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RESUMO

Libidibia ferrea Mart € uma espécie vegetal pertencente ao género Caesalpinia (subfamilia:
Caesalpinioideae, Fabaceae) que ¢ popularmente conhecida como “pau ferro’ ou ‘juca’. Essa planta
é comum no Brasil com ocoréncia principalmente no Cerrado, além da Caatinga e Mata Atlantica.
A L. ferrea é largamente conhecida devido as suas propriedades terapéuticas na medicina
tradicional. Este estudo relata uma analise acerca de L. ferrea dividia em trés capitulos: 1. Uma
revisdo de literatura sobre a fitoquimica, atividades bioldgicas e aplicacdes terapéuticas; 2. Efeitos
da variacdo sazonal no contetdo total de polifendis, flavonoides totais, taninos, na atividade
antioxidante in vitro, analise multivariada e citotoxixa em linhagem celular C6 de glioma de ratos
dos extratos etandlicos do caule de L. ferrea coletados nos biomas da Caatinga e Mata Atlantica
durante as quatro estagdes do ano: inverno, primavera, verdo e outono, bem como, as propriedades
antiabéticas in vivo dos extratos; 3. Producdo de filmes de quitosana incorporados com extrato e

po do fruto L. ferrea e suas propriedades antimicrobianas.

Palavras-chave: Sazonalidde; Libidibia ferrea, citotoxicidade, antifungico, antibacteriano



ABSTRACT

Libidibia ferrea Mart is a plant species of the Caesalpinia genus (subfamily:
Caesalpinioideae, Fabaceae) which is popularly known as ‘pau ferro’ or ‘jucd’. This plant is
common in Brazil, occurring mainly in the Cerrado, in addition to the Caatinga and Atlantic forest.
L. ferrea is widely known for its therapeutic properties in traditional medicine. This study reports
an analysis about L. ferrea divided into three chapters: 1. A review of the literature on
phytochemistry, biological activities and therapeutic applications; 2. Effects of seasonal variation
on the total content of polyphenols, total flavonoids, tannins, in vitro antioxidant activity,
multivariate and cytotoxic analysis in C6 cell line of rats glioma from the ethanolic extracts of the
L. ferrea stem collected in Caatinga and Atlantic forest during the four seasons: winter, spring,
summer and autumn, as well as the in vivo antiabetic properties of the extracts; 3. Production of

chitosan films incorporated with L. ferrea fruit extract and powder and its antimicrobial properties.

Keywords: Seasonality; Libidibia ferrea, cytotoxicity, antifungal, antibacterial
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Capitulo 1: Fitoquimica, atividades bioldgicas e aplicacdes tarapéuticas de Libidibia ferrea
Mart

1.0 Resumo

O potencial uso na medicina popular de Libidibia ferrea estimulou um conjunto
diversificado de estudos relacionados as atividades farmacoldgicas de extratos e compostos
isolados desta planta. O presente capitulo apresenta uma revisao de literatura sobre a fitoquimica,
atividades bioldgicas e aplicacBes terapéuticas de Libidibia ferrea que foi possivel através
compilacdo de trabalhos disponiveis nos bancos de dados eletrénicos. O potencial antiflamatério e
analgésico € a atividade farmacoldgica mais amplamente estudada de L. ferrea, mas outras
atividades também sdo atribuidas, como antimicrobiana, citotoxica, antioxidante, anticancer,
curativa e antidiabética. Estudos fitoquimicos mostraram que esta espécie possui uma diversidade
de compostos quimicos que apresentam atividades farmacoldgicas relevantes. Esta revisdo discute
80 compostos isolados e/ou identificados de diferentes tecidos de L. ferrea, que incluem
flavonoides, acidos fenolicos, taninos, acidos graxos, dentre outros. Algumas substancias isoladas
apresentaram efeito antioxidante e citotoxico, entretanto o estudo ainda é incipiente e uma

investigacdo mais abrangente dessas substancias se faz necessario.
1.1 Introducéo

O emprego de plantas, animais, microorganismos e organismos marinhos no tratamento, cura
e prevencdo de doencas é uma das formas mais antigas de pratica medicinal da humanidade
(YUAN, 2016). As substancias naturais obtidas destas fontes desempenham papel importante no
processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de doengas humanas
(NEWMAN, 2003, 2007, 2012, 2016). Neste intuito, o potencial de descoberta de moléculas e/ou
extratos bioativos de espécies vegetais tem sido ampliado, através de estudos fitoquimicos, com
abordagem de bioprospecgdo, dentre outras (ELISABETSKY, 1991; ZANIN et al., 2012;
NEWMAN, 2003, 2007, 2012, 2016).

A bioprospeccdo da familia Fabaceae mostrou uma diversidade estrutural de metabolitos
secundarios distribuidos em seus géneros (WINK, 2013), com destaque para o Caesalpinia,

subfamilia Caesalpinioideae, o qual é composto de cerca de 150 espécies de arvores e arbustos
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perenes e deciduos, distribuidos em paises tropicais e subtropicais (DAS et al., 2010; GAGNON
et al., 2013). Essas espécies sdo conhecidas por suas propriedades medicinais e algumas sdo usadas
para o tratamento de disenteria, tuberculose, infeccdes de pele e inflamagdo, como C. sappan
(HWANG, 2018) e tumores, cistos e fibrose cistica, como C. bonduc (ARIF et al., 2009).

Alguns estudos fitoquimicos de espécies do género Caesalpinia foram motivados pela
relevancia medicinal de suas espécies e proporcionaram o isolamento de compostos com diferentes
propriedades bioldgicas, predominantemente derivados de flavonoides, triterpenoides e diterpenos
de cassano. Os derivados de diterpenos de cassano séo antioxidantes e antibacterianos (DICKSON,
2007), antitumorais contra diferentes linhas celulares (DENG et al., 2016) e anti-inflamatdrios
(YODSAOUE et al., 2010). Ja os flavonoides apresentam atividades anti-inflamatorias (RAO,
2005) e antimicrobianas (KASPERISKI et al., 2018; SRINIVAS et al., 2003).

Libidibia ferrea Mart (Caesalpinia ferrea) é uma das espécies de Caesalpinia que ainda
possui um potencial elevado de ser explorada quanto aos perfis quimico e biologico, devido ao seu
emprego na medicina tradicional para o tratamento de varios distarbios inflamatdrios, como
hematomas, reumatismo, febre, enterocolite; feridas; contusdes; diabetes e diarréia. Sua ocorréncia
no territério brasileiro é principalmente no Cerrado, seguido da Caatinga e Mata Atlantica, das
regides Norte e Nordeste, onde é popularmente denominada de ‘pau-ferro’ ou ‘juca’(CARVALHO
etal., 1996; LOPES et al., 2013; PEREIRA et al., 2012) (UEDA et al., 2001).

Estudos fitoquimicos e farmacolégicos com extratos, fracdes e substancias obtidos de L
ferrea comprovaram algumas de suas propriedades medicinais como o efeito analgésico e anti-
inflamatdrio de seus extratos (CARVALHO et al.,, 1996) e de fracdes do extrato de fruto,
enriquecidas com polissacarideos, que foram ativas em modelo de inflamagéo aguda (DE ARAUJO
etal., 2014).

Derivados da chalcona isolados do extrato em acetona do caule de L. ferrea apresentaram
atividade inibitoria no crescimento celular em células HL-60 de leucemia humana com inibicao
enzimatica da Topoisomerase 1l (NOZAKI et al., 2007; OHIRA et al., 2013) e outras substancias
do extrato metanolico do fruto mostram efeitos antitumorais, com testes de ativagéo in vitro do
virus Epstein-Barr (EBV-EA), que ativa a producdo de células cancerigenas e subsequente ensaio

de tumor de pele in vivo em camundongos (NAKAMURA et al., 2002). Diante da relevancia
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bioldgica, bem como da fitoquimica, das espécies do género Caesalpinia e especialmente do
potencial farmacologico de L. ferrea, neste capitulo foi feita uma revisdo de literatura

consistentemente sobre a aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos de Libidibia ferrea.
1.2. Material e método

A literatura usada nesta revisao foi do periodo de 1994 a 2020, disponivel nos bancos de
dados eletronicos Scopus, Web of Science e SciFinder. Os termos usados no levantamento foram
“Libidibia ferrea e compostos isolados”, “Caesalpinia ferrea e compostos isolados”. Esta pesquisa
foi realizada em setembro de 2018 a junho de 2020, para registros de abril de 1994 a janeiro de
2020. Os artigos que foram selecionados para revisdo reportavam sobre estudos fitoquimicos,
atividades bioldgicas e farmacoldgicas. As formulas estruturais das substancias foram desenhadas

usando o ChemDraw Ultra 12.0.

1.3 Estudos farmacolégicos de extratos de L. ferrea

A relevancia bioldgica da leguminosa L. ferrea é amplamente relatada na literatura, em
termos das propriedades farmacoldgicas das substancias isoladas, fracbes e extratos de diversos
Orgdos desta espécie. O levantamento bibliogréafico realizado para L. ferrea revelou que o fruto foi
0 mais estudado, seguido pela folha, semente e caule, com incidéncia em cerca de 40, 16 e 12%,
respectivamente, dos manuscritos selecionados (Figurala). Em relacdo aos métodos de extracdo
para obtencdo dos extratos brutos, a frio foi predominante, através da maceracao (42%) e sistema
soxhlet (15%) (~25-26%) (Figuralc). A avaliagdo bioldgica de amostras de extratos, fracOes e
substancias de L. ferrea foi realizada quanto as atividades antimicrobiana, anticancer, citotdxica,
anti-inflamatoria, analgésica, antioxidante, dentre outras, como sera descrito resumidamente a

sequir.
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Figura 1: Distribuicdo percentual de trabalhos reportados na literatura sobre: 6rgdos estudados,
métodos de extracdo e solventes empregados nos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos de L.

ferrea.

1.3.1 Atividade antimicrobiana

O extrato hidroalcodlico do fruto, 80% em metanol (Extracdo por maceracao), inibiu o
crescimento in vitro de patdégenos orais em modelos planctdnicos, com valores de concentragdes
inibitérias minimas (CIMs) de 25,0; 40,0; 66,0; 100,0 e 66.0 pg mL™* para Candida albicans,
Streptococcus mutans, S. salivarius, S. oralis e Lactobacillus casei, respectivamente. Para 0s quais
as CIMs para clorexidina foram de 5.0, 0.4, 0.4, 1.5, 0.8 pg mL™%, respectivamente. (Sampaio et
al., 2009). O extrato etanodlico do fruto (Extracdo por maceracao) também foi ativo contra S. mutans
e S. oralis, com CIMs de 1,56 e 3,13 pg uL, respectivamente (DE OLIVEIRA et al., 2014). Ja os
extratos foliares obtidos por maceracdo com ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol
exibiram atividade antimicrobiana de amplo espectro contra Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli e
Pseudomonas aeruginosa. Entretanto, os mais ativos foram os em cicloexano e cloroférmio com

valores de CIMs que variaram de 0,39 a 6,25 mg mL ™ para as cepas testadas (LUNA et al., 2020).

Os extratos aquoso e em agua:acetona (7:3, v v!) da casca do caule obtidos por turbo-
extracao foram testados pelo métodos de microdiluicdo em caldo e difusdo em agar contra as contra
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis, Methicillin-resistant S. aureus
(MRSA), Salmonella enteritidis e Shigella flexneri, onde os valores de CIMs para S. aureus, S.
epidermidis, Enterococcus faecalis, MRSA, S. enteritidis, S. flexneri e K. pneumoniae variaram
de 5000 - 625 pg mL?, para o aquoso e de 150 - 5000 pg mL™ para o em agua — acetona,

respectivamente. J& por difusdo em agar foram encontrados zonas de inibigdo para estas bactérias
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(Z1s) na faixa de 11 a 13 mm para o extrato em aquoso e de 8,0-15,0 mm para 0 acetona:agua.
Além disto, o em acetona:dgua mostrou inibi¢do contra E. coli e Klebsiella pneumoniae, com zonas
de inibicdo de 7.00 + 0.00 e 10.00 £ 0.00 mm, respectivamente (De Aradujo et al., 2014). A maior
atividade antimicrobiana do extrato em agua-acetona foi atribuida a presenca de polifendis [6,88
ug de pirogalol (PE) por g de extrato vegetal], por espectrofotometria utilizando o reagente Folin
Ciocalteau (De Araujo et al., 2014).

Inibidores de tripsina contidos nas sementes de L. ferrea extraidos com NaCl foram testados
em fungos fitopatogénicos como Colletotrichum guaranicola, Corynespora cassiicola, Fusarium
oxysporum e Sclerotium rolfsii, por controle do crescimento e esporulacdo micelial. Este extrato
protéico foi testado nas concentracdes de: 0, 10, 20, 40 and 80 pug mL™. A inibicdo maxima de
esporulacdo (91%) foi alcancada na concentragio de 40 pg mL™* para o fungo C. guaranicolla. Ja
para F. oxysporum, o efeito no crescimento micelial do fungo, quando comparado ao controle,
demonstrou que apenas a concentracdo de 80 ng mL™* apresentou diferenca entre as concentracdes
testadas. Entretanto, em 80 pg mL™ o extrato protéico mostrou 73% de inibig&o na esporulacio das

colonias. O efeito para S. rolfsii ndo foi tdo pronunciado (Bariani et al., 2012).

Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana diversificada, inibindo o crescimento de
fungos e bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Dos fungos, C. albicans, e o género

Staphylococcus, para bactérias, foram 0s mais suscetiveis aos extratos.

1.3.2 Atividade anticancer

A atividade antitumoral do extrato metandlico do fruto (Extracdo por refluxo) e de suas
fracdes em cloroformio, acetato de etila, n-butanol e agua, obtidas por particéo, foi avaliada em
uma triagem primaria por ensaio de ativacdo in vitro do antigeno do virus Epstein-Barr (EBV-EA)
induzido por TPA (12-O-tetradecanoilforbol acetato). A fracdo em acetato de etila apresentou
maior atividade inibitdria na ativagdo do virus EBV-EA, com inibig¢éo da ativacéo celular a 0% na
dose de 100 mg mL™* (Nakamura et al., 2002). Outra fracdo em acetato de etila do extrato em
acetona do caule obtido por maceracdo inibiu topoisomerase Il (tipo 1) e a proliferagéo celular em
leucemia humana HL60 (Nozaki et al., 2007).

Extratos brutos fruto preparados em éagua:etanol a 40%, 60% e 80% (v v!), obtidos por

turbo-extracdo com etanol, apresentaram inibicao da proliferacdo celular da linhagem tumoral HT-
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29, de cancer colorretal humano, no periodo de 24h de incubacdo. Destes, 0 extrato (60%), na
concentragéo de 25,0 ug mL foi capaz de inibir 50% do crescimento das células viaveis, enquanto
0 a 80%, na concentragio de 12,5 ug mL, foi capaz de inibir 43,7% desta linhagem (Guerra et al.,
2017).

A atividade citotoxica observada para o extrato etandlico (70%, v v1) da folha obtido por
refluxo contra cinco linhagens celulares de cancer humano do figado (HepG2), mama (MCF-7),
colon (HCT-116), laringe (Hep2) e da préstata (PC3) evidencia o potencial anti-cancer de L. ferrea
(HUSSEIN, 2016). Destas linhagens, as mais sensiveis ao extrato testado foram HepG-2, Hep2,
MCF-7 e HCT-116, com valores de concentracdo do extrato que inibiu 50% das células (ICso), de
19,3; 20,0; 21,8 e 24,47ug ml?, respectivamente (HUSSEIN, 2016).

1.3.3 Atividade citotoxica e larvicida

O extrato etanolico das folhas (Extracdo por maceracdo) apresentou toxicidade
significativa, na concentragdo de 100 pug mL™, para as larvas de Artemia salina e para as do Aedes
aegypti, com mortalidade de 68 e 10%, respectivamente (DE S. LUNA et al., 2005). O extrato
aquoso de sementes (Extracdo com NaCl) de L. ferrea apresentou atividade larvicida contra A.
aegypti no terceiro estagio com 85% de mortalidade em 24 horas (CAVALHEIRO et al. 2009),
taxa superior a taxa de 10% encontrada no extrato etanolico de folhas, que apresentou mortalidade

de 10% a 500 ppm contra as larvas de A. aegypti, no quarto estagio (DE S. LUNA et al., 2005).

A toxicidade dos polissacarideos presentes na fracdo polissacaridica das sementes a 1 mg
kg™ em ratos foi bem tolerado e n&o produziu alteragdes nos parametros de toxicidade (PEREIRA
et al. (2012). No estudo de Guerra et al. (2017), os extratos brutos do fruto preparados a 40, 60 e
80% em etanol (v v) nas concentragdes de 25,0 e 12,5 pg mL™ ndo mostraram toxicidade na
linhagem celular HEK-293, de células renais embrionarias humanas ndo tumorais, usada como

controle de parametros de citotoxicidade.

Cavalheiroet al. (2009) avaliaram a toxicidade aguda em ratos do extrato bruto de sementes
de L. ferrea, por injecéo intraperitoneal na dose de 0,3 mL 10 g de peso corporal. Este ndo mostrou
toxicidade aguda e também ndo foram observadas perda de peso, mudancas comportamentais,

diarreia ou outras alteragcbes. Adicionalmente, o aquoso do fruto obtido por maceracdo



administrado por gavagem néo teve efeito toxico duradouro na dose de 300 mg kg™, por peso
corporal, nos 6rgaos reprodutivos de ratos Wistar (LUCINDA et al., 2010).

Além destes estudos, baixa toxicidade também foi obtida para o extrato aquoso do fruto
(Extracdo com NaCl) e sua fracdo rica em proteinas, onde em dose Unica em camundongos,
obtiveram uma dose letal média, DLso, de 2.500,0 mg kg™ de peso corporal por Freitas et al. (2012).
Lima et al., (2012) também avaliaram a toxicidade oral aguda do extrato etandlico do fruto obtido
por maceragao, contudo o DLso n&o foi calculado porque a dose de 2 mg kg™ néo foi letal para os
animais estudados. A citotoxicidade em células de macréfagos (J774) do extrato metandélico do
fruto (Extracdo com ultrassom) sem semente (FrMeOH) foi avaliada por COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al. (2017) onde obtiveram baixa citotoxicidade para o extrato, com ICsg
acima de 500 pug mL™.

O extrato etandlico das folhas a 70% (v v) obtido por refluxo apresentou atividade
citotoxica contra a linhagem celular de queratindcitos HaCaT, com ICso = 114,4 + 18,9 g mI%, pelo
ensaio vermelho neutro (NRU) (Nawwar et al., 2015). O extrato hidroalcodlico da casca do caule
e das sementes de L. férrea (Extracdo por maceragdo), nas doses de 1g kg™ por dia, ndo afetou a
capacidade reprodutiva de ratos fémeas. Exceto pelo peso da placenta que foi significativamente
menor que o controle, o que pode ser uma indicacao de toxicidade para impedir o desenvolvimento
adequado do feto (PICKLER et al., 2019).

1.3.4 Atividade anti-inflamatoria e analgésica

Bacchi (1994) investigaram a atividade preventiva anti-Ulcera do extrato do caule obtido
por maceracdo em etanol de L. ferrea, 70% v v, administrado por via oral e intraperitoneal em
ratos Wistar fémeas. As lesbes gastricas foram induzidas e tratadas posteriormente com a
administragdo 400 mg kg por peso corporal, e os parametros avaliados foram secrecio gastrica,
efeito analgésico, tempo de sono e atividade motora espontanea. Este extrato diminuiu o volume
da secrecdo gastrica, no entanto, no indice de ulcera, a reducdo por administracdo intraperitoneal
foi maior que por via oral. Outro efeito observado foi o impedimento de lesdes agudas na mucosa
gastrica. Além disto, o extrato ndo teve efeito na analgesia, no tempo de sono e nos testes de

atividade motora espontanea (Bacchi, 1994).



A atividade anti-inflamatoria e analgésica do extrato aquoso e em &gua-acetona do caule
foi evidenciada pela reducdo significativa da migracéo de leucocitos, pelo modelo de peritonite por
carragenina em ratos (DE ARAUJO et al. (2014).

Carvalho et al. (1996) estudaram o potencial anti-inflamatorio e analgésico in vivo do
extrato aquoso do fruto de L. férrea obtido por maceracdo. Neste modelo experimental, carragenina
e acido acético foram utilizados para induzir inflamac&o e contra¢cdes musculares, respectivamente,
a fim de medir a atividade analgésica. O grupo tratado com 300 mg kg™ do extrato bruto apresentou
inibicdo da formacéao de edema de 36,3 e 23,0%, nas segunda e terceira horas, apds a administracdo
oral, respectivamente. O grupo animal tratado com o extrato reagiu menos vigorosamente ao teste
de placa quente apds 60 min, em relacdo ao grupo controle. Ndo houve diferenca aparente entre as
vias oral e intraperitoneal, com a administracdo de 100 mg kg? de extrato. Grupos tratados,
anteriormente, com 10 e 20 de extrato vegetal exibiram uma reducéo significativa no nimero de
contorcBes de 88 e 92, respectivamente. Outro extrato aquoso do fruto e de sua fracdo rica em
proteinas também foi avaliado quanto a atividade anti-inflamatoria e analgésica em por Freitas et
al. (2012), onde na dose testada, 100 mg kg, as amostras apresentaram efeito anti-inflamatorio,
reduzindo o numero de leucdcitos polimorfonucleares no exsudato inflamatério, além de serem
analgeésicas, protegendo os camundongos contra estimulos nocivos induzidos quimicamente pelo

acido acético.

Lima et al. (2011) avaliaram a atividade anti-inflamatoria do extrato etandlico a 95% do
fruto, através do uso de tioglicolato para induzir peritonite e de xileno para edema no ouvido, e 0
seu efeito analgésico por meio do teste de permeabilidade vascular provocado pela aplicacdo de
uma solucdo de acido acético e formalina para induzir dor. O extrato foi eficaz nas doses de 25 e
50 mg kg, no teste de tioglicolato, com efeito mais pronunciado com inibigdo de 68,4 e 71,8%,
respectivamente, em comparagdo ao controle. Além disto, este extrato na dose de 50 mg kg*
reduziu o edema da orelha em 66,6% e inibiu significativamente a permeabilidade vascular em
66,1%, em relacdo ao controle e no teste da formalina mostrou uma inibicdo significativa da

nocicepc¢éo de 34,0% em relacdo ao controle, na segunda fase do experimento.

O extrato do fruto de L. ferrea obtido por fluido supercritico apresentou capacidade anti-
inflamatoria, por regular negativamente a expressdo de marcadores de inducdo de resposta

inflamatdria, TNF-a e IL-1a, além da produzir de 6xido nitrico (Dias et al., 2013).



A atividade anti-inflamatoria in vivo estudada por Pereira et al. (2012) pelos modelos de
inflamacdo aguda mostrou que a fragdo polissacaridica das sementes TPL (polissacarideos totais)
e suas subfracbes (FI, FIl e FIII) possuem potente atividade através da modulacdo de histamina,
serotonina, bradicinina, prostaglandina E2 (PGE2) e NO em edema induzido por carragenina, onde

foi demonstrado o envolvimento de mastdcitos.

O extrato aquoso das sementes (Extragcdo por maceracgao) apresentou efeito antinociceptivo
na dor periférica, induzida por acido acético, com 1Dso médio de 5,99 mg kg™ e sua frago lipidica
causou inibicdo da dor induzida por formalina, com 1Dso médio de 5,67 mg kg™ para a fase inicial
e de 0,02 mg kg para a fase tardia (Sawada et al., 2014). Ja no teste de placa quente, esta fracéo
causou um aumento no tempo de laténcia dos animais, indicando um efeito antinociceptivo central
(Sawada et al., 2014). Nos trabalhos de Carvalho et al. (1996) e Freitas et al. (2012) doses mais
altas de extrato foram utilizadas e a maior eficiéncia do efeito analgésico obtido pode estar

associada a diferencas na composicao das partes das plantas.

O extrato aquoso das folhas de L. ferrea obtido por turbo-extracdo também apresentou
atividade anti-inflamatéria em um modelo experimental de inflamac&o intra-articular induzida por
zimosan, quando administrados por gavagem nas doses de 100, 200 e 300 mg kg™ em ratos Wistar.
Neste estudo, o extrato reduziu citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B) e marcadores de
estresse oxidativo (MDA, glutationa) nos tecidos articulares (FALCAO et al., 2019).

1.3.5 Atividade curativa

O uso tdpico de uma pomada preparada com o p6 da casca do caule de L. ferrea adicionado
a vaselina estéril, na proporgéo de 1:2 m m™, teve um efeito significativo na cicatrizagdo de feridas
abertas na pele de cabras, onde as feridas tratadas com o pé de casca apresentaram um processo de
cicatrizacdo mais rapido que o grupo controle (vaselina), por analise histologica. Além disso, foi
observado que ap6s a segunda semana de tratamento ndo houve crescimento da bactéria S. aureus,
indicando uma possivel atividade antibacteriana de L. ferrea (OLIVEIRA et al., 2010). Outras
formulacGes de pomadas preparadas com base no p6 do fruto mostraram atividade cicatrizante em
feridas da pele, com lesdes reduzidas, em um teste pré-clinico em ratos (CARVALHO et al., 2016)
e em de feridas de coelho (BATISTA et al., 2017). Neste estudo, o tratamento topico desencadeou

um processo de cicatrizagdo mais esteticamente organizado, menos hiperémico e exsudativo,



evidenciando que houve intervencdo no processo de cicatrizagdo, minimizando os eventos da fase

inflamatoria.

1.3.6 Atividade antioxidante e quantificacdo de polifenois

A concentracdo de polifendis no extrato hidrometandlico bruto dos frutos (80%, v v') de
L. ferrea foi estimada em 7,3%, pelo método do azul da Prassia (SAMPAIO et al., 2009). A
quantificacdo de compostos fendlicos revelou que o extrato hidroalcodlico do fruto (Extracéo por
maceracdo) de L. ferrea apresentou um teor de 460 + 4,16 mg g (EAG) e uma atividade
antioxidante 38,06% (x 2,04) maior do que a do &cido ascorbico, com ICso = 182,98 + 1, 81 ug ml°
! pelo método fosfomolibdénio (DA SILVA et al., 2011). Através do método espectrofotométrico
com Folin-Ciocalteu a variabilidade fendlica em extratos dos frutos de L. ferrea obtidos por
infusdo, coletados em catorze locais diferentes do Brasil, foi obtida com variagdo total do contetido
fenolico de 37,85 + 0,23 - 13,99 + 0,32 g % para &cido galico e 29,09 £ 0,23 - 10,75 + 0,32 %(g
para o &cido elagico (FERREIRA et al., 2016).

A quantificacdo de substancias fendlicas como &cido eldgico e acido galico no extrato
etandlico do fruto (20, 40, 60 e 80%, v v, em etanol) foi realizada por HPLC por Guerra et al.
(2017). Neste estudo, os extratos 40 e 20% (v v1), em etanol, apresentaram os maiores teores de

acido elagico e acido galico, com 2,89 + 0,551 e 4,43 + 0,132 % g respectivamente.

O extrato hidrometandlico do caule teve um teor de compostos fendlicos de 0,151 + 0,005
mg de GAE g extrato seco, pelo ensaio com o reagente Folin-Ciocalteu e inibiu 21,51% do radical
DPPH (OLIVEIRA et al., 2010). E a coagulacédo por camada fina (TLC) para identificacdo quimica
dos constituintes do extrato aquosos (Extracao por infuséo) da casca do caule de L. ferrea revelou
a presenca de taninos condensados (catequinas) e taninos hidrolisaveis (acidos géalico e elagico). Ja
0 seu teor total de taninos de 266 mg g foi conduzido pelo método de precipitagdo de caseina.
Além disto, este extrato apresentou acido galico, catequina, epicatequina e acido elagico, nas
concentragbes de 112,76; 17,75; 6,13 e 12,00 mg g*, respectivamente, por HPLC
(VASCONCELOS et al., 2011). O extrato hidrometanolico do caule (extracdo por maceracao) de
L. ferrea apresentou um teor de tanino de 6,24%, por difusdo radial em meio sélido com albumina
de soro bovino (BSA), enquanto o extrato metandlico do mesmo 6rgdo apresentou um teor total de

flavonoides de 0,49%, por espectrometria com cloreto de aluminio (Siqueira et al., 2012). De
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Araujo et al. (2014) estimaram o conteudo polifendlico dos extratos aquoso e em acetona-agua do
caule de 6,41 e 6,88 ng g (expressos em equivalentes de pirogalol (PE) por g de extrato vegetal),
na ordem, por método colorimétrico com o reagente Folin-Ciocalteu. Ainda neste extrato, o
contetido de acido galico variou de 0,0010 a 0,0013 g g e de catequina de e 0,027 e 0,011 pg g
1 ambos obtidos por HPLC.

Jé& para o extrato etandlico da casca do caule (extracdo por maceracgdo) foram determinados
teores de &cido gélico, &cido 3-O-galoyl quinico e o galato de etila de 17,68; 13,26 ¢ 28,26 ug mL"
! respectivamente, por HPLC, juntamente com os de acido valonico dilactona, &cido elagico e
acido metilelagico-pentosideo de 63,00; 57,64 e 4,98 ug mL?, respectivamente (WYREPKOWSKI
et al., 2014). A analise por HPLC da impressdo dos extratos hidroalcoolicos da casca do caule e
das sementes confirmou a presenca de acido elagico como principal composto (PICKLER et al.,
2019)

Comandolli-Wyrepkowski et al. (2017) quantificaram o conteudo fenolico e de flavonoide
dos extratos em hexano e metanol de folhas, galhos e frutos sem sementes obtidos de L. ferrea por
métodos espectrofotométricos com cloreto de ferro Il (FeCls) (padrdo: pirogalol) para
quantificacéo de fendlicos e cloreto de aluminio 111 (AICI3) (padrdo: quercetina e naringenina) para
flavondides. Dentre os 6rgdo estudados, o extrato metandlico dos frutos sem sementes apresentou
valores mais pronunciados de fendlicos totais (514,65 mg de pirogalol g de extrato seco) e
flavondides totais (69,35 mg de quercetina g™* de extrato seco e 64,11 + 1,19 mg de naringenina g
! de extrato seco). Contudo, em relagdo a polaridade dos solventes extratores nos diferentes 6rgéos
da planta, os extratos metandlicos foram mais enriquecidos em fendlicos e flavonoides que os em
hexano (COMANDOLLI-WYREPKOWSKI et al., 2017).

Port’s (2013) quantificaram o contetdo total de flavonoides e fendlicos do extrato aquoso
das folhas (extracdo por infusdo) de L. ferrea. O extrato apresentou teores totais de fendlicos de
68,13 + 15,93 mg gL EAG e de 4,56 + 1,58 mg g™ de EC. As atividades antioxidantes deste extrato
foram avaliadas pelo ensaio DPPH (ICso= 46,70 4,01 ng mL™) e também pelo método utilizando
o sistema B-caroteno / &cido linoléico (ICso = 93,29 + 13,92 ug mL™Y). Além disto, foram
quantificados no extrato acido galico e quercetina, por HPLC-DAD, onde foram obtidos 0,59 +
0,05 mg g de &cido galico e 0,13 + 0,01 mg g de quercetina. Ja o extrato etandlico a 70% (v v-

1y das folhas apresentou atividade antioxidante com ECso= 12,5 + 2,9 pg ml™, pelo método ORAC
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(Nawwar et al., 2015) e a analise por HPLC do extrato aquoso das folhas detectou concentragdes
de 1,56 (0,77) % m m™ para écido elagico e 1,20 (1,38) % m m* para 4cido galico (FALCAO et
al., 2019).

1.3.7 Outras atividades

O extrato hidroalcodlico (80%) do fruto (Extracdo por maceracdo) de L. ferrea e suas
fragbes mostraram atividade inibitéria da enzima aldose redutase, a qual é envolvida nas
complicagdes do diabetes (UEDA, 2004; UEDA et al., 2001). O potencial antidiabético desta
espécie foi também mostrado pelas propriedades hipoglicémicas do extrato aquoso de casca de
caule em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, onde a administracdo oral de doses do
extrato de 300 e 450 mg kg™ em ratos diabéticos mostrou redugdes significativas nos niveis de
glicemia de 70 e 79,5%, respectivamente, em comparacdo ao grupo controle com diabetes
(VASCONCELOS et al., 2011).

A atividade clastogénica aguda in vivo dos extratos etanolicos (Extracdo por maceracao) da
casca do caule de L. ferrea em células da medula déssea foi avaliada em ratos Wistar (Rattus
norvegicus), nas concentragdes de 500, 1000 e 1500 mg kg™ de peso corporal, via administragio
por gavagem de dose Unica (0,5 mL). Contudo, o extrato ndo teve efeito clastogénico nas condi¢des
testadas e ndo induziu aumento significativo no nimero médio de células com micronucleos ou
aberracdes cromossdmicas (De Souza, 2006). O extrato etanolico da casca de L. ferrea ndo foi
mutagénica nas cepas de Salmonella typhimurium (TA100, TA98, TA97a e TA102)
(WYREPKOWSKI et al., 2014).

Estudou-se um preparo feito com o p6 do fruto de L. ferrea na proporcéo de 20% e 50%
com vaselina sobre o efeito repelente contra moscas da familia Calliphoridae: Lucilia eximia;
Chrysomya albiceps; Chrysomya megacephala, Lucilia sericata, Lucilia cuprina and Sarconesia
clorogaster. As duas preparacdes mostraram efeito repelente, contudo bem maior para a preparagéo
com a concentracdo de 50% do po do fruto (FERNANDES et al., 2016).

Comandolli-Wyrepkowski et al. (2017) avaliaram a atividade antileishmanial de extratos
em hexano e metanol de folhas, galhos e frutos sem sementes obtidos de L. ferrea contra as formas
promastigotas e amastigotas causadoras de leishmaniose cutanea e, além disto, o efeito do

tratamento tépico com hidrogéis contendo extrato ativo em hamsters experimentais infectado com
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L (L.) amazonensis. O extrato metandlico de frutos sem sementes (FrMeOH) foi o mais ativo contra
promastigotas de L. (L.) amazonenses, com ICso = 15,04 pg mL™2, e L. (V.) guyanensis, com 1Cso =
173,11 pg mL™. Nas formas amastigotas, o extrato na concentragdo de 500 pg mL™* (FrMeOH), in
vitro, inibiu a sobrevida dos amastigotes de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonenses na, em 62 e
54%, respectivamente, em relacdo ao controle. Além disto, este extrato em preparacdo de
formulacdo com hidrogel também causou a redu¢do no volume de lesdo em animais, diminuindo a
inflamacéo na regido da leséo e a carga parasitaria, quando comparados ao controle néo tratado ou

recebendo apenas o0 gel sem o extrato.

Os efeitos hipolipidémicos do extrato etandlico a 70% (v v*) das folhas de L. ferrea foram
avaliados por Nawwar et al. (2015) em ensaios in vitro sobre a atividade da HMG CoA redutase,
a principal enzima limitante da biossintese do colesterol e in vivo em ratos Wistar, os quais foram
tratados oralmente com 300 mg kg™ de peso corporal de extrato vegetal. Este inibiu a atividade
enzimatica em cerca de 86% na concentragdo de 2,27 + 0,14 (umol mg?) e no ensaio in vivo, o
tratamento com extrato resultou em uma diminuicdo significativa no teor de colesterol total,
lipoproteina de baixa densidade, triglicerideos e lipidios totais (53,08%; 25,03%; 48,84% e
23,28%, respectivamente), enquanto o colesterol lipoproteina de alta densidade (HDL-C)
aumentou significativamente em 158,71% em comparacdo ao grupo hipercolesterolémico nédo

tratado.

1.4 Constituintes quimicos de L. ferrea e suas atividades farmacologicas

A partir da prospeccdo fitoquimica de algumas espécies do género Caesalpinia, 0s
metabdlitos descritos incluem predominantemente diterpenos, triterpenos, compostos fendlicos e
outros. Os diterpendides sdo os constituintes predominantes no género Caesalpinia (WU et al.,
2011; ZANIN; DE CARVALHO et al., 2012). No entanto, para L. ferrea, nenhum diterpeno ainda

foi isolado e seu estudo fitoquimico é ainda incipiente (APENDICE).

1.4.1 Derivados flavonoides

O estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas (Extracdo por refluxo) de L. ferrea
resultou no isolamento de nove flavonas glicosiladas: orientina 1, vitexina 2, isoorientina 3,
isovitexina 4, isovitexina 2 "- O-f- [xilopiranosil-(1’"*> — 2°”*)-O-f -xilopiranosil] 5, vitexina 2”’-
O-B-[xilopiranosil- (1°>*’—2’")-O-B-xilopiranosil 6 e orientina 2’’-O-B-[xilopiranosil-(1""""—
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2”°")-O-B-xilopiranosil 7, 2”-O-galoilvitexina 8 e 27”-O-galoilorientina 9 (HUSSEIN, 2016;
NAWWAR et al., 2014, 2015). Orientina 1 e vitexina 2 exibem ligacdo C-glicosidica na posicéo 8
do anel A e diferem pelo grau de oxidacdo do anel B. Isoorientina 3 e isovitexina 4 tém ligacéo
C-glicosidica na posi¢do 6 do anel A. O 2”-O-galoilvitexina 8 difere da vitexina 2 e 2”-O-
galoilorientina 9 difere da orientina 1 por esterificacdo na posi¢cdo 2 do glicosideo. A substancias
1, 3 e 7 sdo derivados da luteolina, enquanto que os compostos 2, 4, 5 e 6 séo da apigenina. As
substancias 8 e 9 mostraram atividade antioxidante, pelo método ORAC, de EC50=3,8+0,4¢e 1.9
ug mL?, respectivamente. Em adicdo, estas substincias apresentaram atividade citotoxica em
queratindcitos HaCaT, com valores de ECsode 59,7 + 3,8 e 67,9 + 5,9 ug mL™?, respectivamente
para8e9.

O composto 2”-O-galoilorientina 9 também mostrou efeito citotoxico em linhagens
celulares de céncer do figado (HepG2), mama (MCF-7), célon (HCT-116), laringe (Hep-2) e
préstata (PC3), com valores de ICso de 18,5; 22,6; 24,2 e 28,4 ug mL™* para HepG-2, HCT-118,
Hep2 e MCF-7, na ordem (HUSSEIN, 2016; NAWWAR et al., 2014, 2015).

O levantamento bibliogréafico indicou que dentro do género Caesalpinia foram isolados
flavonoides glicosilados apenas em extratos de L. ferrea. Outros ndo glicosilados foram
identificados também nesta planta, como a flavona apigenina 10, que foi isolada do extrato
hidroalcodlico do fruto e casca do caule (PEDROSA et al., 2016); flavonoides do tipo flavan-3-ol,
como epicatequina 11 foi identificada no extrato hidroalcodlico do fruto, hidroalcéolico, etandlico
e hidroacetonico da casca do caule (PEDROSA et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2011;
WYREPKOWSKI et al., 2014). A catequina 12 foi identificada no extrato etanodlico,
hidroalcodlico, hidroacetdnico e aquoso do caule, bem como, no extrato hidroaceténico do fruto.
A flavanona taxifolina 13 e flavonois kaempferol 14, quercetina 15, isorhamnetina 16, miricetina
17 e rutina 18 foram identificados no extrato hidroalcodlico do fruto e caule desta planta (DE
ARAUJO et al., 2014; PEDROSA et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2011). Um Unico trimero
de chalcona pauferrol A 19 e dois dimeros de chalconas, pauferrol B 20 e pauferrol C 21 foram
isolados dos extratos em acetona do caule. Esses derivados exibiram atividades inibitdrias contra
a topoisomerase Il humana com ICso de 2,1 pmol L 153 pmol L? e 14,5 umol L7,
respectivamente, e induziu apoptose em células HL60 de leucemia humana com ICso de 5,2 pmol
L™, 11,6 pmol L e 12,1 umol L2, respectivamente (NOZAKI et al., 2007; OHIRA et al., 2013).
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1.4.2 Taninos

Os taninos sdo os metabdlitos majoritarios do extrato aquoso dos frutos de L. ferrea (DE
SOUZA, 2006). Esse mesmo perfil quimico foi encontrado nos alcodlicos, como o etandlico da
casca do caule que apresentou predominancia de taninos hidrolisaveis, principalmente derivados
do &cido galico, como monogaloil glicose 22, acido galoil chiquimico 23, tellimagrandin-I 24,
digaloil glicose 25, acido digaloilquinico 26, galoil tanino 27, trigaloil glicose 28, tetragaloil
glicose 29, derivado da castalagina 30, &cido hexa- hidroxi- difenil digaloil glicose 31, pentagaloil
glicose 32, acido digaloil chiquimico 33, procianidina C2 34 e acido metil elagico ramnosideo 35.
Neste mesmo extrato, dilactona do acido valoneico 36, acido 3-O-galoil quinico 37 e acido 3-O-
metilelagico-4'-O-p-D-arabinopiranosideo 38 foram isolados e identificados. Essas espécies
exibem um padrédo de configuracdo, onde no esqueleto estrutural de 22-23 ha uma unidade galoil
ligada a uma de poliol. Contudo, de 24-33, a de poliol esta ligada a varias unidades de &cidos
fenolicos (WYREPKOWSKI et al., 2014). O composto 24 também foi isolado do extrato etandlico
das folhas (HUSSEIN, 2016; NAWWAR et al., 2014; NAWWAR et al., 2015).

1.4.3 Outros

O 4cido galico 39 foi obtido de extratos do fruto, folhas e na casca do caule (DE ARAUJO
et al., 2014; HUSSEIN, 2016; NAKAMURA et al.,, 2002; NAWWAR et al.,, 2014, 2015;
PEDROSA et al., 2016; PORT'S, 2013; VASCONCELOS et al., 2011) e o galato de metila 40 foi
isolado do fruto (NAKAMURA et al., 2002a). Os compostos 39 e 40 apresentaram atividade
promissora quimiopreventiva na ativacdo do antigeno do virus Epstein-Barr (EBV-EA) induzido
por TPA, in vitro (NAKAMURA et al., 2002a. Estes também foram testados quanto a atividade
antitumor na pele de camundongos (NAKAMURA et al., 2002b), onde a carcinogénese foi
induzida com TPA e o numero de papilomas foi determinado uma vez por semana, durante 20
semanas com administragéo de doses de 85 nmol de 39 e 40, a qual, para ambos, diminuiu a

porcentagem de camundongos com papiloma (NAKAMURA et al., 2002b).

O acido elagico 41 e o acido 2-(2,3,6-tri-hidroxi-4-carboxifenil) elagico 42, os quais foram isolados
do extrato etandlico do fruto e das folhas, mostraram inibicdo da atividade enzimética da aldose
redutase, com 1Cso de 1,08 € 2,72 x 107" mol L. Estes apresentaram também efeito inibitdrio sobre
0 acumulo de sorbitol in vitro em eritrdcitos isolados incubados no meio contendo glicose (UEDA,

2004; UEDA et al., 2001). O &cido elagico 41 também foi obtido dos extratos hidroalcodlicos da
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casca do caule e da casca da semente, extrato aquosos da casca e etandlico das folhas, sementes e
caule (HUSSEIN, 2016; NAWWAR et al., 2014, 2015; PICKLER et al., 2019; VASCONCELOS
etal., 2011; WYREPKOWSKI et al., 2014) e o galato de etila 43 do extrato etandlico da casca do
caule (WYREPKOWSKI et al., 2014). Nas folhas, brevifolin 44 e &cido brevifolincarboxilico 45
foram isolados do extrato etandlico. O efeito antioxidante de 45 foi avaliado pelo método ORAC,
juntamente com sua citotoxicidade em queratindcitos HaCaT, pelo ensaio vermelho neutro (NRU),
onde foram encontrados valores de ECso = 5,0 = 1,0 e 124,9 + 22,5 pug mL™, respectivamente
(NAWWAR et al., 2015).

O é&cido quinico 46 foi identificado por cromatografia liquida (LC-MS / MS) no extrato
hidroalcodlico do caule e do fruto obtido por maceracdo. Contudo, neste estudo, 0s compostos
acido clorogénico 47, acido cafeico 48, acido 2- (2-etil-3-hidroxi-6-propionilciclohexil) acético 49
e acido 12-oxo-fitodienoico 50 e &cido gluconico 51 estavam presentes apenas no do fruto
(PEDROSA et al., 2016).

Os éacidos graxos como acido linoléico 52, oleico 53, alfalinolénico linolénico 54,
palmitoleico 55, palmitico 56, estedrico 57 e acido caprico 58 foram identificados na porcao
lipidica das sementes por cromatografia em fase gasosa (GC), com predominio dos acidos
linol€ico, oleico e palmitico (SAWADA et al., 2014).

A analise por cromatografica gasosa do extrato do fruto com fluido supercritico (SFE)
também indicou a presenca de &cido linoleico 52, &cido palmitico 56, acido estearico 57 e outros
compostos como o &cido elaidico 59, gama-sitosterol 60 e lupenona 61. Este extrato apresentou
uma composi¢do média de 52% em &cidos graxos insaturados, 26% em acidos graxos saturados e
13% em derivados terpendides (DIAS et al., 2013).

A fragéo polissacaridica da extracdo aquosa das sementes foi estudada por espectroscopia
de RMN de *H e *3C, onde se observou que sua composic¢do de monossacarideos é formada por a-
D-galactose 62 e f-D-manose 63. A fragdo polissacaridica foi ativa contra o virus da Herpes
simplex (HSV-1) e o poliovirus tipo 1 (PV-1), in vitro, apresentando valores de ICsode 405 e 1,73
ug mL?, respectivamente. Esta ainda mostrou baixa citotoxicidade para células HEp-2, pelo ensaio
colorimétrico brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), com CCso acima

de 3000 g mL*. Analises de FTIR dessa fragdo indicaram a presenca da composic&o de agicar de
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galactomanos (64) (LOPES et al., 2013), concordando assim com a anélise quimica e fisico-
quimica dos polissacarideos extraidos das sementes de L. férrea, os quais eram ricos em
galactomanana (DE SOUZA, 2010). Galactomanos das sementes extraidos com NaCl foram
eficazes no controle da hiperglicemia e na recuperacdo da sensibilidade a insulina no tecido
adiposo, na dose de 10 mg kg* de peso corporal em ratos Wistar com diabetes, a qual foi induzida
por estreptozotocina (Cunha et al., 2017).

Analise por GC-MS do extrato em ciclohexano da folhas e de suas fracdes identificou a
presenca de compostos octadecanal 65, n-dodecanal 66, octacosano 67, docosano 68, pentadecano
69, heptacosano 70, &cido pentadecandico 71, globulol 72, n-decanal 73, 14-metil-pentadecanoato
74, &cido 1,2-benzenodicarboxilico 75, fitol 77, acido hexandico 76, acido benzoico 77, pirrolidina
78, 2,4- acido piridinodicarboxilico 79 e heptacosano 80, &cido linolénico e acido palmitico (LUNA
et al., 2020).

1.5 Considerac0es finais

Esta revisdo apresentou 80 metabdlitos secundarios isolados e/ou identificados em extratos
de 6rgdos diversos de espécimes de L. ferrea, como flavonoides glicosilados e agliconas, taninos,
acidos fenolicos e acidos graxos. Contudo, os derivados de diterpenos ndo foram encontrados
nesses estudos fitoquimicos prévios, mesmo sendo prevalente a presenca destes em espécies do
género Caesalpinia. Dentre os 6rgdos estudos, o fruto foi 0 mais recorrente, seguido das folhas,
caule e semente e 0 método de extracdo mais empregado para obtencdo dos extratos brutos destes
foi a maceracdo, com mistura hidroalcoodlica, etanol:agua e dgua. As atividades farmacoldgicas
mais amplamente estudadas para os extratos de L. ferrea foram antiflamatoria e analgésica, seguida
de outras como antimicrobiana, citotoxica, antioxidante, anticancer, curativa e anti-diabética. Estes
estudos farmacoldgicos apresentam diversidade e revelam a importancia da prospeccao fitoquimica
para o isolamento de substancias responsaveis pelos efeitos bioldgicos dos extratos. Os efeitos de
algumas substancias isoladas foram investigados, como antioxidante e citotoxico, entretanto estes
ainda sdo incipientes e uma investigacdo mais abrangente dessas substancias se faz necessario.
Assim, outros estudos farmacolégicos e fitoquimicos devem ser desenvolvidos com amostras de L.
ferrea, diante da relevancia farmacoldgica observada para esta espécie e a fim de esclarecer mais
mecanismos de acdo das suas substancias, fracbes e extratos ativos frente aos alvos relatados e,

consequentemente, contribuir com a validacdo do seu emprego na medicina tradicional em
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comunidades carentes do Nordeste brasileiro. Além disto, o status atual mostrado para L.
ferrea pode apontar a direcdo para futuras pesquisas direcionadas para a comprovacdo de sua
eficécia clinica, essencial para o desenvolvimento de novos fitoterapicos e fitofarmacos, a longo

prazo, a partir de amostras desta planta.
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Capitulo 2: Variagdes sazonais de compostos fendlicos, atividade antioxidante,
antibacteriana, antifungica, citotoxica em células C6 de glioma de rato e antidiabética in
vivo de Libidibia ferrea

2.0 Resumo

Este estudo relata os efeitos da variacdo sazonal no conteddo total de polifendis, flavonoides totais,
taninos, na atividade antioxidante in vitro, analise multivariada e citotoxixa em linhagem celular
C6 de glioma de ratos dos extratos etanélicos do caule de Libidibia ferrea coletados nos biomas da
Caatinga e Mata Atlantica durante as quatro estacGes do ano: inverno, primavera, verdo e outono,
bem como, as propriedades antiabéticas in vivo dos extratos. Os extratos foram preparados a partir
da casca do caule das amostras colhidas no periodo de 2018 a 2019. O teor total de fendlicos e
flavonoides foi determinado por métodos espectrofotométricos e o teor de taninos pelo método da
difusdo em &gar. A capacidade antioxidante in vitro foi avaliada por ensaios de eliminacdo dos
radicais 1-1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzenotiazolina-6-
sulfonico (ABTS) e a analise multivariada por ressonancia magnética nuclear (RMN). O efeito
antibacteriano dos extratos foi determinado pelo ensaio de microdiluicdo e a citotoxicidade em
linhagem celular C6 de glioma através do método de reducéo de desidrogenase usando o MTT. A
atividade antidiabética foi avaliada em camundongos machos C57BI/6 em modelo de neuropatia
diabética O contetdo total de polifendis e taninos variou significativamente durante o verao
comparando os dois biomas. Ja o contetudo de flavonoides foi estatisticamente diferente ao longo
das estacdes. Os testes DPPH e ABTS revelaram atividade antioxidante in vitro mais potente para
0s extratos da Caatinga, e a analise multivariada dos extratos revelou dois padrfes discriminantes
de agrupamento. No bioma da Mata Atlantica os extratos do inverno e primavera apresentaram 0s
melhores efeitos antibacterianos nesse bioma. Na Caatinga, o extrato mais antibacteriano foi o do
verdo. Os extratos do caule da Mata Atlantica foram mais seletivos e ativos para linhagens Gram-
positivas, e 0 extrato do inverno da Caatinga foi seletivo contra o fungo C. albicans. Os extratos
coletados no inverno, primavera e verdo no bioma da Mata Atlantica apresentaram citotoxicidade
contra as células C6 de glioma com ECso de que variaram de 0,13 a 0,5 mg mL™. Os extratos ndo
apresentaram efeito antidiabético, e o extrato coletado no verdo da Caatinga foi tdxico para 0s
camundongos machos. O &cido galico, substancia ja isolada da planta, apresentou potencial efeito
no tratamento da neuropatia diabética. O conteudo fendlico total apresentou boa correlagdo com o
teor de tanino. De acordo com as correlaces quimicas, o contetdo fendlico parece ser responsavel
pelas propriedades antioxidantes. E a variacdo sazonal nos dois biomas perece influenciar as
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atividades biologicas da espécie. O conhecimento gerado no presente trabalho contribui para
entender a variabilidade da composi¢do quimica e bioldgica de extratos de L. ferrea nas condi¢des
sazonais experimentadas pelo bioma da Caatinga e Mata Atlantica.

2.1 Introducao

Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L. P. Queiroz var. ferrea, Fabaceae, comumente conhecida
como pau-ferro ou jucd, é uma espécie nativa do Brasil, cujo emprego tradicional das cascas do
caule, principalmente por comunidades da regido Nordeste, é para o tratamento de dor, asma, tosse,
gripe, inflamacdes (MACEDO et al., 2018), enterocolite, diarreia (BACCHI, 1994; CARVALHO
et al., 1996; DE ARAUJO et al., 2014; GUERRA et al., 2017; SAMPAIO et al., 2009) e
cicatrizacdo de feridas (PEREIRA et al., 2016), dentre outros. Ja suas raizes sdo usadas como
agente antipirético e o seu fruto para o controle de diabetes (CARVALHO et al, 1996; LUNA et
al., 2020).

Dentre as propriedades farmacoldgicas dos extratos de L. ferrea destacam-se a
antimicrobiana e antifingica da casca e do fruto (SAMPAIO;et al.,, 2009; DE OLIVEIRA
MARREIRO et al., 2014;), hipoglicémica e antidiabética das sementes, folhas e caule (CUNHA et
al., 2017; HASSAN et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2011; UEDA, 2004; UEDA et al., 2001),
anti-inflamatoria, anti-lcera e analgésico do caule e fruto (LIMA et al., 2011), e, além destas,
anticancer e antioxidante (GUERRA et al., 2017; NAKAMURA et al., 20023a; ; NAKAMURA et
al., 2002b; NOZAKI et al., 2007).

Estudos fitoquimicos prévios de L. ferrea mostram que os derivados fendlicos sdo 0s
metabdlitos secundarios principalmente identificados em seus extratos, como flavonoides C-
glicosilados, do tipo flavonas, isolados do extrato etandlico das folhas (NAWWAR et al., 2014,
2015); dimeros e trimeros de chalconas no em acetona do caule (NOZAKI et al., 2007; OHIRA et
al., 2013) e taninos hidrolisaveis, principalmente derivados do acido galico, do etandlico da casca
do caule (WYREPKOWSKI et al., 2014).

Esses compostos fendlicos apresentam efeitos biologicos diversos, como anticancer, anti-
infeccioso, antimicrobiano e, além disto, sdo amplamente empegados para a prevengdo de
distarbios cardiovasculares e envelhecimento (ALARCON FLORES, 2012; RIBEIRO et al., 2020;

SOARES, 2002). Esses, assim como 0s demais metabdlitos secundarios, sdo importantes para
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adaptacao das espécies vegetais ao seu habitat natural e para sua defesa em situacGes de estresse
ambiental (ABD-ELGAWAD, 2020; AKULA, 2011). Nesta situacdo, a biossintese dos fenolicos
¢ aumentada ja que o metabolismo secundario pode ser influenciado por alguns fatores bidticos e
abioticos, como incidéncia de radiacdo solar, disponibilidade de nutrientes no solo, suprimento de
agua, temperatura, umidade, herbivoria e ataques de patgenos, dentre outros (BAT et al., 2018;
PACIFICO et al., 2015).

A via do fenilpropandide é o ponto de partida para a biossintese de varios metabolitos, como
derivados de ligninas, flavonoides, taninos e antocianinas (IRANI, 2019; VOGT, 2010). Esta via é
reconhecidamente alterada quando as espécies vegetais sdo submetidas a estresse abidtico ou
biotico, onde varios genes sao ativados ou desativados, resultando em niveis crescentes de varios
metabdlitos. A ativacdo deste metabolismo pode desempenhar um papel no desenvolvimento de
barreiras protetoras nas células danificadas pelo estresse através da ativacdo ou desativacdo das
enzimas limitadoras da via dos fenilpropandides: a fenilalanina amonia-liase (PAL), p-
coumaroil:CoA ligase (4CL) e chalcona sintase (CHS) (NAIKOO et al., 2019; PIETROWSKA-
BOREK, 2013; SANCHEZ-BALLESTA et al., 2007).

A sazonalidade é um dos fatores que mais influencia no metabolismo secundério tanto em
termos das vias metabdlicas preferencialmente ativadas, bem como na quantidade produzida dos
metabolitos em espécies de Fabaceae (LI et al., 2020). Este efeito foi observado na alteracdo do
conteudo total de fendlicos de Acacia farnesiana, A. tortilis e A. longfolia, em condicdes de maior
estresse oxidativo, durante periodos de excesso de energia luminosa (GABR et al., 2018).
Comportamento semelhante ocorreu com a variabilidade e concentracdo de polifendlicos nos
extratos metanolicos das folhas de espécies de feno-grego (Trigonella spp.), em genotipos
originarios de habitats naturais quentes e secos (RIASAT, 2018) e também na composicdo de
alcaloide nas sementes de Lupinus tassilicus (AINOUCHE, 1996). Além disto, a quimica de 6leos
essenciais do fruto de Pterodon emarginatus foi alterada devido a fatores sazonais (ALVES et al.,
2013).

A maioria dos estudos que lidam com a variabilidade de metabolitos tem sido concentrados
em espécies vegetais da regido temperada, que sdo empregadas para fins comerciais. Apesar do

Brasil abrigar uma ampla biodiversidade vegetal em zonas climéaticas temperada, tropical e
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semidrida, o estudo sobre a variagdo metabdlica de suas espécies nativas ainda € incipiente, gerando

a necessidade de pesquisas com esta abordagem (GOBBO-NETO et al., 2019).

A Caatinga, onde predomina o clima semiarido, representa um bioma exclusivo do Brazil
e ocupa uma area equivalente a 11% (844.453 km?) do territério nacional (MMA — Brasil, 2011;
IBGE, 2013). Suas espécies se distribuem em quase todos os estados do nordeste brasileiro, com
ocorréncia de endemismo, principalmente de espécies da familia Fabaceae (27%) (FERNANDES,
2020). O semiéarido se caracteriza por baixa umidade e irregularidade de chuvas, com longos
periodos de escassez pluviométrica, que podem chegar até cerca de nove meses, influenciando
diretamente na disponibilidade hidrica desta regido (DA SILVA, 2019; SILVA et al., 2017).

Ja Mata Atlantica brasileira esta submetida a climas diferentes, com regides marcadas pelo
clima subtropical umido no Sul; outras pelo clima tropical e algumas ainda que ocorrem muito
proximas a Caatinga semidrida nordestina. Esse bioma se estende no territorio brasileiro
parcialmente desde o Rio Grande do Sul ao Rio Grande do Norte, com prevaléncia no Espirito
Santo e Rio de Janeiro (IBGE, 2019). Estas regides estdo submetidas a grande quantidade de

chuvas, devido a proximidade do mar e dos ventos que sopram do oceano em dire¢do ao continente.

A Caatinga e Mata Atlantica sdo biomas que apresentam caracteristicas de clima e
vegetacdo muito distintas, por isso, é de se esperar que uma mesma espécie vegetal coletada nas
duas regides apresente diferenca na producéo de seus metabdlitos secundarios. Assim, mediante a
distribuicdo geografica da planta medicinal L. ferrea em diversos biomas brasileiros,
principalmente, Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado (LUNA et al., 2020) e diante da demanda de
pesquisas sobre sazonalidade e metabolismo secundario em espécies nativas do Brasil, novos

trabalhos neste campo do conhecimento devem ser desenvolvidos.

Diante disto, neste capitulo foi proposto avaliar a influéncia das variacbes sazonais nos
teores de fenolicos totais, taninos e conteudo de flavonoides nos extratos etanolicos da casca do
caule de espécimes de L. ferrea, coletadas na Caatinga e Mata Atlantica, e também comparar seus
perfis metabdlicos, através da analise multivariada por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio. Adicionalmente, o efeito da sazonalidade foi avaliado nas atividades antioxidante,
antibacteriano, antifingico, citotoxico em células tumorais C6 de gliomas de ratos e antidiabética

pelo ensaio in vivo em camundongos.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Reagentes

Quercetina (> 95%), acido tanico, 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), acido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotioazolina-6-sulfénico (ABTS), é&cido (+) - 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico - Trolox (> 97%), agarose - tipo | e persulfato de potassio anidro (K2S2Og),
dimetilsulfoxido (DMSO) foram adquiridos na sima-aldrich (Aldrich Brasil Ltda., Brasil). Acido
L-ascorbico (> 99,0 %), etanol PA, carbonato de sédio anidro Na.CO3 (> 99,5) foram obtidos da
Synth (LABSYNTH Produtos para laboratérios Ltda.). Acido galico monohidratado purissimo e
cloreto de aluminio Il da (Vetec, > 99,5%). O reagente Folin — Ciocalteu’s ¢ a albumina sérica
bovina — BSA foram adquiridos da Merck. Acido acético glacial PA e hidroxido de sodio
(Dindmica). Caldo nutriente, extrato de malte, extrato de levedura, extrato de batata e agar foram
adquiridos da Acumedia (Acumendia, EUA). DMSO-d¢ e TMSP-ds (2,2,3,3-d4-3-
trimetilsililpropionato de sodio). Os antibidticos empregados nos testes de suscetibilidade
antimicrobiana foram benzilpenicilina, gentamicina, ciclopirox olamina (LOPROX®, 10 mg g},
Sanofi-Aventis) e anfotericina B. (DMSO, Sigma, St. Louis, MO) DMEM Mix F12, penicilina G,
estreptomicina, glicose, L-glutamina, piruvato e sorofetal fpram fornecidos pela Gibco (Grand
Island, NY).

2.2.2 Coleta da planta

Fragmentos da casca do caule de L. ferrea foram coletadas nas quatro estacbes do ano:
inverno, primavera, verao e outono nos dois biomas: Mata Atlantica [Jussari (15° 11' 29" S e 39°
29' 43" W), nos periodos de julho e dezembro de 2018 e marc¢o e junho de 2019] e na Caatinga
[regido do submédio Sdo Franscisco, em Juazeiro (09° 24' 42" S e 40° 29' 55" W), em julho e
novembro de 2018 e abril e junho de 2019], ambos municipios do Estado da Bahia, Brasil. As
exsicatas foram registradas no Herbario RADAMBRASIL (HBS), Jardim Boténico, Salvador-BA,
com 0s numeros 61849 e 61850 para os espécimens coletados em Juazeiro e Jussari,

respectivamente.
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2.2.3 Preparagéo dos extratos

Quantidades de fragmentos do material vegetal, moido e seco, das cascas do caule de L.
ferrea foram separadamente submetidos a maceracdo com etanol, grau PA, por um periodo de 72
horas, com trés repeticdes. As solugdes alcodlicas obtidas foram filtradas por gravidade e destiladas
a pressao reduzida em evaporador rotativo para a obtencéo dos extratos etanolicos brutos. Os quais
foram codificados conforme o bioma e estacdo de cada coleta como extrato etandlico da casca do
caule da Caatinga: Inverno (CCI); Primavera (CCP); Verdo (CCV) e Outono (CCO); J& o extrato
etandlico da casca do caule da Mata Atlantica, como: Inverno (CMI); Primavera (CMP); Veréao
(CMV) e Outono (CMO). Os rendimentos destes extratos e os dados a respeito do comportamento
da chuva e da temperatura ao longo dos meses nas cidades de Juazeiro e Jussari — BA, onde foram

coletadas os dois espécimens de L. ferrea sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Informagdes sobre as datas da coleta, massa do material seco, rendimento dos extratos da casca do caule de L. ferrea coletados
nas quatros estacdes do ano nos biomas da Caatinga e Mata Atlantica e o comportamento da chuva e da temperatura nos meses de coleta.

Biomas Estacdo Periodo de Caule Extrato*; Tmin T max Precipitagéo
coleta pulverizado Rendimento (°C) (°C) (mm)
(9) (%)

Caatinga Inverno 06/07/2018 250,90 CCl; 18,51 20° 29° 5
Primavera 07/11/2018 573,79 CCP; 19,88 23° 35° 41

Verao 09/04/2019 56,90 CCV,; 21,82 23° 33° 53

Outono 11/06/2019 202,93 CCO; 14,73 20° 29° 8
~ Mata  Inverno 06/07/2018 742,00 CMI;11,13 17° 24° 113
Altantica  primavera  11/12/2018 1.979,46 CMP; 16,01 20° 29° 144
Verao 09/03/2019 425,93 CMV;11,40 21° 29° 161
Outono 12/06/2019 528,78 CMO; 13,13 18° 24° 114

*Extrato etandlico da casca do caule da Caatinga: Inverno (CCl); Primavera (CCP); Verdo (CCV) e Outono (CCO); Ja o extrato etanolico
da casca do caule da Mata Atlantica, como: Inverno (CMI); Primavera (CMP); Verdo (CMV) e Outono (CMO). Tmin: Temperatura
minima; Tma: Temperatura maxima.
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2.3 Determinacéo de fendlicos totais

A metodologia para a dosagem de fenolicos totais (FT) foi segundo método descrito por
Ma et al. (2020), com poucas modificacdes. Foram misturados, sob abrigo de luz, em uma
microplaca de 96 pocos 20 uL de uma solugdo metanolica do extrato etanolico da casca do caule
(1mg mL1), 20 pL de solugdo aquosa do reagente de Folin — Ciocalteu (10% v v1) e 60 pL de uma
solucdo aquosa de carbonato de sddio (7,5 %, m v1). O volume de cada pogo foi completado para
300 pL com agua destilada. Em seguida, a mistura foi incubada por 20 minutos, em temperatura
ambiente, sob o abrigo da luz. A curva de calibracéo foi construida, semelhantemente, com acido
galico na faixa de concentragio de 1,0 - 8,0 ug mL™. Onde para cada ponto da curva foram
misturados, em uma microplaca de 96 pocos, uma aliquota da solu¢do metandlica de &cido galico
(0,2 mg mL), 20 pL do reagente de Folin — Ciocalteu (10% v v) e 60 uL de solucéo de carbonato
de sodio (7,5 %, m v'1), com aferimento do volume para 300 pL com agua destilada. O metanol foi
utilizado como branco. Incubou-se a placa de 96 pogos com o0s padrdes por 20 minutos em
temperatura ambiente sob o abrigo da luz direta. Ap0s esse periodo, as absorvancias foram lidas a
760 nm, em espectrofotdbmetro de microplacas UV/VIS (LMR-96-8, Loccus). O experimento foi
conduzido em triplicata e o teor de fendlico total (FT) foram expressos como média [jug de acido

galico equivalente (EAG) / mg de extrato seco] + desvio padrao (DP) das triplicatas.
2.4 Determinacdo do contetdo de flavonoides

A metodologia para a dosagem do conteudo de flavonoides (CF) totais foi segundo Obeng
et al. (2020) com poucas modificacbes. Para po¢os de uma microplaca de 96 pocos foram
transferidos 60 pL da solucdo metandlica do extrato vegetal (2 mg mL™), 6 uL da solugdo
metandlica de AICIs (2% m v1), com aferigdo do volume para 300 pL, com agua destilada. A
microplaca foi incubada por 30 minutos, sob abrigo de luz. A curva de calibragéo foi construida
com o padrdo quercetina na faixa de concentragdo de 1,5 - 12,0 ug mL™. As leituras das
absorvancias (amostra, padrdo e branco) foram feitas apds o periodo de incubagdo de 30 minutos,
a 414 nm, em espectrofotdmetro de microplacas UV/VIS (LMR-96-8, Loccus). O experimento foi
conduzido em triplicata. Os resultados de contetdo de flavonoides (CF) foram expressos como

média [pg de quercetina equivalente (EQ) / mg de extrato seco] = DP das triplicatas.
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2.5 Quantificagédo de Taninos

A quantificacdo dos teores de taninos (TT) foi por método da difusdo radial, segundo
Hagerman (1987) e Maier (2017). Uma solucéo tampéo foi preparada com acido acético (0,5 pmol
L) e &cido ascorbico (60 p umol L), com adigdo de solucio de NaOH (2 mol L) até pH = 5,0.
O meio sélido foi preparado pela mistura de uma aliquota desta solugdo tampdo, com Agarose -
tipo I, sob aquecimento e agitagdo ocasional, até completa solubilizacdo. Apds resfriamento desta
mistura até 45°C foram adicionados 0,10g de albumina sérica bovina — BSA, sob agitagéo.
Aliquotas de 09 mL deste meio foram distribuidos em placas de Petri (9 cm de diametro). Estas
placas foram seladas com filme de PVC e armazenadas sob refrigeracéo a 4 °C, por 72 horas. Apos
este periodo, em cada placa, pocos de 7 mm de didmetro foram feitos sob 0 meio sélido, aos quais
foram adicionados 20 pL de uma solucdo a 20 mg mL* do extrato vegetal 50% (v v) em metanol.
A curva de calibracdo foi preparada com padrdo de &cido tanico. A faixa de concentracdo
empregada de acido galico foi de 2,550 mg mL™. Os didmetros dos halos das amostras de extratos
e padrdo foram medidos ap6s 72 horas de incubacdo, a 30°C. O experimento foi feito em triplicata.

Metanol 50% (v v'!) foi usado como branco.
2.6 Atividade antioxidante
2.6.1. Ensaio DPPH

O ensaio DPPH foi realizado de acordo com o método de Mercado-Mercado (2020), com
modificagdes. Foram adicionados a uma placa de 96 pogos 280 pL da solucéo estoque de DPPH
(80 pmoL L) e 20 pL da solugéo dos extratos. Concentracdes dos extratos na faixa de 10 - 1,67
ug mL* foram usadas para tragar os valores de ICso. As placas foram incubadas ao abrigo da luz
durante 30 min e as absorvancias obtidas a 515 nm. A curva de calibracdo foi construida
adicionando o volume de 280 pL da solucdo do radical DPPH (80 umoL L) e aliquotas da solugio
do padr&o trolox (0,2 mg mL1), completando o volume de 300 uL com metanol para a construgao
da curva de calibragdo na faixa de concentracéo de 1,0 — 6,0 pg mL™. Apds 30 min de incubagéo,
a absorbancia a 515 nm foi medida em espectrofotdmetro de microplacas UV/VIS (LMR-96-8,
Loccus). O experimento foi realizado em triplicata.
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2.6.2 Ensaio ABTS

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo ensaio ABTS foi conforme método de Le
Grandois et al. (2017), com modificacfes. O cation do radical ABTS (ABTS™) foi formado por
reagdo da solucBes aquosas de ABTS (7 m mol L) com persulfato de potassio persulfato de
potassio (2,45 mmol L1). Este reagente foi armazenado sob abrigo da luz, a temperatura ambiente
por 16 h. Posteriormente, a solu¢do de ABTS"" foi diluida com metanol até atingir absorbancia na
faixa de 0,8 — 1, a 734 nm, em espectrofotdmetro de microplacas UV/VIS (LMR-96-8, Loccus).
Foram adicionados a placa de 96 pogos 280 pL da solucdo estoque do radical catidnico ABTS "e
20 pL da solugdo dos extratos. Concentracdes na faixa de 10 -1,67 pg mL™ dos extratos vegetais
foram usadas para tracar os valores de I1Cso. A curva de calibragéo na faixa de 1,0 — 10 pg mL™* foi
construida misturando volumes de 280 uL da solucdo do radical e diferentes aliquotas da solucéo
estoque do padrio trolox (0,5 mg mL™) acrescido de metanol para completar o volume dos pogos
(300 pL). Apds 20 min de incubacdo, a absorbancia a 734 nm foi medida por um espectrofotdmetro
de microplacas UV/VIS (LMR-96-8, Loccus). Todas os experimentos foram realizados em

triplicata.
2.7 Andlise multivariada por RMN de ‘H

Solucdes das amostras dos extratos (20 mg) foram preparadas em DMSO-ds, contendo
0,02% de TMSP- d4 (2,2,3,3-d4-3-trimetilsililpropionato de sodio, 600,0 uL) e, em seguida, foram
transferidas para tubos de RMN (5 mm). As experiéncias de RMN foram realizadas em um
espectrometro Varian Inova 500 MHz de 11,7 Tesla equipado com uma deteccéo inversa de 5 mm
com gradiente de campo no eixo z ativamente blindado. Na aquisicdo em triplicata dos espectros
de RMN de 'H a janela espectral (Spectral Width — SW) foi ajustada para o intervalo de -1 a 11
ppm, com 32768 pontos. Foram adquiridos 64 aquisi¢des (Number of Scans — NS) com pulso de
7,0 us (P1), tempo de aquisi¢do de 5,5 s (Acquisition — AQ), tempo de espera entre cada aquisi¢do
de 2,0 s (D1) e fator de ganho do receptor de 34 (RG). A temperatura foi controlada para 300K e o
TMSP- ds4 foi utilizado como padréo interno (0 0,0). Os espectros foram processados no software
ACD/Labs Release versdo 12.01 aplicando multiplicacdo exponencial dos FIDs por um fator de
0,3 Hz e transformada de Fourier de 64 k pontos. A correcéo de fase foi realizada manualmente e
a correcao da linha de base foi aplicada em toda a faixa espectral.
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Todos os espectros processados de RMN de H foram convertidos para uma matriz que foi
construida com auxilio do software Origin versio 8.0. Os sinais no espectro de RMN de *H foram
alinhados com o algoritmo icoshift no Software MatLab versdo R2017a. Para isso, foram avaliados
trés parametros de entrada, xt (vetor de destino), xp (matriz) e inter (modo de alinhamento). Para
xt foi usada a média 2, definida como 3 vezes o valor da média para obter melhor alinhamento de
sinais com baixa intensidade. Em xp foi adicionada a matriz de dados. Para inter foi aplicado
inicialmente o modo global “whole”, em seguida, uma sequéncia de 25 intervalos cuidadosamente
definidos para alcancar o melhor resultado de alinhamento. O tratamento quimiométrico foi
realizado com auxilio do programa Pirouette® versdo 4.5 (InfoMetrix Inc., Bothell, Washington,
USA). Os parametros e a selecdo de variaveis foram otimizados a partir das analises exploratorias
de dados dos espectros de RMN de 1H, a fim de obter melhores resultados da técnica de PCA. Com
relacdo aos parametros, foram usadas a normalizacdo (norma um) e o autoescalamento, sendo
excluidos os ruidos espectrais e regides de solventes como a da &gua residual da supressédo e do
TMSP-da.

2.8 Atividades antibacteriana e antifungica
2.8.1. Microrganismos

As nove linhagens, adquiridas na Colecdo de Culturas Tropical (CCT)/ Fundacdo André
Tosello, empregadas nos ensaios foram: Bacillus subtilis (ATCC 6633), B. cereus (CCT 0096),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC
94863), Pseudomonas aeruginosa (CCT 0090), Salmonela choleraesuis (ATCC 14028) Candida
albicans (ATCC 18804), C. glabrata (CCT0728), Fusarium oxysporum (CCT 3243). As culturas
foram mantidas em meio soélido: bactérias em &gar nutriente; leveduras em extrato de malte e F.
oxysporum em agar dextrose de batata. A incubacdo das culturas de bactérias e fungos foi no
periodo de 24h (36 °C) e 72 h (26 °C), respectivamente.

2.8.2 Ensaio de microdiluicdo em caldo

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pelo método de microdiluicdo em
caldo, para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), segundo normas técnicas do
CLSI (2005), com pequenas modificagdes (ARAUJO et al., 2017; CAIRESet al., 2018). Caldo de

nutriente; extrato de malte/levedura e extrato de batata foram utilizados como meio de cultura para
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crescimento de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, respectivamente. Os extratos foram
dissolvidos em solucdo aquosa de 20% de DMSO (v v!). Para o teste de suscetibilidade
antimicrobiana adicionou-se aos pocos de uma placa de Elisa de 96 pogos 100 puL de meio de
cultivo apropriado em cada pogo e 100 pL de cada solucdo estoque da amostra a ser testada. Foram
utilizados 100 pL do controle positivo (antibiético ou antifungico) e 100 pL da mistura da solucéo
do diluente. Ap6s a diluicdo em série, as concentracdes celulares finais foram ajustadas,
comparando a turbidez da suspensdo do microrganismo em agua com o padrdo na escala 0,5 de
McFarland (~1-2 x 102 UFC mL™), 100 pL desta suspenséo foi transferida para cada poco da placa
de Elisa. A concentracio dos extratos variou de 2000 — 15,63 ug mL™. As placas foram incubadas
a36°C (24 h) e 26 ° C (72 h) para crescimento de bactérias e fungos, respectivamente. Os valores
da concentracdo inibitéria minima (CIM) de cada amostra foi determinado como a menor
concentracdo que inibiu visualmente o crescimento do microrganismo. Todas as analises foram
realizadas em triplicata. Os extratos foram considerados ativos quando inibiram o crescimento
microbiano em concentragdes inferiores a maior concentragio testada (200 pg mL~ 1). Os
compostos benzilpenicilina (100 ug mL™ 1), gentamicina (100 pg mL™ 1), ciclopirox olamina (400

ug mL~ 1) e anfotericina B (250 ug mL 1) foram utilizados como controle positivo.

2.8.3 Determinacéo da concentragédo microbicida

Na placa de 96 pocos, dos que apresentaram auséncia de turbidez, na leitura do ensaio de
microdilui¢do em caldo, 10 uLL foram inoculados em agar nutriente, para bactérias, e extrato de
malte, para levedura, contidos em placas de Petri. Em seguida, as placas foram incubadas em
temperaturas e periodos apropriados para cada microrganismo. ApOs incubacdo, a menor
concentracdo testada, na qual havia auséncia de crescimento microbiano visivel, foi determinada

COmo senso a concentragio microbicida minima (CMM) (ARAUJO et al., 2017).

2.9 Citotoxicidade em células de C6 glioma

Os extratos da Caatinga (CCI, CCP, CCV e CCO) e Mata Altantica (CMI, CMP, CMV e
CMO) foram testados quanto a atividade citotoxica contra a linhagem celular C6 de glioma de rato,
em parceria com o Laboratério de Biologia Celular e Neuroquimica (LabNg), da Universidade

Federal da Bahia, seguindo a metodologia utilizada por (LEMES et al. 2019).

Os extratos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma, St. Louis, MO) a uma
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concentracéo de 14,3 mg mL™ e filtrados sob pressdo. A amostra foi dissolvida em meio de cultura
DMEM (Cultilab, SP, Brasil), suplementado com 100 Ul mL de penicilina G, 100 pg mL™* de
estreptomicina, glicose 7,0 mM, L-glutamina 2,0 mM, 0,011 g L™* de piruvato e soro fetal de vitelo
a10% (v /v) (Gibco, Grand Island, NY). Para a viabilidade celular, as células C6 de glioma foram
semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 2,4 x 10* células cm™ e tratados com
concentragdes entre 0,7 e 0,004 mg mL™ de cada extrato. Células cultivadas em meio de cultura
com 0,5% de DMSO (v / v) ou apenas com o meio foram utilizadas como controle. As células
foram tratadas durante 48 horas numa atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37 °C. Apds o0
tratamento, adicionou-se 100 uL? de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT, Sigma) a 1,0 mg mL ! a cada poco e as células foram incubadas durante 2 h a 37 °C. Em
seguida, os meios foram removidos e as células foram lisadas pela adicdo de dodecilsulfato de
sddio, 20% (p v1), dimetilformamida 50% (v v'1). A absorvancia foi medida em um leitor de placas
(THERMO PLATER) a 595 nm. A viabilidade celular foi determinada como a porcentagem em
absorvancia em relagcdo aos controles ndo tratados. O ICso foi determinado representando
graficamente a percentagem de viabilidade celular em funcédo do logaritmo das concentracdes dos
extratos testados. A equacdo gerada no programa GraphPad Prism foi utilizada para o calculo do
ECso.

2.10 Estudo in vivo do potencial antidiabético dos extratos CCV e CMV e acido elagico.

A avaliacdo antidiabética dos extratos do caule obtidos na estacdo do verdo nos biomas
Caatinga (CCV) e Mata Atlantica (CMV) e &cido elagico foram realizados no Laboratorio de
Farmacologia e Terapéutica Experimental da Universidade Federal da Bahia, em parceria com a
professora Cristiane Flora Villarreal, pelos seus orientandos Vivian Oliveira Souza e Pedro Santana
Sales. Os oito extratos da casca do caule passaram por uma analise preliminar por HPLC para
identificacdo do &cido elagico, a fim de selecionar para o estudo o que apresentou o0 maior teor de

acido elagico, o qual foi o CCV, e 0 menor, CMV.

2.10.1 Animais

Experimentos foram realizados em camundongos machos C57BL/6 (25-30g) obtidos nas
InstalagBes de Animais do Instituto Gongalo Moniz / FIOCRUZ (Brasil). Os animais foram

alojados em salas com temperatura controlada (22—-25°C), sob um ciclo claro-escuro de 12:12
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horas, com acesso a agua e comida ad libitum. Todos os testes comportamentais foram realizados
entre as 7:00 e as 19:00. Os procedimentos de tratamento e manuseio de animais estavam em
conformidade com as diretrizes do National Institutes of Health para o cuidado e uso de animais
de laboratdrio (NIH, 8023) e o Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais FIOCRUZ
(CPgGM 025/2011). Foram feitos todos os esforgos para minimizar o nimero de animais utilizados
e evitar qualquer desconforto desnecessario (EVANGELISTA et al, 2018). O limiar nociceptivo
foi avaliado ao longo de todo o periodo experimental, usando filamentos de von Frey, para
confirmar o desenvolvimento de neuropatia diabética (EVANGELISTA et al, 2018). Testes
bioquimicos avaliaram os efeitos dos tratamentos sobre parametros de funcéao renal e hepatica.

2.10.2 Modelo de neuropatia diabética

O diabetes foi induzido por injecdo intraperitoneal (i.p.) de uma solucdo de estreptozotocina
(60 mg kg*) em tampéo de citrato (pH 4,5) por trés dias consecutivos (GUIMARAES et al, 2013).
O grupo naive recebeu tampdo de citrato no lugar da estreptozotocina. Os niveis de glicose no
sangue foram determinados em amostras de sangue obtida pela veia da cauda, usando glicosimetro
digital Accu-Check (Roche Diagndsticos, Mannheim, Alemanha). Os camundongos foram

considerados diabéticos quando os valores de glicemia excederam 300 mg dL ™.

2.10.3 Delineamento e tratamentos

Quatro semanas ap6s a indugdo do modelo de diabetes, foram iniciados os tratamentos. Os
animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais (n =6/ grupo). Grupo 1 (naive)
animais nao diabéticos; o grupo 2 (veiculo diabético) consistiram em camundongos diabéticos
tratados diariamente com veiculo; grupo 3 (camundongos diabéticos tratados diariamente com
acido elagico a 100 mg kg*; diluido em solucéo salina, grupo 4 [camundongos diabéticos tratados
diariamente com extrato etandlico da casca do caule de L. ferrea do verdo da Mata Atlantica
(CMV)] e grupo 5 [camundongos diabéticos tratados diariamente com extrato etandlico da casca
do caule de L. ferrea do verdo da Caatinga (CCV)] com administracdo de 500 mg kg (diluido em
DMSO 5% em solucéo salina). Os tratamentos foram realizados por via oral diariamente em uma
Unica dose por 28 dias consecutivos. A glicemia e o peso corporal foram registrados semanalmente,

enguanto a ingestdo de alimentos e dgua foi monitorada duas vezes por semana.
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2.10.4 Avaliacao comportamental — Teste de Von Frey

Os pardmetros sensoriais da neuropatia diabética foram avaliados ao longo do periodo
experimental, usando o ensaio comportamental estabelecido que avalia o limiar nociceptivo
mecanico (CHAPLAN, 1994) com filamentos de von Frey (Stoelting; Chicago, IL, EUA). Em uma
sala silenciosa, os camundongos foram colocados em gaiolas acrilicas (12 x 10 x 17 cm) com piso
de grade de arame, permitindo acesso total ao aspecto ventral das patas traseiras, 20 minutos antes
do inicio do teste. Uma série logaritmica de nove filamentos foi aplicada a superficie plantar da
pata traseira ipsilateral para determinar a rigidez limiar necessaria para a retirada de 50% da pata,
de acordo com o método ndo paramétrico de Dixon, conforme descrito por Chaplan (1994) e
colaboradores. Uma resposta positiva foi caracterizada pela remocdo da pata, seguida por
movimentos claros de dor. O desenvolvimento da neuropatia diabética foi caracterizado por

alodinia mecanica, indicada pela reducédo do limiar de retirada da pata (em gramas).

2.10.5 PCR em Tempo Real

A expressdo de TNF-a, IL-1B, NOS induzida e Nrf-2 na medula espinal e nervo isquiatico
de camundongos dos diferentes grupos experimentais foi avaliada por reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (RT-gPCR). Os camundongos foram sacrificados por overdose
anestésica e o segmento L4-L5 da medula espinal ou 1 cm do nervo isquiatico bilateralmente de
cada animal foi coletado e acondicionado em tubos livres de RNAse, sendo imediatamente
armazenado em freezer -80°C. Os tecidos foram homogeneizados em 1 mL de reagente Trizol
(Gibco - BRL Life Technologies, Grand Island, N.Y.), a extracdo do RNA total foi realizada de
acordo com as orientacdes do fabricante e a concentracado foi determinada por medicao fotométrica
utilizando o aparelho NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Em seguida, o0 RNA total foi transcrito
por acdo da enzima transcriptase reversa utilizando-se o kit High Capacity Reverse Transcription
(Applied Biosystems). A condigéo de ciclagem utilizada foi: 1° ciclo (25°C — 10 minutos), 2° ciclo
(37°C —1 hora), 3°ciclo (37°C — 1 hora) e 4° ciclo (4°C - ) no termociclador MasterCycle gradiente
(Eppendorf, EUA). O cDNA sintetizado foi armazenado a -20°C até o0 momento de uso. O cDNA
obtido foi usado para anélise da expressdo quantitativa dos genes TNF-a, IL-1p, NOS induzida ¢
Nrf-2 em reacdes de PCR. A reacdo de amplificacdo de qRT-PCR contendo 4,5 pL da amostra de
cDNA e 5,5 uL de MIX formado por Tagman Master Mix (Applied Biosystems), sondas Tagman
(Applied Biosystems) acima indicadas e agua ultrapura foram realizadas em duplicata no Sistema
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de Deteccdo ABI Prism 7500 Sequence (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) sob
condicGes do padréo de ciclagem térmica. Os valores médios de Cycle threshold (Ct) foram usados
para calcular a expressdo do gene estudado, com normalizacéo ao controle interno (GAPDH - Mm
9999915 g1) usando 0 método 2— ACt. Amostras com coeficiente de variagdo maior que 5% foram
excluidas. Um controle sem amostra (NTC) e outro sem a enzima para transcri¢do reversa (No-

RT) também foram incluidos.

2.10.6 Parametros bioquimicos

No final do tratamento, as amostras de sangue foram coletadas, centrifugadas a 4000 rpm por
10 min, a uma temperatura de 4 °C para obter soro, que foi armazenado em -20 °C até momento da
analise. Os seguintes parametros foram determinados: creatinina, nitrogénio da uréia no sangue
(BUN), albumina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT). Dosagens
foram feitas usando a automacéao Wiener lab®.

2.11 Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como valores médios £ DP, submetidos a analise de
variancia e ao teste de Tukey (o nivel de significancia foi estabelecido em P <0,02). Correlagdes
pareadas entre diferentes varidveis de resposta também foram conduzidas para confirmar as
correlagOes existentes. Os da atividade antidiabética sdo apresentados como média + desvio padréo,
ou média + erro padrdo da média das medidas feitas em seis animais em cada grupo. Os dados
foram analisados usando ANOVA 2way, seguida pelas comparaces multiplas de Bonferroni. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para valores de p <0,05.

2.12 Resultados

Os teores de fendlicos totais, flavonoides, taninos e potencial antioxidante foram
determinados em todos 0s extratos da casca do caule de L. ferrea como apresentados na Tabela 02,
bem como, a analise quimiométrica por RMN de 'H (Figuras 2 e 3), atividade antimicrobiana
(Tabela 3), citotdxica em células tumorais C6 de glioma (Figura 4) e antidiabética (Figura 5 — 11;
Tabela 4).
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Tabela 2: Resultado dos teores de fenolicos, flavonoides e taninos totais e atividade antioxidante dos extratos etandélicos da casca do
caule de L. ferrea.

Teores (ug mg+ DP) Atividade antioxidante

Extratos* (ICs0, pg mL* + DP)
Fendlicos Flavonoides Taninos DPPH ABTS
CCl 328,82 + 33,81 4,89 +0,25 308,25 + 62,85 7,93 +0,10 6,72 + 0,08
CCP 327,95 + 10,53® 5,96 + 0,11 326,37 + 27,23 7,60 + 0,08 5,96 + 0,08
CcVv 336,34 + 18,1 7,36 £ 0,19 328,38 + 30,19 7,58 + 0,08 4,86 + 0,06
CCO 332,00 + 12,8® 7,75+0,31 278,06 + 17,43 7,23+0,09 7,34 + 0,07
CMI 342,71 + 16,27® 423+0,11 328,38 + 30,19 8,08 + 0,09 9,53 +0,11
CMP 350,24 + 20,86® 3,15+0,11 338,45 + 17,43 6,82 + 0,07 9,47 £ 0,11
CMV 271,5 + 31,4® 5,70 + 0,38 217,67+ 17,43 9,18 + 0,10 12,66 + 0,12
CMO 301,9 + 29,18® 8,75 + 0,55 268,06 + 30,19 7,64 +0,09 9,99 +0,11
Valor Médio 326,93 + 21,62 5,97 + 0,25 299,20 + 29,11
Trolox 4,34 + 0,05 6,03 + 0,06

Letras diferentes entre parénteses indicam diferencgas significativas entre as amostras pelo teste de variancia de Tukey (< 0,02).
Resultados expressos como média aritmética (£), desvio padrdo N=3. *Extratos etandlicos da casca do caule dos biomas: Caatinga:
Inverno (CClI); Primavera (CCP); Verdo (CCV) e Outono (CCO) e da Mata Atlantica: Inverno (CMI); Primavera (CMP); Verdo (CMV)
e Outono (CMO). ug mg* de EAG: microgramas equivalentes de acido galico por miligrama de extrato seco; (ug mg™ de EQ:
microgramas equivalentes de quercetina por miligrama de extrato seco) e pug mg*de EAT: microgramas equivalentes de acido tanico

por miligrama de extrato seco)
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2.12.1 Teor total de fendis

O conteudo total fendis de todos os extratos preparados de L. ferrea (bioma da Caatinga e
Mata Altlantica), determinada pelo método de Folin-Ciocalteu, foi expresso como equivalente de
acido gélico. Os resultados experimentais indicaram grandes quantidades de fendlicos nos extratos
do caule de L. ferrea coletados nas quatro estacGes do ano, com percentual médio de 32,39 + 2,16
% (massa/massa), e de 326,93 + 21,62 pug mg* de EAG. Ao comparar os valores entre 0s biomas,
os maiores foram apresentados por CMP (350,24 + 20,86 ug mg™ de EAG) e CCV (336,34 + 18,10
g mg? de EAG). O contedo fendlico dos extratos da Caatinga, nas quatro estagdes, ndo
apresentou diferenca significativa. J& na Mata Atlantica o resultado na estagdo do verdo foi
significativamente diferente dos da primavera e inverno. Os teores de fendlicos totais nos dois
biomas, quando a coleta foi feita na mesma estacao, ndo apresentaram valores significativamente
diferentes, exceto, para o verdo, onde os teores de fendlicos foram de 336,34 + 18,10 e 271,51 +

31,4 ug mg EAG, para os extratos da Caatinga e Mata Atlantica, respectivamente.
2.12.2 Conteudo total de flavonoides

O contetdo total de flavondides dos extratos brutos de L. ferrea foi expresso como
equivalente de quercetina. Os extratos do caule apresentaram teor de flavonoides totais médio em
torno de 0,59 + 0,02% (massa/massa), e de 5,97 + 0,25 ug mg de EQ, que foi menor em relagéo
ao obtido para fendlico total de 32,39 + 2,16 % (326,93 + 21,62 ug mg* de EAG). Os maiores
teores de flavonoides foram obtidos nos extratos do outono, nos dois biomas [Caatinga: CCO (7,75
+ 0,31 pg mg?! de EQ) e Mata Atlantica: CMO (8,75 + 0,55ug mg™ de EQ)], sem diferenca
significativa ao nivel de confianca de 98%. Todos os extratos do caule da Caatinga coletados no
inverno (CCl), primavera (CCP) e verdo (CCV) apresentaram maiores teores de flavonoides, com
valores diferentes estatisticamente [4,89 + 0,25; 5,96 + 0,04 e 7,36 + 0,19 pg mg™ de EQ],
respectivamente, quando comparados com os da Mata Atlantica. Na Caatinga, o teor de flavonoides
do extrato do outono foi estatisticamente diferente do inverno e primavera. Entretanto, para os da
Mata Atlantica as diferengas significativas nos teores foram notadas em todas as estagdes

estudadas, onde os valores aumentaram do inverno para o outono.
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2.12.3 Teor de Taninos

Os maiores teores de taninos nos extratos, expressos como equivalentes de acido tanico,
foram obtidos no do verdo, da Caatinga (CCV: 328,38 + 30,19 pug mg de EAT) e no da primavera,
da Mata Atlantica (CMP: 338,45 + 17,43 pug mg™ de EAT). Ao comparar 0s teores nas mesmas
estacOes do ano, entre os dois biomas, foi verificado que estes ndo sofreram influéncia com a
variacdo sazonal. Entretanto, exceto para o obtido no verdo, onde os valores apresentaram
diferengas significativas, com o extrato do caule da Caatinga (CCV) mais rico em taninos, que o
da Mata Atlantica (CMV: 217,67 + 17,43 pg mg’ de EAT). Os extratos, de forma geral,
apresentaram altas concentracdes deste metabdlito, percentual médio de 29,92 = 2,91%
(massa/massa); 299,20 + 29,11 ug mg de EAT.

2.12.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos da casca do caule de L. ferrea foi expressa em
concentragdo capaz de inibir 50% (ICsp) os radicais DPPH e ABTS. Os valores de 1Cso dos extratos
do caule para o radical DPPH variaram significativamente nos biomas estudados, ao longo de todas
as estacOes, com excec¢do do inverno. Estes foram de 7,60 + 0,08; 7,58 + 0,08 ¢ 7,23 = 0,09 pg mL"
! para os da Caatinga na primavera, verdo e outono, respectivamente. Enquanto de 6,82 + 0,07;
9,18 £ 0,10 e 7,64 + 0,09 pg mL™, para os da Mata Atlantica, nas mesmas estacdes. Os extratos
com maior efeito antioxidante foram o do outono, na Caatinga e o da primavera, na Mata Atlantica,
com maior atividade que a do padréo (ICso troloXpppr = 6,34 + 0,05 png mLL).

Jano ensaio de eliminacao de radicais livres ABTS, os valores de ICso dos extratos em todas
as estacdes, nos biomas estudados, mostraram diferencas significativas, com a maior atividade
antioxidante obtida para os da Caatinga, com faixa de valores de ICso de 4,86 a 7,64 ug mL*?, em
comparacdo com os da Mata Atlantica. Os extratos mais antioxidantes, pelo método ABTS, foram
0 do verdo (ICso de 4,86 + 0,06 ng mL™1), na Caatinga e o da primavera (ICso de 9,47 £ 0,11 pg mL-

! na Mata Atlantica, ambos, foram mais ativos que o padréo (trolox, ICsode 6,03 + 0,06 pg mL™).

2.12.5 Analise multivariada

Analises de PCA (Principal Component Analysis) dos extratos do caule de L. ferrea foram
realizadas excluindo o sinal residual do DMSO-ds, as regides de ruidos e as regites dos espectros

37



que ndo contribuiram para o resultado de discriminacdo, além disso, estas regifes de exclusdo
foram verificadas de forma que proporcionassem a melhor discriminagdo das amostras (Figura 1).
Ao comparar os perfis metabdlicos ou variacbes metabolicas nos extratos obtidos em todas as
estacOes do ano, em cada bioma, foram observados dois padrfes discriminantes principais de
agrupamento com relagdo a procedéncia geogréfica, onde os escores negativos sdo referentes aos
da Caatinga e os positivos aos da Mata Atlantica. Os extratos da Caatinga apresentam diferencas

na composi¢cdo quimica quando comparados aos da Mata Atlantica, nas mesmas estagdes, como

100

indicado pelas distancias entre os pontos no grafico de PCA (Figura 2).
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Figura 2: Gréfico de escores (PC1 x PC2) para os espectros de RMN de H dos extratos (47,5 %
de variancia). Analise de agrupamento hierarquica dos componentes principais representando a
relacdo de similaridade da composicdo dos extratos. Extrato etandlico da casca do caule da Mata
Atlantica: (UCF1, UCF2 e UCF3 = CMI); Primavera (UCF4, UCF5 e UCF6 = CMP); Veréo
(UCF7, UCF8 e UCF9 = CMV) e Outono (UCF10, UCF11 e UCF12 = CMO); ja o extrato etanolico
da casca do caule da Caatinga, como: Inverno (UCF13, UCF14 e UCF15 = CCI); Primavera
(UCF16, UCF17 e UCF18 = CCP); Verdo (UCF19, UCF20 e UCF21 = CCV) e Outono (UCF22,
UCF23 e UCF24 = CCO).

A Figura 3 mostra o dendograma para os resultados de HCA (Hierarquical Cluster

Analysis). Os resultados foram separados em dois grandes grupos, que confirmaram os obtidos na
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PCA, separando as amostras da Mata Atlantica (UCF1 a UCF12) e Caatinga (UCF13 a
UCF24). Uma avaliagdo no dendrograma mostra, no grupo das amostras da Caatinga,
agrupamentos existentes entre os extratos do Outono/Verdo e Primavera/lnverno. Ja para as da
Mata Atlantica, os agrupamentos no dendograma mostram apenas a similaridade entre as do

Inverno/Primavera.
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Figura 3: Analise de agrupamento hierarquica dos componentes principais representando a relacdo
de similaridade da composi¢do dos extratos. Extrato etandlico da casca do caule da Mata Atlantica:
(UCF1, UCF2 e UCF3 = CMI); Primavera (UCF4, UCF5 e UCF6 = CMP); Verao (UCF7, UCF8
e UCF9 = CMV) e Outono (UCF10, UCF11 e UCF12 = CMO); ja o extrato etanolico da casca do
caule da Caatinga, como: Inverno (UCF13, UCF14 e UCF15 = CCI); Primavera (UCF16, UCF17
e UCF18 = CCP); Veréo (UCF19, UCF20 e UCF21 = CCV) e Outono (UCF22, UCF23 e UCF24
= CCO).

2.12.6 Atividade antimicrobiana

Todos os valores de CIMs e CMMs para 0s microrganismos testados estdo apresentados na
Tabela 4. Os extratos do caule da Mata Atlantica, em todas as estagdes, apresentaram maior efeito
para as linhagens Gram-positivas, que os da Caatinga, com destaque para os do inverno (CMI) e
primavera (CMO), com valores de CIMs de 250, 125, 500 e 250 pg mL ™ e 250, 62,5, 500 e 250 pg
mL? para S. aureus, S. epidermidis, B. subitilis e B. cereus, respectivamente. O maior efeito
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bactericida desses extratos foi para B. cereus com CMM de 250 ug mL™. Os extratos etanélicos da
casca do caule da Caatinga, obtidos em todas as estagcbes do ano, apresentaram atividade
bacteriostatica contra Gram-negativas, todos com valores de CIMs de 1000 e 500 ug mL ™~ * para E.
coli e P. aeruginosa, respectivamente (CIM = 500 pg mL~1). Destes, o do verdo na Caatinga (CCV)
foi 0 mais ativo e o Unico bactericida para P. aeruginosa, Gram-negativa, (CMM = 2000 pg mL"
1. O extrato oriundo do inverno na Caatinga, dentre todos os testados, foi seletivo para C. albicans,

mostrando efeito fungiostatico (CIM = 2000 ug mL™Y).
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Tabela 3: Atividade antimicrobiana de extratos do caule L. ferrea

CIM/CMM (pg mLY)

Gram-positiva Gram-negativa Fungos

*EXxtratos Sa Sep Bs Bc Pa Ec Ca

CiIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM ciMm CMM CIM CMM CIM CMM

CClI 500 1000 >2000 1000 1000 500 500 >2000 1000 >2000 2000  >2000
CCP 500 1000 >2000 2000 >2000 250 >2000 500 >2000 1000 >2000 >2000
ccv 500 1000 >2000 500 2000 250 >2000 500 2000 1000 >2000 >2000
CCco 500 1000 >2000 1000 >2000 250 >2000 500 >2000 1000 >2000 >2000
CMI 250 500 125 500 500 500 250 >2000  >2000 >2000 >2000
CMP 250 500 62,5 1000 500 500 250 >2000  >2000 >2000 >2000
CMV 250 1000 1000 2000 2000 2000 250 >2000  >2000 >2000 >2000
CMO 500 500 1000 2000 2000 >2000 250 >2000  >2000 >2000 >2000
benzilpenicilina 0,04 >25 2,2 >25 0,08 0,16
gentamicina 1,25 >5 0,63 >5
ciclopirox olamina 12,5 >25

*Extratos etanolicos da casca do caule dos biomas: Caatinga: Inverno (CCI); Primavera (CCP); Verdo (CCV) e Outono (CCO) e da
Mata Atléantica: Inverno (CMI); Primavera (CMP); Verdo (CMV) e Outono (CMO). Sa- Staphylococcus aureus; Sep- Staphylococcus
epidemirdis; Bs-Bacillus subtilis; Bc- Bacillus cereus; Ec- Escherichia coli; Pa- Pseudomonas aeruginosa; Ca- Candida albicans.
Concentracgéo inicial: benzilpenicilina- 25 ug mL™; gentamicina - 5 ug mL™; ciclopirox olamina — 25 pg mL™?. > Né&o teve efeito na
maior concentracgéo testada.
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2.12.7. Citotoxicidade em células de C6 glioma

No ensaio de citotoxicidade, os extratos das estacGes do inverno (CMI), primavera (CMP)
e verdo (CMV), da Mata Atlantica, foram ativos contra a linhagem celular C6 de glioma de rato,
com valores de ECsso de 0,13; 0,23 e 0,5 mg mL™, respectivamente (Figura 4). Contudo, os da
Caatinga, em todas as estacdes (CCI, CCP, CCV e CCO), bem como, o do outono da Mata Atlantica
(CMO) foram inativos frente a esta linhagem. O controle positivo temozolomida teve uma ECso
560 umol L™ de uM.
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Figura 4. Curva da viabilidade celular da linhagem C6 de glioma de rato apds tratamento com
extratos do caule de L. ferrea da Mata Atléntica, obtidos nas estagdes do inverno, CMI, (a);
primavera, CMP, (b) e verdo, CMV, (c).
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2.12.8 Atividade antidiabética

2.12.8.1 Efeito do tratamento com extratos etanolicos da casca do caule de L. ferrea e do

acido elagico na glicemia em jejum

As medidas de glicemia foram realizadas antes da indu¢do do modelo e durante todo o
periodo experimental, nos dias 7, 14, 21 e 28. Antes da inducdo ao diabetes ndo houve qualquer
diferenca entre os niveis glicémicos dos grupos (Figura 5). Apds a inducdo, o grupo veiculo
apresentou niveis glicémicos significativamente maiores (p<0,001) em relagdo ao grupo naive, que
se mantiveram durante todo o periodo, demonstrando o estabelecimento do modelo de diabetes. O
grupo tratado com &cido elagico apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo naive
(p<0,001), com médias de glicemia maiores, também durante todo o periodo experimental. O grupo
tratado com o extrato (CMV) apresentou médias de glicemia significativamente diferentes em
relagcdo ao grupo naive na segunda (p<0,05) e quarta (p<0,001) semana do tratamento. Contudo, o
grupo 5 foi retirado da andlise dos resultados, pois a administracdo do extrato CCV causou a morte

dos camundongos antes de finalizar o experimento.
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Figura 5. Avaliacdo da glicemia durante o periodo experimental. *Significancia estatistica em

relacdo ao grupo naive (p <0,05); **Significancia estatistica em relacdo ao grupo naive (p <0,001).
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2.12.8.2 Efeito do tratamento com o extrato etan6lico CMV e do &cido elagico na massa

corporal, ingestao de alimentos e agua

As figuras 6, 7 e 8 mostram a evolugdo da massa corporal, ingestdo de alimento e agua nos
grupos experimentais durante o tratamento de 28 dias, respectivamente. A massa dos
camundongos foi monitorada ao longo do periodo experimental. Houve reducdo de massa corporal
nos camundongos diabéticos no tempo de 3 semanas de tratamento (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente) em comparagao ao grupo naive, que nao foi induzido ao diabetes. O grupo CMV
ndo apresentou reducdo quando comparado ao grupo naive no fim do periodo experimental.
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Figura 6. Avaliacdo do peso corporal durante o periodo experimental. *Significancia estatistica em

relacdo ao grupo naive (p <0,05); **Significancia estatistica em relagdo ao grupo naive (p <0,001).

Na primeira e segunda semana de tratamento os animais diabéticos apresentaram aumento
do consumo de agua com relacdo ao grupo naive (p<0,05). Na terceira semana de tratamento,
apenas o grupo veiculo e acido eldgico diferiram em rela¢do ao grupo naive (p<0,001 e p<0,05,
respectivamente). No periodo final do experimento, os grupos tratados com acido elagico e CMV,

apresentaram diferenca estatistica em comparagdo ao grupo naive (p<0,001 e p<0,05,
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respectivamente), ndo reduziram a polidipsia, € 0 grupo tratado com 4&cido eldgico também

apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo veiculo (<0,05).
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Figura 7. Consumo de agua durante o periodo de tratamento. *Significancia estatistica em relacao
ao grupo naive (p <0,05); **Significancia estatistica em relacdo ao grupo naive (p <0,001);
***Significancia estatistica em relacdo ao grupo naive (p <0,0001); # Significancia estatistica em

relacdo ao grupo veiculo (p <0,05).

Na primeira semana de tratamento ndo houve diferenca significativa no consumo da racao
entre os grupos avaliados. A partir da segunda semana 0s grupos que receberam veiculo e acido
elagico aumentaram o consumo em relagdo ao grupo naive (p<0,05 e p<0,0001 na 22 semana;
p<0,001 e p<0,05 na 3? semana respectivamente). Ao fim do experimento (4% semana), todos 0s
grupos diabéticos exibiram aumento do consumo de racdo em relacdo ao grupo naive, nao
diabético. Nesse tempo, o0 grupo CMV apresentou reducdo do consumo quando comparado ao

grupo veiculo (p<0,05).
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Figura 8. Consumo de racao durante o periodo de tratamento. *Significancia estatistica em relagdo
ao grupo naive (p <0,05); **Significancia estatistica em relacdo ao grupo naive (p <0,001);
***Significancia estatistica em relacdo ao grupo naive (p <0,0001); # Significancia estatistica em

relacdo ao grupo veiculo (p <0,05).

2.12.8.3 Avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico

A figura 9 mostra o efeito dos tratamentos sobre a neuropatia diabética sensorial, avaliada
pela mensuracdo do limiar nociceptivo mecanico dos camundongos. Os limiares foram medidos
antes da administracdo solucdo salina, &cido elagico (100 mg kg?) e CMV (500 mg kg?), e uma
hora apds sua administracdo (1h). Os pontos Bl, B2 e B3 representam as avaliaces
comportamentais antes da indugdo do diabetes. Quatro semanas apés a indugdo do modelo de
diabetes ha diminuicdo dos limiares nociceptivos mecanicos dos animais em relacdo ao grupo
naive, ndo diabético. Esse resultado, interpretado como desenvolvimento de alodinia mecénica,
indica a instalacdo da neuropatia sensorial diabética. O tratamento com &cido elagico aumentou o
limiar nociceptivo mecanico em relacdo ao veiculo ao longo do periodo experimental (p<0,05),

indicando efeito antinociceptivo na neuropatia sensorial diabética. O tratamento com CMV foi
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capaz de aumentar o limiar em rela¢do ao grupo veiculo nos dias 17 e 22 de tratamento, mas esse

efeito antinociceptivo ndo se manteve.
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Figura 9. Efeito do &cido elagico e CMV sobre o limiar nociceptivo mecanico em camundongos

com neuropatia diabética. *Significancia estatistica em relacéo ao veiculo (p <0,05).
2.12.8.4 Anélise da expressdo génica por PCR em Tempo Real

Os niveis da expressdo de RNAm de IL-1B, TNF-a, iNOS induzida e Nrf2 foram avaliados
na medula espinal (Figura 10) e nervo isquiatico (Figura 11) de camundongos dos diferentes
grupos, por PCR em Tempo Real, no fim do periodo experimental. Os dados demonstram que 0s
animais neuropaticos tratados com veiculo apresentaram valores elevados de RNAm de IL-1f (A),
TNF-a (B), iNOS induzida (C) e do fator de transcricdo Nrf2 (D) em relagdo ao grupo naive (p
<0,05). Em camundongos neuropaticos tratados com &cido elagico (100 mg kg™?), mas ndo com
CMV (500 mg kg?), os niveis de mMRNA de IL-1B, TNF-a e iNOS induzida foram reduzidos (p
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<0,05), enquanto os de Nrf-2 foram aumentados (p <0,05). O mesmo perfil de efeito foi observado

tanto na medula espinal quanto no nervo isquiatico.
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Figura 10: Efeito do acido elagico e EECCFMIII sobre o perfil de expressao génica na medula
espinal de camundongos com neuropatia diabética. * Significativamente diferente do grupo naive
(p <0,05). # Significativamente diferente do grupo veiculo (p <0,05).
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Figura 11: Efeito do &cido elagico e CMV sobre o perfil de expressdo génica no nervo isquiatico

de camundongos com neuropatia diabética. *Significativamente diferente do grupo naive (p

<0,05). #Significativamente diferente do grupo veiculo (p <0,05).

2.12.8.5 Parametros bioquimicos

No fim do periodo experimental amostras de sangue foram coletadas para a realizacdo das

analises bioquimicas. N&o foram detectadas diferengas estatisticas entre os grupos com relagédo aos

parametros analisados: AST (Aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), uréia,

creatinina e albumina. Esses dados indicam que os tratamentos com o extrato CMV e é&cido elagico

ndo induziram toxicidade sistémica detectavel (Tabela 4).
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Tabela 4. Pardmetros bioguimicos de camundongos normoglicémicos e diabéticos.

Parametro Naive Veiculo Acido Elagico CMvV
AST 122,2+£74,79 125,00 + 45,69 143,67 £ 75,69 100,00 * 23,93
ALT 85,67 £91,98 82,60 + 14,12 73,00 + 21,64 61,75 £ 13,89

UREIA 52,50+ 4,64 60,20 +13,20 60,33 £ 7,58 43,00 + 15,30
CREATININA 0,32 +0,04 0,44 £ 0,05 0,42 £ 0,08 0,35+ 0,06
ALBUMINA  3,22+0,29 3,04 £0,39 3,00 £ 0,53 3,30+ 0,42

*QOs valores sdo expressos como média = S.E.M. (n =6/ grupo). Aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), uréia, creatinina, aloumina; Veiculo: animais diabéticos sem

tratamento; Naive: grupo ndo diabético; Acido elagico (100 mg kg™*); CMV (500 mg kg™).

2.13 Discussao

Os teores de fendlicos e taninos totais obtidos ndo apresentaram valores significativamente
diferentes nas estacOes, ao se comparar nos dois biomas estudados. Estes resultados podem
implicar que a taxa de acumulo desses compostos estava proximo do nivel de saturacdo em todos
0S casos, pois ha um limite na medida em que os fitoquimicos podem se acumular em um material
bioldgico sob condigdes particulares (ROUTRAY; ORSAT, 2014). Exceto no extrato do verdo,
onde o conteldo total de fendlicos e taninos (Tabela2) foi significativamente maior para a Caatinga
(336,34 + 18,1 ug mg* de EAG; 271,51 + 31,4 ug mg* de EAT) do que na Mata Atlantica (328,38
+ 30,19 ug mg* de EAG; 217,67+ 17,43 ug mg de EAT), respectivamente.

Os estresses abidticos no verdo da Caatinga sdo maiores do que na Mata Atlantica, com
temperaturas mais altas e menor taxa de precipitacéo, os quais influenciam no metabolismo da via
dos fenilpropandides, com aumento na producdo de compostos fendlicos. Estas condicBes, no
verdo, da Caatinga, foram mais estressoras para espécimens de L. ferrea, em relacdo as da Mata
Atlantica. Adicionalmente, quando uma espécie é submetida a estresse abidtico ou bidtico varios
genes sdo ativados ou desativados, resultando em alteragdo dos niveis de varios metabolitos
(BEREZINA, 2017; RIBEIRO; CAMILO et al., 2020).

Ao avaliar, independentemente, os biomas, pode-se inferir que na Caatinga as variacdes
sazonais associadas as diferentes estacGes ndo mostraram diferencas estatisticas na producgéo de

compostos fenolicos e taninos totais. Enquanto na Mata Atlantica os maiores teores destes
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metabdlitos foram obtidos na primavera, para fendlicos, e no inverno, para taninos. O
desenvolvimento do material vegetativo se inicia na primavera e 0s tecidos mais novos produzem
mais compostos fendlicos, especialmente taninos, em_comparacdo com tecidos velhos e maduros.
Além disto, na primavera, as temperaturas altamente flutuantes e periodos de seca podem favorecer
0 aumento das concentracfes de fendlicos (NCUBE, 2011). Em relacdo ao aumento de teores de
taninos no inverno, pode ser inferido pelo menor indice de precipitacdo e temperatura mais baixa,
neste bioma. Indicando que, para uma mesma espécie, sob influéncia de estressores ambientais
diferentes, existem diversos padrdes de variacGes sazonais responsaveis pelas flutuacdes nas

concentracdes dos metabolitos.

As influéncias das variacdes sazonais foram mais evidentes para o contetdo de flavonoides
totais dos extratos, com diferencas significativas no inverno, primavera e verdo. Nestas estacoes,
0s extratos da Caatinga apresentaram maiores teores do metabdlito em relacdo aos da Mata
Atlantica, com aumento das concentracdes nos do inverno e verdo. Isso confirma que os efeitos
estressores que assolam a Caatinga favorecem as vias metabdlicas também para a producdo de
flavonoides (TALHAOQUI et al., 2015). Estes, também podem fornecer protecdo contra a radiacdo
ultravioleta prejudicial (UV-B), por atuarem como uma barreira, devido aos seus maximos de
absorcédo na regido UV. Além disso, as temperaturas aumentaram do inverno para a primavera em

Juazeiro, bioma da Caatinga, assim, colaborando com a ativacdo da biossintese dos flavonoides.

Os teores de flavonoides nos extratos variaram nos dois biomas nas diferentes estacdes.
Entretanto, para a Caatinga, a producéo de flavonoides parece chegar no limite no veréo e outono,
onde os valores ndo séo significativamente diferentes. Estes resultados estdo em conformidade com
estudos prévios que mostram a ativacdo na biossintese de flavonoides, quando espécies (Familias:
Dryopteridaceae, Verbenaceae e Zosteraceae) sao expostas a alta radiacdo UV, longos periodos de
seca e baixa precipitacdo (ENERSTVEDT et al., 2017; GOMES et al., 2019; XIE et al., 2015). Ja
nos da Mata Atlantica, o conteudo de flavonoides ndo apresentou um padrdo de varia¢do, como na

Caatinga, ainda assim, o maior teor foi obtido no outono.

O percentual médio de fendlicos totais (32,39 + 2,16%; 326,93 + 21,62 ug mg™ de EAG)
encontrado nos extratos do caule de L. ferrea corrobora com a literatura, uma vez que, alguns
trabalhos ja mostraram o potencial fendlico desta espécie, como De Araujo et al. (2014) que

estimaram o contetdo polifendlico dos extratos do caule (Pernambuco): aquoso, em 30,47%, e 0
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do hidroaceténico, em 32,50% e Comandolli-Wirepkowski et al. (2017) obtiveram percentuais
semelhantes para os extratos metandlico (Manaus, Amazonas): das folhas, 49,42% e do caule,
32,21%.

Alguns flavonoides ja foram isolados da casca do caule de L. ferrea, como vitexina,
orientina, isorientina, isovitexina, isovitexina 2’’-O-f [xilopiranosil-(1’>>> — 2’*)-O-B-
xilopiranosil], vitexina 2”’-O--[ xilopiranosil -(1°>>>—2""*)-O-- xilopiranosil, orentina 2”’-O--[
xilopiranosil -(1"’— 2°°)-O-B- xilopiranosil, 27-O-galoilvitexina, 2”-O-galoilorientina
(NAWWAR et al., 2015). Os extratos do caule apresentaram teor de flavonoides totais médio em
torno de 0,59 + 0,02% (5,97 + 0,25 pug mg de EQ), que foi menor em relagio ao valor de fendlico
total. Entretanto, estes estdo de acordo com os de Port’s (2013), que obtiveram um teor de
flavonoides de 0,46%, para o extrato aquoso do galho de L. ferrea. J& Comandolli-Wyrepkowski
et al. (2017) determinaram para os extratos metandélicos da folha e do caule de outro espécimen de

L. ferrea os teores de flavonoide total de 2,21 e 3,26%, respectivamente.

O elevado percentual médio do teor de fendlico total nos extratos do caule (32,39%) pode
ser justificado pela presenca derivados de taninos (percentual médio de 29,92 + 2,91%; 299,20 +
29,11 pug mg™* de EAT), ja que o obtido para o contelido de flavonoides para essas amostras foi
baixo (0,59%). Esses resultados estdo de acordo com os de Siqueira et al. (2012), que para o extrato
metanolico do caule de L. ferrea (Pernambuco), empregando as mesmas metodologias do presente
trabalho, determinou 6,24% e 0,49% de taninos e flavonoides, respectivamente. Outros estudos
prévios indicam a prevaléncia na rota biossintética para a producdo de taninos, em relacdo a de
flavonoides, nesta espécie. O extrato aquoso da casca do caule de outro espécimen de L. ferrea
(Amazonas) foi estimado em 26,6% de tanino total, pelo método de precipitacdo de caseina
(VASCONCELOS et al., 2011). Adicionalmente, a andlise por injecdo em fluxo (FIA-ESI-IT-
MS/MS") do extrato etandlico da casca do caule de L. ferrea revelou a predominancia de taninos
hidrolisaveis (WYREPKOWSKI et al., 2014).

As correlagdes entre os valores de fendlicos, flavonoides e taninos totais, nos diferentes
extratos, foram fornecidas pelos coeficientes de correlacdo de Pearson. Nessas amostras, 0s teores
de flavonoides totais n3o estdo correlacionados com o de fenélico (R?= 0,1434) (Figura 12a), como
ja observado. Entretanto, houve uma maior correlacdo entre os conteudos totais de fendlico e

taninos (R? = 0,8617) (Figura 12b). Por sua vez, uma correlagdo bem mais adequada entre esses
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dois teores foi obtida, ao remover a amostra de extrato do outono, na Caatinga (R? = 0,967) (Figura

12c¢).
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Figura 12. Graficos de correlacGes entre os teores totais de fendlicos e flavonoides (a); fendlicos e
taninos (b) e fendlicos e taninos, excluindo o extrato do outono da Caatinga (c).

A maior atividade antioxidante dos extratos do caule de L. ferrea, obtidos sazonalmente,
nos dois biomas, foi mostrada pelo método do radical DPPH, com destaque para 0s da primavera,
verdo e outono. Cujos valores de ICso foram significativamente diferentes, entre os dois biomas,
confirmando a influéncia das variacdes sazonais nesta propriedade. Nos dois biomas, os extratos
com maiores teores de fenolicos foram também os que apresentaram melhores efeitos
antioxidantes, expresso pelos valores de 1Cso, CMP (ICso = 6,82 + 0,07ug mL™) e CCV (ICso =
7,58 £ 0,08 ug mL™). A avaliacdo da capacidade antioxidante em extratos alcoélicos do caule de
L. ferrea é inédito, por esse método. Contudo, apenas do extrato aquoso do galho (Belém, Pard) ja
foi obtido, com ICso de 46,70 + 4,01 pg mL™* (PORT'S, 2013). A discrepancia destes valores, com
os encontrados neste trabalho estd associada, provavelmente, a diferenca do 6rgdo da planta
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estudado, além de outros fatores.

A atividade antioxidante, pelo método ABTS, de extratos de L. ferrea esta sendo avaliado
também pela primeira vez, onde foi observado que as amostras de extratos do caule de todas as
estacdes, em ambos biomas, apresentaram diferenca significativa na atividade antioxidante, com
maior efeito para os da Caatinga em relacdo aos da Mata Atlantica. Isso indica, que o efeito da
sazonalidade produz quantidades diferentes de antioxidantes especificos nos espécimens das
regides. Como no ensaio com o DPPH, os extratos com maiores teores de fendlicos, na Caatinga e
Mata Atlantica, foram também os que apresentaram os maiores efeitos antioxidantes CCV (ICso =
4,86 + 0,06 ug mL1) e CMP (9,47 + 0,11 pg mL™%).

Os resultados da atividade antioxidante, por DPPH, de todos os extratos da casca do caule
estdo correlacionados com os teores totais de fenolicos (R? = 0,6077) (Figura 13d) e de taninos (R?
= 0,4515) (Figura 13e). Contudo, ha um aumento na correlagio com o teor de fendlicos (R? =
0,9202) (Figura 13f), quando os extratos do inverno e outono séo retirados, na Mata Atlantica.
Comportamento semelhante é observado para atividade antioxidante e teor de taninos totais,
qguando os do outono, na Caatinga, e inverno, na Mata Atlantica, sdo excluidos da analise de
correlagdo (R? = 0,7563) (Figura 13g). Ja o efeito antioxidante dos extratos, por ABTS, mostrou
pouca correlagdo com os teores de fendlicos (R? = 0,3795) (Figura 14h) e taninos (R? = 0,4261)
(Figura 14i). Entretanto, uma elevacdo da correlacdo desta atividade foi observada com os teores
de fendlicos (R? = 0,933) (Figura 14j) e de taninos (R?= 0,9376) quando se retiram das anélises, 0s

extratos do inverno e primavera, da Mata Atlantica (Figura 14k).
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Figura 13. CorrelacBes entre atividade antioxidante (DPPH) e teores totais de fendlicos (d);

atividade antioxidante (DPPH) e teor de taninos (e); atividade antioxidante (DPPH) e teores totais

de fendlicos, excluindo os extratos no inverno e outono da Mata Atlantica (f) atividade antioxidante

(DPPH) e teor de taninos com exclusdo dos extratos no outono, da Caatinga e inverno, da Mata

Atlantica (g).
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Figura 14. Correlagbes entre a atividade antioxidante (ABTS) e o teor de fendlico total (h),
atividade antioxidante (ABTS) e teor de taninos total (i), atividade antioxidante (ABTS) e fendlico
total excluindo os extratos do inverno e primavera da Mata Atlantica (j) atividade antioxidante

(ABTS) e teor de taninos total excluindo os extratos do inverno e primavera da Mata Atlantica (k).

Adicionalmente, relatos da presenca de fendlicos no extrato etanélico das folhas de L.
ferrea, como 27-O-galoilvitexina, 2”-O-galoyilorientina, e &cido brevifolincarboxilico que
exibiram atividades antioxidantes no teste de sequestro do radical ORAC (capacidade de absor¢éo
dos radicais oxigenados), com EDso de 3,8 + 0,4; 1,9 ¢ 5,0 + 1,0 ug mL%, respectivamente (EDso
Trolox = 28.0 + 14,3 pg mL1), corroboram com a provavel relagio destes metabolitos, com o efeito
atividade antioxidante de L. ferrea (HUSSEIN, 2016; NAWWAR et al., 2014, 2015).

Nos dois biomas, as variancias metabdlicas entre 0s extratos nas quatro estacGes séo
maiores para a Mata Atlantica do que para a Caatinga, com maior dispersao das triplicatas dos
extratos. As estacGes na Mata Atlantica sdo bem definidas e as variagdes climaticas associadas as

mudancas nas estacdes podem justificar as dispersdes das triplicatas dos extratos. Ja na Caatinga,
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as estacOes do ano ndo sdo bem definidas, com periodos chuvosos e de seca, desta forma, as
pequenas variacOes observadas para esse bioma influenciam diretamente na menor dispersdo na

composicao quimica dos extratos (Figura 2, Figura 3).

A atividade antibacteriana dos extratos do caule da Mata Atlantica, oriundos das coletas nas
quatro estagdes: CMI, CMP, CMV e CMO, foram mais seletivos e ativos para linhagens Gram-
positivas, em relacdo aos da Caatinga. Dentre estes, os mais bacteriostaticos foram os do inverno
e primavera, onde a producdo de compostos provavelmente responsaveis por este efeito foi
aumentada, como indicado pela anélise multivariada de todos os extratos do caule, no gréfico de
PCA (Figura 2), que mostra trés padrbes discriminantes para as amostras da Mata Atlantica. Foi
observado que as estacdes de inverno (UCF1-3 = CMI) e primavera (UCF4-6 = CMP) formam um
grupo relativamente semelhante, bem como, a andlise de agrupamento hierarquica dos
componentes principais (Figura 3), que também mostra agrupamento existentes nestes extratos. Ao
analisar este efeito antimicrobiano, com a quantificacdo dos metabdlitos, os extratos mais
enriquecidos em fendlicos e taninos totais também foram os mais ativos para as Gram-positiva, nos
dois biomas. Assim, pode-se inferir que estes compostos estdo relacionados com as atividades
antibacterianas dos extratos ativos, ja que estes compostos fendlicos mostram a capacidade de se
ligarem a membrana das células bacterianas e, consequentemente, perturbarem a sua funcao,

inibindo o crescimento celular, dentre outros modos de acdo (PRGOMET et al., 2019).

Na Caatinga, o0 extrato mais antibacteriano foi o do verdo. Contudo, de maneira geral, 0s
extratos do caule deste bioma, em todas as esta¢des, foram mais ativos para um maior nimero de
linhagens de bactérias, incluindo as Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa. Estes resultados
sugerem uma maior producdo de metabdlitos responsaveis pela atividade nas quatro estacfes do
ano, nesse bioma, em resposta a estimulos favoraveis. Entretanto, 0s compostos parecem ter se
acumulado durante o inverno e primavera, atingido altos niveis de concentracdo no verédo, o que
justifica o maior efeito do extrato obtido da coleta no verdo. Outro aspecto a ressaltar é a
seletividade do extrato do caule coletado no inverno, da Caatinga (CCI), para C. albicans, que
sugere uma maior producgdo de metabolitos antifingicos, em relagéo as demais estacées. 1sso, pode
ser inferido pelo fato que no inverno, a Caatinga experimentou o nivel mais baixo de precipitagdo
pluviométrica, esse fator estressor pode ter influenciado os mecanismos de defesa da planta para

adaptacdo, levando a producdo de compostos antifingicos. Essas diferencas nas atividades
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antimicrobianas, nas amostras de extratos dos dois biomas, também s&o evidenciadas pelos gréficos
de componentes principais (Figura 2), apresentando uma separacgao entre as amostras da Caatinga
e Mata Altantica, assim como, a analise de agrupamento hierarquica dos componentes principais

mostra distancias euclidianas significativas entre as amostras dos dois biomas (Figura 3).

Os extratos coletados na Mata Atlantica, dentre todos os testados, mostraram seletividade
na reducéo da proliferacdo de células C6 de glioma, com satisfatdrios resultados para os do inverno,
primavera e verdo, com valores de ECso de 0,13; 0,23 e 0,5 mg mL™, respectivamente. A
seletividade dos extratos da Mata Atlantica concorda com o estudo da variacdo metabdlica pela
analise de PCA e HCA em que as amostras da Caatinga diferenciam-se das amostras da Mata
Atlantica e o efeito citotoxico esta diretamente ligado a composi¢do quimica dos extratos. A
triagem de extratos etandlicos do caule de L. ferrea quanto a citotoxicidade em glioma C6 de ratos
foi avaliada pela primeira vez neste trabalho. Contudo, em outras células tumorais, extratos e
fracdes de L. ferrea ja foram testados em outras linhagens celulares de cancer, como HL60 de
leucemia humana (NOZAKI et al., 2007); HepG2 do figado; MCF-7 da mama, HCT-116 do c6lon,
Hep2 da laringe; PC3 de prostata (HUSSEIN, 2016) e HT-29 de colorretal humano (GUERRA et
al., 2017). Embora os teores de compostos fendlicos entre os extratos coletados na mesma estacao
nos dois biomas ndo apresentaram valores significativamente diferentes, pode existir uma
diversificacdo associada as classes de substancias fendlicos, isto explica a atividade dos extratos
da Mata Atlantica. Fenodlicos derivados do &cido cindmico e flavonoides suprimiram a proliferacao
de células C6 de glioma de ratos (YE et al., 2014). Os compostos fendlicos oleuropeina e
hidroxitirosol também apresentaram propriedades antitumorais in vivo (MARTINEZ-MARTOS et
al., 2014).

O extrato CMV néo reverteu os efeitos sistémicos do diabetes, como o controle da glicemia
e 0s aspectos relacionados a perda de massa corporal, consumo de alimento, consumo de agua e
efeito antinoceptivo, também ndo influenciou na diminuicdo de citoxinas associadas aos
mecanismos de neuropatia diabética. Embora ndo tenha apresentado atividade, este extrato nao
alterou os parametros bioquimicos, ndo apresentando toxicidade sistémica para os camundongos
na dose de 500 mg kg. Apesar do extrato CMV néo ter apresentado atividade neste experimento,
na medicina tradicional, o cha da casca do caule de L. ferrea tem sido utilizado por pacientes
diabéticos para controlar os niveis glicémicos (DE SOUSA ARAUJO, 2008; TEIXEIRA, 2006) e
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0 extrato aquoso da casca do caule apresentou propriedades hipoglicémicas em um modelo de
diabetes induzido por STZ em camundongos tratados oralmente com 450 mg kg ao dia, em uma
dose Unica por 28 dias consecutivos (VASCONCELOS et al., 2011). O efeito antidiabético do
extrato aquoso da folha (Cairo, Egito) foi observado, quando administrado oralmente nas doses de
250 e 500 mg kg de peso corporal, com melhora efetiva da hiperglicemia, inibindo a progressao
do estresse oxidativo em ratos diabéticos induzidos por STZ (HASSAN et al., 2015). As diferencgas
observadas para o efeito antidiabético obtido para CMV, em comparacao aos relatados na literatura
para outros extratos de L. ferrea, podem estar relacionados a aspectos como 6rgao da planta
estudado, diferenca na escolha dos solventes e métodos de extracdo, habitat dos espécimes, enfim
fatores estressores bioticos e abidticos que geram mudancas no metabolismo secundario das plantas
e alteram suas propriedades biologicas. Assim, para a confirmacdo e validacdo do efeito
antidiabético relatado no uso popular de L. ferrea, seria necessaria uma maior amostragem em
temos de coleta de drgdos, em periodos e habitats diversos, através de uma abordagem

etnofarmacoldgica.

As diferengas quimicas dos extratos CMV e CCV sdo evidenciadas também nos resultados
obtidos de teores de fendlicos, flavonoides e taninos totais, onde o extrato CCV apresentou teores
significativamente maiores do que o extrato CMV, além disso, o extrato CCV inibiu o crescimento
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e o extrato CMV foi citotdxico contra a linhagem

celular C6 de glioma.

O extrato CCV apresentou toxicidade para os camundongos na dose de 500 mg kg*
administrada oralmente, abaixo de doses consideradas toxicas ja relatados para extratos de L.
ferrea, como para o extrato aquoso do fruto e sua fragdo rica em proteinas, ambos apresentaram
LDso de 2.500 mg kg™ (FREITAS et al., 2012). Em outro estudo, doses repetidas de 1000 mg kg™
do extrato aquoso do fruto ndo apresentou toxicidade em camundongos (QUEIROZ, 2001). O
extrato hidroalcodlico da casca do caule nas doses de 1g kg™ por dia, ndo afetou a capacidade
reprodutiva de ratos fémeas (PICKLER et al., 2019). Este resultado confirma a importancia estudos
de extratos de plantas levar em consideracdo as variagdes sazonais, visto que, uma mesma dose de
extrato de uma mesma espécie, coletada em ambientes completamente diferentes, se comportam

de forma tambem diferentes, enquanto um extrato € toxico, 0 outro ndo apresenta toxicidade.
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O tratamento com &cido elagico ndo alterou a glicemia e a massa corporal dos animais
diabéticos mas aumentou o consumo de agua na quarta semana em relacdo aos animais diabéticos
ndo tratados e preveniu o pico de consumo de racdo na segunda semana, embora o consumo ainda
tenha sido elevado em relacdo ao grupo naive. Os animais diabéticos apresentaram um aumento
das citoxinas TNFa e IL-1pB, o tratamento com acido elagico reduziu a expressao de ambas as
citoxinas em ambos os tecidos avaliados, medula espinal e nervo isquiatico. Os animais diabéticos
apresentaram um aumento na expressao de iNOS e também de Nar2, o que pode estar relacionado
ao mecanismo de manutencdo da homeostase. O tratamento com &cido elagico reduziu a expressao
de iINOS e aumentou a expressao de Narf2 em comparagdo com os animais diabéticos ndo tratados.
O acido elagico nao reverteu os efeitos sisttmicos do diabetes, mas promoveu efeitos
imunomoduladores e antioxidantes modulando mecanismos que sdo especificos da neuropatia

diabética e, portanto, possui potencial terapéutico para o tratamento dessa condic&o.

2.14 Considerac0es finais

Os extratos do caule ndo apresentaram diferencas significativas nos teores de fendlicos e
taninos totais nas estacdes ao se comparar os dois biomas estudados. Contudo, no veréo, diferencas
foram observadas e o contetdo total de fendlicos e taninos foi significativamente maior para o
extrato da Caatinga. Quando os biomas foram analisados de forma independentemente, as
variacOes sazonais associadas as diferentes estacfes ndo mostraram diferencas estatisticas na
producdo de compostos fendlicos e taninos totais na Caatinga. Na Mata Atlantica o maior teor de

fenolico foi obtido na primavera e de tanino no inverno.

A variacgdo sazonal influenciou o conteddo de flavonoides totais, os extratos da Caatinga
apresentaram maiores teores do metabdlito em relacdo aos da Mata Atlantica no inverno, primavera
e verdo. Com base na analise feita nos biomas de forma independente, para a Caatinga a producéo
de flavonoides foi maior no verdo e outono. Na Mata Atlantica o maior teor de flavonoides foi
obtido no extrato do outono. O estudo indicou uma predominancia biossintetica de taninos em

relacdo a flavonoides com boa correlagéo entre o contetdo fendlico total e o teor de taninos.

As atividades antioxidantes dos extratos de L. ferrea confirmada pelos ensaios de DPPH e

ABTS e ambas foram influenciadas pela sazonalidade. Houve correlagdo entre atividade
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antioxidante in vitro e o contetdo fendlico e de tanino total. No entanto, a confirmacdo desses

resultados precisa ser feita através de estudos adicionais in vitro e in vivo.

Os extratos apresentaram atividade antibacteriana significativa, com seletividade e maior
atividade dos extratos da Mata Atlantica para linhagens Gram-positivas, destes, 0s do inverno e
primavera apresentaram os menores valores de MIC e MBC. No bioma da Caatinga, o extrato mais
antibacteriano foi o do verdo. Os extratos da Caatinga foram mais ativos para um maior nimero de
linhagens de bactérias, incluindo as Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa. As atividades
antimicrobianas dos extratos podem ser associadas ao enriquecimento de compostos fendlicos e
taninos, ainda assim, se faz necessario mais estudos para estabelecer com certeza a relacdo. Os
extratos da Mata Atlantica apresentaram efeito citotoxico significativo para a linhagem celular C6
de glioma com menor valor de ICsp para o extrato do inverno. Os diferentes efeitos das atividades
bioldgicas estudadas demonstram as diferencas quimicas associadas aos espécimens coletados nos
dois biomas e estacdes diferentes. Essas diferencas também foram evidenciadas pelo estudo de
componentes principais e a analise de agrupamento hierarquica. Os extratos ndo apresentaram
efeito antidiabético, como relatado pela medicina tradicional, entretanto, o acido elagico, que ja foi
isolado da planta apresentou potencial uso clinico para o tratamento dessa doenga.

Finalmente, este estudo forneceu a primeira base para a compreensdo das variacfes
sazonais no conteddo de polifendis, atividade antioxidante, antimicrobianas e citotoxicas em
células C6 de glioma dos extratos do caule de L. ferrea. Os resultados apresentados podem ser
Uteis, uma vez que o periodo e o bioma de coleta podem permitir um aprimoramento significativo

do perfil quimico e bioativo desejado.
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Capitulo 3: Biofilmes de quitosana com extratos do fruto de Libidibia ferrea e suas
propriedades antimicrobianas

3.0 Resumo

Este capitulo apresenta a variagdo do conteudo fenolico, de flavonoides, taninos totais,
atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos etandlico e aquoso do fruto e a producéo de
filmes a base de quitosana incorporados com amostras do fruto de L. ferrea e suas propriedades
antimicrobianas. Os extratos foram preparados a partir do fruto coletado em julho de 2018 no bioma
da Caatinga. O teor total de fendlicos e flavondides foi determinado por métodos
espectrofotométricos e o teor de taninos pelo método da difusdo em &gar. A capacidade
antioxidante in vitro foi avaliada por ensaios de eliminagdo dos radicais 1-1-difenil-2-picril-
hidrazil (DPPH) e acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzenotiazolina-6-sulfénico (ABTS) e a atividade
antibacteriana dos extratos foi determinada pelo ensaio de microdilui¢do em caldo. Os filmes foram
preparados com diferentes propor¢des em massa de quitosana e amostras do fruto. As atividades
antimicrobianas dos filmes foram avaliadas pelo método da difusdo em agar. Os extratos do fruto
ndo apresentaram diferencas significativas nos teores de fendlicos, flavonoides, taninos e na
atividade antioxidante contra o ABTS. Os efeitos antibacterianos dos extratos do fruto foram
comparaveis e o género Staphylococcus mostrou-se mais suscetivel. Os filmes de quitosana
incorporados com amostras do fruto potencializaram as atividades antimicrobianas dos filmes de
quitosana, e o género M. luteus foi o mais suscetivel. Este estudo apresentou a primeira base para
a compreensdo das variacdes do contetdo fendlico de extratos etandlicos e aquoso do fruto e suas
atividades antioxidantes e antimicrobianas, bem como, forneceu uma referéncia para a preparagéo
de filmes ativos a base de quitosana e amostras de L.ferrea com potencial atividade antimicrobiana
e uso terapéutico para o tratamento de feridas.

3.1 Introducéo

A pele compreende em média 15% do peso corporal total do individuo adulto e é formada
por derme, epiderme e hipoderme (ANJUM, 2016). Um dos principais problemas que acomete este
0rgdo sdo as feridas, que sdo definidas como uma perturbagdo da estrutura anatbmica e de suas
fungdes normais, podendo ser classificadas em agudas ou cronicas (OKUR et al., 2020). As agudas
exibem sinais bem definidos de cicatriza¢éo dentro de um tempo previsivel. Enquanto as crénicas
ndo mostram progresso normal nos estagios de cicatrizacdo, apresentando no estado inflamatdrio

com uma elevada quantidade de enzimas citotoxicas, radicais livres de oxigénio, mediadores
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inflamatorios e metaloproteases da matriz liberadas por leucdcitos polimorfonucleares (NASERI-
NOSAR, 2015). Estas lesdes podem ter vérias causas, como distdrbios genéticos, diabetes, Ulceras
por pressdo (venosas e arteriais da perna), intervencgdes cirargicas e trauma agudo, o qual pode ser
causado por calor, congelamento, eletricidade, produtos quimicos, radiacdo ou friccdo (GIRARD
etal., 2016). As Ulceras crbnicas por pressdo, venosas e provocadas por diabetes afetam uma fracéo
substancial da populagdo mundial, tornando-se um grande fardo global, a exemplo dos Estados
Unidos, onde 6,5 milhdes de pessoas sofrem de feridas cronicas e ndo cicatrizantes, demandando
um custo para o tratamento anual de mais de US $ 25 bilhdes de ddlares. Ja no Brasil ndo existem
estudos epidemiol6gicos que nos permitam estabelecer com precisdo estes dados, porém, ha
estimativas que cerca de 570 mil brasileiros venham a apresentar novas feridas crénicas, a cada
ano (BAGHER et al., 2020; TEIRLINCK et al., 2019; WU, 2019)

O emprego de um curativo sobre a ferida ndo apenas a protege contra infeccdes, mas
também ajuda a manter um ambiente Gmido que promove uma reepitelizacdo mais rapida. Embora
0s curativos passivos tradicionais, como gaze e tule, oferecam cobertura, podem se aderir ao leito
da ferida e causarem perturbacdes e dores durante e ap6s o processo de remocao (TALIKOWSKA,
2019). Assim, as caracteristicas funcionais esperadas para um curativo ideal para feridas é que este
seja antimicrobiano, biocompativel, absorvente de umidade e exsudato e facilmente removivel sem
traumatismo para ferida (ANJUM, 2016; CARLETTI, 2011; NASERI-NOSAR, 2018;
TALIKOWSKA, 2019).

Os polimeros naturais apresentam uma oportunidade potencial para a producéao de curativos
com melhores propriedades cicatrizantes, como os biomateriais, produzidos em formulagdes
variadas a base de quitosana (AUGUSTINE et al., 2020; MOEINI et al., 2020). Este polissacarideo
possui propriedades que contribuem para seu uso em aplicagdes biomédicas, especialmente como
curativo para feridas, como biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa citotoxicidade,
hemostéatica e analgesica, além de excelente capacidade de formacéo de filme (AHMED, 2016;
SHAHZADI et al., 2020), A quitosana também apresenta propriedades antimicrobiana contra
diversos microorgarnimos, como bactérias Gram-positivas: Enterococcus faecalis, Bacillus
thuringiensis, B. cereus, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Streptococcus mutans, S. mitior e S. salivarius. Bactérias Gram-negativas:

Escherichia coli, Enterobacter sp, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhinirium, S. enterica sp,
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S. typhi e Pseudomonas aeruginosa. Fungos: Aspergillus niger, A. flavus, Alternaria solani,
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Fusarium sp. (AMATO et al., 2018;
KURITA, 1998; NEJI et al., 2020; YOUNES et al., 2014; YOUNES et al., 2014). A fonte de
quitosana é um polimero de ocorréncia natural, a quitina (Figura 15a), que é o principal componente
do exoesqueleto dos crustaceos, como os camardes e caranguejos. Quando a quitina é submetida
a hidrolise basica ela sofre reacdo de desacetilacdo em suas cadeias poliméricas, com a liberacdo
do grupo acetila na forma de &cido acetico e o resultado é um amino polissacarideo comestivel com
carga positiva (AHMED, 2016). A maioria das propriedades da quitosana esta relacionada ao
comportamento catidnico e tamanho da cadeia copolimérica (BEKTAS et al., 2020; ZHANG et
al., 2020), a qual é constituida principalmente por N-acetil-D-glicosamina (2-acetamido-2-desoxi-
D-glicopiranose) e D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose) (Figural5b), com esta
ultima, em maior porpor¢cdo (JAWORSKA, 2020).

HO NHCOCH;
o 0
NHCOCH;  yom,c o
n
HO NHCOCH;
(0]
HOH,C 0

Figura 15: Representacao da quitina (a), e quitosana (b)

Uma estratégia, extensivamente estudada, para potencializar as atividades biologicas da
quitosana é a adicdo de extratos vegetais em sua matriz, com consequente melhora de algumas de
suas propriedades fisicas, devido as intera¢fes entre a cadeia estrutural da quitosana e 0s compostos
bioativos presentes nestes extratos (HU, 2016; NGUYEN et al., 2020). Neste contexto, o0 uso do
extrato vegetal de Libidibia ferrea (Leguminosea) como antimicrobiano em biofilmes de quitosana
pode satisfazer a crescente demanda de biomateriais curativos eficazes e seguros, ja que a infusédo

do fruto de L. ferrea é amplamente utilizado como antimicrobiana e curativa na regido amazénica
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brasileira (SAMPAIQO et al., 2009).

L. ferrea € uma espécie nativa do Brasil, distribuida principalmente no Norte e Nordeste do
pais, cujos extratos aquosos e etanolicos do fruto séo relatados como analgésicas, anti-inflamatérios
(CARVALHO et al., 1996; FREITAS et al., 2012) e quimiopreventivos ao cancer (GUERRA et
al., 2017; NAKAMURA et al., 2002). Extratos etanolicos e metanolicos do fruto também
apresentam atividades antimicrobianas significativas contra as bactérias Streptococcus mutans, S.
salivarius, S. oralis e Lactobacillus casei e antifingica contra Candida albicans (DE OLIVEIRA
MARREIRO et al., 2014; SAMPAIO et al., 2009).

Estudos prévios mostram que 0s extratos etandlicos do fruto de L. ferrea sdo fontes de
compostos fendlicos (DA SILVA et al., 2011; SAMPAIO; PEREIRA et al., 2009), como o0 &cido
elagico e o seu derivado acido 2- (2,3,6-trihidroxi-4-carboxifenil) elagico ja foram isolados do
extrato do fruto (UEDA et al., 2001), bem como o éacido galico e galato de metila que além de
terem sido isolados, foram testados quanto ao efeito antitumoral em processos carcinogénicos de
pele, apresentando efeito quimiopreventivo (NAKAMURA et al., 2002a; NAKAMURA et al.,
2002b). Os fendlicos: Acido quinico, é&cido galico, 4cido cafeico, acido elagico e &cido
clorogéncico ja foram identificados no extrato etandlico do fruto. Também deste extrato foram
identificados por LC-MS/MS flavonoides do tipo Catequina: Catequina, Epicatequina e Taxifolina.
O flavonoide glicosilado: Rutina. Flavonoide do tipo flavonol: Miriocetina, Quercetina,
Kaempferol e Isohamnetina. E o flavonoide do tipo flavanona: Apigenina (PEDROSA et al.,
2016). Dessa forma, este capitulo apresenta o preparo de um biofilme de quitosana com extratos
aquosos e etanolicos do fruto de um espécimem de L. ferrea e suas propriedades antibacteriana e
antifngica, juntamente com a determinacédo, nestes extratos, do teor de fendlico, flavonoides e

taninos, bem como a avaliacdo de suas propriedades antimicrobiana e antioxidante.
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3.2 Material e métodos

3.2.1. Reagentes

Quercetina (> 95%), acido tanico, 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), acido 2,2'-azino-
bis-3-etilbenzotioazolina-6-sulfénico (ABTS), &cido (+) - 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico - Trolox (> 97%), agarose - tipo | e persulfato de potassio anidro (K2S20g), foram
adquiridos na sima-aldrich (Aldrich Brasil Ltda., Brasil). Acido L-ascérbico (> 99,0 %), etanol
PA, carbonato de sodio anidro Na,COs (> 99,5) foram obtidos da Synth (LABSYNTH Produtos
para laboratdrios Ltda.). Acido galico monohidratado purissimo e cloreto de aluminio 111 da (Vetec,
> 99,5%). O reagente Folin — Ciocalteu’s e a albumina sérica bovina — BSA foram adquiridos da
Merck. Acido acético glacial PA e hidroxido de sodio (Dindmica). Caldo nutriente, extrato de
malte, extrato de levedura, extrato de batata e agar foram adquiridos da Acumedia (Acumendia,
EUA). TMSP-d4 (2,2,3,3-d4-3-trimetilsililpropionato de s6dio). A quitosana (Polymar®,)
utilizada foi adquirida da empresa Polymar (Messejana, Fortaleza, Brasil) sem purificacdo prévia,
com um grau de desacetilacdo de 81% (massa molar de cerca de 1,47 x 10° g mol?). Os antibidticos
empregados nos testes de suscetibilidade antimicrobiana foram benzilpenicilina, gentamicina,

ciclopirox olamina (LOPROX®, 10 mg g, Sanofi-Aventis) e anfotericina B.

3.2.2. Coleta da planta

O fruto foi coletado na regido do submeédio Sdo Franscisco, em Juazeiro (09° 24' 42" S e
40° 29' 55" W), em julho de 2018. A exsicata da espécie foi registrada no Herbario
RADAMBRASIL (HBS), Jardim Botéanico, Salvador-BA, com o nimero 61849.

3.2.3. Preparacao dos extratos

Os frutos secos e moidos (2029,56 g) foram submetidos a maceracdo com etanol grau PA
por um periodo de 72 horas, com trés repeti¢fes. As solucdes alcodlicas obtidas foram filtradas por
gravidade e destiladas a presséo reduzida, em evaporador rotativo (803 — Fisatom), para a obtencéo
dos extratos etanolicos. O extrato aquoso foi preparado pelo aquecimento dos frutos secos e moidos
(297,31 g), com agua destilada (2 L) por duas horas, a 50 °C + 10 °C, em placa de aquecimento
(Modelo RHB1 — Merse). Em seguida, a solugéo foi filtrada por gravidade e liofilizada (Lyophilizer
K202, Liotop) a temperatura entre 50 - 40 °C, pressdo 200 um Hg, por quatro dias. O rendimento
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obtido para os extratos brutos foi de 29,33% (595,29 g) para o etanolico e 5,83% (17,33 g) para o

aquoso.

3.3 Determinacao de fendlicos totais

A metodologia para a dosagem de fenolicos totais (FT) foi segundo método descrito por
Ma et al. (2020), com poucas modificacdes. Foram misturados, sob abrigo de luz, em uma
microplaca de 96 pogos 20 pL de uma solugio metandlica dos extratos do fruto (Img mL™?), 20 pL
de soluc&o aquosa do reagente de Folin — Ciocalteu (10% v v!) e 60 pL de uma solugio aquosa de
carbonato de sédio (7,5 %, m v1). O volume de cada poco foi completado para 300 pL com &gua
destilada. Em seguida, a mistura foi incubada por 20 minutos, em temperatura ambiente, sob o
abrigo da luz. A curva de calibracdo foi construida, semelhantemente, com &cido galico na faixa
de concentragéo de 1,0 - 8,0 ug mL%. Onde para cada ponto da curva foram misturados, em uma
microplaca de 96 pocos, uma aliquota da solugdo metandlica de acido galico (0,2 mg mL™), 20 puL
do reagente de Folin — Ciocalteu (10% v v') e 60 pL de solucéo de carbonato de sodio (7,5 %, m
v1), com aferimento do volume para 300 pL com é&gua destilada. O metanol foi utilizado como
branco. Incubou-se a placa de 96 pogos com os padrdes por 20 minutos em temperatura ambiente
sob o abrigo da luz direta. Ap6s esse periodo, as absorvancias foram lidas a 760 nm, em
espectrofotdbmetro de microplacas UV/VIS (LMR-96-8, Loccus). O experimento foi conduzido em
triplicata e o teor de fendlico total (FT) foram expressos como média [ug de acido galico

equivalente (EAG) / mg de extrato seco] + desvio padrdo (DP) das triplicatas.

3.4 Determinagéo de flavonoides totais

A metodologia para a dosagem do conteudo de flavonoides (CF) totais foi segundo Obeng
et al. (2020) com poucas modificacbes. Para po¢os de uma microplaca de 96 pocos foram
transferidos 60 pL da solucdo metandlica dos extratos vegetais (2 mg mL™t), 6 pL da solucéo
metandlica de AICIs (2% m v1), com aferi¢cdo do volume para 300 pL, com agua destilada. A
microplaca foi incubada por 30 minutos, sob abrigo de luz. A curva de calibragéo foi construida
com o padrdo quercetina na faixa de concentragdo de 1,5 - 12,0 pg mL?. As leituras das
absorvancias (amostra, padrdo e branco) foram feitas apds o periodo de incubagdo de 30 minutos,

a 414 nm, em espectrofotdmetro de microplacas UV/VIS (LMR-96-8, Loccus). O experimento foi
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conduzido em triplicata. Os resultados de contetdo de flavonoides (CF) foram expressos como
meédia [pg de quercetina equivalente (EQ) / mg de extrato seco] = DP das triplicatas.

3.5 Quantificacdo de Taninos

A quantificacdo dos teores de taninos (TT) foi por método da difusédo radial, segundo
Hagerman (1987) e Maier (2017). Uma solucéo tampéo foi preparada com acido acético (0,5 pmol
L) e &cido ascorbico (60 p umol L), com adigdo de solucio de NaOH (2 mol L) até pH = 5,0.
O meio sélido foi preparado pela mistura de uma aliquota desta solugdo tampdo, com Agarose -
tipo I, sob aquecimento e agitagcdo ocasional, até completa solubilizacdo. Apos resfriamento desta
mistura até 45°C foram adicionados 0,10g de albumina sérica bovina — BSA, sob agitacéo.
Aliquotas de 09 mL deste meio foram distribuidos em placas de Petri (9 cm de diametro). Estas
placas foram seladas com filme de PVC e armazenadas sob refrigeracéo a 4 °C, por 72 horas. Apos
este periodo, em cada placa, pocos de 7 mm de didmetro foram feitos sob 0 meio sélido, aos quais
foram adicionados 20 pL de uma solucio a 20 mg mL™* do extrato vegetal 50% (v v) em metanol.
A curva de calibracdo foi preparada com padrdo de &cido tanico. A faixa de concentracdo
empregada de acido galico foi de 2,550 mg mL™. Os didmetros dos halos das amostras de extratos
e padrdo foram medidos ap6s 72 horas de incubacdo, a 30°C. O experimento foi feito em triplicata.

Metanol 50% (v v'!) foi usado como branco.

3.6 Atividade antioxidante
3.6.1 Ensaio DPPH

O ensaio DPPH foi realizado de acordo com o método de Mercado-Mercado (2020), com
modificagdes. Foram adicionados a uma placa de 96 pogos 280 pL da solucdo estoque de DPPH
(80 pmoL L) e 20 pL da solugédo dos extratos. Concentracdes dos extratos na faixa de 10 - 1,67
ug mL* foram usadas para tragar os valores de ICso. As placas foram incubadas ao abrigo da luz
durante 30 min e as absorvancias obtidas a 515 nm. A curva de calibracdo foi construida
adicionando o volume de 280 pL da solucdo do radical DPPH (80 umoL L) e aliquotas da solugio
do padréo trolox (0,2 mg mL1), completando o volume de 300 pL com metanol para a construgao
da curva de calibragdo na faixa de concentracéo de 1,0 — 6,0 pg mL™*. Apds 30 min de incubagéo,
a absorbancia a 515 nm foi medida em espectrofotbmetro de microplacas UV/VIS (LMR-96-8,

Loccus). O experimento foi realizado em triplicata.
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3.6.2 Ensaio ABTS

A determinagdo da capacidade antioxidante pelo ensaio ABTS foi realizada conforme
método de Le Grandois et al. (2017), com modificagdes. O cation do radical ABTS (ABTS™) foi
formado por reacdo da solugbes aquosas de ABTS (7 m mol L) com persulfato de potassio
persulfato de potassio (2,45 mmol L7). Este reagente foi armazenado sob abrigo da luz, a
temperatura ambiente por 16 h. Posteriormente, a solugdo de ABTS™" foi diluida com metanol até
atingir absorbancia na faixa de 0,8 — 1, a 734 nm, em espectrofotdmetro de microplacas UV/VIS
(LMR-96-8, Loccus). Foram adicionados a placa de 96 pocos 280 pL da solucédo estoque do radical
catidnico ABTS *e 20 pL da solugdo dos extratos. Concentragdes na faixa de 10 -1,67 pug mL*
dos extratos vegetais foram usadas para tracar os valores de ICso. A curva de calibracdo na faixa
de 1,0 - 10 pg mL* foi construida misturando volumes de 280 pL da solugéo do radical e diferentes
aliquotas da solucéo estoque do padréo trolox (0,5 mg mL™) acrescido de metanol para completar
0 volume dos pocos (300 pL). Apo6s 20 min de incubacdo, a absorbancia a 734 nm foi medida por
um espectrofotdbmetro de microplacas UV/VIS (LMR-96-8, Loccus). Todas os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.7 Preparo dos biofilmes quitosana-extratos

Uma porcéo de quitosana (10,0 g) foi solubilizada em soluc&o de acido acético a 2% v v
(3 L), sob agitacdo, por 24h. A solucéo resultante foi filtrada a vacuo através de filtros de filtragdo
rapida, média e lenta, respectivamente. Em seguida, a solucdo foi ajustada com solucdo de NH4sOH
até o pH préximo de 8 para precipitacdo de quitosana. A separacdo do sobrenadante foi realizada
por filtracdo a vacuo e a quitosana foi lavada com &gua destilada até o pH proximo de 6,8,
submetida a secagem em estufa, a 40 — 60 °C, durante 24 h e, posteriormente, moagem com auxilio
de almofariz e pistilo. Apds a purificacdo, obteve-se 7,6 g de quitosana, rendimento de 76 %. Desta

quitosana foram preparados os filmes.

Os filmes a base de quitosana foram preparados segundo Koc et al. (2020), com
modificagdes. Para o preparo da solugéo formadora de filme de quitosana pura, 0,75 g de quitosana
foi dissolvida em 35 mL de solucéo de acido acético a 2% (v v1), seguida da adicéo do plastificante
glicerol na concentragdo de 10% (m m™). A mistura foi mantida sob agitagdo magnética, a
temperatura ambiente, por 24 h. Apés este periodo, a mistura foi submetida a filtracdo por

gravidade, o filtrado foi desgaseificado em sonicador ultrassonico e transferido para placa de Petri
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(10cm de diametro) de poliuretano e mantidas em estufa a 40 — 50 °C durante 48 h. Depois de
formados, os filmes foram colocados por 2 h em estufa a vacuo a 50 °C para remocao de solvente

residual.

Similarmente foi feito para a obtencdo dos filmes de quitosana incorporados com as
amostras do fruto de L. férrea, onde diferentes concentracdes de quitosana / extrato aquoso,
quitosana / extrato etandlico e quitosana / p6 do fruto foram utilizadas para preparar os filmes de
L. ferrea: 100/0, 90/10, 80/20 e 70/30, 50/50 (m m™) (Tabela 5).

Tabela 5: Filmes de quitosana incorporados com amostras de fruto de L. ferrea

Filmes de Quitosana Amostras preparadas com a matriz de quitosana

Sem adicdo de extrato ou po Quitosana 100% = 0,75g de quitosana

do fruto
EtFr10% = 0,0075 g de extrato + 0,675 g de quitosana
Com adicdo do extrato EtFr20% = 0,15 g de extrato + 0,6 g de quitosana
etandlico do fruto (EtFr) EtFr30% = 0,225 g de extrato + 0,525 g de quitosana
EtFr50% = 0,375 g de extrato + 0,375 g de quitosana
AFr10% = 0,0075 g de extrato + 0,675 g de quitosana
Com adicdo do extrato AFr20% = 0,15 g de extrato + 0,6 g de quitosana
aquoso do fruto (AgFr) AFr30% = 0,225 g de extrato + 0,525 g de quitosana

AFr50% = 0,375 g de extrato + 0,375 g de quitosana
PFr10% =0,0075 g de p6 do fruto + 0,675 g de quitosana

Com adic¢do do pé do fruto PFr20% = 0,15 g de pé do fruto + 0,6 g de quitosana
(PFr) PFr30% = 0,225 g de p6 do fruto + 0,525 g de quitosana
PFr50% = 0,375 g de p6 do fruto + 0,375 g de quitosana

3.8 Atividade antimicrobiana dos extratos e biofilmes

3.8.1 Microrganismos

As nove linhagens, adquiridas na Colecdo de Culturas Tropical (CCT)/ Fundagdo André
Tosello, empregadas nos ensaios de microdiluicdo em caldo dos extratos aquoso e etandlico do
fruto foram: Bacillus subtilis (ATCC 6633), B. cereus (CCT 0096), Staphylococcus aureus (ATCC
6538), S. epidermidis (CCT 1488; ATCC 12228), Micrococcus luteus (ATCC = 10240),
Escherichia coli (ATCC 94863), Pseudomonas aeruginosa (CCT 0090; ATCC 27853), Candida
albicans (ATCC 18804), C. glabrata (CCT 0728), Fusarium oxysporum (CCT 3243). Contudo,
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para o ensaio em difusdo em agar foram usados apenas 0s microrganismos: C. albicans, M. luteus,
S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis, B. cereus e P. aeruginosa. Todas as culturas foram mantidas
em meio solido, agar nutriente para as bactérias e em agar malte para os fungos, com incubacgéo

por 24h (36 °C) e 72h (26 °C), respectivamente, para bactérias e fungos.

3.8.2 Ensaio de microdiluicéo

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pelo método de microdiluicdo em
caldo, para determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), segundo normas técnicas do
CLSI (2005), com pequenas modificacBes conforme Araujo et al. (2017) e Caires et al. (2018).
Caldo nutriente e extrato de malte e levedura foram utilizados como meio de cultura para
crescimento de bactérias e leveduras, respectivamente. Para o teste de suscetibilidade
antimicrobiana foram adicionados aos pogos, de uma placa de poliestireno de 96 pocos, 100 pL de
meio de cultivo apropriado. Para primeira fileira da placa foram transferidos 100 puL de cada
solugdo estoque, preparada em DMSO 20% (v v1), dos extratos aquoso e etandlico do fruto (4000
ug mL1), em triplicata. Ainda nesta fileira foram adicionados 100 pL das solucdes do diluente e
100 pL da solugéo dos antibiGticos [para bactérias: benzilpenicilina (100 pg mL 1) e gentamicina
(100 ug mL™ 1) e para fungos: ciclopirox olamina (400 pg mL™ ) e anfotericina B (250 pg mL™)],
em triplicata . Em seguida, foi feita a diluicdo seriada, com fator de diluicdo de dois, e foram
acrescentados 100 pL do indculo do microrganismo (escala 0,5 de McFarland, ~ 1-2 x 108 UFC
mL1), em todos os pogos. Finalmente, a faixa de concentragéo testada dos extratos variou de 2000
— 15,63 pg mL™2. O periodo de incubacio das placas foi de 36 ° C (24 h) e 26 ° C (72 h) para
bactérias e fungos, respectivamente. Os valores da concentracado inibitéria minima (CIM) de cada
amostra foi determinado como a menor concentracdo que inibiu visualmente o crescimento do
microrganismo. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os extratos foram considerados
ativos quando inibiram o crescimento microbiano em concentragbes inferiores a maior

concentragdo testada (2000 pg mL™1).

3.8.3 Determinacdo da concentracdo bactericida minima

Na placa de 96 pogos, apos a leitura dos valores de CIMs, 10 pL. foram removidos e
inoculados em meios solido, onde continham agar nutriente, para bactérias, e extrato de malte, para

fungos. Em seguida, as placas foram incubadas em temperaturas e periodos apropriados para cada
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microrganismo. Apoés este periodo, a menor concentracdo testada, na qual havia auséncia de
crescimento microbiano visivel, foi determinada como sendo a concentracdo microbicida minima
(CMM) (ARAUJO et al., 2017).

3.8.4 Ensaio por difusdo em &gar

As atividades antibacteriana e antifungica dos extratos do fruto também foram avaliadas
pelo método de difusdo em &gar, juntamente com quitosana, biofilmes preparados de quitosana-
extratos do fruto: etandlico (EtFr10%, 20%, 30% e 50%) e aquoso do fruto (AFr10%, 20%, 30% e
50% ), bem como biofilmes de quitosana-fruto moido (PFr10%, 20%, 30% e 50% )(LI; YI; YU,
WANG et al., 2020). O in6culo de cada microrganismo foi preparado na escala de turbidez 0,5
McFarland. Desta suspensdo, 200 pL foram aliquotados e vertidos sobre 20 mL de meio de cultivo
solido apropriado para cada microrganismo, similar ao ensaio de microdiluigdo, e espalhadas com
0 auxilio de alca de Drigalski. Apenas para B. subtilis e S. epidermidis foram pipetados 300 pL da
suspensdo do indculo. Apos a inoculacédo, perfuracdes foram feitas no meio sélido, com tubo de
vidro cilindrico de 6 mm de diametro. Nestes po¢os foram adicionados 20 mL de solugdes dos
extratos do fruto (8000 pg mL™) e 15 pL do antibiotico, para as bactérias B. cereus e B. subitilis
foram usados 20 uL do antiobidtico [gentamicina, para bactérias Gram-negativas (10 pg mL™),
benzilpenicilina, para as Gram-positivas (2000 ng mL™?) e anfotericina B para fungos (250 pg mL"
1)]. Ja os biofilmes preparados foram cortados em circulos de 6 mm e colocados sobre 0 meio de
cultivo sélido recentemente inoculado. As placas foram vedadas e incubadas por 24 horas (37 °C),
em ensaios com bactérias e por 72 h (26 °C), nos com fungos. Apos esse periodo, os halos de
inibicdo do crescimento foram medidos com régua milimétrica. Todo o experimento foi conduzido

em triplicata.
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3.9 Resultados e Discussao
3.9.1 Teor de fendlicos, flavonoides e taninos totais e atividade antioxidantes dos extratos do fruto de L. ferrea

Os teores de fendlicos totais, flavonoides, taninos e potencial antioxidante foram determinados no extrato etanélico e aquoso do
fruto de L. ferrea como apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultado dos teores de fenolicos, flavonoides e taninos totais e atividade antioxidante do extrato etandlico e aquoso do fruto

de L. ferrea.
Teores Atividade antioxidante
Extratos* (ICs0, g mL* + DP)
Fendlicos Flavonoides Taninos DPPH ABTS
(ug mg*+ DP de EAG) (ug mg* + DP de EQ) (ug mg* + DP de EAT)
EAFrLF 327,95 +14,61 5,38 + 0,22 227,74 + 17,43 13,57 £ 0,05 3,76 £ 0,74
EEtFrLF 292,06 + 24,35 6,24 + 0,40 189,49 + 20,92 6,89 + 0,03 412 +0,21
Valor Médio 310,01 + 19,48 5,81 +0,31 208,62 + 19,17
Trolox 4,34 + 0,05 6,03 + 0,06

* Extratos: aquoso do fruto de L. ferrea (EAFrLF) e etandlico do fruto de L. ferrea (EEtFrLF); ug mg™* de EAG: microgramas equivalentes
de acido galico por miligrama de extrato seco; ug mg™ de EQ: microgramas equivalentes de quercetina por miligrama de extrato seco) e pg
mgde EAT: microgramas equivalentes de acido tanico por miligrama de extrato seco)
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O conteldo total de fendis de todos os extratos preparados de L. ferrea foi determinada pelo
método de Folin-Ciocalteu e expresso como equivalente de acido gélico. O extrato aquoso do fruto
mostrou teor de fendlico de 327,95 + 14,61 pg mg™ de EAG, o qual foi maior que o encontrado no
extrato etandlico de 292,06 + 24,35 ug mg™ de EAG. Ja para o teor de flavonoides dos extratos
brutos, que foi expresso como equivalente de quercetina, um comportamento inverso foi obtido,
com 0 maior teor para o extrato etandlico do fruto (EEtFrLF) (6,24 + 0,40 pg mg™ de EQ), em
relagdo ao aquoso (EAFTLF) (5,38 + 0,22 pug mg* de EQ). Na determinac&o de taninos por difuséo
radial, o extrato aquoso foi 0 mais enriquecido nesta classe de metabdlitos, com 227,74 £ 17,43 ug
mg* de EAT, enquanto o etandlico apresentou 189,49 + 20,92 pug mg™ de EAT. Apesar destas
diferencas observadas entre 0s extratos, apos analise estatistica, ndo houve diferenca significativa
entre os teores determinados para fenoélicos, flavonoides e taninos totais, indicando assim, que o

uso de dois solventes ndo afetou a extracdo desses compostos no fruto.

As concentracdes elevadas de fendlicos totais (310,01 + 19,48 ug mg™ de EAG) obtidas nos
extratos do fruto de L. ferrea, com percentuais médios de 31,00 + 1,95 %, corroboram com 0S
encontrados previamente para este mesmo 6rgdo em outros espécimens de L. ferrea. Nestes estudos
foram encontrados percentuais de fendlicos totais em extratos do fruto: 46,0 + 0,42%, no etandlico
(80%, v v'1) de um espécimen do PARNA do Catimbau, Pernambuco (DA SILVA et al., 2011);
uma faixa de 37,85 = 0,23 a 13,99 £ 0,32% em extratos metanolicos do frutos de L. ferrea de
catorze regibes diferentes do Brasil (FERREIRA et al., 2016) e 7,3% no metandlico (80%, v / v)
de um spécimen da Floresta Amazonica, pelo método do azul da Prussia. As diferencgas observadas
nestes valores indicam variacdes no metabolismo secundéario que sdo advindas de efeitos sazonais
e, além disto, os métodos de extracdo e determinacdo dos fendlicos podem influenciar nos teores

destes compostos.

O teor medio de flavonoides totais presente nos extratos do fruto foi de 0,58 + 0,031 %
(5,81 + 0,31 pug mg? de EQ), um valor inferior ao de fendlicos totais [31,00 + 1,95 % (310,01 +
19,48 pg mg?! de EAG)]. Esta discrepancia esta em conformidade com os encontrados por
Comandolli-Wyrepkowski et al. (2017) no extrato em metanol do fruto de L. ferrea, no qual
determinou 51,46 + 2,33 % de fenolicos e 6,94 + 0,39 % de flavonoides totais. Adicionalmente, a
quantificacdo de taninos em extratos do fruto de L. ferrea foi relatada pela primeira vez nesse
trabalho, onde ao se observar o elevado teor de taninos, com percentual medio de 20,86 + 1,92%
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(208,62 + 19, 17 pg mg? de EAT), em relacdo ao de flavonoides, foi possivel inferir uma
prevaléncia biossintética para a producao de taninos no fruto, assim como observado para a casca

do caule, no Capitulo 2.

A atividade antioxidante dos extratos do fruto de L. ferrea foi expressa em concentracéo
capaz de inibir 50% (ICso) os radicais DPPH e ABTS. O extrato etanolico (EEtFrLF) mostrou
melhor atividade antioxidante, pelo método utilizando o radical DPPH, com de 1Cso= 6,89 £ 0,03
ug mLt em comparagio ao aquoso (EAFrLF) com ICso= 13,57 * 0,05 ug mL*. Esses resultados
foram significativamente diferentes e indicaram que a extracdo com etanol foi mais eficiente em
concentrar substancias com capacidade de inibir o radical DPPH. J& pelo ensaio com o radical
ABTS, 0 EAFrLF apresentou maior efeito antioxidante (ICso =3,76 + 0,74 pg mL™?) que o EEtFrLF
(ICso = 4,12 £ 0,21 pg mL™?), contudo estes resultados ndo sdo estatisticamente diferentes. Os
extratos testados mostraram potencialmente maior acdo antioxidante frente ao radical ABTS que o
DPPH. Os diferentes resultados obtidos para a atividade antioxidante por DPPH e ABTS é devido
aos mecanismos distintos empregados nestes métodos. Enquanto o radical DPPH reage com
polifendis (catequinas, proantocianidinas), mas ndo com os acidos fenolicos e acUcares, o radical
ABTS tem alta reatividade e, portanto, possui capacidade de reagir com uma ampla gama de
antioxidantes (MARECEK et al., 2017). Os estudos sobre o efeito antioxidante dos frutos de L.
ferrea ainda sdo incipientes e ndo existem relatos na literatura sobre o emprego dos métodos DPPH
e ABTS para comparagédo. Entretanto, Da Silva et al. (2011) mostrou a atividade antioxidante do
extrato etandlico (80%, v v1) do fruto, pelo método fosfomolibdénio, onde obteve ICso = 182,98 +

1, 81 pg ml2,
3.9.2 Biofilmes de quitosana com amostras do fruto de L. ferrea

As fotografias digitais dos biofilmes preparados a base de quitosana com proporgdes
diferentes de amostras dos extratos etandlico e aquoso do fruto e com o fruto pulverizado de L.
ferrea, bem como, o filme controle de quitosana, sao mostrados na Figura 16. O filme de quitosana
pura apresentou uma superficie clara, lisa e sem bolhas. Ao aumentar a quantidade das amostras
na solucdo polimérica de 10 para 50%, foi observado que todos os biofilmes gradativamente
adquiriram coloragdo castanha. As superficies dos filmes foram, em geral, lisas, com exce¢édo dos

de quitosana-fruto pulverizado (PFr), as quais se mostraram asperas € menos compactas. Ja 0s
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enriquecidos com o extrato aquoso e etandlico apresentaram maior homogeneidade, indicando boa

compatibilidade entre a matriz polimérica e 0s compostos ativos presentes nos extratos.

100% PFr 10% PFr 20% PFr30%  PFr50%

|

Quitosana ' : 5
100%  AFr10% AFr20% AFr30% AFr50%

Figura 16: Fotografia dos biofilmes de quitosana 100%; quitosana-p6 do fruto (A), quitosana-

extrato etanolico do fruto (B), e quitosana-extrato aquoso do fruto (C).
3.9.2 Atividade antimicrobiana
3.9.2.1 Atividades antimicrobiana dos extratos do fruto

Os extratos etandlico e aquoso do fruto apresentaram atividade bacteriostatica frente as
cepas Gram-positivas testadas, sendo o género Staphylococcus o0 mais suscetivel (Tabela 7). Ambos
foram ativos para S. aureus, contudo apenas o aquoso foi bactericida com CMM de 2000 pg mL™*
e também o mais ativo para S. epidermidis, com valores de CIM e CMM de 15,625 e 500 ug mL"
! respectivamente. Ja para B. subtilis e B. cereus todos foram bacteriostaticos com CIMs de 500 e

CMMs de 1000 ug mL:, respectivamente. O efeito em bactérias Gram-negativas foi menos
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pronunciado, com apenas 0 extrato aquoso bacteriostatico frente a P. aeruginosa com CIM = 2000 pg mL ™.

Tabela 7: Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo de extratos do fruto de L. ferrea

CIM/CMM (pg mL™)

Gram-positiva Gram-negativa Fungos

Extratos Sa Sep Bs Bc Pa Ca Cg

ciM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CiIM CMM ciM CMM CIM CMM

EAFrLF 500 2000 15,63 500 500 >2000 1000 =>2000 2000  >2000 >2000 2000 >2000
EEtFrLF 1000 >2000 15,63 1000 500 >2000 1000 >2000 >2000 15,63 31,25 >2000
benzilpenicilina 0,04 >25 2,2 >25 0,08 0,16

gentamicina 1,25 >b

ciclopirox 12,5 >25 125  >25
olamina

Sa: S. aureus; Sep: S. epidermidis: Bs: B. subtilis; Bc: B. cereus; Pa: P. aeruginosa; Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata. Concentracao
inicial dos controles: benzilpenicilina: 25 pg mL™; geramicina: 5 pug mL* e ciclopirox olamina: 25 pg mL™. Concentragio inicial dos
extratos: 2000pg mL™.

Os dois extratos mostraram similaridade no efeito antibacteriano, indicando que os diferentes métodos de extracdo ndo alteraram
as composicdes quimicas dos compostos bioativos frente as Gram-positivas. Contudo, em relacdo ao efeito em leveduras, a extracdo a
frio resultou em uma maior concentracdo de compostos antifingicos no extrato etandlico, o qual mostrou elevado efeito fungiostatico e
fungicida para C. albicans [CIM = 15,6 e CMM = 31,25 ug mL!]. A &gua permitiu extrair e/ou acumular substancias com atividade

contra P. aeruginosa e C. glabrata, ja o etanol foi eficiente para extrair e/ou acumular substancias com atividade contra C. albicans.
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O efeito antimicrobiano de extratos alcodlicos e aquoso do fruto de L. ferrea ainda nédo
havia sido avaliado para a maioria das cepas descritas acima. Contudo, Sampaio et al. (2009)
mostrou a atividade do extrato metandlico (80% v / v) do fruto de um espécimen coletado no bioma
da Amazonia para C. albicans (CIM = 25,0 ug mL™), Lactobacillus casei (CIM = 66,0 pg mL™),
Streptococcus mutans, S. salivarius e S. oralis com CIMs de 40, 66 e 100 pug mL™, respectivamente
e De Oliveira Marreiro et al., (2014) testou o0 extrato etanolico contra S. mutans e S. oralis, com
valores de CIMs de 1,56 e 3,13 pg pL, respectivamente. Os resultados obtidos, juntamente com
estes relatos, apresentam o elevado potencial antibacteriano e antifungico do fruto de L. ferrea. Os
extratos ndo apresentaram efeito nas concentragdes testadas para os microorganismos E. coli e F.

oxysporum.

A presenca de substancias fendlicas, principalmente taninos, foi determinada nos extratos
aquoso e etanolico dos frutos, contudo em estudos prévios de extratos do fruto, os teores de
fendlicos e flavonoides totais foram descritos, sem deteccdo dos de taninos totais (BOUARAB-
CHIBANE et al., 2018; CUI et al., 2019). Assim, mediante este perfil quimico observado para os
extratos do fruto, pode-se inferir que as propriedades antimicrobianas obtidas podem ser devido a
mistura destes compostos. Esta proposicdo pode ser fundamentada pelas reconhecidas atividades
de componentes fendlicos contra S. aureus, P. aeruginosa (DEY et al., 2020), S. epidermidis
(ALBANO et al., 2019; WAN, 2012), B. cereus (CETIN-KARACA, 2018; LEMOS et al., 2014),
B. subtilis (CHEN et al., 2010; LI et al., 2020), E. coli (LI et al., 2020), C. albicans e C. glabrata
(CANTURK, 2018; MARTINS et al., 2015).

3.9.2.2 Atividade antimicrobiana dos filmes a base de quitosana

As propriedades antibacterianas dos diferentes filmes de quitosana foram avaliadas in
vitro por meio de um metodo de difusdo em agar-poco e disco, onde a inibi¢cdo do crescimento
microbiano é demonstrada pelo aparecimento de uma zona de inibi¢cdo de crescimento, apds o
periodo de incubacdo apropriado para cada microrganismo testado (Figura 17 e Tabela 8). A
atividade antimicrobiana de filmes a base de quitosana foi investigada contra: M. luteus, S. aureus,

S. epidermidis, B. subtilis, B. cereus e P. aeruginosa.
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Figura 17: Zona de inibicdo de crescimento bacteriano de M. luteus dos biofilmes a base de

quitosana enriquecido com o extrato aquoso do fruto, AFr20% (A) e AFr50% (B)

A atividade antibacteriana dos biofilmes contra bactérias Gram-positivas, como esperado,
foi potencializada pela adicdo dos extratos aquosos e etanolico, assim como fruto pulverizado.
Dentre todos os microrganismos testados, 0 mais suscetivel aos biofilmes foi M. luteus, onde todos
biofilmes foram ativos nas concentragdes de 20, 30 e 50%, seguido por S. epidermidis, onde 0s
biofilmes de quitosana — extrato aquoso inibiram o crescimento bacteriano nas concentragdes de
20%, 30% e 50%, além disso, os filmes de quitosana - extrato etandlico e quitosana - p6 do fruto
nas concentragdes de 30 e 50% também foram ativos. Os maiores valores de zona de inibicéo (Z1)
para M. luteus foram apresentados pelos bofilmes de quitosana-extrato etanélico, com valores de
Z1 de 1,76; 2,05 e 1,60 mm para as respectivas concentrac¢des de 20%, 30% e 50% (EtFr20 — 50%)
e para os filmes de quitosana-p6 do fruto, nas mesmas concentra¢des (PFr20-50%), com halos de
inibicdo na faixa de 1,43; 1,73 e 1,85 mm. Os maiores valores de zona de inibigcdo (ZI) para a
bactéria S. epidermidis, foram apresentados pelos filmes de quitosana — extratos etandlico de 30 e
50%, com valores de ZI de 1,10 e 1,16 mm, respectivamente. Seguido do filme de quitosana — pé
do fruto de 20 e 50%, com ZI de 1,37 e 1,44 mm, respectivamente. Dos efeitos para S. aureus e B.
subitilis, destaca-se o filme de quitosana — extrato aquoso, que foi ativo nas concentragdes de 30 e
50 % para S. aureus e nas concentracdes de 20, 30 e 50 % para B. subitilis. Nenhum dos filmes foi
ativo para a bactéria B. cereus e, para bactéria Gram-negativa, P. aeruginosa, o tnico filme com
zona de inibicdo significativa foi o enriquecido com 50% do extrato etandlico (EtFr50%).
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Tabela 8 — Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em &gar de quitosana e de seus
biofilmes preparados com amostras do fruto de L. ferrea.

Biofilme Diamentro da zona de inibicdo (mm)
Ml Sa Sep Bs Pa
10% - - - - -
EtFr 20% 1,76 - - - -
30% 2,05 - 1,10 - -
50% 1,60 1,0 1,16 1,00 0,97
10% - - - - -
AFr 20% 1,27 - 0,97 0,95 -
30% 1,15 0,95 1,12 0,87 -
50% 1,60 0,98 1,06 0,97 -
10% - - - - -
PFr 20% 1,43 - - - -
30% 1,73 - 1,37 - -
50% 1,85 - 1,44 - -
Quitosana 100% - - - - -
EEtFrLF 2,56 1,89 1,86 - -
EAFrLF 2,41 1,86 2,02 - -
Controle 4,10 2,13 3,05 2,40

—: sem presenca de zona de inibig&o de crescimento. MI: M. luteus; Sa: S. aureus; Sep: S. epidermidis:
Bs: B. subtilis; Pa: P. aeruginosa. Concentracgdo dos extratos: 8000 pug mL™.

Para as bactérias M. luteus, S. aureus e S. epidermidis a atividade dos extratos foi
significativamente maior do que os filmes dos respectivos extratos incorporados a quitosana. A
melhor atividade dos extratos pode estar relacionada a maior disponibilidade e difusdo das
substancias bioativas quando estas se encontram em solucdo. Por outro lado, os extratos ndo
apresentaram atividade contra B. subitilis e P. aeruginosa pelo método da difusdo em poco, mas

mostraram-se ativos no ensaio da microdiluicdo em caldo.

O filme de quitosana 100% ndo mostrou atividade antibacteriana significativa, embora as
solugdes de quitosana tém fortes atividades antibacterianas e antifingicas pelos métodos da difuséo
em pogo/disco e pelo método da microdiluicdo em caldo (AMATO et al., 2018; NEJI et al., 2020;
SAYARI et al., 2016; YOUNES et al., 2014), os filmes de quitosana ndo inibiram o crescimento
bacteriano nos testes de difusdo em agar, provavelmente porque a quitosana em forma de filme é

incapaz de se difundir através do meio de agar circundante (DI FILIPPO et al., 2020).

Como consequéncia, as zonas de inibicdo observadas para os biofilmes contendo amostras
de L. ferrea podem ser definitivamente atribuidas a adicdo dos extratos e pé do fruto. A figura 18

apresenta o0 comportamento dos filmes para cada microrganismo suscetivel. O efeito
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antimicrobiano dos biofilmes mostrou ser dependente das concentragdes dos extratos e pé do fruto,
pois, de maneira geral, as zonas de inibicdo de crescimento microbiano aumentaram
proporcionalmente com as quantidades adicionadas dos extratos e p6 do fruto na solucéo formadora

de filme de quitosana.
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Figura 18: Atividade dos filmes de quitosana — extrato etanolico (EtFr10 — 50%), quitosana
— extrato aquoso (AgqFr10-50%) e quitosana — p6 de fruto (PFr10 — 50%) contra M. luteus (A), S.
aureus (B), S. epidermidis (C) e B. subitilis (D).

As propriedades antibacterianas dos filmes de quitosana incorporados com os extratos e pd
do fruto podem estar relacionadas a presenca de principalmente compostos fendlicos, uma vez que,
0s extratos aquosos e etandlicos do fruto de L. ferrea apresentaram altos teores de compostos
fenolicos, bem como de taninos totais. A inclusdo de compostos fenolicos em filmes a base de
quitosana aumentou significativamente a atividade antimicrobiana dos filmes, conforme indicado
pelos resultados ja encontrados na literatura (Bl et al., 2019; CHENG, 2015).

As atividades antibacterianas dos filmes a base de quitosana com o pé e/ou extrato do fruto,
juntamente com o reconhecido efeito cicatrizante de extratos do fruto em feridas (BATISTA et al.,
2017; CARVALHO et al., 2016), evidenciam o potencial uso destes como curativos, pois as

infeccdes bacterianas podem atrasar significativamente a cicatrizacdo de feridas (TEIRLINCK et
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al., 2019), as bactérias gram-positivas como S. aureus desempenham o papel principal no primeiro
estagio da infec¢do e gram-negativas como P. aeruginosa podem ser encontradas quando a ferida
ja esta desenvolvida (CARDONA, 2015; MOEINI et al., 2020). A bactéria M. luteus também ¢é
comumente considerada um contaminante da pele e das mucosas, embora de baixa viruléncia,
causa infecgOes graves em populacbes imunocomprometidas (IANNIELLO et al., 2019;
RODRIGUEZ-NAVA, 2020). Ja a S. epidermidis € um patégeno oportunista envolvido em
inimeras infeccdes hospitalares, incluindo aquelas relacionadas a feridas na pele e dispositivos
médicos implantados (AMATO et al., 2018).

3.10 Consideragdes finais

Os extratos do fruto ndo apresentaram diferencas significativas nos teores de fendlicos,
flavonoides e taninos totais. O estudo indicou uma predominancia biossintética de taninos em
relacdo a flavonoides como observado também para os extratos da casca do caule no capitulo
anterior. As atividades antioxidantes dos extratos do fruto de L. ferrea foram confirmadas pelos
ensaios com os radicais DPPH e a extracdo com etanol foi mais eficiente em concentrar substancias
com capacidade de inibir o radical DPPH. No ensaio com o ABTS, as atividades ndo foram
significativamente diferentes. Os dois extratos mostraram similaridade no efeito antibacteriano,
indicando que os diferentes métodos de extracdo ndo alteraram as composi¢fes quimicas dos
compostos bioativos frente as Gram-positivas, sendo o género Staphylococcus o mais suscetivel.
O extrato etandlico foi seletivo para C. albicans, enquanto 0 aquoso para P. aeruginosa e C.
glabrata. As atividades antimicrobianas dos biofilmes a base de quitosana incorporados com
extratos e fruto pulverizado foram potencializadas, especialmente os filmes obtidos a partir do
extrato aquoso do fruto. Dentre as bactérias, a mais suscetivel foi M. luteus. Este estudo forneceu
a primeira base para a compreensao das variagdes do conteudo fenolico de extratos etandlicos do
fruto e suas atividades antimicrobianas, bem como, a producdo de biofilme a base de quitosana

incorporado com estes extratos apresentando potencial uso terapéutico para o tratamento de feridas.
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4cido digaloil Casca do Caule/ WSKI etal.,
chiquimico (33) Mato Grosso 2014
WYREPKO
WSKI et al.,
2014
procianidina C2 Casca do Caule/
(34) Mato Grosso
WYREPKO
4cido metil elagico Cascado Caule/ WSKletal,
ramnosideo (35) Mato Grosso 2014
Casca do Caule/  WYREPKO
dilactona do 4cido Mato Grosso WSKI et aI.,
valoneico (36) 2014
Casca do Caule/  WYREPKO
Acido 3-0-galoil Mato Grosso WSKI et al.,
quinico (37) 2014
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acido 3-O-
metilelagico-4'-O-
B-D-
arabinopiranosideo
(38)

HO [o]

e
O
OH O

OH

0 OCH,

Casca do Caule/
Mato Grosso

WYREPKO
WSKI et al.,
2014

acido galico (39)

COOH

HO' OH

Inibigéo da
aldose
redutase

Caule; Casca do
Caule; Fruto;
Folhas/
Amazonas e
Pernambuco;
Mato Grosso;
Manaus; Para e
Egito

DE ARAUJO
etal., 2014;
HUSSEIN
2016;
NAKAMUR
Aetal,
2002;
NAKAMUR
Aetal.,
2002;
NAWWAR
et al., 2014,
2015;
PEDROSA et
al., 2016;
PORT'S,
2013;
VASCONCE
LOS et al.,
2011;
WYREPKO
WSKI et al.,
2014

galato de metila
(40)

COOCH;

HO OH
OH

Inibicdo da
aldose
redutase

Fruto/Belém

NAKAMUR
Aetal.,
2002;
NAKAMUR

Aetal., 2002
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HUSSEIN,
2016;
Caule; Casca do NAWWAR
) ) et al., 2014,
Caule; Folhas; i
Fruto; 2015;
Inibicdo da ' PICKLER et
Q Semente/Rio )
o on aldose Grande do al., 2019;
L . L . redutase e do ) UEDA, 2004;
acido elagico (41) ° Q O ? dumulode Norte; UEDA et al.,
VRN . mazonas e _
Y sorbitol Mato Grosso: 2001;
(diabetes) e . ' VASCONCE
Egito; Belém;
> LOSetal.,
Rio Grande do )
Norte 2011;
WYREPKO
WSKI et al.,
2014)
0 Inibicdo da
.- M aldose
acido 2- (2,3,6- UEDA et al.,
trihidroxi-4- wo{ )y pa_en  redutaseedo  oomoen 2001 UEDA
. aculo de i
carboxifenil) HO O HO . 2004;
elagico (42) o sorbitol
no  coon (diabetes)
- Casca do WYREPKO
galato de etila (43) Caule/Mato WSKI et al.,
R Grosso 2014
- HUSSEIN,
Y o o 2016;
brevifolin (44) | Folhas/Egito NAWWAR
etal., 2014,
2015
Antioxidante HUSSEIN,
4cido Y oo e citotoxico 2016;
brevifolincarboxilic | para Folhas/Egito NAWWAR
0 (45) 1Ho0¢ queratindcito etal., 2014,
s 2015
o, | N - PEDROSA et
acido quinico (46) & Caule; al., 2016 (
NN, Fruto/Manaus
] - PEDROSA et
ACi &ni al., 2016
acido clorogénico Caule: :
Fruto/Manaus

(47)

OH

OH

HO,  p—om
o
HO™ OJ\/\Q\

OH
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PEDROSA et

- ] N on Caule; al., 2016
acido cafeico (48) “"Q/\/k Fruto/Manaus
OH
acido 2- (2-etil-3- on PEDROSA et
hidroxi-6- o al., 2016
propionilciclo- L Caule;
hexil) acético (49) . Fruto/Manaus
[
acido 12- PEDROSA et
oxofitotodiendico , al., 2016
(50) o _J 0 Caule;
b\/\/\/\)\\ Fruto/Manaus
OH
acido gluconico on on o , PEDROSA et
(51) o L L, Caule; al., 2016
| Fruto/Manaus
D DIAS et al.,
, . . . HO ~ Fruto: 2013;
acido linoleico (52) ~ Semente/Para ~ SAWADA et
al,, 2014
SAWADA et
. . 9 al., 2014
acido oleico (53) M Semente/Para
f LUNA et al.,
o Ho N Folhas; 2020;
acido E:Srll(;lenlco | Semente/Pernam SA\INAZ\DA et
buco; Para al., 2014
G
acido palmitoleico | SAWADA et
P 0 Semente/Para al., 2014
(59)
HO
. . Semente; Fruto; DIAS et al.,
acido palmitico 1 ... 2013; LUNA
A Folhas/Para; ,
(56) oH et al., 2020;
Pernambuco SAWADA et
al., 2014
DIAS et al.,
. L. o Semente; 2013;
acido estearico (57) -~~~ ~_~_J, Fruto/Pard SAWADA et
al., 2014
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o

SAWADA et

acido céaprico (58) N\/\/\)LOH Semente/Para al. 2014
o - DIAS et al.,
4cido elaidico (59) V\/\/\/\/\/\/\/k Fruto/Para 2013
- DIAS et al.,
2013; LUNA
. Fruto; ’
gama-sitosterol FoIhal; IPara: etal., 2020
(60) Pernambuco
- DIAS et al.,
2013
lupenona (61) Fruto/Paré
- LOPES et al.,
a-D-galactose (62) W ron Semente 2013
OH
Ho - LOPES et al.,
3 -D-manose (63) o %o Semente 2013
Controla a Semente DE SOUZA,
galactomananas hiperglicemia 2010; LOPES
(64) et al., 2013
octadecanal (65) o i Folhaslljzgrnamb LU'\;'S‘Z%t al.,
n-dodecanal (66) O i Folhasllj Egrnamb LU'\;'S‘Z%t al.,
- Folhas/Pernamb LUNA et al.,
octacosano (67) e uco 2020
- Folhas/Pernamb LUNA et al.,
docosano (68) A S UCo 2020
pentadecano (69) PO - Folhaslﬂzgrnamb LUI\;S\Z%t al.,
- Folhas/Pernamb LUNA et al.,
heptacosano (70)  ~ A~~~ Uco 2020
acido penta 0 - Folhas/Pernamb LUNA et al.,
decanoico (71) OH uco 2020
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Ha Folhas/Pernamb LUNA et al.,
globulol (72) @ uco 2020
Folhas/Pernamb LUNA et al.,
n-decanal (73) e e UCo 2020
14-metil- Folhas/Pernamb LUNA et al.,
pentadecanoato Y\/\/\/\/Mo- uco 2020
(74)
acido 1,2- it Folhas/Pernamb LUNA et al.,
benzenodicarboxili Qitgﬁ uco 2020
co (75) o
. Folhas/Pernamb  LUNA et al.,
fitol (76) HO—— UCo 2020
acido hexandico 0 Folhas/Pernamb  LUNA et al.,
(76) A~ Ao uco 2020
_ _ D Folhas/Pernamb  LUNA et al.,
acido benzoico (77) ©)L0H uco 2020
T NH Folhas/Pernamb LUNA et al.,
pirrolidina (78) Q o 2000
acido-2,4- o o Folhas/Pernamb LUNA et al.,
piridinodicarboxili HO™ N "oH uco 2020
co (79) i
Folhas/Pernamb LUNA et al.,
heptacosano (80) UCo 2020
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