*

A atividade antiradical utilizando o 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) foi procedida
conforme metodologia adaptada da desenvolvida por Silva et al. (2006). As amostras foram
preparadas a 1 mg/mL em etanol, e através de triagem preliminar, quantidades suficientes destas
foram transferidas para eppendorfs de 500 pL, de modo a atingirem uma concentragdo final que
variasse entre 1,0 a 15 pg/mL. Logo apos, foram transferidos para o eppendorf 450,0 puL da
solugdo de DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (23,6 pg/mL em EtOH), juntamente com o
volume correspondente de EtOH para completar 500,0 uL.. A mistura foi incubada sob agitagédo
durante 30 minutos na auséncia de luz em temperatura ambiente, onde na sequéncia foi retirado
da mesma 300 pL e transferido para placas de 96 pocos, para determinagdo das absorbancias
em espectrofotdmetro de Elisa UV-Vis, no comprimento de onda de 517 nm. Foram realizadas
trés repeticOes deste teste.

Lidas as absorbancias calculou-se a percentagem de atividade sequestradora (% AS) das

amostras e do padrdo conforme a férmula abaixo:

% AS = 100x (Acontrole - Aamostra)/ Acontrole

Onde: Acontrole € @ absorbéncia do controle (contém somente etanol e solugéo do radical
DPPH), e Aamostra € @ absorbancia do radical na presenca do extrato ou do padrdo acido

ascorbico (solucdo sem DPPH).



62

A atividade antioxidante do extrato etanolico de S. adstringens foi estabelecida
utilizando a andlise de regressao linear no intervalo de confianca de 95% (p<0,05) obtido pelo
programa estatistico GraphPad Prism 7.0 (DEMO) e o resultado foi expresso em concentracao
necessaria para inibir 50% da atividade sequestradora maxima do radical livre DPPH mais ou

menos o desvio padrdo (CE50 + D.P.), tendo como controle positivo o acido ascorbico.

4.3.3 Avaliacdo da atividade sequestradora do cation radical ABTS™*

O método ABTS empregado foi o0 método descrito por Re et al.(1999), seguindo as
alteragGes adotadas por Kuskoski et al. (2004). O radical ABTS™" é formado pela reagdo de uma
solugdo aquosa de 7 mM de ABTS (2,5 mL) com persulfato de potassio a 140 mM (44 uL),
deixada em repouso, ao abrigo da luz em temperatura ambiente, durante um periodo de 12-16
horas. Uma vez formado o radical ABTS™, o mesmo foi diluido em etanol (1:100 v/v,
aproximadamente) até obter-se uma medida de absorbancia de 0,70 (+ 0,05) a um comprimento
de onda de 734 nm. Para o prosseguimento do ensaio, foi preparado uma amostra do extrato
etandlico a 1,0 mg/mL em etanol e em eppendorfs de 500 pL foram adicionadas quantidades
apropriadas da solugdo da amostra ou do padrdo, adicionando logo em seguida 450,0 uL da
solucdo do radical ABTS™ e o volume completado para 500,0 uL com EtOH, de modo a se
obterem concentracdes finais que variassem de 1,0 a 15 pg/mL, anteriomente definadas através
de triagem preliminar. Apés a agitacdo da mistura em aparelho ultrassdnico durante 6 minutos,
na auséncia de luz em temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 734 nm em
espectrofotdbmetro Elisa UV-Vis. Foram realizadas trés repeticdes deste teste. Prepararam-se
curvas com solucgdes-padrao de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromo-2-acido carboxilico)
(antioxidante sintético similar a vitamina E solGvel em agua).

Lidas as absorbancias calculou-se a percentagem de atividade sequestradora (% AS) das

amostras e do padrdo conforme a equacao abaixo:

% AS = 100x (Acontrole - Aamostra)/ Acontrole

Onde: Acontrole € @ absorbancia do controle (contém somente etanol e solucdo do radical
ABTS™), e Aamostra € a absorbancia do radical na presenca do extrato ou do padrdo trolox
(solugcéo sem ABTYS).

A eficiéncia antirradicalar do extrato etandlico de S. adstringens foi estabelecida
utilizando a anélise de regresséo linear no intervalo de confianga de 95% (p<0,05) obtido pelo
programa estatistico GraphPad Prism 7.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da
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concentracdo da amostra necessaria para inibir 50% da atividade sequestradora maxima dos
radicais livres ABTS"" mais ou menos o desvio padrdo (CE50 + D.P.).

A eficiéncia antioxidantes das amostras de S. adstrigens ensaiadas frente ao radical livre
ABTS™ e DPPH' em solucdo, baseou-se na classificacdo adotada por Reynertson e
colaboradores (2005), os quais afirmam que valor de CEsp inferior a 50 ug/mL ¢é considerado
muito ativo, de 50 — 100 ug/mL moderamente ativo, 100 — 200 ug/mL é pouco ativo e valor

superior a 200 pg/mL ¢ considerado inativo.

4.3.4 Anédlises por UHPLC-PDA-ESI (-)-QTOF-MS/MS

O EBE foi analisado por cromatografia liquida com espectro de massas (LC-MS). A
amostra foi preparada a uma concentragao de 100 ug/mL, utilizando como solvente o EtOH. A
andlise foi coordenada pela Profa. Dra Tania Maria Sarmento da Silva, responsavel pelo
Laboratorio de Bioprospeccdo Fitoquimica (BIOFITO), da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife.

Os experimentos analiticos de LC-MS foram realizados utilizando um cromatografo
liquido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA), acoplado a um espectrometro de massas Quadupolo—Tof (Xevo G2-XS QTof, Waters,
EUA) com ionizacdo por eletrospray (ESI). Para tanto, foi utilizada coluna ACQUITY
UPLCTM BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7um, Waters, EUA) a 40°C. A fase mdvel consistiu em
agua com 0,1% de é&cido férmico (solvente A) e acetonitrila com 0,1 % de acido férmico
(solvente B), sendo as condic¢des do gradiente de elui¢do: 0.0 a 8.0 min 10% - 50% de B; 8.0 a
9,0 mim — 50% -95% de B e em 9.1 mim 10% de B. Os cromatogramas obtidos com o detector
UV foram registrados em 320 nm.

As condicges utilizadas no espectrometro de massas Quadupolo—Tof foram: modo
negativo de lonizacéo (ESI-) no modo sensibilidade; detec¢do implementada no modo centroide
MSE em uma faixa de massa de 50-1200 Da; voltagem capilar ajustada em -0,8 kV para ESI;
gas de dessolvatacdo (N2) entregue em 1000 L/h e 600 °C; taxa de fluxo de gas do cone fixada
em 50 L/h e a fonte de temperatura ajustada para 140 °C; voltagem do capilar definida como
3V, a do cone 40V e a energia de colisdo foi utilizada uma rampa em relacéo a alta energia de
10 a 30 eV. O sistema UPLC ESI(-)-MS foi operado com o software MassLynx 4.1 (Waters
Corp., Milford, MA).
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4.3.5 Cultura fungica

A linhagem 5840 do fungo Candida krusei empregada nos ensaios, trata-se de um
isolado clinico oriundo de amostra sanguinea, proveniente da Micoteca da Universidade
Federal de Pernambuco, onde havia sido depositada por um laboratorio particular. O ensaio
microbiologico foi conduzido sob a supervisdo da Profa. Dra. Elisdngela Ramos Castanha, nos
laboratérios de Bioquimica e Biotecnologia, da Universidade de Pernambuco, Campus
Garanhuns. A cultura do microrganismo foi mantida em freezer em solugéo de glicerol e caldo
Sabouraud Dextrose, obedecendo a seguinte proporcao para preservacdo da mesma: 850uL de
indculo para 150 pL do glicerol. As amostras foram recuperadas em caldo Sabouraud Dextrose,
e incubadas sem agitacdo durante 48 horas a 28°C. Procedeu-se a triagem da atividade
antimicrobiana dos extratos etandlicos de acordo com a recomendacéo do protocolo da National
Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS (NCCLS, 2002).

4.3.5.1 Atividade antifungica

A selecdo da planta, S. adstringens, para investigacdo de atividade anticandida, teve
como base o potencial uso medicinal desta espécie para o tratamento de afeccfes vaginais na
forma de banho de assento por populares, além do seu excelente efeito cicatrizante, respaldado
por estudo etnobotanico realizado com moradores de comunidades quilombolas no municipio
de Garanhuns — PE, no ano de 2014, pelo grupo de Correia e colaboradores (2017).

As leveduras a serem testadas foram suspensas em solucdo salina 0,85 %, e as
suspensdes padronizados pela turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland em
solucdo fisioldgica, correspondente a uma concentracdo de aproximadamente 1 X 106 a 5 X
106 células por mL de leveduras e 1 mL foram repicados com o auxilio de uma al¢a de Drigalski
na superficie do meio &gar Saboraud 2%, contidos em placa de Petri contendo 20 mL de meio
de cultura (NCCLS, 2002). A seguir, foram preparadas solucdes estoque dos extratos etandlicos
nas concentracBes de 25mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL, solubilizados em dimetilsufoxido
(DMSO) 2,5% e agua purificada estéril (1: 1, v / v), com base na metodologia de Alfaia e
Aumeida (2016). Como padrdo antimicrobiano foi empregado Miconazol 20mg/g e Nistatina
22,1 mg/mL, que sdo antifungicos utilizados amplamente. Como controle do diluente foi
utilizado uma solugédo de DMSO 2,5%.

A atividade antifungica foi verificada in vitro pelo método de difusdo em agar por disco
e poco. O método de difusdo em agar em disco empregado nos ensaios foi preconizado por
Rabanal et al. (2002) e Karaman et al. (2003), onde discos estéreis de papel filtro 6 mm de
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didmetro foram aplicados com pinca estéril sobre placa de Petri contendo &gar Sabouraud 2%,
previamente inoculada com o micro-organismo a ser testado e, em seguida, receberam uma
aliquota de 10 pL do extrato a ser avaliado.

O teste de difusdo em agar por poco foi realizado segundo assinalam Moody; Adebiyi e
Adeniyi (2004), diferenciamdo-se do disco pela realizagdo de orificios de 6 mm de didmetro no
meio de cultura agar sabouraud 2% em placas de Petri, com auxilio de molde para perfuracdo
dos pocos. Na sequéncia os pocos foram preenchidos com 50 pL do extrato na concentracdo a
ser testada. Os controles positivo (Miconazol e Nistatina) e negativo (diluente DMSOQO) foram
testados em triplicatas, ambos no mesmo volume pipetado dos extratos para as metodologias
de difusdo em &gar por disco e pogo.

Apds o processo acima descrito, as placas foram incubadas a 28°C durante dois dias. A
avaliacdo consistiu em medir o diametro das col6nias (média de duas medidas diametralmente
opostas) verificada apds 24 horas de incubacédo, perdurando os dois dias, ou seja, até 0 momento
em que as col6nias fungicas do tratamento testemunha atingiram toda a superficie da placa.

Os valores obtidos dos halos de inibicdo (HI) nos testes microbioldgicos foram
calculados com média aritmética e analisados entre si. A atividade antifungica do extrato
etandlico foi classificada em sem atividade antifangica (HI = 0 mm), com pouca atividade
antifungica (0 mm < HI <7 mm), com moderada atividade antifangica (7 mm <HI <13mm) e
com elevada atividade antifingica (HI > 13 mm), contra a cepa fangica desafiado, conforme
preconizam Oliveira et al. (2011), com pequenas alteracdes. Os dados foram submetidos a
Anadlise de Variancia (ANOVA) e as médias dos halos de inibicdo foram comparadas pelo Teste

Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 7.0 (DEMO).

4.4 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO ACETONICO

O material vegetal (cascas) foi seco a temperatura ambiente e moido em um moinho
Wiley (Modelo TE-680, Tecnal ®), até um p6 muito fino e homogéneo. O material vegetal seco
e moido (60 g, 10% m/v) foi extraido com acetona: Agua (7: 3, v/ v) por extragio turbo (quatro
ciclos extrativos de 30 s, intercalados com 5 minutoas de pausa). A solucdo extrativa foi
concentrada sob pressdo reduzida (RV10 Basic, IKA ®), e o residuo foi congelado (-80 ° C, 4
dias) e depois liofilizado (Modelo L101, Liotop ®), obtendo-se o extrato bruto acetonico (EBA)
(MELLO; PETEREIT; NAHRSTEDT, 1999).
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4.4.1 Fracionamento do extrato abruto cetdnico por extracdo liquido-liquido

A particdo do extrato bruto acetdnico com solventes de polaridades distintas (Esquema
1), foi feita a partir de cerca de 5 g do EBA, que foram reconstituidos em agua (50 mL) e
divididos com 50 mL de acetato de etila. A fracdo aquosa residual (FAQ) foi particionada 6
vezes com 50 mL de acetato de etila. As fracdes foram concentradas, congeladas e liofilizadas,
resultando em fragOes: fracdo acetato de etila (FAE) e FAQ (MELLO; PETEREIT;
NAHRSTEDT, 1999). O rendimento do EBA e fragfes foi calculado pelas expressoes:
Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100 e Rendimento (%) =

(massa da fracdo resultante/massa do extrato) x 100, respectivamente.

Extrato Bruto Acetbnico

Particéo liquido-liquido
(5,00)

H20:AcOEt (1:9) —

Fracdo aquosa Fragdo AcOEt
(1,99) (1.69)

Esquema 1: Esquema de extracdo liquido-liquido

4.4.2 Andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A triagem fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi realizada no
laboratério do Nucleo de Desenvolvimento Analitico e Tecnoldgico de Fitoterapicos
(NUDATEF) na Universidade Federal de Pernambuco, conforme metodologia proposta por
Braquehais et al. (2016). Inicialmente, os extratos e fragcdes foram solubilizados em 2 mL de
metanol (MeOH) e levados ao aparelho ultrassonico por 5 minutos para completa solubilizacao.
Logo ap6s as amostras foram analisadas em CCD usando Acido gélico, Catequina, Quercetina
e Rutina, Acido Cafeico e Acido Clorogénico, B-Sitosterol, Cumarina, Escina, e D-frutose
preparados na concentracao de 1 mg/mL, como padrdo positivo de comparagdo. As amostras e
os padrdes foram aplicados manualmente em placas cromatograficas de silica gel 60 - F254

com dimensdes de largura e comprimento de 5 cm, a 5 mm da origem e com término de 5 mm
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do final da placa cromatdgrafica para as amostras, enquanto que os padrdes foram aplicados
com largura de 5 mm e com uma distancia entre eles e das bordas das placas de 5 mm. Em
sequida, as placas foram eluidas em cubas, previamente saturadas durante 15 minutos,
aproximadamente, a temperatura ambiente, com o0s seguintes sistemas (fase mével): Acetato de
etila/acido formico/agua (90:5:5), Tolueno/acetato (70:30), Eter etilico/acetato de etila/acido
acético 10% (saturacdo) (50:50:50), Acetato de etila/acido acético/dcido foérmico/agua
(100:11:11:26), Acetato de etila/acido acético/acido formico/agua (50:20:10:10), e, apos
secagem a temperatura ambiente, foram nebulizadas, ou seja, reveladas com os reagentes NEU
(Difenilborato de amino — 2 etil), PEG (polietilenoglicol), Vanilina cloridrica, Lieberman-
Burchard, KOH (Hidréxido de Potéssio), Timol e H2SO4 (Acido Sulfirico 10%), especificos
para cada metabdlito, conforme constam dados do ensaio sumarizados na Tabela 5. As placas
foram observadas até o aparecimento de manchas caracteristicas, sob fundo de coloracdo
especifica para cada tipo de revelador, indicativo de possivel metabdlito. Posteriormente, a
deteccdo foi feita por irradiacdo ultravioleta 254 e 366 nm. Na sequéncia as placas
cromatogréficas foram digitalizadas e as bandas obtidas foram comparadas as bandas dos
padrdes correspondentes. As classes de compostos presentes no extrato acetdnico e suas

fracdes, foram classificadas em presente (+) e ausente (-).

Tabela 5: Sistemas, reveladores e padrfes utilizados na andlise qualitativa do screening fitoquimico preliminar
das cascas de Stryphnodendron adstringens.

Classe de Metabolito Sistema Revelador Padréo
Polifenois (Taninos Hidrolisaveis) 90:5:5 NEU + PEG Acido galico
Taninos condensados 90:5:5 Vanilina cloridrica Catequina
Flavonoides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina
. A Acido Cafeico e
Derivados Cinamicos 90:5:5 NEU + PEG Acido Clorogénico
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman-Burchard + A B-Sitosterol
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26 | Lieberman-Burchard+ A Escina
Acucares redutores 50:20:10:10 | Timol + H2SO4 10% + A D-frutose

Nota: “A” representa aquecimento. Fonte: Producdo do autor (2018).
4.5 ENSAIO CITOTOXICO DOS EXTRATOS E FRA(;C)ES
4.5.1 Linhagens e cultivo celular

As linhagens de adenocarcinoma mamario humano, MCF-7 e MDA-MB-435,
provenientes do Laboratorio de Culturas de Células e Ensaio farmacologicos, do Departamento
de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, foram cultivadas (2 x 10°

células/mL) em frascos (25 cm?/60 mL) para cultura de tecidos contendo o meio para o cultivo
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celular, Minimum Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s (DMEN, Sigma),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de solucéo de antibidtico (penicilina
1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37° C

em atmosfera umidificada com 5% de COa,.

4.5.2 Ensaio de viabilidade - MTT

A viabilidade celular e a atividade citotoxica dos extratos e fragdes de cascas de S.
adstringens em linhagens de células tumorais de mama foram realizadas pelo teste
colorimétrico MTT [3-(4,5-dimethilthiazol-2-2,5-dipheniltetrazolium bromide)], ap6s 72 horas
de incubag&o. Este é um ensaio quantitativo in vitro desenvolvido por Mosmann et al. (1983) e
posteriormente foi adaptado por Alley; Green; Schuchter (2002), para estimar a proliferacdo e
a sobrevivéncia celular sendo efetivo para evidenciar a citotoxicidade. O teste baseia-se na
andlise de enzimas celulares que reduzem o corante tetrazlico (MTT) a sua forma insoltvel, o
formazan evidenciado pela cor pdrpura e que posteriormente é mesurado pela absorbancia em
nm. Inicialmente, as células foram cultivadas na concentragdo de 10° células/mL, conforme
preconizado por Bezerra (2008). O controle positivo utilizado foi o quimioterdpico padréao
doxorrubicina (Dox). As substancias (teste e controle) foram previamente dissolvidas em
DMSO e em seguida, diluidas em série (100 — 6,25 pg/ mL) em meio RPMI 1640 e tranferidas
para placas de 96 pogos (100 ulL/pogo). As placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas em
atmosfera Umida a 5% de CO.. Em seguida, foram adicionados 25 pL da solu¢do de MTT (sal
de tetrazolium), e incubadas por mais 3 horas. Apds a dissolucdo do precipitado com DMSO
(0,2 pg/mL), foi realizada a leitura das placa em espectrofotometro de placas a 595 nm e em
seguida, mensurados a CLsg (concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento celular) e seus
respectivos intervalos de confianca (IC 95%) calculados a partir de regressdo ndo-linear
utilizando o programa Prisma versédo 7.0 (GraphPad, Intiuitive Software for Science, San Diego,
CA).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DO
EXTRATO EBA E SUAS FRACOES DE Stryphnodendron adstringens

O EBA e fragOes obtidas, das cascas de S. adstringens, considerando-se as respectivas
massas e redimentos, resultaram nos seguintes dados: EBA (13g; 21,66%); FAE (1,6g; 32%) e
FAQ (1,9g; 38%).

A partir da determinacdo da constituicdo quimica das amostras pela técnica de
cromatografia em camada delgada (CCD), sugere-se a presenca de polifenois (taninos
hidrolisaveis), taninos condensados, derivados cindmicos, saponinas e agucares redutores para
0 EBA e FAE (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados da analise qualitativa do screening fitoquimico com as cascas de Stryphnodendron
adstringens.

Classe quimica EBA FAE FAQ
Polifenois (taninos + + +
hidrolisaveis) + +
Taninos condensados - -
Flavonoides + +

Derivados cinamicos
Terpenos e Esteroides
Cumarinas + + +
Saponinas + + +
AcUcares redutores
Nota: “EBA”: Extrato Bruto Acetdonico; “FAQ”: Fracdo aquosa; “FAE”: Fragdo Acetato de Etila; “+”: Representa
uma classe de metabdlito presente no extrato ou frag¢do, de acordo com os testes realizados; “-”: Representa uma
classe de metabolito ausente no extrato ou fragéo, de acordo com os testes realizados. Fonte: Producéo do autor
(2018).

A FAQ apresentou resultado positivo para a presenca de polifenois (taninos
hidrolisaveis), saponinas, bem como a presenca de acgucares redutores condizentes com 0s
resultados encontrados para 0 EBA e FAE, exceto para taninos condensados e derivados

cinamicos, cujo resultado foi negativo para esses compostos (Tabela 6).

5.2 ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO EBE: UHPLC-PDA-TOF-MS

Ao ser realizada a extracdo do material vegetal obteve-se uma massa total de 10,58 g de
EBE, o que corresponde a um rendimento de 12,38%.

A composicdo quimica do EBE foi analisada por UHPLC-PDA-TOF-MS, modo
negativo. As informacfes obtidas pelos espectros no UV das analises de LC-ESI-MS/MS,
possibilitaram a sugestao de algumas classes de metabolitos presentes no EBE, evidenciando-

se a predominancia de compostos fenolicos (Tabela 7).
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Para os picos cromatograficos que apresentaram o ion de m/z 387 como pico base nos
espectros de massas no modo negativo, sugere-se a presen¢a de um dimero de proantocianidina
(P1), enquanto que o ion de m/z 377 indica a presenca de flavonoide e/ou flavanona (MM: 378

u) (P2). A seguir sdo apresentados 0s espectros de massa dos picos mencionados.

e P1 - Dimero de proantocianidina (MM: 388)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 387.1135

Barbatmao EtOH 86 (0.347) 1: TOF MS ES-
100, 367.1135 9.14e4

o

= = 341.1089
4551018
227.0778 665.2160
279.9890 401.1297 471.0747 523.0906 733.2000
Ot ¥ o e ke 051048 | ses 2216 7 \m/z

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

e P2 - Flavonoide e/ou flavanona (MM: 378)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 377.0854

Barbatmao EtOH 91 (0.371) 1: TOF MS ES-
100, 377.0854 5.05e4
- =2 387.1151
281.0888 3,4 4401 —
219.0473 4111 655.1883
605.1958
||(L P S s Ft Mo 1 Ls 737.2280 793 1

" '250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

J& os picos cromatograficos que apresentaram os ions de m/z 577 como pico base nos
espectros de massa, atribui-se a presenca de isémeros de catequinas e/ou derivado de
epicatequina (P3, P4 e P9), e os ions de m/z 289, indicam a presenca de dois isdmeros de
catequina e/ou epicatequina (P5 e P7); da mesma forma o ion de m/z 435 indica a presenca de
catequina e/ou epicatequina (P6). Logo abaixo, sdo mostrados os espectros de massa dos picos

das substancias identificadas:
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e P3 - Catequina e/ou derivado de epicatequina (MM: 578)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 577.1337

Barbatmao EtOH 180 (0.715) 1: TOF MS ES-

100- 577.1337 8.93e4
- =]
578.1384
645.1246
brroos 575.1192
o [1E242 04ep 3049172 407.0795 4751471 5730033 1_79'1419 1576‘?555 JOESRT 797.0798
T T T T T T + T + 7 Y T T T ¥ T Y T T T T T 1 =
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

e P4 - Catequina e/ou derivado de epicatequina (MM: 578)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 577.1337

Barbatmao EtOH 210 (0.829) 1: TOF MS ES-

1004 N 8.18e4
- 3%
s72.1386
L~
235.9263 575.1213 6451238
o |r’239,9043 ?04,9160 4250804 5081056 573 1066 || | | ls-,s_E;so 323.1957 .
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

e P9 - Catequina e/ou derivado de epicatequina (MM: 578)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 577.1353

Barbatmao EtOH 485 (1.892) 1: TOF MS ES-

100- 577.1353 4.82e4
- S
578.1397
235.9268 645.1243 729.1481
239.9032 304.9171 3g5.8847 508.1058  575-1212§579 1420 L 720.1572 1330.1518
Oterrr ﬁ. Amane: T oy T + ; T .]' T '".50 A T Y - .“\'.‘ ? i M/Z
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
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e P5 - Catequina e/ou epicatequina (MM: 290)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 289.0709

Barbatmao EtOH 242 (0.951) 1: TOF MS ES-
1004 289.0709 3.75e5
- 3
290.0747
287.0564  nas
- 579.1504
o L 29,"0774 419.0304 4800002 576.1253_)| 632.0664 723.1942 7911812/,

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

e P7 - Catequina e/ou epicatequina (MM: 290)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 289.0714

Barbatmao EtOH 384 (1.502) 1: TOF MS ES-
100+ 2890714 4 66e4
- 3

577.1356
235.9264 290.0752

357.0624
365.8833 477.1630  576.1293(578.1396  g47.1992 707.1985

1N e Ay . l A i e Con 796.17€9.

1 Zz

800
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e P6 — Catequina e/ou epicatequina (MM: 436)
Detector EM (modo negativo): [M-H]": 435.1293

Barbatmao EtOH 327 (1.280) 1: TOF MS ES-
100+ 435.1293 3.45e4
-~ B
235.9261 436.1338 0 1103 647.1992
289.0718 5771360 6482031
I g 365.8863 i 534.(13522 e ‘20.1668 7968697,

"'250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Foram identificados ainda dois isdmeros para 0s picos cromatograficos que
apresentaram os ions de m/z 235 como pico base nos espectros de massas que seguem abaixo,

0s quais indicam a presenca de diidroxiflavona e/ou isoflavona (P10, P11).
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e P10 - Diidroxiflavona e/ou isoflavona (MM: 236)
Detector EM (modo negativo): [M-H]": 235.9257

Barbatmao EtOH 516 (2.010) 1: TOF MS ES-
100,235.9257 9.98e3

2429434 3049169
: 577.1397 6521393 _ ., s603 ——
365.8850 508.1082 S84 1192 652.6441 :
et 378.9234 ?46.9085 1,503.6115 sk 653.1545 ﬁ727'1516
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e P11 - Diidroxiflavona e/ou isoflavona (MM: 236)
Detector EM (modo negativo): [M-H]": 235.9257

Barbatmao EtOH 533 (2.079) 1: TOF MS ES-
100.235.9267 1.03e4

- =

304.9145

AZ DS O A 7n 140 cop.148s 7201700
365.8885 .
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Analisando os resultados espectrométricos obtidos através de registros de dados de
espectrometria de massas consultados na literatura também foi possivel atribuir para a
composicdo quimica do EBE a presenca de 4 &cidos clorogénicos, sendo 2 isbmeros do &cido
cafeico (P12 e P13), e 1 derivado do &cido cafeoilquinico (P8) e 1 &cido cafeoilglutéarico (P14),
0s quais apresentaram os ions m/z 597, m/z 597, m/z 729 e m/z 371, respectivamente, como pico
base nos espectros de massas. A seguir sdo apresentados os valores de massa dos acidos

clorogénicos identificados e os espectros de massas dos picos identificados.
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e P12 - Derivado de acido cafeico (MM: 598)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 597.2178

Barbatmao EtOH 717 (2.790) 1: TOF MS ES-

100+ 551.2125 597.2178 5.19e4
- 22
598.2230
b 619.2025
I ol ok P o Mo ) PO R A 2
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e P13 - Derivado de acido cafeico (MM: 598)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 597.2164

Barbatmao EtOH 730 (2.840) 1: TOF MS ES-
100 597.2164 3.41e4
551.2115
- B
235.9258 sg98.2198
619.1996
242.9423 3049131 ggg 8‘;],%‘70‘:65 1775 [
: 2 729.1590
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e P8 - Derivado de &cido cafeoilquinico (MM: 730)
Detector EM (modo negativo): [M-H]": 729.1445

Barbatmao EtOH 458 (1.789) 1: TOF MS ES-
100+ 729.1445 6.72e4
- = 730.1494
235_92533 soae 70 1236 727.1342|731.1533
. 304.9148 .
q Z 365.8872 433.8685 521.2059 1 652.138{{ 7206656 I | 1' e

"'250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800



75

e P14 - Acido cafeoilglutarico (MM: 372)
Detector EM (modo negativo): [M-H]: 371.0412

Barbatmao EtOH 1500 (5.817) 1: TOF MS ES-
1004 371.0412 1.64e5

3570510 372.0455

235.9272
515.9670
| 439.0323 [ 583.9552  51.9517 743.0848765.0767
O+rr . - - m/z
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Em conclusédo aos resultados aqui apresentados da fitoquimica da planta, salientamos
que a identificacdo dos compostos encontrados no EBE analisado foi feita através dos dados de
espectrometria de massa obtidos e comparacdo com dados de fragmentagdo ja publicados na
literatura, utilizando os espectros de ions produtos (EPI) no modo de ionizacao negativa. Desta
forma, a Tabela 7 apresenta um resumo dos compostos fendlicos identificados para o EBE,
juntamente com as informacdes caracteristicas de espectros de ESI, UV e MS/MS destes

compostos.
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Tabela 7: Resultados da andlise quimica por UHPLC-PDA-TOF-MS do extrato bruto etanélico (EBE) das cascas de Stryphnodendron adstringens.

Picos Tr (min) [l(\/lm—/I:)]' UV (nm) [MS/MS] Composto sugerido
1 0.32 387.1135 273 341.1089, 279.9890, 227.0778 Dimero de
proantocianidina
2 0.34 377.0854 275 341.1101, 281.0888, 219.0473 Flavonoide ou flavanona
3 0.63 577.1337 261 573.0933, , 475.1471, 407.0795, 304.9172, 242.9442, 235.9267 Catequina ou derivado de
epicatequina
4 0.81 577.1337 279 508.1056, 425.0894, 304.9160, 239.9043, 235.9263 Catequina ou derivado de
epicatequina
5 0.90 289.0709 278 287.0564, 289.0709, 576.1253 Catequina ou epicatequina
6 1.23 435.1293 278 235.9261, 289.0718, 365.8863, 435.1293 Catequina, epicatequina
7 1.45 289.0714 277 287.0564, 289.0709, 576.1253 Catequina ou epicatequina
8 1.74 729.1445 277 235.9263, 239.9035, 304.9148, 365.8872, 433.8685, 521.2059, 579.1536, Derivado de acido
652.1388,720.6656, 727.1342 cafeoilquinico
9 1.83 577.1353 277 575.1212, 509.1150, 508.1058, 365.8847, 304.9171, 239.9032, 235.9268 Catequina ou derivado de
epicatequina
10 2.00 235.9257 276 365.8850, 304.9169, 248.9621, 242.9434 Diidroxiflavona ou
isoflavona
11 2.08 235.9257 277 365.8885, 304.9145, 242.9444 Diidroxiflavona ou
isoflavona
12 2.13 597.2178 275 551.2125, 465.1802, 419.1721, 304.9159, 239.9039, 235.9267 Derivado de acido cafeico
13 284 597.2164 278 5512115, 521.2076, 465.1775, 419.1708, 365.8870, 304.9131, 248.9584, 242,942  Derivado de dcido cafeico
14 5.76 371.0412 275 327.0519, 235.9272 Acido cafeoilglutéarico

Fonte: Producéo do autor (2018)
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5.2.1 Doseamento de fendlicos e testes antioxidantes

Os resultados obtidos na determinagdo dos fendlicos totais (FT) pelo método Folin—
Ciocalteu, expressos como miligrama equivalente ao acido galico por grama de extrato (mg
EAG/g) de peso seco da amostra sdo apresentados na Tabela 8. O valor de FT obtido para o
EBE de S. adstringens foi de 156,58 mg de acido galico por g de extrato.

Tabela 8 — Conteldo de fendlicos totais (FT), atividade antioxidante (CEsg) do extrato bruto etandlico das cascas
de Stryphnodendron adstringens.

Amostras FT" (mg de EAG/g do ABTS” CEso £ D.P DPPH" CEso £ D.P
extrato EBE £ D.P) (ng/mL) (ng/mL)
S. adstrigens 156,58+1,87 2,0120,36 5,88+0,19
(cascas)
Acido ascorbico - - 4,14+0,82
Trolox - 2,97+0,23 -

Nota: “EBE”: Extrato Bruto Etandlico; EAG = equivalente de &cido galico; CEsy = concentracdo eficiente para
reduzir a quantidade inicial dos radicais livres em 50%; “*”: os resultados apresentados neste estudo correspondem
a média de trés repeti¢des (n=3) + desvio padrdo da méedia (D.P). Aplicou-se anélise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. Fonte: Producdo do autor (2018).

A quantidade de EBE da planta testada necessaria para decrescer a concentracao inicial
de ABTS em 50%, CEso (Tabela 8), foi de 2,01 + 0,36 ug/mL, mostrando-se comparavel ao
controle positivo trolox (CEso = 2,97 + 0,23 pg/mL), enquanto que o valor encontrado para
decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50%, CEso (Tabela 8), foi de 5,88 + 0,19 pg/mL,
apresentando o EBE um valor maior que o controle positivo &cido ascérbico (CEso = 4,14 +
0,82). O valor de CEso menor indica uma atividade antioxidante mais elevada, dessa forma, o
extrato em questdo se mostrou mais eficiente que o padrdo trolox em relacdo ao consumo do
radical livre ABTS™".

Levando-se em consideracdo a andlise estatistica dos dados de atividade antioxidante,
aplicando-se ANOVA e teste de Tukey, verificou-se que apresentaram diferencas significativas

(P<0,05).

5.2.2 Atividade antifungica

A linhagem 5840 de C. krusei utilizada no presente estudo apresentou formacao de halo
de inibicdo com diametro semelhante ao observado no controle positivo, miconazol (Tabela 9).
No entanto, houve mudanca no perfil de suscetibidade da cepa para a nistatina em comparagao
ao miconazol, que séo antifingicos comerciais usados frequentemente contra candidiase, sendo
a nistatina ineficaz na inibi¢ao do crescimento fungico para ambas as metodologias de difuséo

em agar, tanto disco como pogo, empregadas neste estudo
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Tabela 9 — Comparacdo entre as médias (mm) + desvio padrdo (D.P) dos diametros dos halos de inibigcdo de
crescimento do fungo Candida krusei submetido a exposicéo do extrato etandlico das cascas de Stryphnodendron
adstringens in vitro, obtidos pela metodologias de disco e poco.

Método de difusdo em agar

Amostra Concentrac6es Disco Poco
Dimetilsulféxido” Comercial 2,5% 0,00 £ 0,002 0,00 £ 0,00
Miconazol* 20mg/g 11,67 + 0,582 15,67 + 0,58 P8
Nistatina* 22,1 mg/mL 0,00 £ 0,003 0,00+ 0,00
25 mg/mL 0,00 + 0,004 11,67 +1,53°C
Barbatimao 50mg/mL 0,00 £ 0,003 12,67 + 0,58 ¢
100mg/mL 0,00 + 0,004 17,00 + 0,008

Nota: “*” Representa os controles positivos e negativo; Sem atividade antifingica (HI = 0 mm); Pouca atividade
antifungica (0 mm < HI < 7 mm); Moderada atividade antifungica (7 mm < HI < 13 mm); Elevada atividade
antifngica (HI > 13 mm); Letras pequenas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre as médias
nas linhas (p < 0.05); Letras grandes iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre as medias nas
colunas (p < 0,05), aplicando-se ANOVA e teste de Tukey. Fonte: Produgéo do autor (2018).

Dessa forma, os dados apresentados na Tabela 9 permitem inferir que os diametros dos
halos de inibicdo (HI) apresentados na cultura de C. krusei para as amostras do EBE foram
superiores aos encontrados na cultura de C. krusei para o farmaco nistatina pelo método de
difusdo com pocos, com um nivel de significancia entre as médias de 5% (p < 0,05), indicando
auséncia de atividade antifungica para o farmaco, e portanto, resisténcia da cepa ao farmaco
comercial nistatina.

Nesse mesmo contexto, quando avaliado pela metodologia de disco-difuséo, o EBE nédo
foi capaz de provocar inibicdo do crescimento microbiano, a atividade antiflgica das amostras
vegetais com acdo similar a antifungicos convencionais, como 0 miconazol, mostrando assim
seu potencial terapéutico em candidiase, foi observada apenas para o método de difusdo em
agar por poco, como pode ser observado na Tabela 9.

Ainda quanto a suscetibilidade da cepa, o EBE demonstrou atividade inibitéria em
ambas as concentracdes testadas, caracterizando dose-dependéncia, quando utilizado o método
de orificio em Agar, com impregnagdo de 50 pL da amostra. A concentra¢do do EBE com halo
inibitorio significativamente menor (p < 0,05) que o controle positivo miconazol (HI igual a
15,67 mm) foi a de 25 mg/mL (HI igual a 11,67 mm), seguida pela concentracdo de 50 mg/mL
(HI igual a 11,67 mm). No entanto, ndo houve diferenca significantemente menor (p < 0,05)
para a maior concentracdo do EBE, 100 mg/mL, pois a mesma apresentou 17,00 mm de halo
de inibicdo do crescimento do fungo C. krusei, em relacéo ao halo de inibicdo apresentado pelo
miconazol (HI igual a 15,67 mm), difusdo em poco, Tabela 9. Além disso, o0 EBE néo

apresentou diferenca estastitica significativamente menor (p < 0,05) na concentragdo de 25
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mg/mL (HI igual a 11,67 mm) equiparado ao halo de inibicdo apresentado pelo miconazol (HI
igual a 11,67 mm) nas metodologias de difusdo com pogos e discos, respectivamente (Tabela
9).

As analises dos efeitos das trés concentracbes do EBE entre si, ensaiadas no estudo,
mostraram diferenca no potencial inibitorio sobre C. krusei. Contudo, foram constatas
diferencas significativas, menores que 5% (p < 0,05), apenas para as amostras nas
concentracdes de 25 mg/mL e 100 mg/mL, e nas concentracdes de 50 mg/mL e 100 mg/mL,
simultaneamente. Para o controle negativo, representado pelo dimetilsulfoxido, verificou-se
que ndo ocorreu atividade inibitoria, descartando-se possivel interferéncia nas propriedades
antimicrobianas do EBE. E possivel concluir que os resultados obtidos demonstram que as
amostras do EBE das cascas de S. adstringens apresentaram acdo antimicrobiana sobre o
isolado clinico avaliado, e ainda, que ndo apresentaram potencial inibitdrio sobre C. krusei pelo
método de difusdo em discos aqui empregado, havendo uma diferenca significativa (p<0,05)
entre as técnicas empregadas, como apresentado na Tabela 9.

5.3 ENSAIO CITOTOXICO DOS EXTRATOS E FRACOES

Procedeu-se a avaliagéo da citotoxicidade dos extratos e fracbes empregando-se cinco
diferentes concentragdes sendo elas de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL e calculou-se 0 1Cso. O
padrdo de comparacéo utilizado foi a doxorrubicina.

A citotoxicidade do padréo apresentou um valor de 1Cso de 1,28 pg/mL e 3,44 pg/mL
para as duas linhagens tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-435, respectivamente, enquanto
que os extratos e fragdes atingiram valores de ICso mais elevados para essas duas linhagens,
sendo os extratos EBE (ICso de 11,89 ug/mL e 20,33 pg/mL, respectivamente) e EBA (ICso de
25,54 ng/mL e 33,17 ng/mL, respectivamente), e as fragdes FAE (I1Cso de 31,76 ng/mL e 36,23
pg/mL, respectivamente) e FAQ (ICso de 43,98 ng/mL e 48,02 pg/mL, respectivamente)
(Tabela 10).
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Tabela 10 — Valor de ICsp para a citotoxicidade dos extratos e fragdes de cascas de Stryphnodendron adstringens
frente as linhagens de células tumorais de mama.

Linhagem celular Drogas 1Cso (ng /mL)
EBE EBA FAE FAQ Dox
MCF-7 11,89 25,54 31,76 43,98 1,28
MDA-MB-435 20,33 33,17 36,23 48,02 3,44

Nota: “EBE”: Extrato Bruto Etanolico; “EBA”: Extrato Bruto Acetonico; “FAE”: Fra¢dao Acetato de Etila; “FAQ”:
Fracdo Aquosa; “Dox”: Doxorrubicina; “ICsy”: (concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular).
Calculou-se intervalos de confianca (IC 95%) a partir de regressdo ndo-linear. Fonte; Producdo do autor (2018).

Dessa forma, observa-se que as amostras dos extratos e as respectivas fracoes foram
mais citotoxica para as células MCF-7 do que para a MDA-MB-435, evidenciada pela menor
viabilidade celular da dose citotdxica (ICsp).
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, foram realizados dois tipos de estudos: a caracterizacao
fitoquimica da planta S. adstringens, verificando a presenca de algumas classes de metabdlitos
secundarios em seus extratos e seu fracionamento a fim de se chegar a amostras
semipurificadas. A caracterizacao bioldgica foi realizada a partir de dois extratos vegetais de S.
adstringens, advindos de uma mesma parte da planta (cascas), assim como suas repectivas
fracOes (frente linhagens tumorais de mama). Portanto, totalizando 4 amostras (dois extratos e
duas fracOes) a serem caracterizadas quanto as suas atividades antioxidantes, antiflngica e
citotoxicas. Em reféncia ao ensaio citotdxico, é digno de nota que este estudo € o primeiro
trabalho até o presente momento no qual é relatado os efeitos da citotoxicidade de extratos e
repectivas fragOes de cascas de barbatimao para as duas linhagens celulares de mama, MCF7 e
MDA-MB-435, ensaiadas.

A analise fitoquimica do extrato bruto aceténico EBA e suas repectivas fracfes acetato
de etila e aquosa, FAE/FAQ), e do extrato bruto etan6lico EBE permitiu verificar a presenca das
seguintes classes de metabdlitos secundarios: taninos hidrolisaveis e condensados, derivados
cindmicos, saponinas e acUcares redutores, proantocianidinas, flavonoides, flavonas,
isoflavonas, catequinas, epicatequinas, derivados de epicatequinas e acidos fendlicos. Tais
classes de metabdlitos foram verificadas quanto a sua presenca devido a consultas prévias na
literatura para estes compostos (MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005;
VASCONCELOS et al., 2004) e no que se refere ao EBE a identificacdo dos metabdlitos foi
confirmada a partir de informacdes obtidas por analise adicional MS/MS com o UHPLC-ESI(-
)-sistema TOF MS/MS, e a comparagdo com os dados na literatura desses compostos (REED,
2009; CALDERON et al., 2010; BONTA, 2017; CHEN et al., 2011), dos picos gerados pelas
respectivas substdncias que caracterizam o seu perfil cromatografico. Assim sendo, o
conhecimento prévio dos componentes quimicos encontrados nos vegetais é importante, pois
fornece a relacdo dos seus principais metabdlitos, podendo também auxiliar na identificacdo
e/ou confirmacdo da presenca de determinados grupos quimicos tendo como suporte as
informac0des de caracterizacgdo estrutural reunidas em estudos anteriores sobre estes compostos
na literatura.

O resultado do perfil fitoquimico de extratos das cascas de S. adstringens corrobora com
os relatos descritos em reviséo recente por Lima e colaboradores (2016), os quais afirmam que

em extratos aquosos e organicos de partes de barbatiméo ja foram detectados as presencas de
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importantes substancias ativas, tais como: taninos, flavonoides, saponinas, catequinas, terpenos,
estilbenos, esteroides e inibidores de proteases (como a tripsina).

Dentre os grupos de metabdlitos secundarios identificados em extratos das cascas de S.
adstringens, os taninos condensados sdo constituidos por mondmeros do tipo catequina,
conhecidos por flavonoides (P1ZZ1, 1993), e que segundo Azevédo et al. (2017) estdo presente,
basicamente, na casca das arvores, em concordancia com os resultados da anélise quimica das
cascas em nosso estudo, o qual idenficou a predominancia de catequinas para o EBE. Desta
forma, o perfil fitoquimico de substancias tanicas de S. adstrigens estd de acordo com o
esperado para a espécie, ja que conforme nos afirma Lima (2010), somente na casca desta planta
estima-se a presenga de pelo menos 20% de taninos, sendo portanto o seu componente
majoritario, e que por sua vez, sdo ricos em polimeros de proantocianidinas, substancia também
identificada neste estudo, que inclui varios flavonois como prodelfinidinas e prorobinetinidinas
(LIMA et al., 2016).

Alguns trabalhos confirmam a presenca de proantocianidinas nos extratos das cascas de
S. adstringens, como o de Lopes et al. (2009), que isolaram e caracterizaram este composto,
por meio de HPLC (High Performance Liquid Cromatography), nessa espécie e em outras duas
espécies do mesmo género (S. polyphyllum e S. obovatum). Esta substancia ainda foi
identificada(isolada) anteriormente para S. adstringens em fracGes de extratos produzidos a
partir das folhas desta espécie por Santos (2009).

A identificacdo de compostos por CCD e CLAE em outros trabalhos incluem as
seguintes substancias quimicas para extratos de S. adstringens: acido galico (NASCIMENTO,
2008; SANTOS et al.,, 2002), catequina (SOUZA et al., 2007b; NASCIMENTO, 2008;
SANTOS et al., 2002), galocatequina (NASCIMENTO, 2008; SANTOS et al., 2002; AUDI et
al., 2004), epigalocatequina (NASCIMENTO, 2008; AUDI et al., 2004), proantocianidina B2
(NASCIMENTO, 2008), galato de epigalocatequina (NASCIMENTO, 2008), epicatequina-
(4p—8)-catequina (SANTOS et al., 2002), galocatequina-(4a—8)-galocatequina (SANTOS et
al., 2002), 4'-O-metil-galocatequina (AUDI et al., 2004), 4'-O-metilgalocatequina-(4a—=8)-4'-
O-metil-galocatequina (AUDI et al., 2004) e quercetina (NASCIMENTO, 2008). Estes dados,
mais uma vez, corroboram os resultados obtidos quanto a presenca de substancias da classe dos
flavonoides e taninos nas analises realizadas com as amostras de S. adstringens.

Na presente anélise fitoquimica, o extrato investigado também foi o extrato acetonico
das cascas, porém ha dois fatores a se considerar: entre diferentes coletas ha sempre a
possibilidade de mudanca na composi¢do (qualitativa e/ou quantitativa) de metabdlitos

secundarios, devido os fatores fisico-quimicos, como pH do solo, quantidade de nutrientes,
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radiacdo ultravioleta, temperatura, concentracdo de dgua no solo, sazonalidade; além de fatores
bioldgicos, como ataque de herbivoros e infec¢Ges que podem influenciar nas mudancas neste
perfil de metabdlitos na planta, em resposta a um algum estresse ambiental ao qual esta foi
exposta (GOBBO; LOPES, 2007; PAVARINI et al., 2012b). O extrato bruto acetdnico deste
trabalho foi obtido a partir de extracdo turbo, e ndo etanol, podendo extrair um perfil de
substancias ligeiramente diferente devido & mudanca de solventes. Isso faz com que as vezes
as classes de substancias encontradas ndo sejam as mesmas, conforme ressalta Passarini (2017).
Curiosamente, a analise de cromatografia em camada delgada foi negativa para a presenca de
flavonoides no EBA, bem como em suas repectivas fragdes (FAE, FAQ), enquanto que a analise
por UHPLC-PDA-TOF-MS do EBE identificou varios flavonoides como sendo os constituintes
do extrato. Essa diferenca se deve provavelmente, segundo Pavarini et al. (2012b), a coletas em
localidades diferentes (apesar das duas amostras serem coletadas em regido de agreste), e em
datas diferentes, fatores que possivelmente alteraram o contetdo de metabdlitos secundarios,
reduzindo a quantidade de flavonoides no caso da segunda amostra coletada para a producéo
do EBA, por exemplo.

Ainda em relacéo a discordancia com o achado do presente estudo, quanto a verificagcdo
da presenca de flavonoides na composigéo das cascas desta planta, esse fato pode ser resultante
provavelmente, além da baixa concentragdo destes no EBA, a deficiéncias intrinsecas do
método em detectar esta classe de metabdlitos. Para o extrato das cascas, ja foi descrito o
isolamento de flavonoides a partir de extratos etanolicos de S. adstringens pelo grupo de
Pereira; Andrade e Pil6-Veloso (2002), e também através de deteccdo da presenca da classe
desses metabolitos (método qualitativo) pela reacdo na mudanca de coloragdo dos reagentes
Shinoda e Hidroxido de sddio, em extratos das cascas, folhas e caule desta espécie (MACEDO
et al., 2007), estando ambos os trabalhos citados compativeis com a analise da composicédo
qguimica realizada neste trabalho, que identificou a presenca dessa classe de metabdlito por
UHPLC-PDA-TOF-MS. Souza (2016) esclarece que a combinacdo de medi¢do de massa
precisa para determinar a composicao elementar e a capacidade da cromatografia liquida para
separar compostos isoméricos, é uma ferramenta poderosa para a identificacdo inequivoca da
diversidade polifendlica de espécies, destacando dessa forma a superioridade da técnica de LC-
ESI-MS/MS em relacgéo a triagem fitoquimica de carater qualitativo por CCD.

Por fim, a anélise fitoquimica de S. adstringens revela uma abundancia de inumeros
compostos com propriedades farmacoldgicas, que justificam estudos sobre o uso da planta em
diferentes patologias, bem como o seu extensivo uso medicinal por populares. Nesse intuito, é

indubitavelmente indiscutivel os efeitos farmacoldgicos potenciais de S. adstringens de acordo
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com a sua composi¢do quimica apoiados em registros na literatura. Notadamente atraves de
respaldo bibliogréfico, verifica-se que esta é uma espécie amplamente explorada no que diz
respeito ao seu potencial bioativo. Ainda assim, poucos pesquisadores avaliaram sua atividade
antimicrobiana sobre espécies resistentes (SOARES et al.,, 2008; ALVES et al., 2016),
principalmente micro-organismos resistentes relacionados a doencas fungicas (SANTOS et al.,
2009a; CAVALCANTI et al., 2012), além do que s&o escassas pesquisas que investiguem 0s
efeitos citotdxicos dessa planta (SOUZA, 2007; SANTQOS, 2009), fato que motivou a realizagdo
do presente estudo.

Os dados de atividade antioxidante do EBE, permitem verificar que a atividade
antirradicalar apresentada pelo extrato (CEso = 2,01 pg/mL e CEso = 5,88 pug/mL) e 0s controles
trolox e acido ascorbico (CEso = 2,97 pg/mL e CEsg = 4,14 pg/mL) ndo possui diferenca
estatisticamente significativa (P<0,05).

Nessa perspectiva, conforme destaca Reynertson e colaboradores (2005), a classificacéo
da atividade antioxidante de extratos esta relacionada a resultados inferiores de CEso 0s quais
indicam maior atividade antioxidante do extrato avaliado. Desta forma, seguindo os critérios
adotados por estes autores 0 EBE de S. adstringens apresenta acao antioxidante muito alta, tanto
em relagdo ao consumo de radicais livres ABTS™ (CEso=2,01 pg/mL), quanto de radicais livres
DPPH" (CEso = 5,88 pg/mL).

Outros extratos obtidos de espécies de Stryphnodendron spp em diferentes estudos
demonstraram possuir atividade antioxidante promissora (MACHADO, 2005; LOPES et al.,
2005; SANCHES et al., 2005). Contudo, foi encontrado um tnico relato na literatura reportando
atividade antioxidante, e pelo método DPPH, para extratos das cascas da espécie em estudo
(SOUZA et al., 2007a), sendo portanto ainda pouco explorada, no que concerne ao potencial
antioxidante de suas cascas.

Santos (2009) avaliou o efeito antioxidante de proantocianidinas isoladas de folhas de
barbatimao e estas apresentaram atividade antioxidante utilizando o método DPPH, com ICsg
de 12 pg/mL, concentracdo bem superior & do EBE utilizado no presente trabalho, indicando
gue as cascas, no que diz respeito ao seu potencial antioxidante € mais eficiente que as folhas
desta espécie vegetal, provavelmente devido a sua alta concentragdo de substancias tanicas em
relacdo as folhas, dentre elas as proantocianadinas (LIMA et al., 2016).

O grupo de Diaz e colaboradores (2012) enfatizam que a presenca de compostos
fendlicos na constituicdo de plantas medicinais contribui para sua atividade antioxidante, dessa
forma o elevado efeito antioxidante observado para o EBE das cascas de S. adstringens, pode

ser atribuido a presenca de compostos fenolicos, dada a ampla variedade desses metabolitos em
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sua constituicdo, principalmente a presenca de taninos condensados, devido a sua maior
ocorréncia no EBE, constata pela presenca de catequinas, epicatequinas e proantocianidinas,
flavonoides com capacidade de formar taninos condensados (SHAD et al., 2012). Sendo assim,
verifica-se que estes metabdlitos secundarios sdo potentes agentes antioxidantes, pois possuem
a capacidade de atuar como sequestradores de radicais livres (GIOXARI et al., 2016), o que
pode contribuir para a prevencao de afeccdes que estejam associadas ao estresse oxidativo.

Feng e colaboradores (2015) através de ensaios in vitro e in vivo, avaliaram a atividade
antioxidante do extrato etanolico, rico em flavonoides, de Morus nigra. Os resultados do ensaio
in vitro mostrou que ocorreu um aumento dose-dependente de flavonoides extraidos desta
planta, em relacdo a taxa de depuracgdo dos radicais hidroxilicos e da taxa de depuracdo do anion
radical superoxido. O ensaio in vivo, indicou diminuicdo no conteudo de malonaldeido (MDA),
produto toxico proveniente do processo de peroxidacao lipidica, e um aumento de atividade das
enzimas antioxidante superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-PX). As pesquisas acima apresentadas sugerem que a ingestdo adequada de alimentos
gue contem compostos vegetais com efeito antioxidante pode resultar em beneficios quanto a
diminuicdo do risco de certas enfermidades associadas a eventos mediados pela a¢do de radicais
livres.

De acordo com Paiva e colaboradores (2002), os taninos possuem um forte potencial
antioxidante, detendo a capacidade de atuar no processo de estabilizacdo de radicais livres.
Nessa mesma abordagem autores afirmam que estes metabdlitos previnem a peroxidacdo de
lipidios e degradacéo de nucleotideos (LOPES; SCHUMAN; HERMES-LIMA, 1999; PIETTA,
2000), sugerindo desta forma que estes compostos, que de acordo com a triagem fitoquimica
estdo presentes no extrato de S. adstringens, sejam os grandes responsaveis pelas atividades
antioxidantes apresentadas pelo extrato etandlico EBE. Corroborando a essa assertiva, em outro
estudo realizado por Monteiro; Albuquergue e Aradjo (2005), demonstrou-se que varios taninos
presentes no barbatim&o atuam como captadores de radicais livres, sequestrando oxigénio ativo,
formando radicais estaveis, prevenindo assim o cancer. Nesse sentido, os resultados de
atividade antioxidante de extratos das cascas de S. adstringens obtidos pelo grupo de Souza e
coloboradores (2007a) demonstraram que, a cromatografia revelada com DPPH revelou
atividade antioxidante na regido onde foram identificadas as manchas referentes aos derivados
de taninos.

Calderdn et al. (2009), avaliaram amostras de extratos de cacau antes e ap0s o tratamento
com espécies reativas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio, e radical DPPH" (2,2-

difenil-1-picrilhidrazila). O uso de peroxido de hidrogénio e o tratamento com o radical DPPH"
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para investigacdo de antioxidantes em cacau em poé pelas técnicas LC-MS e LC-MS-MS,
indicaram que os principais constituintes antioxidantes sdo compostos fendlicos incluindo
flavon-3-ol (catequina e epicatequina), procianidinas diméricas (procianidina B1, procianidina
B2; 3T-O-B-D- galactopiranosil-epicatequina-(2a — 7,400 — 8)-epicatequina), e
proantocianidinas triméricas (procianidina C1). O mecanismo de agdo antioxidante das
proantocianidinas inclui a atividade sequestrante de radicais livres e a inibi¢do enzimatica (COS
et al., 2004). A vista disso, observa-se que varios desses compostos também foram detectados
no EBE em nosso estudo, com destaque para as catequinas, epicatequinas e proantocianidinas.
De acordo com o estudo citado, catequinas e epicatequinas foram os antioxidantes mais
abundantes, seguidos pelos seus dimeros e trimeros, desta maneira, a presenca de tais
compostos no EBE sugerem que sdo capazes de prevenir efeitos deletérios a biomoléculas,
como enzimas, lipideos de membranas e &cidos nucléicos, impedindo o dano oxidativo induzido
pelas formas reativas do metabolismo do oxigénio, e consequentemente o surgimento de
patologias ligadas ao estresse oxidativo, tais como doencas cardiovasculares e o cancer.

A expressiva atividade antioxidante encontrada para o EBE avaliado, também pode ser
atribuida a presenca de acidos fendlicos identificados no extrato. Em estudo de atividade
antioxidante, Villaio (2005) demonstrou que acidos fendlicos presentes em vinhos
apresentaram elevada atividade antioxidante, com valores similares aos padrdes fendlicos &cido
galico, &cido caféico, epicatequina e procianidina B2, demonstrando dessa forma que os &cidos
fenolicos presentes nos vinhos eram comparaveis a padroes de acidos fenolicos puros.

Em outro estudo, desenvolvido por Sitarek et al. (2016), foi demonstrado que o0s extratos
hidroalcéolicos (80% V/V H>O/ MeOH), das partes areas e raizes de Leonurus sibiricus
possuem acao protetora sobre células de ovario de hamster chinés contra o dano oxidativo
induzido ao DNA por H20>. Os autores associaram este efeito a presenca de acidos fenolicos e
flavonoides identificados nos extratos da espécie vegetal ensaiada. Além disso, a pré-incubacéo
das células com 0,5 mg / mL de extratos da planta mostrou aumento no nivel de expressao de
genes antioxidantes (SOD2, CAT e GPx), que regulam a atividade antioxidante intracelular.
Estes resultados sugerem que os fendlicos, flavonoides e principalmente os taninos
condensados identificados em EBE de S. adstrigens eram 0s responsaveis pela atividade
sequestradora de radicais livres verificada neste estudo.

Em relacdo a quantificacdo de fenolicos totais (FT) das cascas de S. adstrigens, o EBE
avaliado apresentou alto teor de compostos fendlicos (156,58 mg EAG/g), quando comparado
a dados de outras espécies descritos na literatura (SOUSA et al., 2007; SOUZA, 2012). Em

estudo de Santos e colaboradores (2002), o teor de fendis totais em extrato acetonico seco de
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cascas de S. adstringens correspondeu a 158,7 mg EAG/g, estando em concordancia com o
valor encontrado em nosso estudo para o EBE. De acordo com o relatado no estudo
desenvolvido por Saha e Verma (2015), quanto maiores os teores de compostos fenolicos, maior
sera 0 potencial antioxidante. Nesse sentido, estudos realizados por outros autores
determinaram os coeficientes de correlacdo entre o contetdo de fendis totais e a capacidade
antioxidante de extratos, constando uma correlacdo positiva entre os fenodis totais e a
concentracdo eficiente de extratos ricos em substancias fendlicas (BRAGA et al., 2014;
CASTRO et al., 2014; FERNANDES et al., 2014; MORENO et al., 2014; SEO et al., 2014;
THAKUR; ARYA, 2014).

Nessa mesma perspectiva, no estudo desenvolvido por Souza e colaboradores (2007b),
ao avaliar-se a capacidade sequestrante de radical livre dos extratos das cascas de S.
adstringens, aplicando método DPPH, observou-se que o extrato cloroférmico, que mostrou ter
0 menor teor de fendis totais, apresentou menor capacidade sequestrante, mas que 0s extratos
polares, que mostraram ter elevado teor de fendis totais, apresentaram também elevada
capacidade antioxidante.

Adicionalmente, em estudo conduzido por Santos-Filho; Ferreira e Gouvéa (2011), o0s
autores relataram que o potencial antioxidante apresentado por extratos de folhas de S.
adstringens in vitro, protegendo células de genotoxicidade induzida por ciclofosfamida em
células da medula Gsseas de ratos in vitro, estava relacionado ao elevado teor de compostos
fenolicos, flavonoides e proantocianidinas destes extratos. Da mesma maneira, 05 COmpostos
anteriormente citados e o alto teor de compostos fendlicos, também foi verificado neste estudo
para o extrato EBE das cascas desta espécie, sinalizando que a atividade antioxidante registrada
neste trabalho pode estar correlacionada a presenca de tais compostos, bem como ao alto
contetdo de fenolicos totais do respectivo extrato. Em concordancia a discussao que ora se
apresenta, em estudo de Souza (2016), demonstrou-se que as fracdes de extratos que continham
niveis mais elevados de compostos fenolicos, apresentaram menor valor de CEsp indicando uma
maior atividade antioxidante.

Similarmente, em estudo realizado por Sousa e colaboradores (2007), observou-se uma
correlagéo positiva entre os fenois totais e a CEsp dos extratos de Terminalia brasiliensis (casca
e folha), Cenostigma macrophyllum (folha) e Copernicia prunifera (raiz). Considerando que
substancias naturais podem ser responsaveis pelo efeito de protecdo contra os riscos de muitos
processos patologicos envolvendo o estresse oxidativo, os resultados descritos e discutidos
neste trabalho estimulam a continuidade do estudo para avaliar a acdo antioxidante de

substancias isoladas da espécie S. adstrigens in vivo, visto que autores chamam a atencdo a
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respeito de limitacOes conceituais relacionadas aos métodos in vitro no que se refere ao éxito
da correlagdo in vitro in vivo, como por exemplo: alvos molecular e quimico, concentra¢do dos
antioxidantes utilizados nos ensaios e o tempo de reacdo (HENRIGUES; DANIELLI; APEL,
2016).

Em respeito a atividade antifungica verificada no presente trabalho, dados na literatura
reportam que plantas contendo a presenga de saponinas (MESQUITA; PINTO; MOREIRA,
2017), taninos (CALLOU et al., 2012), fenois e flavonoides (ALMEIDA et al., 2014),
flavanonas (PINHO et al., 2012), bem como compostos fendlicos (FALCAO et al., 2002),
podem conferir atividade antimicrobiana a um extrato, o que nos leva a justificativa desta acéo
antifunfica do extrato etandlico das cascas de S. adstrigens contra a linhagem 5840 do fungo C.
krusei, pela presenca de classes de metabdlitos secundarios apresentadas. Dessa forma, a
emergéncia disseminada de cepas microbianas, sejam bacterianas ou fangicas, resistentes aos
antimicrobianos constitui um grave problema de salde publica mundial. Visto que, 0 uso
indiscriminado destes farmacos tem selecionado populagdes de micro-organismos resistentes,
as plantas de utilizacdo popular constituem uma excelente alternativa para o controle destes
micro-organismos.

Os dados aqui observados para avaliagdo do efeito antifingico do EBE das cascas de S.
adstrigens pela técnica de perfuracdo em &gar sdo considerados importantes, pois assim como
assinalam Oliveira et al. (2011), extratos vegetais que apresentam halos de inibicdo do
crescimento microbiano entre 7 e 13 mm, e maiores que 13 mm sdo considerados extratos
promissores com moderada e elevada atividade antifungica, respectivamente.

Trabalho semelhante ao nosso foi realizado por Cavalcanti e colaboradores (2011). Tais
autores registraram inibigéo do crescimento de cepa de C. albicans pela tintura a 20% das cascas
de S. adstrigens. A utilizacdo da metodologia de disco-difusdo no estudo citado demonstrou a
manutencdo da atividade antifungica sobre espécies do género Candida, reforcando a atividade
bioldgica dessa planta j& comprovada por inimeros autores, anteriormente citados. Entretanto,
no mesmo estudo é relatado que a tintura analisada ndo provocou inibi¢cdo do crescimento
fangico sobre C. krusei, corroborando com 0s nossos achados.

Orlando (2005) observou pela metodologia de difusdo em discos que 0 extrato
hidroalcodlico da espécie vegetal em questdo, nas concentragdes de 100mg/mL, 200mg/mL e
300mg/mL possui atividade antimicrobiana contra C. albicans, C. krusei, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Kocuria rhizophila, Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Shigella flexneri. Em contraste, este estudo

ndo evidenciou formacdo de halo inibitorio para C. krusei para a mesma metodologia
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provavelmente, isto se deve a variacdo de método extrativo, distinto do empregado neste
trabalho, influenciando nos teores de metabdlitos secundarios ou a utilizagdo de diluicdes
menores. Nesse contexto, conforme Busato et al. (2014) a composicdo quimica de uma planta
pode apresentar notavel variacdo dependendo do método de extracdo empregado, 0 que pode
ser entendido considerando a diferenca de arraste por solventes de polaridades distintas em
conformidade com a polaridade de cada composto secundario.

Outras variaveis, no entanto, devem ser consideradas para explicar a discrepancia
encontrada entre resultados de cunho antimicrobiano envolvendo amostras vegetais. Alem da
composicdo quimica, variagdes nos efeitos bioldgicos de extratos podem estar relacionadas a
outros fatores, tais como origem, condi¢des ambientais e o estddio de desenvolvimento da
planta quando da coleta (GOUVEA et al., 2016); o periodo de incubag¢do do micro-organismo
ensaiado a exposicdo da substancia teste, dada a ndo padronizacdo desta variante entre 0s
pesquisadores, pode influenciar em relacdo a variacdo do tamanho do halo de inibicdo,
conforme verifica-se em estudo conduzido por Oliveira e Lima (2017), que de acordo com a
progressao do tempo em exposicao, nota-se aumento na média de crescimento das col6nias dos
fungos. De acordo com Morio et al. (2010), a variabilidade genética entre isolados da mesma
espécie tambem tem sido apontada como um dos fatores determinantes para a suscetibilidade
do isolado em ensaios. Em concluséo, Miranda e seu grupo (2013) destacam diversos fatores
que ainda podem dificultar a difusdo do composto através do meio, como a composi¢édo deste,
densidade do indculo, enzimas microbianas e peso molecular.

Em referéncia a auséncia de inibicdo de crescimento microbiano constada para 0 EBE
quando avaliado o seu potencial antimicrobiano pela metodogia de difusdo em discos, autores
recomendam que o método de difusdo em poc¢os é o mais indicado para avaliar a difusdo de
substancias presentes em extratos etandlicos de plantas, além de apresentar eficiéncia para
substancias sollveis a agua, facilitando a difusdo destas pelo meio de cultura (VANDEN;
VLIETINCK, 1991; MIRANDA et al., 2013). E outros apontam sobre as desvantagens na
relagdo papel filtro e natureza da substancia vegetal quanto a superioridade da variante técnica
de poco difusdo em relacdo a técnica disco difusao, esclarecendo que em fungédo da composicédo
dos discos, basicamente celulose ligado a glicose monomérico, grupos hidroxilicos livres
presentes em cada residuo de glicose, podem adsorver substancias de natureza cationica da
amostra na superficie do disco, dificultando a sua difusibilidade no meio (BURGESS et al.,
1999). Silveira et al. (2009) acrescentam que o método de difusdo com pogos apresenta uma
melhor difusdo no agar das substancias em teste, devido a difusdo radial destas propiciada pela

técnica.
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Adicionalmente, outra particularidade foi notada para a técnica de discos em nosso
estudo. Durante a execuc¢do dos ensaios, os discos sdo depositados sobre o 4gar em placas de
Petri e 0 extrato adicionado ao disco logo em seguida, mantendo-se as placas em estufa para
incubacdo. No entanto, ap06s o periodo de incubacéo das placas, foi percebido que vestigios da
massa do extrato ficam retidos nos discos de papel, havendo uma perda do volume inicialmente
dispensado no disco, o que também pode superestimar a concentracao utilizada no experimento.
Quanto as duas técnicas avaliadas, Maia-Araljo e colaboradores (2011) discorrem que em
termos operacionais a técnica de difusdo em poco apresenta maior garantia da concentracéo de
extrato utilizada, por possibilitar que a quantidade de amostra que interage com 0 micro-
organismo durante o teste de sensibilidade seja igual ao volume pipetado em cada poco
inicialmente nas condi¢bes metodoldgicas testadas.

Assim, os fatores supracitados podem auxiliar na justificativa da variacdo de halos
inibitorios observada para os dois métodos aplicados neste trabalho. Ainda, corroborando a
afirmativa levantada por autores referenciados, é possivel notar que o antifingico comercial
miconazol mostrou-se mais efetivo no método de pogo difusdo que o método de disco difusdo,
HI igual a 15,67 mm e HI igual a 11,67 mm, respectivamente, com uma diferenca estatistica
significativamente menor que 5% (p < 0,05), sugerindo que a técnica de difusdo em pocos
apresenta melhor difusdo e portanto, maior confiabilidade nos resultados apresentados neste
estudo.

Nesta perspectiva, o estudo de Guimaraes et al. (2017) também demonstrou variacdo no
perfil de suscetibilidade para uma mesma cepa, empregando essas duas metodologias. O 6leo
essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) demonstrou atividade inibitéria sobre ambas as
cepas testadas, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922, quando
utilizado o método de orificio em Agar, mas ndo pelo método de difusdo em disco, quando
avaliadas as culturas de S. aureus. Outro trabalho realizado por Vital e colaboradores (2004),
avaliaram que tanto a técnica de difusdo em disco como a de difusdo em pocos usando cilindros
inoxidaveis sdo confiaveis para avaliacdo antimicrobiana de diferentes farmacos e que a técnica
de difusdo em disco pode substituir a de pogos nas analises microbioldgicas.

Dessa maneira, as divergéncias apresentadas entre os resultados observados em estudos
ja existentes com os obtidos neste trabalho demonstram a complexidade de comparagdo com
pesquisas anteriores, pois, mesmo utilizando-se de metodologias semelhantes, a sensibilidade
de estirpes distintas de determinado micro-organismo pode ser diferente para um mesmo

produto antimicrobiano vegetal. A auséncia de valores pré-determinados para a positividade ou
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negatividade também dificulta relacionar os resultados obtidos com os estudos relatados na
literatura.

Por fim, diante da discussdo acima levantada, € importante ressaltar que a técnica de
disco-difusdo € uma técnica preconizada pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards— NCCLS e esta normatizada como pardmetro de andlise antimicrobiana na
Farmacopéia Brasileira (MAIA-ARAUJO et al., 2011). Entretanto, considerando a avaliacio
realizada neste estudo, pode-se sugerir que dentre as duas técnicas utilizadas, com uma
diferenca estatistica significativa menor que 5% (p < 0,05), a de difusdo em pogos pode ser
considerada de maior confiabilidade e potencial de reprodutibilidade de resultados.

A acdo antifingica in vitro observada para 0 EBE das cascas de S. adstrigens, sugere
que a atividade encontrada pode estar associada a presenca de determinados metabolitos
secundarios como € o caso das saponinas, terpenos, alcaloides, cumarinas, catequinas,
flavonoides e taninos, compostos registrados na literatura com efeitos antimicrobianos
(RAJESHKUMAR; SUNDARARAMAN, 2012). E que no presente trabalho, foram
encontrados varios desses compostos para 0 EBE, como derivados fendlicos acima descritos,
especificamente os taninos, composto majoritario das cascas desta espécie, componentes que
apresentam propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias (SILVA et al., 2010),
evidenciando uma possivel interacdo entre os metabdlitos secundarios e a inibicdo do
crescimento fangico.

H& um interesse crescente no uso de taninos como agentes antimicrobianos. A atividade
de taninos contra micro-organismos patogénicos pode ser medida por sua acdo sobre as
membranas, ja que estes podem atravessar a parede celular, composto por varios polissacaridos
e proteinas, e se ligarem a sua superficie (VASCONCELOS et al., 2006). Em DJIPA; DELMEE
e QUENTIN-LECLERCQ (2000) observamos que a atividade antimicrobiana verificada para
Syzygium cuminii estava relacionada com a sua alta quantidade de taninos, ja que a eliminacéo
destes suprimiu esta propriedade. Visto que os taninos sdo tdxicos para fungos e bactérias,
conforme ressalta Scalbert (1991), devido as suas propriedades em inibir a acdo de enzimas
extracelulares e a fosforilacdo oxidativa, além de mecanismos que envolvem a privacdo de
substrato e de ferro, que sdo necessarios a sobrevivéncia destes micro-organismos, esse autor
atribuiu a agdo antimicrobiana do barbatimao verificada em seu estudo também aos taninos que
0 compdem. Por outro lado, a acdo antimicrobiana de S. adstringens também pode estar
associada a outros compostos ja conhecidos, presentes na planta.

Em outro estudo, Luiz e colaboradores (2015), observaram in vitro que as fracGes ricas

em polimeros de proantocianidinas de S. adstringens, compostos também identificados para o
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extrato da espécie neste estudo, inibiram com sucesso o crescimento de C. albicans e o
desenvolvimento de biofilmes. Da mesma forma, em estudo conduzido por Ishida e
colaboradores (2006), foi demonstrado que o barbatimé&o interferiu no crescimento e fatores de
viruléncia de C. albicans. Os autores sugeriram que a acao antifungica do barbatiméo foi
promovida pela subfracdo F2 (fracdo rica em proantocianidina).

Nessa incurséo, devido a alta manifestacdo e a gravidade das infecgdes fungicas, tem se
buscado novas drogas, dada a condicdo, de que muitas vezes estas, sdo administradas baseadas
no empirismo, promovendo o aumento da resisténcia fungica principalmente a farmacos
azolicos (Miconazol e Fluconazol, por exemplo) que sdo alguns dos antifungicos mais
utilizados no controle de leveduras patogénicas (SANTOS et al., 2009b; GABARDI et al.,
2016; MOREIRA et al., 2017). Fato este constatado em recente estudo conduzido pelo grupo
de Moreira e colaboradores (2017), onde os resultados do perfil de resisténcia dos isolados das
amostras de Candida spp, frente aos antifingicos testados como o Miconazol (66,67%),
Fluconazol (88,89%) e Nistatina (55,56%), foram os mais altos. Entretanto, os resultados de
sensibilidade frente aos demais antifangicos testados no estudo também demonstraram um alto
indice em algumas amostras, reforcando dessa forma, o alerta na atualidade para a ineficacia de
farmacos convencionais em consequéncia da resisténcia microbiana crescente.

No tocante a resisténcia da cepa C. krusei apresentada para o antifingico nistatina,
outros pesquisadores tém relatado uma menor eficiéncia terapéutica para este farmaco. Um
estudo realizado em 15 hospitais terciarios da Coréia demonstrou que cinco isolados de espécies
de Candida foram resistentes, e outros sete isolados demonstraram uma resisténcia
intermediaria a nistatina (JUNG et al, 2012), consolidando as tendéncias no desenvolvimento
da descoberta de drogas anticandidas em todo o mundo. Da mesma forma, no estudo conduzido
por Ferrazza e colaboradores (2005) com 227 mulheres em duas localidades no sul do Brasil
para avaliar a distribuicdo de espécies de leveduras isoladas da vagina e o perfil de
susceptibilidade in vitro das mesmas aos antifungicos habituais, encontrarou-se uma maior
tendéncia de resisténcia a nistatina, sendo que praticamente metade das cepas apresentaram
susceptibilidade dose-dependente (intermediaria) a este antifungico.

Desse modo, evidenciou-se que a partir do desenvolvimento da presente pesquisa pode-
se obter resultados bastante satisfatorios em relacdo a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais, e que as substancias naturais sdo uma alternativa viavel para solucionar a grande
emergéncia de cepas fungicas resistentes aos farmacos sintéticos, podendo assim ser utilizadas

como matéria prima para sintese de novos antifingicos.
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Neste estudo foi avaliada a atividade citotoxica de amostras de extratos e frages de
cascas de S. adstrigens em linhagens de células de carcinoma mamario humano. Os resultados
da exposicdo celular in vitro apds 72 horas, demostraram que o0 tratamento com 0s extratos e
suas fracOes de cascas de S. adstringens resultou em efeitos citotoxicos em ambas as linhagens
ensaiadas, sendo que as células MCF-7 foram mais sensiveis que a MDA-MB-435, uma vez
que a ICsp foi menor para as primeiras células e este efeito variou conforme a amostra em teste,
sugerindo resisténcia da linhagem MDA-MB-435 as repectivas amostras (Tabela 10). Nesse
contexto, as células de tumor mamério humano em cultura, MCF-7 e MDA-MB-435, sdo
células geneticamente distintas e que apresentam potencial proliferativo diferentes (SANTOS,
2009), o que poderia resultar na resposta diferencial ao tratamento com as diferentes amostras
de barbatiméao em estudo.

Em comparacdo ao potencial citotoxico das amostras de S. adstringens em teste, a
linhagem MCF-7 demonstrou ser bastante sensivel ao EBE, sendo observado uma ICso baixa o
que potencializa a acéo citotoxica deste extrato para estas células (Tabela 10).

Os extratos EBE e EBA de S. adstringens, apresentaram ICso inferior para ambas as
linhagens celulares, MCF-7 (ICso de 11,89 e 25,54 ug/mL, respectivamente) e MDA-MB-435
(ICso de 20,33 e 33,17 ug/mL, respectivamente) se comparados as fracdes, FAE e FAQ, com
ICso de 36,23 e 48,02 pg/mL para a linhagem MCF-7, respectivamente e 1Cso de 31,76 e 43,98
ug/mL para a linhagem MDA-MB-435, respectivamente, sendo assim 0s extratos se mostraram
mais efetivos que as fracBes neste estudo.

De acordo com os critérios estabelecidos pelo Instituto Nacional Americano de Cancer
(INAC), a citotoxicidade de extratos brutos em ensaios preliminares deve apresentar o limite
maximo de I1Cso de 30 pg/mL para ser considerado promissor para purificagdo e emprego como
antineoplasico (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990; ITHARATA et al., 2004; ALZEER et al.,
2014). Desta forma, os extratos EBE e EBA de S.adstringens apresentaram citotoxicidade
muito interessante e promissora, pois a ICso encontrada para ambos os extratos para a linhagem
MCF-7 (ICso de 11,89 e 25,54 pg/mL, respectivamente) e linhagem MDA-MB-435 (ICso de
20,33 e 33,17 ug/mL, respectivamente) esteve proximo ao estabelecido para 0 emprego como
antineoplasico.

Neste trabalho foi demonstrado que o EBE de cascas de barbatimdo é composto
principalmente por catequinas e epicatequinas, e proantocianidinas, flavonoides, flavanonas,
diidroxiflavonas, isoflavonas e acidos fendlicos em menor proporcéo. Enquanto que a analise
fitoquimica por CCD indicou a presenga de polifenois (taninos hidrolisaveis), taninos

condensados, derivados cindmicos, saponinas e acucares redutores para 0 EBA e FAE, e
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polifenois (taninos hidrolisaveis) saponinas e aglcares redutores para a FAQ. Assim, 0S
resultados obtidos neste estudo podem ser atribuidos a composicéo das repectivas amostras.
Diversos dos compostos anteriormente mencionados apresentam varios efeitos biologicos e
alvos moleculares in vitro e in vivo, que podem potencialmente ser Uteis na prevencao e
tratamento de cancer de vérios 6rgdos (RAMLJAK, 2005; HSIEH; WU, 2008; CERELLA et
al., 2013).

Dentro desse contexto, inUmeras pesquisas tém demonstrado que as células de
carcinoma mamario humano sdo seletivamente susceptiveis aos efeitos citotoxicos de
compostos fenolicos, como no estudo conduzido por Zhang et al. (2008), onde taninos
condensados isolados da espécie vegetal Acacia catechu (cacau) inibiram o crescimento de
células MCF-7, em baixa concentracdo, por inibicdo da biossintese de lipideos. Além disso,
proantocianidinas de extratos de uva foram também citotdxicas para outras linhagens de células
de tumor mamério, tais como 4T1 e MDA-MB-468, induzindo diminuicdo da proliferacéo e
viabilidade celular, bem como induziu apoptose das células 4T1 (MANTENA; BALIGA;
KATIYAR, 2006). Em outro estudo, Farabegoli e colaboradores (2007) demonstraram que 0s
flavonoides epicatequina galato e epigalocatequina galato, apresentaram atividade antitumoral
através de acdo moduladora sobre o ciclo celular, além de potencializarem o efeito de
quimioterapicos.

Vaérios outros flavonoides tém se mostrado importantes aliados na prevencdo de
determinado tipos de cancer. A genisteina e a daizeina, isoflavonas presentes em soja e seus
derivados, tem sido relacionada a uma menor incidéncia de canceres de c6lon, mama e prostata,
em populagBes com ingesta de soja e seus derivados, quando comparada a populagdes que ndo
fazem consumo desses alimentos (LIU et al., 2007). Leite (2008), argumenta que as isoflavonas,
substancias identificadas no EBE neste trabalho, atuam similarmente ao principal hormonio
feminino, o estradiol, devido a estrutura quimica desses compostos bioativos e nao nutricionais,
encaixando-se nos receptores de estr6geno. Dessa maneira, podem imitar os estrégenos,
propriedade a qual é atribuida seus beneficios a satde e na reposi¢do hormonal.

Outro estudo também evidenciou a acdo anticancerigena de flavonoides in vitro, em
células de carcinoma hepatocelular humano SMMC-7721 e em tumores H22 murinos
transplantados in vivo. O ensaio de MTT conduzido por Yang e colaboradores (2013) revelou
que o dleo essencial e os flavonoides, denominados EOOF e FOF, isolados de Oxytropis falcata
inibiram a proliferacdo de células SMMC-7721 de forma dependente da dose. O valor de 1Cso
de EOOF e FOF foi de 0,115 ¢ 0,097 mg « mL %, simultaneamente. Ocorrendo interrupgéo do

ciclo celular na fase G1 e morte celular por indugéo de apoptose apés a exposicao das celulas



95

SMMC-7721 ao flavonoide FOF. A inibicdo do crescimento em ratos transplantados com
tumores solidos H22 foi significativamente pronunciada apds o tratamento com FOF e a taxa
de inibicdo foi de 56,1% e 70,8% na concentracdo de 30 e 60 mg kg -1.

Em estudo, Sabino (2010), demonstra o efeito citotoxico de fracdo aquosa obtida do
extrato acetonico das folhas de S. adstringens e verificou que a mesma continha os seguintes
compostos: procianidina dimérica B1, epigalocatequina-3-O-galato e &cido galico, os quais
estavam relacionados a acao citotoxica e inducéo de morte celular de linhagens MCF7 e MDA-
MB-435 de carcinoma mamario humano. Desta maneira, o tratamento das células com a fracéo
aquosa contendo proantocianidinas induziu reducdo da viabilidade celular e causou alteragoes
morfolégicas nas duas linhagens, incluindo perda da morfologia celular tipica, condensacao da
cromatina e diminuicéo da area das col6nias e das células. A ICsg para as células MCF-7 foi de
12,35 pg/mL e para as células MDA-MB-435 foi de 34,43 pg/ mL, sendo as células MCF-7
mais sensiveis ao tratamento, como foi observado no presente trabalho. Estes dados corroboram
com os obtidos em nosso trabalho onde foram achados valores de ICs inferiores a 43,98 pg/mL
e 48,02 pug/mL para essas linhagens, respectivamente. Verificou-se ainda no estudo que o
tratamento com a fracdo aquosa de S. adstringens induziu apoptose, caracterizada por aumento
na expressédo da caspase-9, caspase-3-ativa e caspase-8, e diminuicdo da expressdo da caspase-
3 e pro-caspase-8. Também foi observado aumento de proteinas marcadoras da autofagia. Em
concluséo, os resultados obtido pelo autor indicaram que a fracdo de barbatiméo testada pode
induzir morte por apoptose com autofagia nas células MCF-7 e MDA-MB-435, corroborando
guanto ao potencial citotoxico desta espécie medicinal frente as repectivas linhagens celulares
em estudo.

Sabino (2010) argumenta que a resposta diferencial das células MCF-7 e MDA-MB-
435 pode ser provavelmente atribuida a presenca do receptor de estrogeno a nas células MCF-
7 (ER+), mas ndo nas células MDA-MB-435 (ER-). Este autor sugere que, a diferente resposta
ao tratamento com a fracdo isolada pelas células MCF-7 e MDA-MB-435 pode ser, pelo menos
em parte atribuida a atividade da procianidina B1, devido a sua funcao inibidora da aromatase.
Esta enzima catalisa trés reacfes consecutivas de hidroxilacdo, para conversdo de androgeno
C-19 em estrogeno C-18, que é a etapa final e critica para a sintese de estrogeno. O estrdgeno,
por sua vez, desempenha a funcdo de liga-se ao receptor de estrogeno o das células ER+,
induzindo a dimerizacdo do receptor, que se liga aos elementos responsivos ao estrogeno no
DNA ou a fatores de transcrigdo ligados ao DNA, ativando a transcrigdo de genes-alvo e
proliferacdo tumoral. Assim, a expressdo da aromatase esta aumentada no tecido tumoral

mamario, bem como no estroma circundante, em comparacdo ao tecido mamario normal
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(ROSENGREN, 2003). Dessa forma, cabe salientar que o autor atribuiu o efeito citotdxico
encontrado no estudo ao componente quimico majoritario da fracdo, as proantocianidinas.

As proantocianidinas, e os demais flavonoides especificamente, as catequinas e
epicatequinas, apresentam varios efeitos biologicos e alvos moleculares in vitro e in vivo, que
podem potencialmente ser Uteis na prevencdo e tratamento de céncer de varios 6rgéos
(MATSUBARA:; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006; LAMARAO; FIALHO, 2009; SENGER;
SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010). De acordo com Sabino (2010), as proantocianidinas
representadas pelas procianidinas diméricas B, os mondmeros de catequinas e epicatequinas
livres ou condensados ao acido gélico sdo os compostos com mais atividades bioldgicas
descritas.

Dentro desse contexto, tem sido demonstrado que as catequinas reduzem a proliferacéo
de células de tumor mamario in vitro e diminuem o crescimento do tumor em roedores. Valcic
et al. (1996) isolaram 6 diferentes catequinas do cha verde e verificaram que a epicatequina
galato apresentou atividade antiproliferativa para células MCF-7, com ICso de 154,8 pg/mL,
concentracdo bem superior a do EBE utilizado no presente trabalho. Da mesma forma,
Chisholm, Bray e Rosengren (2004) estudaram o efeito citotdxico de varias catequinas para
células MCF-7 e MDA-MB-231 e determinaram que dentre 0s compostos testados a
epicatequina galato a 20 uM mostrou-se citotoxica para células MDA-MB-231 e induziu morte
celular por apoptose. Desta maneira, os menores valores de 1Cs0 11,89 pg/mL e 20,33 ug/mL
encontrados neste trabalho para as linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-435, repectivamente
pode ser atribuido a presenca predominante desses constituites quimicos no EBE.

Santos (2009) analisou o efeito citotdxico de proantocianidinas isoladas da fracéo
aquosa obtida das folhas do barbatiméo sobre as células de tumor mamario humano, MCF-7
(ER+) e MDA-MB-435 (ER-). O tratamento das células com a fracdo contendo
proantocianidinas aumentou a atividade redutora de MTT, o que indica aumento da viabilidade
celular. Entretanto, a analise morfoldgica revelou intensa vacuolizacdo citoplasmatica
dependente da concentracdo da fracdo. Os vacuolos acumularam MTT, indicando tratarem-se
de vaclolos autofagicos. Outras alteracbes morfolégicas observadas pelo autor com o
tratamento foram a perda da morfologia celular tipica, condensagdo da cromatina
(principalmente formacéao de ndcleo picnotico), alteragcbes na membrana plasmatica e apos 48
h de tratamento houve marcante diminui¢cdo do tamanho das células. Nao foi observado o
padrdo de DNA escada caracteristico de apoptose nos diversos tratamentos, afirma o autor.
Conforme conclui Santos (2009), os resultados obtidos no estudo parecem indicar que a fragdo

isolada pode induzir autofagia nos dois tipos celulares estudados. Tendo em vista que a
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autofagia pode potencializar os efeitos antitumorais de quimioterapicos, o que pode ser Util na
terapia contra o cancer, as folhas de barbatimdo também parecem ser uma valiosa fonte de
substancias bioativas.

Desta forma, os resultados obtidos neste estudo avaliando-se a citotoxicidade de extratos
e fragdes de S. adstringens frente as linhagens tumorais MCF7 e MDA-MB-435 estdo em
consonancia com o apresentado em outros estudos para esta espécie.

Por ultimo, é importante ressaltar que 0 nosso estudo mostra, através de analise
fitoquimica por CCD, gue ndo foram detectadas a presenca de taninos condensados e derivados
cindmicos para a FAQ, que foi a amostra de barbatimdo em ensaio que demonstrou 0 menor
efeito citotoxico para ambas as linhagens celulares em estudo. Dessa forma, a variagcdo da
atividade citotoxica entre as diferentes fracdes e os extratos era esperada. Os solventes
utilizados na preparacdo dos extratos e suas fracbes determinam a extracdo de diferentes
substancias bioativas das plantas (ROHDE et al., 2013). Além disso, como exposto na discussao
anteriormente, as linhagens celulares de carcinoma mamario humano, MCF-7 e MDA-MB-435,
apresentam potencial proliferativo diferente, bem como diferentes respostas a agentes
quimioterapicos e antitumorais potenciais obtidos de plantas, devido a suas caracteristicas
genéticas.

Ainda, destaca-se que em diversos dos estudos registrados na literatura os extratos
brutos apresentam atividade de interesse biolégico mais promissora quando comparada aos
extratos fracionados ou que empregaram solventes com polaridades distintas, como nos
resultados obtidos pelo grupo de Simonetti e colaboradores (2016), sendo que tal atividade pode
estar relacionada ao sinergismo entre os constituintes fitoquimicos das plantas. Portanto,
extratos brutos de espécies vegetais podem muitas vezes apresentar acdo biolégica mais
pronunciada (efetiva) devido ao sinergismo entre os constituintes bioativos que sdo extraidos
pelo solvente ou método de extracdo empregado, uma vez que substancias isoladas podem
alterar suas propriedades na presenca de outras substancias, conforme esclarecem autores (LEE;
LEE, 2010; DELGADO-ADAMEZ et al., 2012; ROHDE et al., 2013).

Nessa abordagem, a combinacédo da trifolirizina, flavonoide com efeitos inibitérios in
vitro sobre o crescimento de células de cancer de pulmdo A2780 e de ovario H23 humano,
juntamente com maackiain, um outro flavonoide isolado de Trifolium pratense, capaz de induzir
apoptose em células de HL-60 de leucemia humana, resultou na degradagdo do DNA em
fragmentos de tamanho de oligonucleossoma de maneira dependente do tempo e da dose,
validando desta forma a eficacia terapéutica da mistura e portanto, o seu potencial sinérgico
(ARATANECHEMUGE et al., 2004; ZHOU et al., 2016).
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Os resultados aqui discorridos representam uma contribuicdo na bioprospecgdo de
compostos obtidos de plantas medicinais comumente utilizadas no Brasil que apresentam
atividade antimicrobiana, antioxidante e citotdxica. Estudos posteriores visando o isolamento
dos compostos bioativos dos extratos ou fracbes com o intuito de chegar as moléculas ativas da

planta investigada, deveréo ser realizados.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

- as cascas de S. adstrigens sdo uma fonte rica de compostos fenélicos com potencial
antioxidante e atividade antifingico;

- a atividade antioxidante esta relacionada com o teor de fenolicos totais;

- quanto as duas técnicas de agar difusdo avaliadas, houve diferenca significativa de
resultados, demostrando-se que em termos operacionais a técnica de difusdo em pogo apresenta
maior garantia da concentracao de extrato utilizada, por possibilitar que a quantidade de amostra
que interage com o microrganismo durante o teste de sensibilidade seja igual ao volume
pipetado em cada pogo inicialmente nas condi¢es metodoldgicas testadas;

- as amostras testadas apresentaram citotoxicidade para as células MCF-7 e MDA-MB-
435, sendo mais ativas contra as primeiras células;

- 0 EBE apresenta promissor potencial antitumoral;

- A espécie medicinal em questdo demonstra efeitos bioldgicos que motivam a
continuidade dos estudos, sugerindo-se para futuros ensaios a utilizacdo de métodos
sistematicos de investigacédo fitoquimica voltados para o isolamento dos seus principios ativos
e a sua eficacia clinica, visto que estudos clinicos sdo indispensaveis para verificar a eficiéncia

terapéutica de produtos fitoterapicos.
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