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Resumo

As plantas medicinais sdo usadas desde a antiguidade para tratar diversas doencas e, tém subsidiado a
pesquisa farmacéutica na descoberta de novos agentes biologicamente ativos. Neste contexto, foi realizada
a prospeccao fitoquimica, a avaliagcdo das atividades citotoxica, antimicrobiana e antioxidante do extrato
etandlico obtido das folhas da espécie Scleronema micranthum Ducke (Bombacaceae), conhecida
popularmente como cedrinho. Os resultados obtidos na prospecgéo fitoquimica sugerem a presenca dos
componentes metabdlicos leucoantocianidinas, flavonoides, saponinas e fenois. As moderadas atividades
citotoxica e antioxidante estabelecidas para o extrato bruto, podem despertar o interesse das empresas
farmacéuticas em razdo da pesquisa por novos agentes antitumorais e anti-inflamatérios oriundos da
Floresta Amazdnica. Deste modo, os resultados obtidos neste estudo representam uma clara oportunidade
para gerar beneficios econémicos e estimular a competitividade da indUstria farmacéutica nacional, a partir
da prospeccao de novos agentes bioativos aplicados ao controle de doengas de importancia para a saude

publica.

Palavras-chave: Prospecgdo fitoquimica. Toxicidade. Scleronema micranthum. Antioxidante.

Antimicrobiana.

Abstract

Medicinal plants are used since ancient times to treat various diseases and have subsidized pharmaceutical
research in the discovery of new biologically active agents. In this context, we evaluated the phytochemical

prospection, the cytotoxicity, antimicrobial and antioxidant activities of the ethanolic extract obtained from
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the leaves of the species Scleronema micranthum Ducke (Bombacaceae), popularly known as "cedrinho".
The results achieved in this phytochemical prospection suggest the presence of leucoanthocyanidins,
flavonoids, saponins and phenols, as metabolic components. The moderate cytotoxic and antioxidant
activities of the crude extract can arouse the interest of pharmaceutical companies in search of new
antitumor and anti-inflammatory agents derived from the Amazon Rainforest. We hope the results obtained
in this study indicates a clear opportunity of generating economic benefits and boosting the competitiveness
of the national pharmaceutical industry, prospecting new bioactive agents to control diseases of public health

importance.

Keywords: Phytochemical prospection. Toxicity. Scleronema micranthum. Antioxidant. Antimicrobial.

Introducéo

Os primeiros registros sobre a utilizacdo de plantas medicinais foram descritos no manuscrito Egipcio
“Ebers Papirus”, de 1.500 a.C., que continham informagdes acerca de 811 prescricdes e 700 drogas. Na
China, 500 a.C., plantas como o Gingeng (Panax ssp.) jA eram utilizadas com finalidades terapéuticas
(DUARTE, 2006).

A Quimica Medicinal tem contribuido de forma irrefutdvel para o desenvolvimento em ciéncia e tecnologia
voltada a bioprospecc¢éo de principios ativos naturais. Ademais, a biodiversidade da Floresta Amazodnica
representa um patriménio quimico pouco explorado, com potencial de contribuir com o desenvolvimento e
bem-estar da humanidade, ao gerar beneficios econdmicos que tem sido cada vez mais valorizado pelos
meios académico e industrial (FERRO, BONACELLI e ASSAD, 2006).

Os produtos de origem natural ttm demonstrado seu enorme potencial como fontes de compostos bioativos
com atividades anti-inflamatdria, antinociceptiva e antiespasmadica antimicrobiana (NASCIMENTO et al.,
2008); cicatrizante antitumoral; (OLIVEIRA, ALMEIDA e SILVA FILHO, 1990) antidiabética e
hiperlipidémica, dentre outras (GALLETTO et al., 2004).

A familia Bombacaceae, pertencente a ordem Malvales, é constituida de plantas arbéreas, distribuidas com
frequéncia nas matas primarias de terra firme e varzea por todo o Estado do Amazonas e compreende cerca
de 28 géneros e 200 espécies, cuja importancia econdmica é atribuida a utilizacdo da madeira na confeccéo

de moveis, compensados decorativos, construgéo civil e naval (VANDERLUCIA e MARILUZI, 2006).

Os individuos da espécie S. micranthum sdo arvores emergentes que atingem até 35m de altura e 80cm
de didmetro, cujo estudo fitoquimico preliminar, recentemente realizado com residuos da madeira, sugeriu
a presenca de diferentes metabdlitos das classes taninos condensados, catequinas, flavonoides e
chalconas (CUNHA e ABREU, 2014). Entre as suas atividades bioldgicas sdo atribuidas aos flavonoides e
catequinas propriedades antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante e antiviral (SIMOES e SCHENKEL,
2002); e aos taninos, em funcdo de sua adstringéncia, propriedades antidiarreica, antibacteriana e
antifingica (LOBO et al., 2010).
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Nas ultimas décadas, o problema de resisténcia aos antibiéticos, em funcao do seu uso irracional, passou
a representar importancia consideravel no contexto da saude publica mundial (TRABULSI e ALTERTHUM,
2008). O elevado custo atribuido a terapéutica anticancer e a ndo disponibilizagcéo de tratamento adequado,
tem consumido parcelas significantes de recursos destinados aos sistemas publicos de salde. A demanda
das empresas farmacéuticas por recursos naturais como fonte de modelos para farmacos tem-se justificado
pelos altos investimentos em P&D (pesquisa e desenvolvimento), visto que, menos de 2% das plantas
superiores foram analisadas para detec¢éo de constituintes com atividades antimicrobiana e antineoplasica
(COSTA-LOTUFO et al., 2009; PAVARINI, 2000). Simultaneamente, é notado também o crescimento
mundial da demanda por medicamentos a base de plantas nos paises desenvolvidos como alternativa mais
saudavel, ou menos danosa, de tratamento e nos paises em desenvolvimento, como resultante do nédo

acesso aos medicamentos farmoquimicos (BRASIL, 2007).

Diante deste cenario, o presente estudo, se propds a determinar o perfil fitoquimico e avaliar as atividades
citotéxica e antimicrobiana do extrato etandlico bruto das folhas da espécie S. micranthum, oriunda da
exploracéo sustentavel de madeiras da Floresta Amazdnica, como fonte de novos agentes bioativos que
possam vir a ser utilizados no tratamento de doencas de importancia para a salde publica e ambiental na
populacéo brasileira.

Materiais e Métodos

Material vegetal

As partes aéreas frescas foram coletadas durante o processo de poda de arvores sob a responsabilidade
do engenheiro florestal da empresa Mil Madeireira Preciosa Ltda. (Precious Woods Amazon Ltda., Dr.
Marcos Antbnio Silva de Souza, localizada na rodovia AM 363, KM 1,5, Zona Rural, Itacoatiara-AM-Brasil.
O material foi identificado por Tereza Bessa sob o nimero de identificagdo 06 e sua exsicata foi depositada
no herbério 2051 da Universidade Estadual do Amazonas (UEA). O material foi seco em estufa de fluxo de
ar continuo a temperatura de 45— 48°C por 48 horas. Com o0 auxilio de um moinho de facas, o material foi
triturado e armazenado. Os extratos foram obtidos a partir de uma extracdo a quente utilizando como
solvente etanol. Em seguida, o solvente foi removido com auxilio de rotaevaporador e, posteriormente,

submetido a secagem em dessecador e armazenado para andlise.

Prospeccdo fitoquimica para caracterizagdo dos constituintes fenolicos

O extrato seco das folhas de S. micranthum foi analisado utilizando-se os reagentes convencionais para
deteccdo de grupos fendlicos especificos, tais como: reacdo de Shinoda (acido cloridrico e magnésio),
solucgdo de cloreto férrico. O perfil quimico foi obtido direcionando-se o protocolo para avaliar a presenca
de flavonoides, usando-se para isso reagentes reveladores como: cloreto férrico. Toda a prospecgéo
fitoquimica foi realizada conforme descrito na literatura (MATOS, 2001). As andlises das amostras foram

realizadas no Laboratdrio de Preparo de Amostras e Analises — LPAA / ICET / UFAM.

Avaliacdo da Toxicidade

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia Salina Leach foi realizado conforme a metodologia
descrita por Meyer e colaboradores (1982). O extrato foi testado em diferentes concentragfes (0, 20, 40,
50, 60, 80, 100, 250, 500, 750 e 1000ug/mL), cada teste foi acompanhado de controle negativo (agua salina

e Tween 80 a 5%) e positivo com dicromato de potassio (60 e 120ug.mL™1).
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Para obtencdo dos valores de dose letal (DLso) foi utilizada a analise PROBIT, através do software
BIOSTAT® 2009. Para comparacgdo dos valores de DLso entre as espécies, foi utilizado o intervalo de
confianga obtido pela analise PROBIT, 95% de confianga descrito por Finney (1971).

Atividade Antimicrobiana

Método de difusdo em Agar — técnica do disco.

A determinagéo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de difusdo em Agar, frente as cepas
de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 25922), utilizando discos contendo os extratos ESMD nas concentragdes 100, 50 e 10 ug.mL™. Para
o controle positivo, foi utilizado o antibidtico amicacina e o controle negativo (branco) foi feito apenas com
o solvente DMSO (dimetilsulféxido). A atividade antimicrobiana foi realizada conforme descrigao original de
Bauer e colaboradores (1966) e atualizacdes do National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS 1997, 2000, 2002).

Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada de acordo com Rufino e colaboradores (2007) e os resultados
expressos em EC50, representando a concentracdo necesséria de amostra para a absor¢do de DPPH em
50%. As amostras de extrato foram preparadas a partir de solucéo inicial de 60pM, variando a concentracéo
de 10uM a 50pM, todas em triplicata. Utilizou-se alcool metilico como branco para calibrar o
espectrofotdbmetro e para o controle utilizou-se a solugdo de alcool metilico, acetona e agua

Resultados e Discusséao

TABELA 2. Classes de metabdlitos secundarios do extrato etandlico bruto das folhas de S. micrantum.

Metabdlicos secundarios S. micranthum (folhas)
Taninos Negativo
Fenois Positivo
Catequinas Negativo
Flavonodides Positivo
Leucoantocianidinas Positivo
Flavonas Positivo
Saponinas Positivo
Antocianidinas Negativo
Chalcona Negativo

O estudo fitoquimico preliminar da espécie S. micranthum sugeriu a presenca de diferentes classes de

metabdlitos secundarios, conforme (TABELA 2).

A realizagdo do estudo fitoquimico preliminar fez-se necessario em fungéo de se conhecer as possiveis
classes de metabdlicos de interesse farmacoldgico e/ou bioativos que podem ou néo estar presentes no

extrato e assim auxiliar qual o melhor método para sua extracéo e avaliagdo da atividade biologica.
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Os testes fitoquimicos qualitativos foram baseados na observagdo visual das mudangas de cor ou a
formacao de precipitado ap6s a adi¢do dos reagentes especificos. Alguns constituintes quimicos presentes
nos extratos de plantas medicinais podem responder majoritariamente pela atividade biolégica (BESSA et
al., 2013).

Neste estudo, os constituintes do extrato etandlico bruto das folhas da espécie S. micranhtum, foram
identificados qualitativamente, indicando metabdlicos secundarios, tais como, fendis, leucoantocianidinas,
flavonoides, flavona e saponinas (TABELA 2).

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fendis simples, acidos
fendlicos (derivados de acidos benzdico e cinamico), cumarinas, flavondides, estilbenos, taninos

condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (SOUZA et al., 2007)

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém
recebido muita atencdo nos Ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacao lipidica e a lipooxigenase
in vitro (SOUZA et al. 2007). Os flavonoides atuam como antioxidantes na inativacdo dos radicais livres, em
ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Os flavonoides mais investigados séo:
quercetina, a mirecitina, a rutina e a naringenina (DOSSIE, 2009).

A classe das leucoantocianidinas pertence a familia dos polifenois naturais pertencentes a classe dos
bioflavonoides, cuja acédo antioxidante hidrossolavel chega a ser superior e a Vitamina E (FERNANDES et
al., 2012).

As saponinas s#o atribuidas propriedades detergentes e surfactantes, com funcdes de regulagio do
crescimento, defesa contra insetos e patdgenos, revelando a importancia desses compostos na adaptacao
e sobrevivéncia vegetal. No organismo humano destaca-se a agdo antioxidante junto aos sais biliares e
colesterol no tubo digestivo, impedindo sua absorcéo e a acio citotoxica frente a células tumorais (SIMOES
e SCHENKEL, 2002).

Na literatura ndo existem dados publicados a respeito da espécie para comparagdo, porém ha um outro
trabalho na mesma linha de pesquisa envolvendo esta espécie, onde trabalhou-se com o residuo da

madeira e, através do mesmo é possivel fazer a comparacao de resultados.

Ao correlacionar com o teste feito com o residuo da espécie, pode-se observar algumas diferengas nos
constituintes, no residuo foram sugeridos metabélicos como: taninos condensados, catequinas, flavonoides
e chalconas (CUNHA e ABREU, 2014).

A diferenga entre os resultados pode estar associada a fonte do material, o residuo fica ainda algum tempo
exposto a alguns agentes do intemperismo e, também, por ficar junto a residuos de outras espécies, o que
pode ocasionar um contato entre as mesmas e, por ventura pode ocorrer uma mistura do material. Podendo,
assim, perder ou mesmo absorver algum componente metabdlico. Intemperismo é o termo geral usado
para definir a lenta degradacédo de materiais, quando expostos a agentes como sol ou chuva (CATTO,
ALMEIDA e SANTANA, 2014). Os diferentes metabolitos secundarios compdem substancias que possuem
estruturas quimicas e propriedades biolégicas diversas, que desempenham um papel importante na
adaptacdo das plantas quanto ao ambiente, defesa contra microrganismos e parasitas, protecdo da

radiacdo solar e protegdo contra herbivoros. Também representam uma fonte de substancias
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farmacologicamente ativas empregadas como medicamentos, cosméticos, matéria-prima para a quimica
fina ou, ainda, como nutracéuticos (LEITE et al., 2010; ROCHA et al., 2011; GRANATO et al., 2013).

Avaliacdo da Toxicidade

O ensaio de letalidade utilizando cistos de A. salina € um método simples, rapido e de baixo custo para o
biomonitoramento de extratos de plantas, considerado uma ferramenta Util para avaliagdo preliminar no
estudo de substancias com potencial atividade biol6égica (MEYER et al., 1982; SIQUEIRA et al., 1998).

Apds a eclosdo dos nauplios, foram transferidas cerca de 10 larvas de A. salina para tubos de ensaio
contendo solugéo salina e o extrato a ser testado em diferentes concentrag8es. Apds 24 horas de contato
com a solucéo contou-se os nauplios mortos. A determinacdo da toxicidade foi realizada por meio do

percentual de mortalidade das larvas e corrigida através da Férmula de ABBOTT (1925).

TABELA 3 — Valor de DL (50) de larvas de A. salina para espécie estudada.

Espécie DL(50) (ng/mL)

S. micranthum 117,667

Existe uma relagéo entre o grau de toxicidade e a dose letal media (DLso) apresentada por extratos brutos
de plantas sobre larvas de A. Salina Leach. Deste modo, considera-se que quando séo verificados valores
acima de 1000pg/mL, estes, ndo s&o considerados téxicos. Um extrato ou substancia é considerada
altamente toxica quando a (DLso) for menor que 80ug/mL, moderadamente tdxica, quando os valores séo
entre 80ug/mL e 250ug/mL e quando os valores forem acima de 250ug/mL a substéancia é considerada com
baixa toxicidade ou néo toxica (MEYER et al., 1982; NGUTA et al., 2010).

Considerando o valor do intervalo de concentragdo para a toxicidade de um extrato, pode-se afirmar que o
extrato etandlico bruto das folhas desta espécie € moderadamente toxico, pois o valor da DLso corresponde
a 117,667 pg/mL, sugerindo que a espécie S. micranthum pode tornar-se uma fonte de matéria-prima
promissora e de interesse para industrias quimicas. Quanto menor for o valor da DLso, frente a um
organismo teste, maior € sua atividade tOxica, sugerindo potencial atividade antitumoral. Dados
experimentais corroboram para que exista uma importante correlacdo entre a CLso e a dose efetiva media
DEso obtida para linhagens tumorais (McLAUGHLIN, 1998).

Atividade Antimicrobiana

Atualmente, os resultados do teste de suscetibilidade de agentes antimicrobianos sdo interpretados
comparando o valor do halo de inibicdo com os critérios publicados pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute), que a cada ano atualiza suas edi¢des. Desta maneira, as amostras bacterianas sédo

categorizadas em sensiveis (S), resistentes (R) ou intermediarias (I) (CLSI, 2011).

N&o existe um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para produtos naturais quando comparados
com antibidticos padrdes, tanto que, alguns autores consideram somente resultados similares aos de
antibiéticos, enquanto outros consideram com bom potencial até mesmo aqueles com niveis de inibigées
superiores (ALIGIANIS et al., 2001).
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O resultado da atividade antimicrobiana da espécie S. micranthum em estudo pelo método de difusdo de
disco de papel frente & S. aureus, E. coli e P. aurigenosa nao apresentou halo de inibicdo em nenhuma das
concentragfes testadas, o que implica dizer que o extrato vegetal etandlico das folhas desta espécie ndo
apresenta atividade antibacteriana frente aos trés organismos testados.

Tal resultado pode ser explicado porque a membrana externa das bactérias Gram negativas apresenta-se
como uma barreira a penetragdo de numerosas moléculas de antibidticos, e, além disso, o espaco
periplasmatico contém enzimas capazes de quebrar moléculas estranhas (SARTORI, 2005; TORTORA,
FUNKE e CASE, 2005).

Extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana em concentra¢cbes acima de 500mg/mL
possuem fraca atividade, sendo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento de infecgdes
bacterianas ou fungicas (HOLETZ et al., 2002).

Alguns estudos apontam que a presenga de metabdlicos como taninos e fendis em extratos etandlicos
levam & expectativa de atividade antibacteriana. Porém, apesar da presenca de fendis, a espécie ndo
apresentou atividade antibacteriana, a explicacdo para isto pode ser a baixa concentracdo de fendis no
extrato (VELURI et al., 2004).

Atividade Antioxidante

Varios métodos sao utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e substancias isoladas;
um dos mais usados consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-
hidrazila - DPPH?e, de coloracéo purpura que absorve a 515nm. Por agéo de um antioxidante (AH) ou uma
espécie radicalar (R¢), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbéancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional (PAREJO
et al., 2003).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentragao inicial de
DPPH em 50% é denominada concentracdo eficiente (CE50), também chamada de concentragéo inibitdria
(C150). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CE50 e maior a sua
atividade antioxidante (EIl KARAKAYA, 2004; QIAN e NIHORIMBERE, 2004).

Segundo a literatura, plantas que possuem composto como fendis e flavonoides possuem atividade
antioxidante. O extrato etandlico bruto das folhas de S. micranthum apresenta tais composto, 0 que nos

trouxe expectativa de atividade antioxidante para este extrato.

A (FIGURA 1) mostra o comportamento da amostra em relagdo ao comprimento de onda especifico e as
concentracBes de DPPH utilizadas no teste. Também é possivel observar a curva padrao utilizada nas
concentragfes testadas das amostras. O gréafico é obtido através do programa Excel, onde plota-se os

resultados das absorbancias em tabelas e posteriormente calcula-se o valor de R2.
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FIGURA 1: Curva padrao do DPPH
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A amostra apresentou capacidade de consumo de DPPH supondo preliminarmente a atividade antioxidante
para o extrato testado. Pela curva padréo foi possivel notar que as absorbancias das solu¢ées de referéncia
encontram-se dentro do esperado, em proporcionalidade com as concentragfes. Através do grafico, se
obteve a seguinte equacgdo da reta: y = 0,032x — 0,0376 que permitiu encontrar a concentragdo efetiva
(ECs0), necesséria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% e R? = 0,986 representa a
linearidade da reta. O R2, mostra que a reta teve uma linearidade de aproximadamente 98%. As distor¢des
observadas podem ter sido ocasionadas por erros do operador ou do equipamento.

Como grande parte da populacdo ainda desconhece a importancia das plantas medicinais, muitos estudos
tém sido realizados para esclarecer o papel dos radicais livres em processos fisiopatolégicos como

envelhecimento, cancer, aterosclerose e, principalmente, inflamacéo.

A busca por novos farmacos tem motivado varios estudos relacionados a biodiversidade vegetal brasileira,
pesquisas com plantas medicinais tém sido incansavelmente realizadas em busca de compostos com
elevada atividade antioxidante que inibem os radicais livres, os metabdlitos secundarios quando
comparados com os antioxidantes sintéticos possuem baixa toxicidade e estdo sendo investigados cada
vez mais (FRANCA et al., 2012).

Conclusao

Os ensaios para a determinacao do perfil fitoquimico mostraram que a espécie possui alguns metabdlitos
secundarios tais como: fendis, leucoantocianidinas, flavonoides (flavona) e saponinas. Nao foram

detectadas outras subclasses de flavonoides nesta espécie.

Através dos testes realizados com a espécie S. micranthum foi possivel observar que a mesma apresenta
atividade toxica moderada frente a Artemia Salina Leach. Estes ndo sdo estudos conclusivos mas
preliminares, logo, os resultados aqui obtidos sugerem ou estimulam a continuidade dos estudos e ensaios

de citotoxidade em linhagens de células tumorais especificas.
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A atividade antibacteriana n&o foi identificada neste estudo, pois a espécie ndo apresentou halo de inibi¢éo,

isso pode ser atribuido & baixa concentracéo dos metabdlitos caracterizados na mesma.

A atividade antioxidante foi positiva, o que refor¢a a necessidade de métodos especificos para a extracéo
e o isolamento dos metabdlitos secundarios presentes, e assim determinar aqueles responsaveis pela

atividade antioxidante e suas concentragoes.

Estes resultados sdo apenas uma prévia para os extratos obtidos desta espécie, sendo necesséria a
continuidade da sua avaliagcao quimica e bioldgica. Na literatura, as informacdes sobre a mesma ainda sdo

poucas, o que justifica a continuidade dos estudos para confirmagéo dos resultados obtidos nesta pesquisa.
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